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RESUMO






Este trabalho foi realizado com o objetivo de isolar e identificar os alcaldides presentes
nas espécies H. vittatum e H. striatum, analisar a atividade antitumoral, inibidora da
enzima acetilcolinesterase, antioxidante dos extratos e alcaloides obtidos, realizar
ensaio de toxicidade para o alcaldide montanina, bem como observar sua atividade em
pesquisa bésica do comportamento em roedores e verificar comparativamente a
modulagdo da montanina e da galantamina sobre a via de sinalizacdo das proteinas
quinases pRaf/pMEK/pERK/pCREB. Método: Fitoquimico: As partes aéreas e
subterraneas das espécies coletadas foram maceradas em etanol e processadas em
extracdo acido-base para a obtengdo dos extratos diclorometano e n-BuOH. Os
alcaloides isolados foram identificados com a utilizagdo de métodos cromatograficos,
espectrométricos ¢ espectroscopicos. Testes in vitro: Atividade antitumoral: Os
extratos ¢ alcaldides obtidos foram avaliados em método in vitro, onde se aplicaram
células tumorais biopsiadas de humanos. Inibicdo da enzima acetilcolinesterase: Os
compostos isolados, montanina (Hvl e Hv2), vitatina (Hv4), pancracina (Hv5) e Hv6
de H. vittatum e a galantamina foram testados em ensaio de bioautografia por
cromatografia em camada delgada (CCD) com 1-naftil acetato. Atividade antioxidante:
Os compostos anteriormente citados foram testados pelo método que utiliza o
difenilpicrilhidrazol (DPPH) em CCD. Testes in vivo: Toxicidade da montanina (24
horas): A montanina foi administrada com doses de 10 a 100 mg/kg ip. em
camundongos ¢ a toxicidade observada por 24 horas comparando-se aos grupos
controle. A dose letal mediana foi calculada com método dos probitos. Avaliacéo da
atividade central da montanina: Foram realizados experimentos com camundongos
machos em Campo Aberto (CA), Nado Forcado (NF), Labirinto em Cruz Elevado
(LCE), Indugao do Sono por Pentobarbital (ISP) e sobre a consolidagdo da memoria
em ratos (esquiva inibitoria passiva). Analise bioquimica da via das MAPKSs: Aplicou-
se metodologia in vitro em homogenatos (fatias hipocampais) tratados com os
alcaldides montanina ou galantamina. A obtencdo dos resultados ocorreu a partir da
realizagdo de eletroforese de alta voltagem ¢ “Western Blot”. Resultados e
Conclusdes: A partir dos extratos de alcaldides totais de H. vittatum foram isoladas
cinco substancias: (a) Hvl (montanina — 0,007%) isolado do extrato diclorometano de

folhas, (b) Hv2 (montanina — 0,09%), (c¢) Hv3 (licorina 0,003%) e (d) Hv4 (vitatina —
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0,0003%), isolados do extrato diclorometano de bulbos. Do extrato n-BuOH dos
bulbos foram isolados o alcaldoide Hv5 (pancracina — 0,0025%) e o composto Hv6
(0,0034%). Da espécie H. striatum foi isolado o alcaldide licorina (Hs3) e dois
compostos ndo identificados (Hsl e Hs3). O alcaldide vitatina demonstrou inibir
moderadamente o crescimento das c€lulas tumorais com os valores de ICsy <29 pg/ml.
A montanina apresentou o maior efeito antiproliferativo entre os produtos testados. Os
valores de ICsy foram menores que 1,0 pg/ml para as linhagens testadas. Os extratos
diclorometano ¢ N-BuOH de H. vittatum foram considerados antiproliferativos para as
células tumorais humanas empregadas, com valores de absorvancia 25% menores que
o controle. Para as atividades inibidoras da enzima acetilcolinesterase e antioxidante,
somente o composto Hv6 apresentou a¢do. A dose letal mediana para a montanina em
camundongos machos foi calculada em 64 mg/kg i.p. A montanina ndo alterou a
locomocgao e a atividade exploratéria de camundongos quando administrada pela via
intraperitoneal (i.p.) nas doses de 10 e 30 mg/kg (CA). Na avaliacdo da atividade
central da montanina administrada por via 1.p., observamos atividade ansiolitica (0,1;
1,0; 3,0 mg/kg — LCE), antidepressiva (3,0 mg/kg - NF) e tendéncia para atividade
hipnética (ISP). No paradigma de memoria de esquiva inibitdria passiva, a montanina
ndo alterou significativamente o comportamento dos ratos wistar, na via de
administra¢do e nas doses testadas. Na investigacdo comparativa da modulacdo da via
de sinalizagdo das MAPKs (envolvidas com a memodria) em fatias hipocampais
tratadas (ratos), concluiu-se que a montanina e a galantamina aumentam a fosforilacao
(atividade) das proteinas testadas. Os resultados obtidos para a galantamina sugerem
um possivel mecanismo de acao que explique bioquimicamente uma de suas agoes que

contribuem para a melhora da memoria em ratos na esquiva inibitoria.

Palavras chave: Amaryllidaceae, Hippeastrum vittatum, Hippeastrum striatum,

Montanina, Comportamento, MAPK.
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ABSTRACT







Hippeastrum vittatum (L Hér.) Herbert and Hippeastrum striatum (Lam.) Moore:
chemical analysis and biological evaluation of the isolated alkaloids

This work was accomplished with the aim of isolating and identifying the alkaloids
present in the H. vittatum and H. striatum species, analyzing the antitumoural;
acetylcholinesterase inhibition; antioxidant potential of the extracts and alkaloids
obtained, taking the toxicity test for the montanine alkaloid, as well as analyzing its
activity over the CNS on basic research of rodents behavior, and comparatively
verifying the activation of montanine and galanthamine on the MAPK signaling
pathway. Methods: Phytochemical: the leaves, bulbs and roots of the collected species
were treated with ethanol and processed under acid-base extraction for obtaining the
dichloromethane and n-BuOH extracts. The isolated alkaloids were identified by the
use of chromatographic, spectrometric and spectroscopic methods. In vitro assays:
Antitumoural activity: The extracts and alkaloids obtained were evaluated in human
biopsied tumoural cells. Acetylcholinesterase inhibition: The obtained substances were
tested by the use of 1-naftyl acetate. Antioxidant activity: The obtained substances
were tested by the use of difenilpicrilhidrazol (DPPH). Montanine toxicity: This
alkaloid was administered intraperitoneally in male mice. Its toxicity was observed for
24 hours in comparison to the control groups. The LDs, was calculated by the probitos
method. Evaluation of montanine’s central activity: Experiments on mice were taken
in order to monitorize the locomotory and exploratory activity (Open Field - OF), as
well as the anxiolitic (Elevated Plus-Maze - EPM), antidepressant (Forced Swimming
Test - FST), and hypnotic (Sleep Induction by Pentobarbital - SIP). Tests on the
memory consolidation in rats were also led (Inhibitory Avoidance Task). Biochemical
analysis of MAPK pathway: In vitro methodology was carried out in homogenates (rat
hippocampal slices) treated with montanine or galanthamine. The results were
obtained through SDS-PAGE and Western Blot. Results and Conclusions: Five
compounds were isolated and identified through the H. vittatum total alkaloids
extracts: a) Hvl (montanine — 0.007 %), isolated from leaves dichoromethane extract;
b) Hv2 (montanine — 0.09 %); ¢) Hv3 (lycorine — 0.003 %); d) Hv4 (vittatine —
0.0003%) 1isolated from bulbs dichloromethane extract; e¢) Hv5 (pancracine —

0.0025%); f) Hv6 (0.0034 %), both from n-BuOH extract. From H. striatum two
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unidentified substances and lycorine were isolated. The antitumoural activity was
analyzed only from H. vittatum products. The vittatine showed a moderate inhibition
of the tumoural cells growth with ICs, values < 29 pg/ml. Among the tested products,
the montanine showed the greatest antitumoural effect (ICs5 < 1.0 pg/ml). The
dichloromethane and Nn-BuOH extracts, with 25 % smaller absorbance values than the
control ones, were considered antitumoural for the cell lines employed. The results
about acetylcholinesterase inhibition and antioxidant activity were that the Hv6
compound was active, and the others were inactive. The LDs, for the male mice was
calculated in 64 mg/kg 1.p. The montanine did not alter the mice’s exploratory and
locomotory activity at the doses of 10 and 30 mg/kg. The montanine showed anxiolitic
(0.1; 1.0; 3.0 mg/kg — EPM), antidepressant (3.0 mg/kg - FST) and a tendency to have
a hypnotic activity (ISP). In the memory paradigm of inhibitory avoidance task, the
montanine did not interfere on the behavior of wistar rats, neither on the administration
via nor on the tested doses. By the investigation of MAPK signaling pathway on
treated hippocampal slices, the montanine and galanthamine were considered to
increase the protein fosforilation. The galanthamine was significantly active, becoming
one of the probable mechanisms for the reported improvement on the memory

consolidation in rats.

Key words: Amaryllidaceae, Hippeastrum vittatum, Hippeastrum striatum, Montanine,
Behavior, MAPK.
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INTRODUCAO GERAL






Algumas espécies da familia Amaryllidaceae sdo empregadas desde a
antiguidade. Relatos apontam o uso destes vegetais por Hipocrates no quarto século
a.C. no tratamento do cancer, empregando o oleo extraido da espécie Narcissus
poeticus L. (PETTIT et al., 1986). Atualmente, varias destas plantas sdo utilizadas na
medicina popular nos continentes africano e europeu para as quais foram descritas
diversas atividades bioldgicas, como por exemplo: Brunsvigia littoralis — atividade
anti, antiviral, imunoestimulante, antimalarica e antitumoral (CAMPBELL et al.,
1998); Crinum glaucum — atividade antiespasmodica (OKPO e ADEYEMI, 1998);
Ammocharis coranica — controle de doengas mentais (KOORBANALLY et al., 2000),
entre outras. Estes estudos demonstram a grande diversidade de atividades biologicas

para este grupo de vegetais.

O interesse de estudo destas espécies estad ligado a presenga de alcaldides
1soquinolinicos de ocorréncia exclusiva nesta familia vegetal, muitos deles bioativos,
como por exemplo: analgésicos, antitumorais, antivirais, antiplasmddicos
(CAMPBELL et al., 2000; MACIEL et al., 2002) e atividade sobre o sistema nervoso
central (SNC), que possui como principal representante a galantamina (LEWIS, 1989).

Uma das propriedades intrinsecas da maioria dos alcaloides, fundamental para a
sua utilizacdo no tratamento de doengas do Sistema Nervoso Central (SNC), ¢ a de

ultrapassar a barreira hematoencefalica, como por exemplo, o firmaco galantamina.

Sua atividade bioldgica principal, inibidora da enzima acetilcolinesterase,
favorece seu emprego em distintas areas, tais como anestesiologia, revertendo efeito
curarizante (pOs-operatorio); oftalmologica, no tratamento do glaucoma e na
neurologia, aumentando a transmissdo colinérgica e efetividade sindptica em pacientes
com Doenca de Alzheimer (DA). Outros efeitos sobre o SNC foram investigados,
como acao sobre a memoria em camundongos e ratos. Foram demonstrados efeitos da
galantamina (ensaios in Vivo em ratos wistar) em dois paradigmas de memoria: a
esquiva inibitéria ativa e passiva. Apesar da avaliacdo, tanto do desempenho de
animais tratados com galantamina quanto da melhora clinica em humanos, os

mecanismos de agdo relacionados com a memoria nao foram investigados.



No Estado do Rio Grande do Sul, foram identificados até o momento, cinco
géneros desta familia: Crinum (1 espécie), Habranthus (5 a 6 espécies), Zephyranthes
(3 a 4 espécies), Hippeastrum (8 espécies) e Rodophiala (1 espécie), e somente um

estudo quimico foi relatado sobre espécies de ocorréncia no Rio Grande do Sul.

A avaliagdo quimica e dos efeitos biologicos de plantas da familia
Amaryllidaceae constituem linha de pesquisa desenvolvida no laboratorio de
Farmacognosia neste Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, sendo
que algumas espécies ja foram investigadas com resultados promissores (HOFMANN

JR etal., 2003, HOFMANN JR et al., 2004; CASTILHOS et al., 2004).



OBJETIVOS






OBJETIVO GERAL

Realizar a analise quimica e avaliar as atividades bioldgicas dos alcaloides
presentes em Hippeastrum vittatum (L"Hér.) Herbert e Hippeastrum striatum (Lam.)

Moore.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
° Isolar e identificar os alcaloides.

. Analisar as atividades antitumoral, antioxidante e inibidora da enzima

acetilcolinesterase, dos compostos obtidos, através de modelos in vitro.

. Realizar ensaio de toxicidade para o alcaléide montanina, para a

determinac¢ao da dose letal mediana.

e  Avaliar os efeitos gerais da montanina sobre o comportamento de

roedores.

. Verificar comparativamente a modulagdo da montanina e da galantamina
sobre a via de sinalizagdo das proteinas quinases pRaf/pMEK/pERK/pCREB,

envolvidas com a memoria em células hipocampais de ratos.

Com vistas a ordenar os assuntos abordados, o trabalho foi dividido em quatro

capitulos:

O capitulo I apresenta a revisao bibliografica da familia botanica, género,
espécies estudadas, analise quimica das espécies Hippeastrum vittatum e Hippeastrum

striatum, bem como a metodologia utilizada e os resultados obtidos.

O capitulo II contempla a revisdo bibliografica dos alcaloides de
Amaryllidaceae quanto a sua atividade antitumoral, o método empregado (in vitro) e
os resultados pertencentes a andlise desta atividade para os alcaldides isolados, e dois
testes in vitro adicionais: atividade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase e

atividade antioxidante.



O capitulo III aborda a avaliagcdo preliminar de toxicidade da montanina e seu
efeito geral no comportamento de roedores. Esta avaliagdo consiste na determinacao
da dose letal mediana, seguida de avaliagdes sobre locomogdo, exploracao de
ambiente, efeito ansiolitico, antidepressivo, hipndtico em camundongos e sobre a

consolidacao da memoria em ratos.

O capitulo IV relata a modulagdo da montanina e da galantamina sobre a via de

sinalizacdo de proteinas quinases, envolvidas com o processo da memoria em ratos.

Ao final estdo apresentadas a discussao, conclusdes e perspectivas do trabalho.



CAPITULO |

ANALISE FITOQUIMICA






REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 FAMILIA AMARYLLIDACEAE

Primeiramente identificada por Jaume St. Hilaire em 1805, a familia
Amaryllidaceae ¢ composta por espécies com bulbos, ovarios inferiores e
inflorescéncias cimosas (DAHLGREN et al., 1985). Para a familia Amaryllidaceae
foram descritos aproximadamente 13 tribos, 58 géneros (MEEROW et al., 1999) ¢ 870
espécies (JUDD et al., 1999).

Na América do Sul, estes vegetais ndo sdo comumente utilizados para fins
medicinais ou alimentares, mas sao geralmente cultivados com finalidade ornamental,
para decoragdo de jardins e interiores. Atualmente, espécies dos géneros Hippeastrum,
Crinum, Hymenocallis, Leucojum, Zephyranthes entre outros, sdo largamente
cultivadas em variacdes hibridas (BRUNETON, 1999).

Como resultado de identificacdes botanicas erroneas, inumeros casos de
intoxicacoes foram relatados com espécies desta familia, tanto por ingestao quanto por
dermatites de contato. A toxicidade por contato com a pele pode ser acentuada em
individuos hipersensiveis, os quais ao manipularem a planta podem ter afetados dedos,

maos, bracos e pescoco (BRUNETON, 1999).

Para a diminuicdo de erros em identificacdes e classificacdes inconsistentes, as
relagdes filogenéticas foram agrupadas as analises morfologicas (ITO et al., 1999).
Apesar da utilizagdo destas modernas ferramentas de identificacdo, algumas
controvérsias ainda existem quanto a posicao sistematica da familia Amaryllidaceae.
Em 1999 cientistas publicaram a realizagdo do seqiienciamento e a identificagdo dos
genes rbcl e trnL-F, apresentados separadamente e combinados em 48 géneros. Neste
trabalho os autores propdoem a permanéncia da tribo Hippeastreae na familia

Amaryllidaceac (MEEROW et al., 1999).
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Os géneros da tribo Hippeastreae sdo amplamente distribuidos no continente
americano, € em sua maioria, na América do Sul, como: Phaedranassa, Urceolina,
Eucrasia, Eucharis, Hymenocallis, Paramongaia, Stenomessom, Chlidanthus,
Eustephia, Rodophiala, Zephyranthes, Sprekelia ¢ Hippeastrum, enquanto que em
outros locais como a Asia e Mediterraneo, é encontrado um ntmero reduzido de

géneros (ITO et al., 1999).

1.2 GENERO HIPPEASTRUM

Na tribo Hippeastreae, Hippeastrum abrange de 55 a 75 espécies silvestres,
exclusivamente americanas, ocorrendo desde o México até a Argentina.
Freqiientemente sdo ervas robustas com folhas (anuais) planas, disticas e escapos com
duas bracteas livres. As flores sdo grandes, na maior parte das vezes purpureas ou
vermelhas, afuniladas e zigomorficas. As tépalas sdo livres ou soldadas na base, os
filamentos tém tamanhos desiguais com ligeira curvatura para o alto (KUBITZKI,
1998). O emprego do nome Amaryllis para espécies do género Hippeastrum persiste
entre horticultores. Numerosas espécies sdo cultivadas como ornamentais, como
Hippeastrum advenum, H. bifidum, H. elegans, H. puniceum, H. reginae e H. striatum
(CABRERA, 1968; DALGREEN et al., 1985).

1.3 HIPPEASTRUM VITTATUM (L'HER.) HERBERT

H. vittatum apresenta bulbo sub-globoso de 5-8 c¢cm de diametro, com folhas
levemente erguidas medindo de 50-60 cm de comprimento por 2,5-5 cm de largura,
exibindo cor verde intensa. As flores (Figura 1.1) sao perfumadas medindo de 10-15
cm de comprimento, sdo brancas ou rosadas com duas bandas vermelhas na parte
superior de cada tépala, e estdo reunidas na extremidade de um escapo cilindrico.
Multiplica-se por meio de bulbos e floresce na primavera, mantendo as folhas

(PARODI, 1959).
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1.4 HIPPEASTRUM STRIATUM (LAM.) MOORE

Esta espécie ¢ caracterizada por conter bulbo sub-globoso (tunicado), de 5-8 cm
de diametro (Figura 1.2). As folhas verdes brilhantes medem de 30-40 cm de
comprimento por 2-5 cm de largura. Suas flores vermelhas de 5-10 cm de
comprimento com cor verde em sua parte basal, estdo dispostas em umbelas de 2-4
flores no apice do escapo. Multiplica-se por meio de bulbos (PARODI, 1959;
CABRERA, 1968).

Figura 1.2: Caracteristicas morfologicas da espécie Hippeastrum striatum
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1.5 ALCALOIDES DE AMARYLLIDACEAE

As espécies da familia Amaryllidaceae sintetizam seus alcaloides a partir de um
precursor universal, que € originado a partir da juncdo dos aminodcidos fenilalanina e
tirosina (WILDMAN et al., 1962b; BARTON et al., 1961; EICHHORN et al., 1998).
O encadeamento destes precursores origina alcaldides especificos, cuja ocorréncia foi

registrada preferencialmente nesta familia botanica.

A classificacdo dos alcaldides de Amaryllidaceae adotada neste trabalho foi a
de WILDMAN (1968) que inclui 8 nucleos fundamentais: derivados de Pirrol [de]
Fenantridina; derivados de [2] Benzopirano [3,4-g] indol; derivados de [2]
Benzopirano [3,4-c] indol; derivados de Dibenzofurano; derivados de 5,10b-
Etanofenantridina; derivados de N- Benzil- N- (-fenetilamina); nicleo narciclasina; e
11H- Dibenz [b,e] azepina. Desde a década de 1990, cientistas sugeriram a inclusao de
trés nucleos fundamentais: gracilina, galantindol e plicamina (NOYAN et al., 1998;

UNVER et al., 1999; UNVER et al., 2003).

Apos o isolamento da licorina em 1877, os estudos cientificos envolvendo este
grupo de alcaldides se intensificaram, e a partir de entdo, um grande numero de
alcaldides foi descrito, sendo muitos deles dotados de relevantes atividades biologicas.
Em 1984 foi reportado o isolamento e elucidagdo estrutural da pancratistatina (um
alcaloide de nucleo fundamental fenantridina) tornando-se um importante alvo de
pesquisa para a cura do cancer (Figura 1.3). Nestes estudos a pancratistatina foi
isolada das plantas medicinais Pancratium littorale e Zephyranthes grandiflora
(PETTIT et al., 1986; 1990), contribuindo para a busca e a clonagem de novas
espécies que pudessem proporcionar maior rendimento do alcaldide. Assim, varias
espécies do género Hymenocallis vém sendo avaliadas como fonte de pancratistatina

(PETTIT et al., 1984a; 1984b).

A galantamina, (Figura 1.4) isolada primeiramente dos bulbos da planta
Galanthus woronowi em 1952, e dois anos depois da espécie Galanthus nivalis, ¢é
largamente encontrada em diversas espécies de Narcissus e Lycoris. A utilizagdo
comercial da galantamina iniciou-se com extragdes da espécie Leucojum aestivum
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(HARVEY, 1995). Por ser uma espécie silvestre com possibilidade de extingdo,

métodos de sintese foram elaborados para a sua obtengao.

OH :

Figura 1.3: Estruturas quimicas da (L) licorina e (P) pancratistatina.

HsCO

Figura 1.4: Estrutura quimica da galantamina.

1.6 ORIGEM BIOSSINTETICA DE ALCALOIDES DE AMARYLLIDACEAE

A origem biogenética dos alcaldides de Amaryllidaceae tem sido estudada
desde a década de 50. Primeiramente, havia trés hipdteses para a biossintese destes
alcaloides. A primeira sugeria a oxidagcdo de compostos fenolicos e acoplamento orto-
para entre as posi¢cdes marcadas que seriam requeridas para a formacao da licorina. A
segunda teoria propunha o uso de precursores como o acido chiquimico e acido
prefénico, que também originariam a licorina. Entdo, BATTERSBY e BINKS (1960)
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Iniciaram pesquisas com tirosina radiomarcada como precursora dos alcaldides.
Plantas do género Narcissus foram utilizadas no experimento, ¢ um dos resultados

encontrados foi a presenga do alcaldide norpluvina radiomarcado.

Em 1961, BATTERSBY e BINKS reportaram os niveis de incorporagdo da
norbeladina, precursor do grupo nas moléculas da licorina e norpluvina. Constataram
que a incorporagdao da norbeladina na molécula da norpluvina ¢ bem mais acentuada
que na molécula da licorina. WILDMAN e colaboradores (1962a) estudaram a
possibilidade da unidade C¢C; ter tido origem a partir da molécula da tirosina.
Trataram a espécie Sprekelia formosissima com o precursor radiomarcado 3-C'*-
tirosina, que foi incorporado nos compostos haemantamina, haemantidina e tazetina,
nas posi¢des do anel C ¢ D (Figura 1.5). Concluiram que, se a unidade C4C; ¢
precursora do anel A, esta ndo poderia derivar da tirosina, e sim, de outra molécula.
Outro trabalho realizado por JEFFS (1962) relatava a incorporacdo da tirosina
radiomarcada na molécula do alcaléide haemantamina. Este pesquisador obteve o
mesmo resultado anterior, reforcando a teoria. Como era conhecida a origem dos anéis
C e D a partir do aminoacido tirosina, tornou-se necessario a investigagao da origem
do anel A (C¢C,). SUHADOLNIK e colaboradores, em 1962, incorporaram compostos
radioativos e observaram que a unidade 3-C'*-fenilalanina originou o anel A e a

unidade 3-C'*-tirosina originou o fragmento C4C, (anéis C e D).

OCH,

Figura 1.5: Estrutura quimica da haemantamina.

Considerando o exposto nos trabalhos anteriores, que verificaram a
incorporacao da norbeladina de forma intacta nos alcaloides, ficou claro que este era o

precursor universal dos alcaldides de Amaryllidaceae (Figura 1.6) (WILDMAN et al.,
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1962b; BARTON et al., 1961; EICHHORN et al., 1998). Também foi possivel a
comprovacao (WILDMAN e OLESEN, 1976) de que a montanina ¢ originada pelo

mesmo precursor e pertencente a classe 11H- Dibenz [b,e] azepina.

Figura 1.6: Origem biossintética da (M) montanina, pelo precursor (N) norbeladina.

1.7 ESPECIES ESTUDADAS PERTENCENTES AO GENERO HIPPEASTRUM

1.7.1 Hippeastrum ananuca Phil.

Em estudos fitoquimicos dos bulbos da espécie H. ananuca, os alcaldides

isolados foram a hemantamina, hipeastidina e epi-homolicorina (PACHECO et al.,

1982).
1.7.2 Hippeastrum aulicum Herb. var. robustum.

A partir dos bulbos da espécie H. aulicum, foram isolados e identificados os
alcaloides licorina, norpluvina, fiancina, galantina, pseudo-licorina, chlidantina,

ambelina, neruscina, nacissidina, montanina, aulanina e hipanlina (BOIT e DOPKE,

1960).
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1.7.3 Hippeastrum brachyandrum Baker.

Dos bulbos da espécie H. brachyandrum, oito alcaldides foram descritos:
licorenina, ambelina, crinamidina, urceolina, hipandrina, undulatina, licorina e

narcissidina (BOIT e DOEPKE, 1959).
1.7.4 Hippeastrum candidum Herb.

Dos bulbos do vegetal H. candidum cultivado na Holanda foram isolados os
alcaloides licorina e candimina. Outros hibridos desta espécie também foram

estudados quanto ao seu contetido quimico (DOPKE, 1962).
1.7.5 Hippeastrum equestre Herb.

Da planta H. equestre, as investigacdes quimicas resultaram no isolamento da
licorina com rendimento de 0,02% (1 kg bulbos) (GANGULI et al., 1967), e da
pseudo-licorina e tazetina (RAO e VIMALADEVI, 1972). Em 1995, foi iniciada uma
seqliéncia de trabalhos com esta espécie, isolando o alcaldide famina, e em 1997 os
alcaldides ismina, 11-hidroxivitatina, 9-O-demetilhomolicorina, pretazetina e 3-
epimacronina, estes Ultimos encontrados pela primeira vez nesta espécie. Em 1999
foram descritos os alcaldides 3-O-demetiltazetina e egonina (Figura 1.7) (DOPKE et
al., 1995; PHAM et al., 1997, PHAM et al., 1999).

Figura 1.7: Estrutura quimica da egonina (tipo-mesembrina).
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1.7.6 Hippeastrum johnsonii

RAO e colaboradores, em 1971, publicaram o isolamento e a identificacdo dos

alcaloides licorina, tazetina e pseudo-licorina dos bulbos desta espécie.
1.7.7 Hippeastrum puniceum (Lam.) Urb.

Chamada de “duende” na Republica Dominicana a espécie, H. puniceum teve o
conteido dos bulbos estudado por QUIRION e colaboradores (1991). Por
cromatografia do tipo Flash, quatro alcaldéides foram isolados: vitatina e 11-

hidroxivitatina, (-)-3-O-acetilnarcissidina.
1.7.8 Hippeastrum rutilum (Ker Gawl.) Herb.

Com esta espécie BOIT e colaboradores realizaram o isolamento e
identificacdo dos alcaldides (bulbos) licorina, hemantamina, hipeastrina, homolicorina
e galantamina (BOIT et al., 1958; BOIT e DOPKE, 1959). A licorina foi encontrada
nas raizes desta espécie com rendimento de 0,0044% (RAO e VIMALADEVI, 1964).

1.7.9 Hippeastrum solandriflorum (Lindl.) Herb.

Dos bulbos da espécie H. solandriflorum foram identificados os alcaldides
licorina, hamaina, vitatina, ismina e ungeremina. A ungeremina tem demonstrado
atividades bioldgicas importantes como antileucémica (BASTIDA et al., 1996). Sua

estrutura encontra-se na Figura 1.8.

Figura 1.8: Estrutura quimica da ungeremina.
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1.7.10 Hippeastrum vittatum (L"Hér.) Herbert

A espécie H. vittatum ¢é pesquisada desde a década de 1950. No primeiro
estudo, 3 kg de H. vittatum foram utilizados para o isolamento dos alcaldides tazetina e
licorina (BOIT, 1954). BOIT (1956) utilizando 25 kg isolou a homolicorina,
hemantamina, hipeastrina, vitatina e novamente a licorina e tazetina. Os alcaldides
1solados desta espécie, odulina e hipacina, tiveram suas estruturas descritas em 1966
por DOPKE e BIENERT. Em 1975, MOHGAZI e colaboradores isolaram desta
espécie trés alcaloides, até entdo inéditos, a hipadina, hipagina e hipafina, além dos ja
isolados anteriormente: licorina, hipeastrina, tazetina, vitatina e hipacina (ALI et al.,
1975). Em 1976, foi reportado o isolamento do alcaldide hipagina, o qual no ano de
1984 teve seu nome retificado para pancracina (alcaloide tipo montanina) (Figura 1.9)
(ALI et al., 1984). O trabalho mais recentemente desenvolvido com a espécie H.
vittatum foi realizado por DIAA (2001), que isolou os alcaldides vitacarbolina, O-
metilismina e ismina a partir das flores. Nestes trabalhos, os locais de coleta nao foram

descritos e tampouco os registros de exsicatas.

Figura 1.9: Estrutura quimica da (P) pancracina e da (M) montanina.

1.7.11 Hippeastrum glaucescens (Martius) Herbert

De H. glaucescens foi relatado o isolamento dos alcaldides licorina, tazetina e
pretazetina, pelo nosso grupo de pesquisa. Os extratos foram preparados com os
bulbos frescos coletados no estado do Rio Grande do Sul (HOFMANN JR et al.,
2003).
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1.8. MATERIAIS E METODOS
1.8.1 Solventes e reagentes

Os solventes empregados para a realizagdo dos procedimentos fitoquimicos
deste trabalho foram: diclorometano, n-butanol, cloroféormio, metanol, acetona, éter de
petroleo (p.e. 60-65 °C), acido trifluoracético e etanol destilado. Os solventes para a

cromatografia liquida de alta eficiéncia foram adquiridos de grau apropriado.

Foram empregados os reagentes: sulfato de so6dio anidro (Vetec), gel de silica
60 GF254 (Merck) para cromatografia em camada delgada (Merck), e gel de silica

PF254 (Vetec) com 13% de gesso para cromatografia circular.
1.8.2 Reacdo de deteccdo de alcaldides

O monitoramento da presenca de alcaldides nos extratos ocorreu com as reagoes
de deteccdo com os reativos de Dragendorf, Mayer e Bertrand. As placas
cromatograficas de camada delgada também foram visualizadas com o reativo

Dragendorf.
1.8.3 Sistemas cromatograficos
1.8.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

CCD analitica: As cromatografias analiticas foram realizadas em cromatofolhas
de gel de silica (Merck) ou cromatoplacas de vidro com medidas de 10 x 10 cm e

espessura de gel de silica de 0,25 mm.

CCD preparativa: As cromatografias preparativas foram realizadas em
cromatoplacas de vidro com medidas de 20 x 20 cm e espessura de gel de silica de 0,7
mm. ApOs a aplicacio da amostra, as placas foram desenvolvidas em cuba
cromatografica, previamente saturada com sistema eluente, para migragdo aproximada

de 4/5 do comprimento total.

Em ambos os processos foram utilizados os mesmos sistemas de solventes

CH,Cl1,:MeOH (92:08) e atmosfera de hidroxido de amoénio. Ao final, as placas foram
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observadas sob luz ultravioleta. Na CCD preparativa com a observacdo sob
ultravioleta os compostos tiveram sua area delimitada e retirados da placa por
raspagem e posterior extragdo com sistema de solvente CH,Cl,:MeOH (90:10). A
solucgao foi seca com a utilizacao de sulfato de sodio anidro. O solvente foi eliminado

em evaporador rotatdrio.
1.8.3.2 Chromatotron (Cromatografia Circular com Forca Centrifuga)

Empregou-se equipamento Chromatotron modelo 7924-T Harrison Research
sob fluxo de nitrogénio, operagdo e manuten¢cdo da alimentacdo dos sistemas de
solventes de forma manual e com placa silicada em espessura de 3 mm. As amostras
foram solubilizadas em diclorometano e seus constituintes foram separados com o uso
do sistema de solvente diclorometano/metanol (em ordem crescente de polaridade

100/0, 95/5, 90/10, 85/15, 80/20, 75/25, 70/30, 30/70 ¢ 0/100).
1.8.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Nas cromatografias liquidas analiticas, os cromatogramas foram obtidos em
equipamento Alliance 2695 (Waters) gerenciado por software Empower e detector
Waters 996 (UV-diddos em série), acumulado entre 200 e 600 nm, cada 4,8 nm e 1
espectro/segundo. A coluna cromatografica empregada foi Novapack (Waters) de fase
reversa C;g (Sum), de dimensdes 3,9 x 150 mm, sendo protegida por pré-coluna.
Foram preparadas solu¢des de 1,0 mg/ml dos alcaloides isolados sendo injetados 10 pl

de amostra, em fluxo de 1,2 ml/min, nos sistemas apropriados (Tabela 1.1 ¢ 1.2).

Tabela 1.1: Sistema gradiente para alcal6ides isolados na fase diclorometano.

TEMPO FASE A FASE B
0 60 40
5 50 50
10 50 50
15 45 55
25 0 100

Fase A: MeOH:Agua: TFA (10:90:0,01)
Fase B: MeOH:Agua: TFA (50:50:0,01)
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Tabela 1.2: Sistema gradiente para alcaloides isolados na fase n-BuOH.

TEMPO FASE A FASE B
0 100 0
15 70 30
20 50 50

Fase A: MeOH:Agua: TFA (10:90:0,01)
Fase B: MeOH:Agua: TFA (50:50:0,01)

As cromatografias liquidas de isolamento foram realizadas em cromatografo
Perkin-Elmer com coluna PrepPak semipreparativa C18 (6pum), 25 x 100 mm, com
compressdo radial de 800 psi, em modulo PrepLC RCM Waters, com os solventes

metanol e agua (ver Tabela 1.3), e fluxo crescente de 5 a 8 ml/min.

Tabela 1.3: Sistema gradiente para isolamento de compostos do extrato n-BuOH.

TEMPO FASE A FASE B
0 96 4
5 96 4
30 95 5

Fase A: MeOH:Agua: TFA (10:90:0,01)
Fase B: MeOH:Agua: TFA (50:50:0,01)

1.8.3.4 Cromatografia Liquida de Média Pressao (CLMP)

Em equipamento Biichi Chromatography Pump B-688 e coluna cromatografica

com silica de fase reversa C18, extratos foram cromatografados com sistema eluente:
MeOH:Agua:TFA (10:90:0,01).
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1.8.4 Equipamentos
1.8.4.1 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros foram obtidos em aparelho Shimadzu FTIR-8101, integrador
Shimadzu DR-8001, sob a forma de pastilhas prensadas de KBr (150 mg) com amostra
(1,5 mg).

1.8.4.2 Espectroscopia no Ultravioleta

Foi utilizado aparelho espectrofotometro Hewlett Packard UV-VIS modelo HP
8451-A com varredura de diddos em série entre 200 e 400 nm. Todos os espectros

foram medidos empregando-se dgua purificada.
1.8.4.3 Espectrometria de Massas

As analises foram realizadas em detector de massas por impacto eletronico com
energia de ionizagdo de 70 eV acoplado a cromatdgrafo gasoso Shimadzu QP5000
(CG/EM), provido de coluna Durabond-DBS com 30 m de comprimento ¢ 0,25 mm de
diametro interno. O programa de temperatura do cromatografo foi de 150°C a 320°C,
20°C/min. Exceto para o composto Hv6, foi empregado espectrometro de massas em
analise por ionizagdo quimica, na Faculdade de Farmacia da Universidade de

Barcelona.
1.8.4.4 Ponto ou faixa de fusao

Foram utilizados dois equipamentos para a determinacao do Ponto de Fusdo dos

alcaloides, descritos a seguir.

Equipamento automatico Mettler Toledo modelo FP90: com sistema de
capilares introduzidos em uma célula de aquecimento, permitindo a anélise simultanea

de até trés amostras.

Método de Koftler: O equipamento Wagner & Murs—8 Miinchen 2, composto
por um microscopio para o acompanhamento da fusdo da amostra, através do bloco

metalico aquecido, sobre o qual é colocada a amostra (entre lamina e laminula).
24



1.8.4.5 Polarimetria

O valor de [a]p foi obtido em Polarimetro 341 Perkin Elmer com volume

percorrido por feixe de luz de um decimetro e a temperatura de 20°C.

1.8.4.6 Espectroscopia de RMN'H — Instituto de Quimica da UFRGS e Faculdade de
Farmécia da Universidade de Barcelona

Todos os espectros foram desenvolvidos a temperatura ambiente, em solventes
deuterados: CDCl; na obtengdo dos espectros dos compostos Hvl, Hv2, Hv4, HvS e

Hv6 e (CD3),SO em Hv3, empregando como referéncia tetrametilsilano (TMS).

Utilizou-se aparelho VARIAN em 500 MHz para os alcaldides Hvl, HvS e
Hv6, VARIAN em 200 MHz para os alcaldides Hv2 e Hv4, VARIAN em 300 MHz

para a obtencao dos espectros do alcaldide Hv3.

1.8.4.7 Espectroscopia de RMN*C — Instituto de Quimica da UFRGS e Faculdade de
Farmécia da Universidade de Barcelona

yqs ;. 1 .
As anélises espectroscopicas de RMN'"C foram desenvolvidas nos mesmos

solventes deuterados, desacoplado de hidrogénio.

Para a analise dos compostos Hv3 e Hv4 seus espectros de RMN"C e °C

Attached Proton Test (APT) foram obtidos em equipamento VARIAN em 75 MHz.
1.8.4.8 Liofilizador

O liofilizador empregado para a secagem dos extratos aquosos foi Savant

MicroModulyo.
1.8.4.9 Balanca de Infravermelho

Balanga de Infravermelho de marca Bel Mark Top Ray Page, com temperatura
programada para 105°C foi utilizada para determinagdo de teor de 4gua nas amostras

vegetais.
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1.8.4.10 Evaporador Speed Vac

Os alcaloides do extrato n-BuOH foram secos com equipamento Speed Vac

Plus SC 110 A, com refrigerador RVT 400.
1.8.5 Coleta do material vegetal

As coletas foram realizadas nos periodos de floragdo e pds-floragao do vegetal,
que ocorreram no verdo (de novembro a margo). A coleta de H. vittatum ocorreu no
més de janeiro de 2002 na regido dos Aparados da Serra (Nordeste do Estado do Rio
Grande do Sul). Em mar¢o de 2002 no Parque Estadual da cidade de Itapua (Porto
Alegre-RS) foi realizada a coleta da espécie H. striatum. As exsicatas foram
depositadas no herbario da UFRGS (ICN) com o registro: M. Sobral et al., 8889, ¢ M.

Sobral et al., 9549, respectivamente.
1.8.6 Preparacao do material vegetal

Os vegetais frescos foram separados em raizes, bulbos e folhas e posteriormente
triturados em moinho de facas, sendo cada parte da planta submetida a maceragao
separadamente em etanol por um periodo de 24 horas. Depois de macerados, foram
efetuados os processos de prensagem mecanica, filtragdo (papel) e eliminacdo do
alcool em aparelho evaporador rotatorio de pressao reduzida a temperatura de 40 °C e
o solvente restante (dgua) eliminado por liofilizagdo. O marco vegetal foi colocado
novamente em maceragdo com o mesmo processo, sendo repetido até reacdo negativa
para agentes de precipitagdo de alcaldides. Para a obtencdo das fragdes enriquecidas
em alcaldides o método de extracdo acido-base foi o seguinte: acidificagdo do extrato
bruto liofilizado com 4cido cloridrico 10% e posterior lavagem com éter de petroleo
(para a retirada de substancias lipofilicas e resinosas) e posteriormente com
diclorometano (até teste negativo para alcaldides). A fracdo aquosa acidificada foi
entdo alcalinizada com hidroxido de amoénio 25% e extraida com diclorometano até
reacdo negativa para os mesmos reativos de alcaldides, originando a fragao
diclorometanica. A eliminac¢do do diclorometano em evaporador rotatorio foi realizada

em baldo previamente tarado. Este extrato CH,Cl, foi seco em dessecador (vacuo e gel
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de silica) e a fracdo aquosa alcalinizada, por permanecer ainda com resultado positivo
para os testes de precipitacao de alcaldides, foi submetida a extragdo com n-butanol até
reacdo negativa para os mesmos testes. O material obtido desta extracdo foi
denominado de extrato n-butandlico (n-BuOH). Com a obten¢ao deste tltimo extrato,
pode-se denominar como fragao de alcaldides totais a soma dos conteudos dos extratos

CH,Cl, e n-BuOH.
1.8.7 Isolamento dos alcaldides dos extratos diclorometano de H. vittatum

O isolamento dos alcaldides ocorreu a partir de 3,7 gramas da fracio CH,Cl, de
bulbos e de 0,11 g da fracdo CH,Cl, de folhas. Foi empregado Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia em Camada Delgada (CCD) analiticas e
preparativas, Chromatotron, e precipitacdo seguida de purificagdo. Foram isolados e
identificados quatro alcaloides, o primeiro chamado de Hv1 isolado das folhas, e Hv2,

Hv3 e Hv4, isolados a partir dos bulbos.
1.8.7.1 Alcaldide Hv1

ApoOs a realizagdo de CCD analitica com o extrato de CH,Cl, de folhas, foi
observada nas placas cromatograficas uma mancha majoritaria isolada de coloragao
cinza intensa no ultravioleta (A = 254 nm). Devido a pequena quantidade de extrato e
poucos compostos interferentes, optou-se pelo método de CCD de modo preparativo
para o seu isolamento. O alcaldide principal isolado foi analisado por CCD analitica,

CLAE e CG/EM (PM=301). A quantidade obtida deste alcaldide foi de 59 mg.
1.8.7.2 Alcaldide Hv2

A fracdo CH,Cl, de bulbos foi resuspendida em diclorometano como
preparacdo da amostra para separacao por Chromatotron. Nesta etapa houve uma
precipitagdo intensa que foi separada por centrifugacdo e reservada para analise, como
serd descrito no item 1.8.7.3. O extrato diclorometano, sem o precipitado formado, foi
aplicado no disco de silica do chromatotron, sendo recolhidas quarenta e oito fragdes
até a saida total do extrato. Fragdes foram escolhidas para a analise por CCD analitica,

para que as amostras com perfis semelhantes fossem reunidas. Os frascos numerados
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de 30 a 39 foram reunidos, e apds eliminar o solvente, o composto obtido foi analisado
por CG/EM, sendo observado uma substancia de massa 301, com as mesmas
fragmentacgdes daquele isolado de folhas (Hv1). A quantidade obtida deste alcaldide,

chamado Hv2, foi de aproximadamente 2 g.
1.8.7.3 Alcal6ide Hv3

O precipitado reservado durante o procedimento anterior (1.8.7.2) foi lavado
com diclorometano, centrifugado e separado do sobrenadante. O precipitado e o
sobrenadante foram observados em CCD analitica e comparados com outros alcaldides
de referéncia. O precipitado mostrou nas andlises por CCD analitica conter uma
mancha azul e por CG/EM massa molecular de 287. A quantidade obtida deste
alcaldide, chamado Hv3, foi de 70 mg.

1.8.7.4 Alcalbdide Hv4

Do mesmo procedimento que originou o alcaldide Hv2, descrito em 1.8.7.2
(Chromatotron) os frascos numerados de 40 a 60 foram reunidos, secos (160 mg) e
novamente analisados por CCD analitica. Neste experimento observamos somente a
presenga de uma mancha na exposi¢ao ao ultravioleta (A = 254 nm) em placa. Com
emprego de CCD preparativa para purificagdo da mancha principal, um alcaldide foi
1solado. Em comparagdo a outros alcaldides de referéncia, o alcaldoide Hv4 apresentou
Rrigual ao alcaloide Hv2 (Ry= 0,40). Apds secagem, foi obtido rendimento de 6,7 mg.
Em analise por CG/EM observamos um sinal a 271, e fragmentacdes caracteristicas do

nucleo crinina.
1.8.8 Isolamento dos alcaldides do extrato n-butandlico de H. vittatum

O extrato n-butanodlico (perfil cromatografico — Figura 1.10) rendeu uma
grande quantidade de massa (9 g). Todavia, devido a presenca de liquido derivado da
extracdo (agua e n-butanol), ndo foi possivel a obten¢ao de um extrato completamente
seco. Este extrato foi diluido (8 g de extrato/10 ml de metanol) e cromatografado em
CLMP. Quarenta e trés fracdes, de 100 ml cada, foram obtidas e analisadas por CLAE

analitica. As fracdes 34 a 40, devido ao perfil semelhante, foram reunidas e
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repurificadas em CLAE empregando-se coluna semi-preparativa. Dois produtos foram
isolados denominados de Hv5 e Hv6. Estes foram entao analisados em CLAE analitica
para a observagdo das absor¢des na regido do ultravioleta em detector UV/PDA
(Figura 1.11). Estas observa¢des permitiram determinar os espectros na regido do
ultravioleta (200-400 nm) dos picos de HvS5: A pax, nm = 240, 290; € Hv6: A yax, nm =
223, 274. As quantidades obtidas do primeiro composto foi 80 mg ¢ do segundo 59,2
mg. Das fracdes 19 a 30 do CLMP foi isolado, também empregando-se CLAE semi-

preparativa, um composto denominado Hv7 (8,8 mg).
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Figura 1.10: Perfil cromatogréfico do extrato n-BuOH.
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Figura 1.11: Espectro de ultravioleta (A: Hv5, B; Hv6) e perfil cromatogréafico (C)
dos compostos dos frascos 34 a 40.
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1.8.9 Isolamento do alcaldide Hsl e compostos Hs2 e Hs3 de H. striatum

O isolamento dos compostos ocorreu a partir de 628 mg da fracdo CH,Cl, de
bulbos. Foram empregadas CCD analiticas, preparativas e Chromatotron. Para a
analise em chromatotron o extrato diclorometano foi resuspendido em diclorometano,
simultaneamente a dissolugdo ocorreu a precipitagdo de um composto chamado Hs3.
Apo6s centrifugacdo, o sobrenadante foi cromatografado e as fragdes resultantes do
experimento foram recolhidas em aproximadamente cinqiienta frascos de 10 ml, sendo

o solvente eliminado em evaporador rotatorio.

Os frascos numerados de 7 a 20 apresentaram um perfil cromatografico
semelhante em CCD analitica, sendo em seguida reunidos e o solvente evaporado.
Para o isolamento destes compostos foi escolhido o método de CCD preparativa, onde
duas manchas de fluorescéncia amarelo/esverdeada foram observadas sob luz

ultravioleta (A = 365 nm). Os compostos isolados foram analisados por CG/EM.
1.9 RESULTADOS DA ANALISE QUIMICA DA ESPECIE H. vittatum

O peso do material vegetal fresco e os rendimentos dos extratos encontram-se

na Tabela 1.4.

Tabela 1.4: Peso de planta fresca e rendimento dos extratos de H. vittatum.

Parte Peso fresco Rendimento dos extratos (g) Rend. (%) em relacéo peso fresco
utilizada (kg) CH,Cl, n-BuOH CH,Cl, n-BuOH
Folha 0,801 0,108 --- 0,0134 ---
Bulbo 2,290 3,7341 9,0 0,1630 0,393
Raiz 0,251 0,0975 - 0,0400 -

O teor de umidade dos bulbos de H. vittatum foi de 86,9%, das folhas 92% e
das raizes 91%. O rendimento em gramas dos alcaldides isolados e sua relagdo de

rendimento com a massa da parte do vegetal fresco encontram-se na Tabela 1.5.
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Tabela 1.5: Rendimento dos alcaldides de H vittatum.

Alcaléide | Parteda | Rendimentoem | Rendimentoem (%), em relacdo ao
planta alcaldide (g) peso (kg) da parte da planta
Hvl Folhas 0,0590 0,0070
Hv2 Bulbos 2,0000 0,0870
Hv3 Bulbos 0,0700 0,0030
Hv4 Bulbos 0,0067 0,0003
Hv5 Bulbos 0,0592 0,0025
Hvo6 Bulbos 0,0800 0,0034
Hv7 Bulbos 0,0088 0,0004

1.9.1 Alcaldides isolados do extrato diclorometano
1.9.1.1 Alcaldides Hv1/Hv2

Os alcaldides Hv1 e Hv2 foram isolados em partes diferentes da planta (folhas e
bulbos respectivamente) e analisados separadamente. Apos a andlise dos seus dados
espectrais, concluimos tratar-se da mesma base. O composto isolado apresentou-se
como um O6leo viscoso, translucido, amarelo dourado; apds trituracdo com hexano
resultando em um pé branco amorfo. Sua faixa de fusdo, determinada em triplicata foi
entre 58-60 °C. A temperatura ambiente é insoliivel em hexano, sendo soliivel em

acetato de etila, diclorometano, cloroférmio e metanol.

O composto quando analisado a luz na regido ultravioleta (UV) apresenta
absorgdes maximas de A pax om = 240, 290, sugerindo caracteristicas de cromoforo

comum entre os alcaldides de Amaryllidaceae.

Seu espectro no infravermelho (IV) apresentou bandas em 1.500, 1.250 e 1.000
cm’, caracterizando a presenga do grupamento metileno-dioxi-fenila (LINDSAY et

al., 1957). Bandas de anel aromatico foram observadas entre 1.550 ¢ 1.900 cm™. A
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-1 . A , a .
banda em 3.430 cm™ confirma a presenca de nitrogénio na molécula. A auséncia da

banda entre 1.600 e 1.700 cm™' evidencia a auséncia de carbonila.

Em analise da pureza Optica a partir da concentracdo 0,5 g para 50 ml de
metanol, a 20°C realizada em cloroférmio, obteve-se um [a]p igual a 71,4 ° (1,00 c,

CHCI;) para o alcaldide Hv2.

No espectro de massas foram encontrados o pico do ion molecular do composto
Hv2 (Tabela 1.6) a m/z 301 [M™], (18,5%) e o pico do ion base a m/z 42. Outros
sinais importantes identificados foram m/z (%): 270 (15), 257 (6), 252 (4), 223 (6),
185 (8), 128 (8), 115 (10), 83 (20), 77 (30) e 63 (13). O sinal a m/z 270 (M — 31)
corresponde a perda da metoxila enquanto o sinal a m/z 252 corresponde a perda de
uma molécula de 4dgua do fragmento m/z 270. O fragmento detectado a m/z 223
aparece no espectro devido a perda de uma unidade de m/z 29 (CH,=NH) do

fragmento m/z 252.

Segundo WILDMAN e BROWN (1968), a perda do NH=CH, foi postulada
como o processo para a formacdo do ion m/z 223 a partir do ion m/z 252 na
fragmentacdo da montanina e coccinina. Esta afirmagdo reforga a tendéncia de
desconsiderarmos como possiveis os compostos de mesmo peso molecular que ndo
tenham o mesmo comportamento frente a este tipo de fragmentagdo, como por

exemplo, a o e B-isocrinamina.

No espectro de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de 'H (200 MHz;
CDCl;, 9) verificou-se a presenca dos sinais: 1,53 (dt, H4), 2,11 (ddd, H4), 3,0 (d,
H12), 3,03 (dd, H12), 3,42 (OCHs;), 3,39-3,45 (m, H4a), 3,46 (dd, H2), 3,78 (d, H11),
4,06 (brd, H3), 4,27 (d, 6 x 2), 5,55 (brd, H1), 5,78 (d, O-CH,-0), 6,45 (s, H10), 6,53
(s, H7).Apos as analises do espectro RMN de °C (75 MHz; CDCl;, 8) constatou-se
que a molécula possui 17 d&tomos de carbono: 156,7 (C-11a), 149,4 (C-8), 148,2 (C-9),
135,1 (C-10a), 127,2 (C-6a), 118,8 (C-1), 115,78 (C-7), 115,73 (C-10), 110,0 (O-CH,-
0), 78,3 (C-2), 58,6 (C-3), 55,0 (C-6), 48,2 (OCH;), 45,3 (C-4), 25,1 (C-12), 11,6 (C-
11),4,2 (C-4).
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Tabela 1.6: Dados de espectrometria de massas dos compostos Hv1/Hv2.

Relagédo m/z Intensidade relativa Fragmento idnico provéavel
(%)
301 18,5 M™

@] — OH
270 6,0 { ‘ 6
| H

(0] +N
LI
252 4,0 o CH,
HN=CH,
+

o =
223 6,0 <o + ‘
H H

Fonte: DUFFILD et al., 1965; WILDMAN e BROWN, 1968; MUGGE et al., 1994.

A formula molecular sugerida para Hvl/Hv2 ¢ C;;H;yNO,, e a estrutura
quimica proposta esta ilustrada na Figura 1.12, correspondendo ao alcaldide

montanina.

Figura 1.12: Estrutura quimica sugerida para os alcal6ides Hv1 e Hv2: (-)-montanina.
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Em conclusdo, obtivemos a montanina a partir de duas partes da planta, de
bulbos e folhas, em quantidade aproximada de 2,06 g (0,1% em relagdo ao material
fresco). Este alcaldoide foi isolado anteriormente do género Haemanthus em varias
espécies (FALES e WILDMAN, 1961; WILDMAN e KAUFMAN, 1955), e do género

Hippeastrum somente em H. aulicum.
1.9.1.2 Alcal6ide Hv3

Esta substancia apresentou-se em forma de pd amorfo branco, com faixa de
fusdo determinada em triplicata de 256-258 °C. A temperatura ambiente é insolavel
em cloroférmio, metanol e dgua sendo soluvel em dimetilsulféxido. A 40 °C torna-se

pouco soluvel em metanol e sua insolubilidade em 4gua e cloroférmio se mantém.

A substancia isolada apresentou espectro de UV comumente encontrado para

alcaldides 1soquinolinicos (A pax, nm = 240, 290).

O espectro de IV obtido revela a presenca de bandas harmodnicas (1.550 a
1.900 cm™) caracteristicas de anel aromatico, presenga de grupamento metileno-dioxi-
fenila (1.500, 1.250 ¢ 1.000 cm™) e presenca de hidroxila (3.300 cm™) na molécula.
Nao observamos no espectro a presenca de banda com intensidade forte na regido

entre 1600 ¢ 1800 cm™, sugerindo auséncia de carbonila na molécula.

Em analise de pureza 6tica, com a concentragdo de 0,18 g de amostra por 100
ml de metanol (0,18 ¢, MeOH), a 20°C, obteve-se o [a]p igual a —54,4 ° para o
alcaldide Hv3.

No espectro de massas pode-se verificar o pico do ion molecular do composto
em m/z 287 [M "] (33%) e o pico do ion base a m/z 226. Outros sinais importantes
identificados foram m/z (%): 286 (24), 268 (29), 252 (18), 251 (22), 250 (54), 228
(12), 227 (73), 147 (14) e 119 (10). Os sinais a m/z 286, 268 ¢ 250 sao atribuidos a
perda de um hidrogénio seguido da perda de duas moléculas de agua, respectivamente,

indicando a presenca de duas hidroxilas.
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Ap6s analise do espectro de RMN de 'H (300 MHz; (CD;),SO, &) observou-se
os sinais: 2,21 (m, H5); 2,42-2,51 (m, 3H, H4’, H4”e H11b); 2,60 (d, J = 10,3 Hz,
Hllc); 3,19 (m, H5”); 3,32 (d, H7’); 3,99 (s, H2); 4,01 (d, J = 14,4 Hz, H7”); 4,27 (s,
H1); 4,78 (d, J = 3,9, OH1); 4,88 (d, J = 6,1, OH2); 5,36 (s, H3); 5,94 ¢ 5,95 (s, 2H,
H12); 6,67 (s, H8) € 6,80 (s, H11).

A formula molecular proposta para Hv3 ¢ C;sH;NO,, sendo identificado

como o alcaloide licorina (Figura 1.13).

Figura 1.13: Estrutura quimica sugerida para o alcal6ide Hv3: (-)-licorina.
1.9.1.3 Alcaléide Hv4

O alcaloide isolado apresentou-se em forma de cristais amarelados, soluveis
em solventes clorados e metanol. Apresentou espectro de UV comum para alcaldides

1soquinolinicos (A max, nm = 240, 290).

Apos investigagdo da pureza Optica na concentragdo de 0,67 g de amostra por
1,0 ml de cloroformio (0,67 ¢, CHCIs), a 20°C, obteve-se o [a]pigual a + 89,0 ° para o
alcaléide Hv4.

O fragmento do ion molecular em espectro de massas foi observado a m/z 271
[M™*] (74%), 228 (73), 119 (76), 187 (75), 173 (25%) e o pico do ion base & m/z 55. O
fragmento a m/z 228 de intensidade fraca € caracteristico da perda da amina neutra

(Tabela 1.7). A perda do acetileno do fragmento m/z 199 forneceu o pico com

abundancia de 25% e m/z 173.
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No espectro de RMN de 'H (200 MHz; CDCl;, 8) foram observados e
atribuidos os seguintes sinais: 1,66 (H4*’), 1,85 (H4’), 1,95 (H11), 2,1 (H11”’), 2,8
(H12°7), 3,25 (H12’), 3,3 (dd, H4a), 3,67 (d, H6’), 4,27 (m, H3), 4,3 (d, H6’"), 5,8 (d,
0-CH,-0), 5,9 (dd, H2), 6,4 (s, H7), 6,5 (d, H1), 6,78 (s, H10).

No espectro de RMN de °C (75 MHz; CDCls, 8) pode-se observar os sinais de
16 carbonos: 146,1 (C-9), 145,7 (C-8), 138,1 (C-10a), 131,7 (C-1), 127,7 (C-2), 125,9
(C-6a), 106,9 (C-7), 102,8 (C-10), 100,76 (O-CH,-0O), 63,7 (C-3), 62,8 (C-4a), 62,0
(C-6), 53,4 (C-12), 44,2 (C-10Db), 43,9 (C-11), 32,6 (C-4).

Tabela 1.7: Dados de espectrometria de massas para 0 composto Hv4.

Relacdo m/z Intensidade relativa (%0) Fragmento idnico provavel

271 73 M™

228 73 ‘
. O O L4
amina <
\ 7 +
- (@) CH2

OH

H
199 76 o
< +
O CH,
CH,
-
187 75
N
<O CH2
.
O CH,

@]
173 25 <
¢!

Fonte: DUFFILD et al., 1965, VILADOMAT et al., 1995.
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A férmula molecular proposta para o Hv4 ¢ C;sH;NOs3, sendo identificado

como o alcalodide vitatina (Figura 1.14).

Figura 1.14: Estrutura quimica sugerida para o alcaldide Hv4: (+)-vitatina.

1.9.2 Compostos isolados do extrato n-butandlico
1.9.2.1 Alcaléide Hv5

A substancia isolada com aspecto de 6leo amarelado apresentou solubilidade

em dimetilsulfoxido, metanol, n-butanol, e espectro de UV comumente encontrado

para alcalodides isoquinolinicos (A mayx, nm = 240, 290).

No espectro de RMN de 'H (500 MHz; CDCls, 8) os sinais sugerem a presencga
dos hidrogénios: 1,8 (ddd, H4ax), 2,39 (dt, H4eq), 3,6 (d — brd, H6), 4,15 (dt, H3),
4,45 (OH-C3), 4,9 (OH-C2), 5,88 (s — brd, H1), 5,98 (d, O-CH,-0O), 6,65 (s, H7), 6,8
(s, H10).

A formula molecular proposta para o Hv5 ¢ CH;;NO,, sendo identificado

como o alcaldide pancracina (Figura 1.15).
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Figura 1.15: Estrutura quimica sugerida para o alcaléide Hv5, pancracina.

1.9.2.2 Composto Hv6

O composto Hv6 apresentou aspecto de oOleo amarelado, solivel em

cloroférmio, e espectro de ultravioleta com A ypux nm = 223, 274.

O fragmento do ion molecular em espectro de massas por ionizagdo quimica foi

observado em m/z 220 [M], (2%), 205 (17), 151 (26%) e o pico do ion base a m/z 107.

No espectro de RMN de B (50 MHz; CDCls, 6) pode-se observar os sinais de
11 carbonos: 42,0 (C-CH,), 76,3, 81,4 (Cq), 115,7 e 132,4 (carbonos do anel
aromatico), 127,9 (Cq), 157,2 (Cq), 174,5 e 175,7 (Cq, C=0).

1 . g . . ~
Os dados referentes ao espectro de 'H RMN e bidimensionais de correlagdes

HMQC ¢ HMBC do composto Hv6, encontram-se na Tabela 1.8:

Tabela 1.8: Dados de "H RMN, HMQC ¢ HMBC do composto Hv6, & (ppm):

H 'H RMN Carbonos relacionados
HMQC HMBC
CH, 3,10 dd 42,0 175,7; 132,4; 127,9; 81,4; 76,3
H 4,5s 76,3 175,7; 174,5; 81,4; 42,0
H anel 6,6 d 115,7 157,2; 127,9; 115,7
H anel 7,1d 1324 157,2;132,4; 115,7

A formula molecular proposta para esta substancia é C;;HgOs (Figura 1.16).
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Figura 1.16: Estrutura quimica sugerida para o composto Hve6.

1.9.2.3 Alcal6ide Hv7

Nao foi possivel determinar a estrutura do composto Hv7.

1.10 RESULTADOS DA ANALISE QUIMICA DA ESPECIE H. striatum

Os rendimentos dos extratos de alcaldides totais e dos compostos isolados estdo

apresentados nas tabelas abaixo.

Tabela 1.9: Peso de planta fresca e rendimentos dos extratos de H. striatum.

Parte Peso fresco | Rendimento dos extratos (g) | Rend. (%) relagéo peso fresco
utilizada (kg) CH,Cl, CH,Cl,
Folha 0,683 0,025 0,003
Bulbo 1,935 0,628 0,032
Raiz 0,394 0,034 0,008

Tabela 1.10: Rendimentos dos compostos de H. striatum.

Composto Rendimento (mg)
Hsl 2,30
Hs2 1,00
Hs3 80,00
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O teor de umidade encontrado nos bulbos de H. striatum foi de 91,18% e de suas
folhas 93%. Os compostos Hs1 e Hs2 apresentaram quantidades insuficientes para analises de
elucidagdo estrutural em RMN. O composto Hs3 apds ser analisado comparativamente por
CCD com amostra de referéncia auténtica (Hv3) e CG/EM foi identificado como sendo o

alcaloide licori
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CAPITULO 11

ENSAIOS IN VITRO DOS EXTRATOS E PRODUTOS ISOLADOS






11.1 ATIVIDADE ANTITUMORAL

A sobrevida de pacientes com cancer esta estacionada por mais de uma década
em 13%, mesmo com o surgimento de novos agentes terapéuticos quimicos
(CAPELOZZI et al.,, 2002; FERNANDES et al., 2000). Métodos terapéuticos
cirirgicos e radioterapicos contribuem hoje com sua capacidade tecnoldgica plena,
sendo entdo, os agentes terapéuticos a grande arma ainda nao totalmente explorada
(SPIRO, 2001). O uso de produtos naturais como matéria-prima para descoberta de
substancias bioativas, especialmente farmacos, tem sido amplamente relatado ao longo
do tempo. O importante envolvimento dos alcaldides no tratamento do cancer vem
sendo um relevante estimulo para a obtencdo de novas moléculas ativas também de

origem natural.

O que justifica o grande investimento em pesquisas com produtos naturais, mais
especificamente com alcaloides, sdo os exemplos de farmacos ja consolidados para o
tratamento do cancer, como a camptotecina, isolado da espécie chinesa Camptotheca
acuminata Decne (Nyssaceae). Estas pesquisas foram realizadas inicialmente com
ensaios in Vitro para o extrato etandlico do tronco da planta (década de 50) ¢ a partir de
1963 iniciaram-se os ensaios com o alcaloide isolado, tendo como mecanismo de acdo
principal a inibicdo da topoisomerase I. Os estudos clinicos com a camptotecina foram

iniciados somente apos a década de 1970 (SIMOES et al., 1999).

Trabalhos anteriores realizados para investigar a atividade antitumoral de
espécies pertencentes a familia Amaryllidaceae ou testar alcaldides isolados
(CAMPBELL et al, 1998; LIKHITWITAYAWUID et al., 1993), revelaram

resultados promissores.

ABD EL HAFIZ e colaboradores (1991), testaram 5 alcaldides isolados de
espécies do género Crinum, que foram submetidos a linhagem de células causadoras
da leucemia humana (Molt 4). Os alcaloides avaliados: 6a-hidroxibufanisina, 6c-
hidroxicrinina ¢ augustamina foram isolados das espécies Crinum bulbispermum
Milne e Crinum augustum Rox, enquanto, powelina e pratorinina somente da espécie

Crinum bulbispermum Milne. Enquanto os alcaldides 6a-hidroxicrinina, powelina ¢
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augustamina ndo inibiram o crescimento das células tumorais, a pratorinina apresentou

moderada a¢ao antitumoral.

O alcaldide amabilina, da espécie Crinum amabile Donn, juntamente com os
alcaldides ja conhecidos: licorina, bufanisina, augustina e crinamina, foram testados
num painel de 12 linhagens de células tumorais (Tabela I1.1). Os pesquisadores
concluiram que tais alcaldides conferiam a atividade antitumoral presente na espécie

(LIKHITWITAYAWUID et al., 1993).

Da espécie Hymenocallis expansa (Herb.) Herb. foram isolados os alcaldides
tazetina, hipeastrina e haemantidina, e testados contra 11 linhagens de células
tumorais. Os trés alcaldides foram inativos contra a BC1 ¢ KB vimblastina-resistente,
enquanto a tazetina apresentou atividade contra a Col2, e a haemantadina atividade
contra A-431, KB, LUI, Mel 2, e ZR-75-1. Hipeastrina e haemantadina foram
significantemente ativos contra LNCaP a HT. O critério usado para o nivel de
atividade antitumoral significante foi de ICsy menor ou igual a 5 pg/ml. O painel de
linhagens de células utilizadas e os resultados obtidos de 1Cso em pg/ml (morte de 50%

das células existentes) encontram-se na Tabela 11.2 (ANTOUN et al.,1993).

Vinte e cinco alcaldides de Amaryllidaceae foram avaliados quanto a atividade
antitumoral por WENIGER e colaboradores (1995), em linhagem de células tumorais
de hepatoma humano (HH), neoplasma linféide humano (NLH) e células ndo tumorais
de alvéolo pulmonar (NTAP). Os alcaléides demonstraram significativa diferenca de
atividade dependente do seu tipo de esqueleto. O farmaco sulfato de vincristina foi
utilizado como referéncia. Outro aspecto importante ¢ o fato de como, por exemplo, a
pretazetina (que demonstrou a melhor atividade frente as células de neoplasma linféide
humano) teve uma baixa atividade frente as células de hepatoma humano, ressaltando
0 quanto a atividade antitumoral pode ser seletiva a uma linhagem de célula. Neste
contexto, encontra-se a galantamina que mostrou efeito seletivo de citotoxicidade em
células nao tumorais de alvéolo pulmonar. Os valores obtidos >50 foram considerados
ndo citotoxicos pelo fato de que nestas concentracdes estariam acima da escala de

eficacia farmacologica. Os resultados podem ser observados na Tabela 11.3.
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Atualmente podemos encontrar estudos de atividade antitumoral tanto com
alcaldides quanto com seus derivados semi-sintéticos. A licobetaina ¢ um dos
exemplos, ainda que o seu precursor seja inativo, tal mudanca estrutural o fez
antiproliferativo contra carcinoma de Ehrlinch, hepatoma, sarcoma 180 e sarcoma de

Yoshida (TRINGALI, 2001).

Foi descrita a atividade antitumoral de alcaldides com a linhagem de células de
melanoma (BL6) em camundongos. O alcaldide 1-O-acetilnorpluviina apresentou em
comparagdo aos outros, a maior atividade antitumoral do experimento como mostra a
Tabela 11.4 (CAMPBELL et al., 2000). Na Tabela 11.5, estdao apresentados outros
importantes trabalhos de atividades antitumorals. A marcante atividade bioldgica
apresentada pelos alcaldides pancratistatina e transdihidronarciclasina, demonstrou a
necessidade do encaminhamento destas substancias a um maior investimento com

vistas a desenvolver novas alternativas para o tratamento do cancer.

A pontecialidade bioldgica dos alcaldides de Amaryllidaceae na identificagdo
de novos agentes para a melhora da qualidade de vida dos pacientes com cancer
incentivou a pesquisa da atividade bioldgica in vitro dos alcaldides obtidos da espécie
H. vitattum. Esta investigacdo teve inicio com a analise preliminar da atividade

antitumoral em células biopsiadas de humanos.
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Tabela 11.1: Avaliagdo da atividade antitumoral dos compostos isolados de Crinum amabile.

Alcaloide Linhagem de células testadas (1Cs pg/ml)?

BCA-1 | HT1080 | LUC-1 | MEL-2 | COL-1 KB KB-V1 | P-388 | A-431 | LNCaP | ZR-75-1 | U-373
Amabilina >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >5 >20 >20 >20 >20
Bufanisina >20 >20 >20 >20 >20 >20 19,8 >5 >20 >20 >20 >20
Augustina 2,8 1,2 3,7 32 2,4 0,6 >20 0,6 4,9 1,7 1,8 0,6
Crinamina 1,4 1,3 1,4 5,0 1,0 1,0 0,6 0,7 6,9 1,5 0,8 0,9
Licorina 1,6 0,5 0,9 1,6 0,8 0,3 0,4 0,9 1,3 0,5 0,9 0,3

"BCA-1= cancer de mama humano, HT-1080= fibrosarcoma humano, LUC-1= cancer de pulmdo humano, MEL-2= melanoma humano, COL-1= cancer
do célon humano, KB= carcinoma epiderméide oral humano, KB-V1= KB vimblastina resistente, P-388= neoplasma linféide, A-431= carcinoma
epidermoide humano, LNCaP= céancer prostatico humano hormoénio-dependente, ZR-75-1= cancer de mama hormdnio-dependente, U-373= glioblastoma
humano.

Tabela 11.2: Atividade antitumoral dos alcal6ides de Hymenocallis expansa.

Alcaldide Linhagem de células testadas (1Cs, pg/ml)?

A-431 BCI Col 2 HT KB KB-V1 LNCaP LUl Mel2 | ZR-75-1 P-388
Tazetina 11,1 >20 5,0 11,8 7,3 >20 5,9 11,1 12,9 6,9 1,0
Hipeastrina 6,3 >20 7,8 4,7 >20 >20 1,8 5,2 >20 7,3 4,0
Haemantidina 3,0 >20 6,0 1,6 3,6 8,4 0,7 2,1 1,9 2,6 0,4

*A-431= carcinoma epidermoide humano, BC1= céancer de mama, Col 2= cancer do c6lon, HT= sarcoma, KB= carcinoma nasofaringeal, KB-V1= KB
vimblastina resistente, LNCaP= céncer prostatico humano hormonio-dependente, Lul= pulmao, Mel 2= melanoma, ZR-75-1= cancer de mama
hormonio-dependente, P-388= neoplasma linfoide.



Tabela 11.3: Atividade antitumoral de 25 alcal6ides de Amaryllidaceae e Sulfato de
Vincristina medidos em teste MTT.

LINHAGENS TESTADAS (ICso, pug/ml)

ALCALOIDE Neoplasma linféide | Alvélolo pulmonar | Hepatoma
Licorina 0,4 0,3 13
Pseudolicorina 0,5 0,4 10
2-O-acetilpseudolicorina 0,6 0,6 26
Sternbergina 13 7,0 >50
Galantina 39 48 >50
Homolicorina >50 0,5 >50
8-0O-dimetilhomolicorina 18,5 0,8 >50
9-O-dimetil-2a-hidroxihomolicorina 2,5 0,6 >50
Dubiusina 4,4 0,3 >50
Hipeastrina 16,5 0,4 40
Licorenina >50 0,8 1,2
6-O-metilicorenina >50 0,6 30
Galantamina >50 0,5 >50
N-formilnorgalatamina 1,6 0,6 9,0
Norgalantamina 0,6 0,5 >50
Crinamina 0,5 0,5 10
Haemantamina 1,2 0,5 >50
Papiramina 15,8 1,5 17
Ambelina >50 >50 >50
Bufanidrina >50 >50 >50
Tazetina >50 3,2 >50
Pretazetina 0,3 0,7 >50
Epimacronina 13,3 9,0 >50
5,6-diidrobicolorina 0.8 0,7 >50
Mesembrenona 0,6 10 >50
Referéncia (Sulfato de Vincristina) 0,04 0,01 0,01
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Tabela 11.4: Atividade antitumoral dos alcal6ides frente a linhagem de melanoma

BL6 em camundongos.

Alcalbides Atividade antitumoral 1Csx
(ng/ml)

1-O-acetilnorpluviina 1,6
1-epideacetilbowdensina >100
Crinamina 1,8
Hamaina 9.4
Licorina 1,8
Anidrolicorin-6-ona 3,3
Sternbergina 3,5
Apohaemantamina >100
Cloroquina 20,9
Daunomicina 0,43

Tabela 11.5: Exemplos de linhagens de células tumorais, espécies vegetais, alcaldides

e 1Cxq obtidos.

Células | Espécies vegetais (Amaryllidaceae) | Alcal6ides ICso pg/ml | Ref. Bibliografica
P-338 Amaryllis belladonna L. Acetilcaranina 0,23 PETTIT et al., 1984a
Ambelina 1,6
Cloridrato 1,4
anidrolicorinium
Pancratium littorale Jacq. Pancratistatina 0,01 PETTIT etal., 1986
Zephyranthes grandiflora Lindl. Pancratistatina <0,01 PETTIT et al., 1984b
Zephyranthes candida (Lindl.) Herb. | Trans- 32.10° PETTIT et al., 1990
dihidronarciclasina

Neste capitulo de abordagem para atividade bioldgica in vitro também estdo

demonstrados a metodologia e resultados das andlises preliminares das atividades

inibidora da enzima acetilcolinesterase e antioxidante.
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11.2 METODO DA ANALISE DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Foram utilizados cinco tipos de cé€lulas tumorais biopsiadas de humanos para a
avaliacdo da atividade antitumoral dos alcaldides isolados e extratos diclorometano
(CH,Cl,) e n-butanodlico (n-BuOH). Descrevemos os tipos celulares e suas

caracteristicas basicas a seguir.

11.2.1 Linhagem ATCC HTB-177 (NCI-H460)

A linhagem de células NCI-H460 ¢ derivada de fluido de pleura de humanos
com carcinoma de grandes células do tipo epitelial do pulmao. As células expressam
de maneira facilmente detectavel o gene p53 mRNA em niveis comparaveis ao tecido
de um pulmao normal, sem exibir anormalidades no DNA. Causa a formag¢do de tumor
em camundongos apds inje¢ao subcutianea, ndo causando riscos em humanos pela

manipulagdo das células.
11.2.2 Linhagem ATCC HTB-38 (HT29)

A linhagem de células HT-29 tem sua origem de humanos com carcinoma do
tipo epitelial do colon. Causa a formagao de tumor em camundongos e hamsters, ndo

causando riscos em humanos pela manipulagdo das células.
11.2.3 Linhagem RXF393 (uso restrito)

Esta linhagem celular de carcinoma renal tem a utilizagdo controlada pelo
Instituto Nacional do Cancer (Estados Unidos da América), portanto suas informacoes

estdo também restritas ao 6rgao citado.
11.2.4 Linhagem ATCC HTB-22 (MCF7)

A linhagem celular MCF7 deriva-se de humanos do sexo feminino com
aproximadamente 69 anos de idade, com adenocarcinoma mamario. As células desta

linhagem expressam receptores de estrogénio.
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11.2.5 Linhagem ATCC HTB-166 (OVCAR3)

Esta linhagem ¢ originada de adenocarcinoma de ovario de humanos de
aproximadamente 60 anos de idade, possui receptores androgénicos, estrogénicos e
para progesterona. S3o tumorigénicas em camundongos com administragao
subcutanea. As células foram cultivadas antes do uso com controle de seus
crescimentos. Os extratos e alcaldides foram testados nas concentragdes de 1,0; 5,0;

10,0; 25,0; € 50,0 pg/ml.
11.2.6 Preparacédo do experimento

Para a preparacdo da placa as linhagens celulares foram contadas em camara de
Neubauer em microscopio invertido para que a quantidade a ser utilizada alcangasse a
densidade celular ideal para o experimento. Em dois tubos (um para cada linhagem de
c¢lulas) foram adicionados 10 ml de meio de cultura fresco e a quantidade de
suspensdo celular para a densidade desejada. Cem microlitros de suspensdo celular

foram inoculados nos 96 pogos das placas, ¢ estas incubadas por 24 horas.

Na preparagdo das amostras de extratos vegetais, as mesmas foram pesadas em
eppendorf (1 mg) e adicionados 25 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) puro,
posteriormente sonicadas para homogeneizacao. Retirados 15 pul de amostra para

mistura com 3 ml de meio de cultura (1:200).

Em caso de fracionamento de substincias puras foram pesados de 2 a 3 mg de
amostra, e este valor multiplicado por 25 (quantidade de solvente que foi adicionado

na amostra). Preparacao das misturas:

. Solugao 1 (50 pug/ml): Foram pipetados 7,5 ul da solugdo de amostra e

misturados a 3 ml de meio de cultura.

. Solugdo 2 (25 pg/ml): Foram pipetados 600 pl da solu¢do 1 e misturados

a 600 ul de meio de cultura.

o Solugdo 3 (10 pg/ml): Foram pipetados 200 pul da solugdo 1 e misturados

a 1000 pl de meio de cultura.
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. Solugdo 4 (5 pg/ml): Foram pipetados 1200 pl da solu¢do 1 e misturados
a 1200 pl de meio de cultura.

o Solugdo 5 (1 pg/ml): Foram pipetados 200 pl da solucdo 4 e misturados a
1000 pl de meio de cultura.

A adicdo das amostras nas placas ocorreu com colocacdo de 100,0 ul de
amostra diluida nos pocos (1:2), exceto nos destinados ao “tempo zero” (crescimento
natural das células tumorais) e ao DMSO (controle da toxicidade causada pelo

DMSO). A placa colocada na incubadora por 72 horas a 37 °C/5% de CO..

A preparagdo das placas para leitura foi realizada a partir da adi¢do de 50,0 ul
de acido tricloroacético nos pogos e incubagdo por 1 hora a 4 °C. As placas foram
lavadas em 4gua corrente e adicionados 100 pl de sulforrodamina B 0,4% (p/v) nos
pocos; o excesso de corante foi lavado com solucdo de acido acético 1% (v/v). Apos
esta etapa ocorreu repouso de 30 minutos a 37 °C e o excesso de corante retirado com
solu¢do de acido acético 1%. Depois da secagem das placas foi adicionado tampao
Tris (10 mM, pH 10,5) e as mesmas foram deixadas em repouso por 30 minutos. A

leitura das placas foi realizada em leitor eletronico com absorbancia de 540 nm.

11.3 RESULTADOS E DISCUSSAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

As analises dos extratos e alcaldides de H. vittatum foram realizadas em
colaboragdo com o CINCAN-ULBRA (Centro Integrado do Cancer — Universidade
Luterana do Brasil). Com a obtencdo dos resultados determinaram-se os valores de
ICsy (concentracdo que inibe em 50% o crescimento celular quando comparado ao

grupo nao tratado).

Inicialmente foram avaliados os extratos CH,Cl, e n-BuOH, e posteriormente
os alcaloides isolados dos extratos de alcaldides totais. O Instituto Nacional do Cancer
(Estados Unidos da América) recomenda que se o valor de 1Csy for menor que 5
ug/ml, o extrato ou composto pode ser considerado ativo (PISHA et al., 1995).
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Analisando-se os resultados obtidos com os dois extratos (Tabela 11.6), onde os
valores de ICsy, demonstraram importante acdo antitumoral, especialmente para o
extrato diclorometano, verificamos a necessidade de analisar a atividade de seus

compostos constituintes.

Tabela 11.6: Atividade antitumoral dos extratos de bulbos de H. vittatum.

Extrato Linhagem celular®

HT29 H460 RXF393 MCEF7 OVCAR3
CH,Cl, 0,68 0,62 0,79 1,60 0,84
n-butanol 4,08 3,34 2,93 3,74 3,56

* Resultados de ICsy (ug/ml); atividade: <5 forte, 5-20 moderada, 20-50 fraca, > 50 inativa.
Linhagens de células empregadas: HT29 (adenocarcinoma de célon), H460 (carcinoma de
células ndo pequenas), RXF393 (carcinoma renal), MCF7 (cancer de mama), ¢ OVCAR3
(cancer epitelial de ovario).

Apesar do pequeno rendimento os resultados obtidos para a vitatina (de apenas
6,7 mg) demonstraram efeito antiproliferativo moderado com valores de 1Csy (ng/ml):

21,91 (HT29), 15,88 (H460), 29,57 (RXF393).

Entre os dois alcaldides testados, a montanina apresentou o melhor resultado
quanto a agdo antitumoral com os valores de I1Cs, (ug/ml): 0,71 (HT29), 0,57 (H460),
0,65 (RXF393), 0,74 (MCF7) ¢ 0,84 (OVCAR3).

Considerando-se que a montanina foi o componente majoritdrio do extrato
CH,Cl,, os resultados obtidos mostraram a probabilidade da importante contribuigao
para a atividade total do extrato. Empregando este método € possivel ocorrer em
algumas linhagens celulares a presenca de antagonismo. Isto ocorre com linhagens
como a MCF7, por exemplo, onde o valor de ICsy da montanina (0,74 pg/ml) € menor

do que a metade do valor de 1Cs do extrato CH,Cl, (1,6 ug/ml).

Os resultados do extrato n-BuOH demonstraram agdo antitumoral importante

com concentragdes menores que 4 pg/ml. Estes resultados promissores sugerem
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maiores investigacoes envolvendo também o isolamento e identificacdo de seus

constituintes.

Finalmente, o efeito citotoxico demonstrado pela montanina neste painel de
células evidenciou a necessidade da realizagdo de testes com um painel maior em tipos

celulares, seguidos de analises in Vivo.
I1.4 DETECCAO DE INIBIDORES DA ACETILCOLINESTERASE

Tendo em vista o potencial de plantas para a descoberta de novos inibidores da
acetilcolinesterase, especialmente espécies da familia Amaryllidaceae, o ensaio de
bioautografia por cromatografia em camada delgada (CCD) foi introduzido para
pesquisa nestes extratos. O teste consiste na clivagem do I-naftil acetato pela
acetilcolinesterase em 1-naftol, o qual reage com o reagente Fast Blue B salt formando
um diazonio de coloracdo purpura. As regides da placa que contém os inibidores da
acetilcolinesterase apresentam uma mancha branca contra um fundo puarpura

(MARSTON et al., 2001).

A acetilcolinesterase (1000 U) foi dissolvida em 150 ml de tampao Tris-acido
cloridrico 0,05 M a pH 7,8. Albumina de soro bovino (150 mg) foi adicionada a
solugcdo para estabilizar a enzima durante o bioensaio. A solu¢do de estoque foi
mantida a 4 °C. As placas para cromatografia em camada delgada (CCD) foram
eluidas com um solvente apropriado (acetona ou isopropanol) para lava-las, e secas
imediatamente antes de seu uso. Apds migracdo da amostra em um eluente adequado
(ou deposi¢ao direta da amostra quando se tratar de substancia pura), a placa foi seca
com o auxilio de um secador para completa remog¢ao do solvente. A placa foi, entdo,
nebulizada com a solugdo estoque e imediatamente seca novamente. Para incubacao da
enzima, a placa foi deitada sobre uma tampa suspensa em um tanque, contendo um
pouco de agua. Desta forma, a 4gua ndo entrou diretamente em contato com a placa,
mas a atmosfera permaneceu umida. A tampa foi colocada no tanque e incubada a
37°C durante 20 minutos. A enzima apresenta uma estabilidade satisfatéria nestas
condicdes. Para deteccdo da enzima, uma solugdo de 1-naftil acetato (250 mg) em
etanol (100 ml) e de Fast Blue B salt (400 mg) em agua destilada (160 ml) foram
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preparadas imediatamente antes do uso (a fim de prevenir decomposi¢do). Apos
incubagao da placa de CCD, 10 ml da solugdo de naftil acetato e 40 ml da solucao de
Fast Blue B salt foram misturadas e, em seguida, nebulizadas na placa, ocorrendo o

desenvolvimento de coloragdo purpura ap6és 1-2 minutos.

A galantamina empregada como controle positivo nos testes in vitro e demais
etapas deste trabalho, foi cordialmente cedida pela empresa Janssen Cilag na forma de
comprimidos revestidos. Os comprimidos de galantamina foram raspados e seu
contetudo dissolvido em diclorometano para a realizagdo da extracdo acido-base. Antes
da utilizacdo deste alcalodide foi verificada a sua pureza (auséncia de produtos de

degradagao) empregando-se CLAE.

1.5 RESULTADOS DA ATIVIDADE [INIBIDORA DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE

Os resultados obtidos para os compostos isolados neste trabalho (montanina,
vitatina, licorina, pancracina e¢ Hv6) foram comparados ao controle positivo
galantamina. As amostras foram preparadas nas concentragdes; montanina: 0,4 mg/ml,
vitatina: 0,9 mg/ml, licorina: 1,9 mg/ml, pancracina: 7,2 mg/ml e Hv6: 5 mg/ml, e
aplicadas nas placas com os volumes descritos na Figura I1.1. Verificamos na Figura
I1.1 que os compostos montanina, pancracina (Hv5), Hv6 e licorina inibiram a enzima
conforme as concentragdes foram aumentadas, enquanto a vitatina (testada em uma so
concentragao) inibiu fracamente a enzima comparando-se a galantamina (1,0 mM, 0,1
mM e 0,01 mM). Comparando-se ao controle positivo galantamina, concluimos que
0s compostos montanina, pancracina, Hv6 e licorina possuem atividade inibidora da
enzima acetilcolinesterase. Por conseqii€éncia, novos testes bioquimicos devem ser

realizados para melhor conclusdo a respeito da atividade bioldgica apresentada.
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¢ o 0llt ¢ 0

Mon 5 pl 10 pl 20 pul Hv5 5 pl 10 pl 20 pul

Hv6 5 pl 10 pl 20 ul Vitsul  Lic 10 pl

Galant 5pul 1,0 mM 5pul 0,1 mM 5 pul 0,01 mM

Figura 11.1: Secc¢des da placa cromatografica da avaliacdo da atividade inibidora da
enzima acetilcolinesterase dos compostos isolados e galantamina.

11.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Em trabalho anterior, foi proposto que a atividade antioxidante apresentada
pela galantamina em teste in Vvitro (espectrofotometria ¢ quimiluminescéncia
dependente de Iluminol) poderia contribuir no tratamento de doencas

neurodegenerativas como um dos efeitos terapéuticos (TRAYKOVA et al., 2003a).

Considerando estes achados, os alcaldides isolados, montanina (Hv1/Hv2),
vitatina (Hv4), pancracina (Hv5) e Hv6 de H. vittatum, foram analisados quanto a
atividade antioxidante frente ao composto difenilpicrilhidrazol (DPPH). Esta atividade
foi observada quando o DPPH foi reduzido apds reagdo com compostos antioxidantes,

os quais podem doar hidrogénios (SIMOES-PIRES et al., 2005). Para a analise de cada
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substancia foram aplicados 10 pl de solugdo a 1 mg/ml de metanol sobre a
cromatofolha. As cromatofolhas foram reveladas com solu¢ao metandlica de DPPH a
0,2% e a atividade antioxidante evidenciada com a presenca de manchas brancas ou

amarelas decorrentes da reducao do DPPH, contra a coloragdo purpura de fundo.

11.7 RESULTADOS DA DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Das substancias testadas, somente o composto Hv6 apresentou atividade
antioxidante de forma significativa. Os demais produtos, na concentragdo ensaiada,
apresentaram respostas menos intensas (Figura 11.2). Assim, podemos apontar que o
composto Hv6 possui atividades promissoras como antioxidante e inibidor da a¢do da
enzima acetilcolinesterase. Uma investigacdo mais aprofundada, em diversos modelos

biologicos, podera confirmar a efetividade das a¢des detectadas.

Mon 5 ul 10 ul 15 pl Vit 5 ul Hv55pul Hv65ul Querc5pul Lic5 pl

Figura 11.2: Sec¢oes da placa cromatografica da avaliacdo da atividade antioxidante
dos compostos isolados e quercetina.

As doencas neurodegenerativas sao um dos principais paradigmas que
mobilizam a sociedade neurocientifica, pelo seu crescimento acelerado e dificuldade
de tratamento. Considerando a importancia das atividades antioxidantes
(TRAYKOVA et al., 2003b) e inibidora da enzima acetilcolinesterase para a Doenga
de Alzheimer, estas analises in vitro tornaram-se fundamentais em casos de moléculas
novas ou nao testadas anteriormente, como ¢ o caso dos produtos obtidos neste

trabalho. Na tentativa de detectar uma nova molécula ativa realizamos estes testes, que
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representam o inicio de uma possivel investigagdo bioldgica para o composto Hvo6.
Para tanto, novas coletas poderao ser realizadas para obtengao de quantidade suficiente

do composto para dar continuidade as investigacdes.
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CAPITULO 11

ATIVIDADE DE ALCALOIDES ISOQUINOLINICOS NO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL E NO COMPORTAMENTO






I11.1 INTRODUCAO

No repertério comportamental adaptativo da maior parte dos animais, os
mecanismos de defesa frente as situagcdes de perigo tém particular importancia. As
reagoes de um animal quando confrontado com uma ameaca a sua integridade sao
altamente estercotipadas na maioria das espécies (BLANCHARD et al., 1986). O
homem em seu ambiente urbano constantemente se depara com situagdes de apreensao
e medo, que naturalmente resultam em respostas inatas ou aprendidas. Sob este ponto
de vista, a ansiedade pode ser considerada como um estado emocional subjetivo de
apreensao ou tensdo que pode ser vivenciada como desagraddvel ou ameagadora
(SETEM, 1997). Sua prevaléncia tem aumentado, bem como seus fatores
desencadeantes, tornando-se de vital importancia o estudo e desenvolvimento de novos

tratamentos.

CARLINI (2003) sugere que matérias-primas vegetais sejam empregadas como
tratamento alternativo nas desordens que subjacem o SNC, especialmente nas
comportamentais. Este autor menciona ainda que a atividade de extratos e substancias
isoladas, tais como os alcaldides, vém ocupando posicao de destaque em algumas
estratégias terapéuticas relacionadas ao SNC. Algumas plantas estdo sendo usadas para
o tratamento da ansiedade como a Passiflora incarnata L. Esta espécie possui
atividade ansiolitica ainda nao atribuida a compostos isolados, contudo entre os
componentes dos seus extratos encontram-se os alcaldides do tipo harmano,

flavonoides, entre outros (CARLINI, 2003).

A galantamina (Figura 1.4) é o alcaldide isoquinolinico de Amaryllidaceae
mais investigado quanto a atividade sobre o SNC, por possuir efeitos como: (a) inibir a
enzima acetilcolinesterase; (b) modular os receptores nicotinicos; (c) apresentar
atividade sobre receptores muscarinicos do tipo My; (d) alterar o sono; (e) modificar
paradigmas comportamentais como a memdoria € comportamento geral (WOODRUFF-
PAK et al., 1997; MAELIKE, 2000; GANN et al., 2001; GREENLEE et al., 2001;
MAELIKE, 2001; SANTOS, et al., 2002). Em investigagdes prévias foi descrito o

envolvimento da galantamina na melhora do paradigma da memoéria em modelos de
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esquiva passiva e ativa para ratos (HARVEY, 1995). Em estudos preliminares de
eficacia em humanos, TRAKOV e colaboradores (1997) utilizando-se do subteste do
ADAS-cog “memoria de reconhecimento” em individuos com doenga de Alzheimer
(DA) observaram a melhora destes pacientes quando tratados com galantamina. O
principal mecanismo de a¢do documentado relaciona inibig¢ao (seletiva, competitiva e
reversivel) da enzima acetilcolinesterase, responsavel pela degradagdo da acetilcolina.
Entretanto, como a galantamina ndo possui efeito contra a enzima butilcolinesterase
(como outros agentes terapéuticos da DA) confere resultado clinico apenas parcial.
Dos medicamentos comercializados para a DA, a galantamina ¢ um dos Unicos que
ndo apresentam efeito hepatotoxico nos pacientes (HARVEY, 1995; RASKIND et al.,
2000; HAKE, 2001; SMALL, 2001; WILKINSON e MURRAY, 2001).

Outros mecanismos de a¢do da galantamina estdo sendo investigados como a
acdo neuroprotetora e antioxidante. O efeito neuroprotetor deste alcaloide foi descrito
por SOBRADO e colaboradores (2004) em trabalho comparativo com o farmaco
memantina, ¢ seu efeito antioxidante in vitro ¢ in vivo esta sendo investigado na

Bulgéria por TRAYKOVA e colaboradores (2003a).

Além da galantamina, somente um trabalho tratando de alcaldide isoquinolinico
com atividade no SNC foi encontrado. O alcaldide isocorina, estruturalmente
semelhante a bicuculina (Figura 111.1), sendo antagonista do acido-gama-
aminobutirico (GABA), ¢ isolado da planta Corydalis pseudoadunca, apresentou a
capacidade de alterar os niveis do GABA em corrente induzida. CHERNEVSKAJA ¢
colaboradores (1990) analisaram os efeitos da isocorina em neurdnios de ganglios
trigeminais de ratos e observaram além da alteracdo dos niveis de GABA, uma

inibi¢ao competitiva.

Excetuando-se os trabalhos desenvolvidos com a galantamina, poucos sdo os
dados na literatura que relacionam atividade ansiolitica ou sobre o comportamento, aos
demais alcaldides isoquinolinicos. Sendo assim, este capitulo do estudo apresenta
como objetivo a observagdo do comportamento de roedores tratados com montanina,

tanto na analise toxicoldgica preliminar quanto na pesquisa comportamental basica.
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Figura I11.1: Estrutura do alcal6ide bicuculina.

111.2 MATERIAIS E METODOS

111.2.1 Animais de experimentacao

Os animais utilizados foram fornecidos pelo Biotério da Universidade do Vale
do Itajai (UNIVALI). Os ratos foram da raga Wistar machos, de 3-5 meses de idade
(250-350 g) e os camundongos da raca Swiss Webter com pesos entre 20-24 g. A
adaptagdo dos roedores ocorreu por 72 horas no Biotério da Faculdade de Farmacia —
UNIVALI, mantidos em caixas plasticas com no maximo cinco roedores com livre
acesso a agua e alimento em ciclos de claro/escuro de 12 horas (7:00 — 19:00), em

ambiente com temperatura controlada (23 + 2 °C) e umidade monitorada.

A manipulagdo dos animais foi realizada seguindo os principios éticos para a

experimentagdo animal relatados por GOLDIM (1995).

Apos os experimentos, o sacrificio dos animais foi realizado em camara de
dioxido de carbono. Quanto ao descarte do material biologico, o mesmo foi

acondicionado em sacos plasticos sob refrigeragdo a -4 °C, utilizando freezer somente
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para este fim. O recolhimento foi realizado por empresa especializada no descarte de

material biologico.
111.2.2 Farmacos e substancia teste

Os farmacos utilizados no trabalho foram: imipramina (Sygma — EUA);
diazepam (Cristalia — Br); pentobarbital (Sygma — EUA), e a substancia teste:

montanina, isolada de H. vittatum descrito no Capitulo 1.
111.2.3 Tratamentos

Os grupos experimentais foram subdivididos (para cada modelo animal
utilizado) em: (a) grupo controle positivo (farmacos utilizados terapeuticamente); (b)
controle negativo (solucdo de cloreto de sodio 0,9% no qual o composto foi
dissolvido); e (¢) grupo tratado (montanina com doses crescentes). O numero de

animais por grupo foi de no minimo 10.

A via de administracdo dos compostos em estudo e/ou controles (positivos e
negativos) utilizada durante os experimentos foi a intraperitoneal. Nos experimentos
com ratos o volume administrado por animal foi de 0,3 ml/100g de peso e, para

camundongos, o volume utilizado de 0,1 ml/10g de peso.

111.3 ENSAIO DE TOXICIDADE

111.3.1 Determinacéo da dose letal mediana (DLx)

Para a determinagdo da dose letal mediana em camundongos machos tratados
com montanina foram utilizadas 5 doses entre 10 ¢ 100 mg/kg, em grupos de 10
animais. Os animais foram observados por 24 horas apos a injecdo ¢ a DLs, obtida a
partir da retificagdo da curva de mortalidade pelo método dos probitos (TURNER,
1965).
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111.4 AVALIACAO DOS EFEITOS DA MONTANINANO SISTEMANERVOSO CENTRAL

I11.4.1 Avaliacdo da atividade locomotora espontanea (Teste de exposi¢do ao
Campo Aberto)

A fim de observar a locomogdo ¢ a atividade exploratdria de camundongos
machos, os mesmos foram submetidos a uma sessao no teste do campo aberto, como
descrito por RODRIGUES e colaboradores (1996). O teste foi realizado numa caixa de
madeira medindo 40x 60x 50 cm de altura, com o assoalho da caixa dividido em 12
quadrados iguais. O numero de quadrados cruzados com as quatro patas
(cruzamentos), bem como o nimero de rearings (levantamento do animal com apoio
nas patas posteriores) foram registrados durante uma sessdo de 6 min, a qual foi
realizada 30 min apos o tratamento. Os animais foram pré-tratados com o composto

em estudo (montanina, 10, 30 e 60 mg/kg i.p.) ou controle (veiculo).

111.4.2 Avaliacdo do efeito ansiolitico (Labirinto em Cruz Elevado)

O teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ¢ um modelo etologico que se
baseia na aversdo natural dos roedores por lugares abertos e claros (LISTER, 1987;
TREIT e ROTZINGER, 1993). O LCE foi adaptado do modelo de MONTGOMERY
criado em 1955, e validado farmacologicamente, etologicamente e fisiologicamente
por PELLOW e colaboradores em 1985. O aparato adaptado para camundongos ¢ feito
de madeira com dois bragos abertos opostos (30x 5x 0,25 cm) e dois fechados (30x 5x
15 cm). Os bracos fechados estdo conectados por uma plataforma central (5x 5 cm) e
elevados a uma altura de 45 cm do nivel do piso. Para evitar a queda dos animais dos
bracos abertos, esses sdo circundados por uma protecdo de 0,25 cm também de

madeira.

O teste foi realizado segundo procedimentos descritos por PELLOW e FILE
(1987) e RUSSO e colaboradores (1995). Cada camundongo foi tratado com os
compostos 30 min antes do teste. Posteriormente foi colocado no LCE permanecendo
por 5 min, durante os quais se registrou: (a) o numero de entradas e o tempo de

permanéncia nos bragos abertos, e (b) a passagem dos bragos fechados para os abertos.
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Neste teste, compostos com perfil ansiolitico tendem a aumentar a exploragdo e o
tempo de permanéncia nos bragos abertos, enquanto que, compostos com perfil
ansiogénico, tendem a diminuir estes parametros comportamentais (FILE, 1993). Os
animais foram pré-tratados com montanina (0,1; 1,0 e 3 mg/kg 1.p.) e/ou controle
positivo (diazepam, 0,75mg/kg) e negativo (veiculo) sendo 30 min depois realizado o

teste.
111.4.3 Investigacdo da atividade antidepressiva (Nado Forcado)

O teste do nado forgado foi desenvolvido por PORSOLT e colaboradores
(1977a e b; 1978) para auxiliar a pesquisa com compostos antidepressivos. O objetivo
era criar um modelo animal que reproduzisse comportamentalmente a sintomatologia
da depressao e que fosse sensivel a farmacos clinicamente efetivos e utilizados no
tratamento desta doenga. O modelo baseou-se na observacdo de que ratos e
camundongos quando for¢ados ao nado (numa situagdo da qual eles ndo poderiam
escapar) ap6és um periodo de agitacdo, adotam uma postura de imobilidade. Tal
comportamento se equivale ao estado de passividade e anedonia que ocorre com 0s
pacientes depressivos. Um camundongo ¢ considerado imével quando flutua ou faz
movimentos necessarios apenas para manter sua cabega acima da agua evitando o

afogamento (AKISKAL, 1995; BORSINI ¢ MELI, 1989; CHATTERIJEE et al., 1998).

O teste foi realizado durante um periodo de 6 minutos num cilindro de vidro
(altura 24 cm, didmetro 10 cm) contendo 19 cm de dgua a 25°C. O tempo de
imobilidade foi cronometrado, conforme descrito anteriormente. Os animais foram pré
tratados com o composto em estudo (montanina, 0,1; 1,0 e 3 mg/kg 1.p.) ou controle
positivo (imipramina, 5 mg/kg) e negativo (veiculo), conforme descrito por

RAGHAVENDRA e colaboradores (2000).
111.4.4 Teste de potenciacdo do sono por barbitarico

O modelo de potenciagdo do sono aponta uma possivel agdo depressora central
dos compostos em estudo, quando estes potencializam o sono induzido por

barbituricos nos animais. Os camundongos receberam montanina (0,1; 1,0; 3 e 10
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mg/kg i.p.) e/ou veiculo, e 30 min apos, pela mesma via, o pentobarbital (50,0 mg/kg).
Os mesmos foram colocados sob funis de vidro e foram cronometrados a laténcia para
0 sono e o tempo total de sono. O despertar dos animais foi evidenciado pelo retorno

dos mesmos a postura ortostatica.
111.4.5 Tarefa de esquiva inibitéria

O experimento de esquiva inibitoria foi realizado em caixa acrilica, com vidro
na parte frontal, composta por assoalho de barras de bronze de 0,8 mm e espagadas
entre si. A plataforma estava localizada no lado esquerdo da caixa a 5 cm de altura e
com 7 cm de largura (revestimento de formica). Os ratos foram colocados na
plataforma e a laténcia para a descida da plataforma foi registrada apos as quatro patas
estarem localizadas no assoalho de bronze. Quando localizados totalmente no
assoalho, choques de 0,4 mA foram aplicados por 2 segundos, apds o animal ter
voltado para a plataforma a secdo de treino deu-se por concluida. Imediatamente apos
o treino foram administrados o tratamento com montanina (3-10 mg/kg, i.p) ou
controle. Apds 24 horas foi realizada a se¢do de teste da mesma forma como foi o
treino, mas com a auséncia de choque. A laténcia para descer da plataforma foi

registrada com limite de tempo de 180 s.
111.4.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em Média = SEM. Os dados paramétricos e suas
variagOes foram avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida de
teste de Student — Newmann —Keuls. Valores de P menores que 0,05 (P < 0,05) foram
considerados significativos. Para a andlise estatistica de dados ndo-paramétricos como

a esquiva inibitdria passiva, foi utilizado o teste Mann-Whitney U.

111.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliacdo de toxicidade da montanina permitiram observar,

que em doses inferiores a 30 mg/kg ndo houve alteragcdes comportamentais. O
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resultado do teste de toxicidade da montanina mostrou valor de DLs, pequeno e toxico,
de 64,7 mg/kg. Com os resultados obtidos da andlise toxicoldgica preliminar, puderam
ser planejadas as doses para os demais experimentos (com exce¢ao do campo aberto)

que foram abaixo de 15 mg/kg em camundongos e ratos.

No teste do Campo Aberto, a montanina (10 e 30 mg/kg) ndo alterou o nimero
de rearings e cruzamentos (Tabela I111.1). A diminui¢do da locomogdo e exploragdo

do ambiente observada (60 mg/kg) ocorreu devido a alta toxicidade do alcaloide.

Tabela 111.1: Efeito da montanina no Campo Aberto.

Tratamento Dose (mg/kg) Numero de rearings Numero de cruzamentos
Veiculo - 27,54 +3,19 67,89 £5,8
Montanina 10 31,4+2,76 65,8 £3,58
Montanina 30 25,0+2,44 57,88 £ 4,03
Montanina 60 3,62 £1,16%* 27,75 £ 6,27**

Os resultados sdo medias £ SEM (n=10-15 camundongos). * p<0,05,** p<0,01, comparados
ao grupo controle (ANOVA seguida de Student — Newmann —Keuls).

A ansiedade que pode ocorrer isoladamente ou acompanhada de outras doengas
do SNC, ¢ caracterizada em humanos por tensdo e exaustiva vigilancia psicologica
(JACKSON e TURKINGTON, 2005). Outras espécies animais mostram uma
variedade de reagOes defensivas em respostas a predadores, alguns pesquisadores
correlacionam com estado de ansiedade (RODGERS et al., 1995). Roedores
demonstram ansiedade, medo e curiosidade quando colocados em um novo ambiente,
e muitos dos parametros de comportamento podem ser avaliados, como medo,
exploracdo, curiosidade, emocionalidade e etc. (TAKEDA et al., 1998; NIC et al.,
2003; COSTA-CAMPOS et al., 2004). A freqiiéncia ¢ o tempo de permanéncia nos
bracos abertos sdo os principais pontos avaliados para a atividade ansiolitica,
considerando-se que os bragos abertos sdo ambientes aversivos para roedores
(PELLOW e FILE, 1986). Neste estudo, a montanina exibiu atividade ansiolitica

quando avaliada no teste do Labirinto em Cruz Elevado. Alem disso, promoveu de

68



maneira dose-dependente o aumento da porcentagem de entradas (F,;,,5=3,77, p<0,01)
e tempo de permanéncia (Fy94=3,70, p<0,01) nos bragos abertos (Figura I11.2). Foi

utilizado como controle positivo o diazepam, agonista benzodiazepinico.

O nado for¢ado tem sido uma das principais ferramentas utilizadas para a
avaliacdo da atividade antidepressiva. Quando os roedores sdo forcados a nadar em um
ambiente pequeno, tendem a ficar imoveis apos um periodo de atividade vigorosa para
escapar da dgua. Acessando estas estratégias de comportamento adaptadas, o estresse
pode ser avaliado. Varios autores tém confirmado que a duragdo do tempo de
imobilidade pode ser uma resposta adaptativa ao estresse (PORSOLD et al., 1978;
GALEA etal., 2001; MARTIJENA et al., 1998). Em nosso trabalho, a montanina (1,0
mg/kg) primeiramente exibiu tendéncia em aumentar o tempo de mobilidade inicial e
seqiiencialmente (3 mg/kg) reduziu o tempo de imobilidade total (F;,6=2,47, p< 0,05),
(Figura 111.3). Estudos futuros podem ser realizados para verificar se no teste de nado
forgado a agdo da montanina ¢ atribuida a modulagdes no sistema nervoso central ou

periférico.

Considerando os resultados anteriores, verificamos a necessidade de iniciar a
investigacao de uma possivel atividade depressora sobre o SNC. Para tanto, realizamos
o teste de Inducdo do Sono por Pentobarbital. A tendéncia para exibir efeito depressor
da montanina foi observada pela diminui¢do da laténcia para o sono (Fg7,=3,54,
p<0,01) e pela tendéncia de prolongamento do tempo de sono induzido por

pentobarbital (Figura 111.4).

Como perspectiva de continuacao deste ensaio, sugere-se a realizagao futura de
experimentos que favorecam a certificagdo da passagem da montanina pela barreira
hematoencetfalica, bem como a obten¢cdo de mais dados farmacologicos sobre a agao

da montanina sobreo SNC.
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Figura 111.2: Efeito da montanina e diazepam na porcentagem de freqiiéncia de
entradas (Painel A) e na porcentagem de tempo de permanéncia (Painel B) nos
bracos abertos no Labirinto em Cruz Elevado. Dados em médias # SEM, n=10-15

camundongos. ** p<0,01 comparado ao controle (ANOVA seguida de Student —
Newmann —Keuls).
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Figura 111.3: Efeito da montanina e imipramina na duracdo da imobilidade (Painel
A) e na mobilidade inicial (Painel B) no Nado For¢ado. Dados em médias + SEM,

n=10-13 camundongos. * p<0,05 comparado ao controle (ANOVA seguida de Student
—Newmann —Keuls).
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Figura I11.4: Efeito da montanina na laténcia para o sono (Painel A) e na duragéo do
sono (Painel B) induzido por Pentobarbital. Dados em médias # SEM, n=8-10
camundongos. * p<0,05, ** p<0,01, comparado ao controle (ANOVA seguida de
Student -Newmann —Keuls).

A Figura 1115 ilustra os resultados obtidos para os ratos treinados no

paradigma de esquiva inibitéria e tratados com distintas doses de montanina (3, 6 ¢ 10

mg/kg i.p.). Como pode ser observado, a montanina ndo apresentou efeito sobre a

memoria para a tarefa de esquiva inibitoria, ja que nao houve mudanga significativa no

tempo de permanéncia dos animais sobre a plataforma na sessao de teste realizada 24h

apos o treino. Estudos futuros avaliardo o efeito da montanina sobre a memoria para

esta tarefa quando administrada intracerebralmente (intra regido CA1 hipocampal).
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Figura I11.5: Efeito da montanina na laténcia para descida da plataforma na tarefa
de Esquiva Inibitéria. Dados em médiana # intervalo interquartil, n=10-15 ratos

(Mann-Whitney U).
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CAPITULO IV

MODULACAO DAS VIAS DE SINALIZACAO DAS MAPK






IV.1 INTRODUCAO

Na aquisicdo de uma informag¢do na forma de memoria de longa duragdo,
acredita-se que o conjunto de neurdnios envolvidos com a experiéncia em questao
sofra modificacdes especificas, as quais podem incluir um reforgo entre as interagdes
sinapticas pré-existentes e o crescimento de novas conexdes entre as sinapses
comprometidas. Para que as alteracOes sinapticas ocorram e perdurem, parece ser
necessaria a coordenagdo de varios processos celulares, os quais podem acontecer em
distintos locais da célula, por exemplo, alteragdes estruturais na sinapse ¢ altera¢des na

expressao génica nuclear (BEVILAQUA, 2000).

A via de sinalizagdo das MAPKs (“mitogen-activated protein kinases” —
Ras/Raf/MEK/ERK) esta associada com a transmissdo de informacdes iniciadas pela
unido dos fatores de crescimento aos seus receptores especificos (COHEN, 1992;
BEAR, 2002). A ativagdo desta via ¢ capaz de promover diferentes e opostos
processos celulares. A grande variedade de respostas apresentadas pela ativagdo dessas
vias tem sido relacionada com o tempo e forca destas ativacdes. A alta ativacdo da via
ERK pode induzir a senescéncia, apoptose, ou diferenciacdo, enquanto a sua baixa
ativacdo ¢ caracterizada comumente por causar proliferacdo celular em muitos

sistemas (LEWIN, 2001).

Esta via de sinalizagdo ¢ iniciada a partir da estimula¢do de pequenas proteinas
com capacidade de ligarem-se ao GTP, conhecidas como Ras, as quais, na sua forma
inativa, encontram-se associadas a membrana plasmatica (FINKBEINER e
GREENBERG, 1996). Estas proteinas ativam-se apds a unido do primeiro mensageiro
extracelular ao seu receptor ou apés a elevagdo dos niveis intracelulares de Ca®’, na
presen¢a de uma molécula adaptadora, Grb2 (PAWSON, 1995), e de uma proteina que
possibilita a troca de GDP por GTP, Sos (“son of sevenless”’; FINKBEINER e
GREENBERG, 1996). A ativagdo de Ras pode iniciar uma cascata de eventos de
fosforilacdo a qual, em ultima instincia, atua sobre fatores de transcri¢dao nucleares
(JOHNSON et al., 1997; HODGE et al., 1998; SGAMBATO et al., 1998), ativando-

os. Estes ultimos podem provocar alteragdes no fendtipo celular, entre as quais se
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encontram o crescimento e a diferenciacdo celular (LOWY e WILLUMSEN, 1993).
Outros alvos das MAKPs incluem proteinas do citoesqueleto, que podem influenciar

diretamente a estrutura celular (BRUGG ¢ MATUS, 1991).

A Figura V.1 apresenta de maneira resumida, os principais componentes desta

via bioquimica em vertebrados.

Fatores de Progesterona 1I-1, LPS
crescimento Xenopus entre outros

MAPK4K
MOS ‘1’ MAPK3K
/ RKK MAPKK
............. RK (HOG?) MAPK
................................... » MAPKAP2 MAPKAK

Figura IV.1: Representacdo das cascatas bioquimicas que envolvem a participacéo
das MAPKs (SEGER e KREBS, 1995).

Existe uma grande interagdo entre os componentes desta via de transducao de
sinais (ver Figura IV.1), possibilitando assim, a amplificagdo de sinais iniciados na
membrana plasmatica e a convergéncia de informagdes, que sdo iniciadas através de
mecanismos extracelulares distintos, para um mesmo ponto da cascata de eventos de
fosforilacdo [como € o caso, por exemplo, das distintas MAPKKK (MEKK, Raf-1 e
MOS) atuando especificamente sobre a mesma MAPKK]. Apds a fosforilacdo e

conseqiiente ativagao das enzimas ERK1/2, ocorre a translocagdo das mesmas ao
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nucleo celular, onde atuam sobre importantes fatores de transcricdo, como por

exemplo, ELK1 (“extracellular signal-regulated kinase”; XING et al., 1996).

A proteina CREB participa de eventos de sinalizacdo intracelular que regulam
uma grande variedade de funcdes biologicas, incluindo a proliferagdo pituitaria
(SCRUTHERS et al., 1991), regulagdo dos ritmos circadianos (GINTY et al., 1993) e
formagdo de memorias (SILVA et al., 1998). Localiza-se principalmente no nucleo
celular, onde atua promovendo a transcrigdo de genes que apresentam uma seqiiéncia
que responda ao estimulo por AMPc (CRE; “cyclic AMP responsive element”) nos

seus promotores.

BERNABEU e colaboradores (1997) realizaram experimentos com o objetivo
de verificar se a formagdao da memoria para uma tarefa de esquiva inibitoria dependia
da ativacdo simultanea de diferentes vias de sinalizacdo sindptica, além da ocorréncia
de processos subcelulares especificos. Em seus experimentos, observaram o aumento
significativo da ativagao das proteinas da via AMPc/PKA/pCREB 2 horas apds o

treino de ratos na tarefa aversiva acima mencionada.

Estudos realizados com fatias hipocampais de ratos e com fatias corticais de
cérebro humano revelaram a agdo da galantamina na modulagdo alostérica dos
receptores nicotinicos, bem como um efeito na facilitagdo da transmissdo sinaptica
(SANTOS et al, 2002). Os autores propuseram que estes eventos neuronais
(provavelmente somados a agdo antioxidante (TRAYKOVA et al., 2003a, 2003b,
2004a, 2004b, 2005)) explicariam a melhora clinica observada em pacientes com a

Doenca de Alzheimer (DA) tratada com galantamina.

E importante citar que existem pesquisas que ilustram a modulagdo causada por
alcaloides e outros compostos nitrogenados em distintos componentes destas vias, e
especialmente a proteina ERK (cafeina - VALJENT et al., 2004; nicotina - WANG et
al., 2001), contudo encontramos poucos trabalhos envolvendo alcaldides

isoquinolinicos de origem natural (bicuculina - HERDEGEN et al., 1993).
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Outros estudos realizados (HARVEY, 1995; LAMIRAULT et al., 2003)
revelaram a melhora do perfil de memoéria em ratos e camundongos tratados com
galantamina e andlogos, mas ndo descreveram nenhum mecanismo que pudesse

explicar os efeitos observados sobre a cognicao.

Com base nos resultados expostos anteriormente, decidimos verificar e
comparar o envolvimento da galantamina e do alcaldide isolado neste trabalho,
montanina, na modulagdo da atividade das proteinas componentes da via bioquimica

das MAPKs e CREB.

IV.2 MATERIAIS E METODOS
1V.2.1 Animais

Para a realizagdo dos estudos bioquimicos, foram utilizados ratos Wistar

machos com peso entre 250-300 g.
IV.2.2 Farmacos e substancia teste

As fatias hipocampais foram tratadas com montanina (substincia teste isolada
da espécie H. vittatum neste trabalho — Vide Capitulo I) e galantamina (Janssen Cilag)
(11.4).

1V.2.3 Obtencéao de fatias hipocampais de ratos

Os ratos foram sacrificados por decapitagdo, seus cérebros retirados e colocados
em tampao fosfato resfriado para a dissecacao dos hipocampos. Os hipocampos foram

fatiados em um Chopper calibrado para obter sessdes hipocampais com 400 pm.
1V.2.4 Tratamentos

As fatias de hipocampo de ratos Wistar machos foram tratadas com 50 uM
montanina ou galantamina. Para determinar a concentracao ideal de tratamento (50

uM) foram realizadas seqiiéncias de concentracdo crescente para cada alcaldide
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utilizado neste estudo (0,5, 5, 50, 250 uM para a montanina e 1, 15, 50, 250 uM para a

galantamina).
IV.2.5 Processamento das fatias hipocampais

Trés fatias hipocampais foram colocadas em eppendorfs individuais contendo
1,0 ml de tampao fosfato a 31°C e incubadas em banho-maria a 31°C. Ap6s 30 min, as
fatias foram tratadas com galantamina ou montanina de acordo com o descrito
anteriormente. Os controles receberam salina. Apos distintos tempos de incubacao (1,
5, 10, 30 min), o tampao foi retirado e as fatias congeladas em nitrogénio liquido para

posterior analise.
I1VV.2.6 SDS-PAGE e Western Blot

A preparacdo das amostras e a separagdo eletroforética das proteinas foram
realizadas através de técnicas convencionais. A deteccdo imunoldgica das proteinas
eletrotransferidas a membrana de polivinilideno difluoreto (PDVF) (CAMMAROTA
et al., 1998) foi realizada usando anticorpos especificos para as proteinas a serem
detectadas e o sistema de revelacdo quimioluminescente ECL (Amersham).

Anticorpos utilizados:

e Anti-pCREB (Cell Signalling; 1:1000).

o Anti-fosfo p44/p42 (Cell Signalling; 1:1000).

e MEK (Santa Cruz; 1:5000).

e Raf (Cell Signalling; 1:2000).

A densidade Optica das bandas obtidas nos filmes foi determinada com a
utilizacdo do software OptiQuant. A andlise estatistica foi realizada aplicando-se o

Modelo Teste-t (dados pareados), em software Graf Prism 4.

As férmulas das solug¢des preparadas durante os experimentos encontram-se nos

anexos do Capitulo IV.
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IV.3 RESULTADOS E DISCUSSAO (MONTANINA)

Nesta se¢do, os resultados estdo apresentados em dois painéis, sendo que o
Painel A apresenta um Western Blot representativo de 3 a 5 preparagdes independentes
e o Painel B representa a andlise densitométrica dos controles verso fosforilagdes
maximas obtidas com os tratamentos (MON/GAL) (**p<0,01, *p<0,05; Teste t;

Controle verso fosforilagdes maximas).

Considerando as informagdes mencionadas na introdu¢do do capitulo IV, foram
determinados os niveis de fosforilacdo/ativacdo das MAPKS pRaf/pMEK/pERK e
pCREB no hipocampo dos animais estudados 1, 5, 10, e 30 min apos tratamento com

os alcaloides montanina e galantamina (50 uM).

A Figura V.2 representa os resultados obtidos para as fatias tratadas com
montanina, para ERK1/2 (p42/p44). No Painel A, a flecha indica o ponto de maior
fosforilagdo da proteina (no tempo 5 min) nesta seqiiéncia de amostras, identificado
através da utilizagdo de um anticorpo que permite verificar o estado de fosforilagdo,
quando fosforilada apenas nas treoninas 202 e 204. O Painel B ilustra o aumento

significativo da imunorreatividade da proteina mencionada. (**p<0,01).

Verificamos, a seguir, o estado de fosforilacdo da proteina Raf, substrato nao
especifico da proteina Ras (Figura 1V.3). Os Painéis A ¢ B mostram um aumento

acentuado da imunoreatividade de pRaf em relagdo ao controle (*p<0,05).

O terceiro membro da via das MAPKS estudado foi a MEK. Como pode ser
observado no Painel A da Figura IV.4, verificamos um acentuado aumento da sua

fosforilagdo no tempo 1 min, e no Painel B esta ilustrado o aumento significativo da

fosforilacado da MEK (*p<0,05).

A primeira parte dos estudos apresentados neste capitulo teve como objetivo
observar o efeito da montanina na via de sinalizagdo das MAPKs. Os resultados

sugerem uma importante atividade moduladora da montanina nesta via.
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A segunda parte, apresentada a seguir, objetivou o estudo do efeito da
montanina sobre o estado de fosforilagdo do fator de transcrigdo génica, CREB. A
Figura IV.5 exibe os resultados obtidos, do aumento significativo da fosforilagdo de

CREB (*p<0,05).

Nossos resultados demonstram claramente o aumento da fosforilagdo das
MAPKs e do fator de transcricdo CREB na presenga de montanina, indicando um
possivel papel desta substancia nos processos plasticos relacionados com a formagao

de memorias.

A seguir, apresentamos os resultados obtidos a partir da incubacdo de fatias
hipocampais com a galantamina. Esta parte do estudo foi motivada pela grande
importancia clinica que a galantamina apresenta, devido a ser um dos farmacos de

escolha no tratamento da DA.
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Figura 1V.2: Painel A: Imunorreatividade para p42/p44 em fragcdes homogeneizadas
de fatias de hipocampo controle (C), e fragcbes homogeneizadas de fatias tratadas com
montanina (50 uM) em tempos de 1, 5, 10, e 30 min. Painel B: Analise densitométrica
dos resultados; n=5.
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Figura 1V.3: Painel A: Imunorreatividade representativa para pRaf em fracdes
homogeneizadas de fatias de hipocampo controle (C), e fracdes homogeneizadas de
fatias tratadas com montanina (50 uM) em tempos de 1, 5, 10, e 30 min. Painel B:
Analise densitométrica dos resultados; n=3.
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Figura 1V.4: Painel A: Imunorreatividade representativa para pMEK em fracdes
homogeneizadas de fatias de hipocampo controle (C), e fragdes homogeneizadas de
fatias tratadas com montanina (50 uM) em tempos de 1, 5, 10, e 30 min. Painel B:
Analise densitomeétrica dos resultados; n=3.
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Figura 1V.5: Painel A: Imunorreatividade representativa para pCREB em fracdes
homogeneizadas de fatias de hipocampo controle (C) e fracbes homogeneizadas de
fatias tratadas com montanina (50 uM) em tempos de 1, 5, 10, e 30 min. Painel B:
Analise densitométrica dos resultados; n=3.

IV.4 RESULTADOS E DISCUSSAO (GALANTAMINA)

Como pode ser observado na Figura IV.6, os niveis de fosforilagdo de p42/p44
aumentam quando as fatias sdo incubadas com galantamina durante os tempo 1, 5, ¢ 10

minutos (*p<0,05).

A seguir, foi investigado o efeito da incubagdo da galantamina sobre o estado de
fosforilacdo de Raf. Como pode ser visto abaixo, foi observado um importante
aumento da fosforilacdo causado pela incubagdao com galantamina em todos os tempos

investigados (*p<0,05) ( Figura IV.7).

Foi estudado também o efeito da incubacdo das fatias hipocampais com
galantamina sobre o estado de fosforilagdo de MEK. Como pode ser observado na
Figura 1V.8 foram verificados os aumentos acentuados no estado de fosforilacdo de

MEK no tempo de 1 e 5 min investigados (*p<0,05).
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Figura 1V.6: Painel A: Imunorreatividade representativa para p42/p44 em fracgdes
homogeneizadas de fatias de hipocampo controle (C), e fracdes homogeneizadas de
fatias tratadas com galantamina (50 uM) em tempos de 1, 5, 10, e 30 min. Painel B:
Anélise densitométrica dos resultados; n=4.
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Figura IV.7: Painel A: Imunorreatividade representativa para pRaf em fracgdes
homogeneizadas de fatias de hipocampo controle (C), e fragdes homogeneizadas de
fatias tratadas com galantamina (50 uM) em tempos de 1, 5, 10, e 30 min. Painel B:
Analise densitométrica dos resultados , n=4.
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Figura 1V.8: Painel A: Imunorreatividade representativa para pMEK em fracdes
homogeneizadas de fatias de hipocampo controle (C), e fragdes homogeneizadas de
fatias tratadas com galantamina (50 uM) em tempos de 1, 5, 10, e 30 min. Painel B:
Andlise densitométrica dos resultados; n=4.

Os resultados obtidos sugerem que o efeito de melhoria da memoria observado
em pacientes com DA em tratamento com galantamina pode ser devido ao aumento do
estado de fosforilagdo que esta substancia produz sobre algumas proteinas que
participam da via de transducdo de sinais das MAPKs, via envolvida com os processos

plasticos do SNC.
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DISCUSSAO






A galantamina ¢ atualmente um importante representante da classe dos
alcaldides de Amaryllidaceae, por ser utilizado como uma das principais alternativas
para o tratamento da Doenca de Alzheimer. A existéncia de espécies desta familia no
estado do Rio Grande do Sul motivou a realizagdo deste trabalho, objetivando a

obtencao de moléculas biologicamente ativas.

Dos cinco géneros de Amaryllidaceae identificados no Estado do Rio Grande
do Sul (Crinum, Habranthus, Zephyranthes, Hippeastrum, Rodophiala) encontramos
somente dois trabalhos envolvendo o género Hippeastrum os quais foram
desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa (HOFMANN JR et al, 2003;
HOFMANN JR et al., 2004; CASTILHOS, 2004). Desta forma, as espécies do género
Hippeastrum de ocorréncia no Rio Grande do Sul representam um grupo de plantas

promissor a ser pesquisado.

Das doze espécies do género Hippeastrum citadas na revisdo da literatura
(Capitulo I), somente para a H. puniceum nao houve relato do isolamento do alcaldide
licorina; e para a espécie H. ananuca foi relatado o isolamento da epi-homolicorina.

Estes resultados parecem indicar a licorina como um marcador para o género.

As espécies analisadas apresentaram maior teor de alcaldides nos bulbos e alto
percentual de produtos nos extratos mais polares, obtidos com n-butanol. Coletas
foram realizadas nos periodos de floracdo e pos-floragao do vegetal, que ocorreram no

verao.

Os extratos diclorometano de bulbos, folhas e raizes de H. vittatum forneceram
um alcaloide altamente majoritario: a montanina, e do extrato diclorometano de bulbos
dois outros produtos foram identificados como licorina e vitatina. A montanina foi
isolada somente deste género na espécie H. aulicum (BOIT e DOPKE, 1960) sendo
também ja identificada em muitas espécies de Haemanthus (FALES e WILDMAN,
1961; WILDMAN e KAUFMAN, 1955). Este vegetal representa uma importante fonte
deste alcaloide para investigagdes de atividades biologicas que demonstraram ser

promissoras.
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Os primeiros estudos relacionados com a espécie H. vittatum datam da década
de 1950. Aproximadamente 14 alcaldides foram isolados: tazetina, licorina (BOIT,
1954), homolicorina, hemantamina, hipeastrina, vitatina (BOIT, 1956), odulina,
hipacina (DOPKE e BIENERT, 1966), hipadina, hipagina, hipafina, hipeastrina,
hipacina (MOHGAZI et al.,1975; ALI et al., 1975), pancracina (ALI et al., 1984),
vitacarbolina, O-metilismina e ismina (DIAA, 2001). Nenhum dos trabalhos citados
anteriormente relata os locais de coleta dos vegetais, apenas afirmam que foram
espécies cultivadas. Se a literatura documenta o género Hippeastrum como exclusivo
no continente americano, nos surgem varias indagacdes: como poderiam 0s grupos
estrangeiros coletar espécies de Hippeastrum vittatum com contetido quimico tdo
diferente ao apresentado neste trabalho. A principal divida relaciona-se com a
auséncia do alcaldide montanina, identificado majoritariamente em H. vittatum,
coletada no Rio Grande do Sul. Teria ocorrido erro de identificagdao, ou entdo, o
contetdo quimico de Hippeastrum vittatum coletada no Rio Grande do Sul é diferente
das ja estudadas. Se esta ultima assertiva estiver correta, que fatores poderiam estar

influenciando estas variagoes.

Dos bulbos de H. striatum foi isolada a licorina, e das raizes e folhas ndo se

obteve extratos com rendimentos suficientes para isolamento de alcaloides.

O extrato N-BuOH de H. vittatum forneceu duas substancias principais: HvS e
Hv6. As analises dos espectros obtidos sugerem uma estrutura tipo montanina para a
substancia Hv5 (pancracina). A pancracina apresenta duas hidroxilas (OH-C2 e OH-
C3) como diferenca principal em relacdo a montanina, que possui uma hidroxila (OH-
C3) e uma metoxila (CH;0-C2) (WILDMAN e BROWN, 1968). Enquanto que para
Hvo6, a estrutura proposta ndo ¢ um alcaldoide, demonstrando ser uma substincia de
outra classe quimica, e possivelmente inédita. E importante ressaltar que este
composto foi isolado no extrato mais polar (n-butanolico) junto com o extrato de

alcaloides.
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Analises in vitro
Atividade antitumoral

O envolvimento dos alcaldides no tratamento do cancer vem sendo um
importante motivo para a obtencao de novas moléculas ativas, também de origem
natural. A pancratistatina isolada de Pancratium littorale Jacq. ou Zephyranthes
grandiflora Lindl. (PETTIT et al., 1986, PETTIT et al., 1984b), ¢ um alcaloide de

Amaryllidaceae que se encontra em estudos para o combate de alguns tipos de cancer.

Foram avaliados inicialmente os extratos de alcaloides totais: diclorometano e
n-BuOH de H. vittatum, e posteriormente somente os alcaldides isolados. Os
resultados demonstraram importante atividade antitumoral para ambos os extratos. Na
seqiiéncia do estudo bioguiado, foram analisados os alcaldides isolados do extrato

diclorometano.

Os valores de 1Csy do extrato diclorometano evidenciaram a acentuada agao
antitumoral de seus componentes. Considerando-se que a montanina foi 0 componente
majoritario do extrato diclorometano, conclui-se que a sua contribuicao foi importante
para a atividade total do extrato, ndo sendo, entretanto, considerada totalmente
responsavel, uma vez que o extrato possui outros componentes com atividade
antitumoral. Esta apresentou importante atividade antitumoral, enquanto a vitatina

demonstrou atividade moderada.

Comparando-se a atividade obtida para a montanina neste trabalho, com os
principais resultados de atividade antitumoral obtidos em trabalhos anteriores para a
pancratistatina e transdihidronarciclasina (PETTIT et al., 1984b; 1986; 1990),
observamos menor atividade biologica. Entretanto, a montanina apresentou-se
eqiiipotente aos demais alcaldides com ICsy menores que 1 pg/ml, como a galantamina

(ICs0 0,5 ng/ml para células de alvélolo pulmonar) (WENIGER et al., 1995).

Os resultados do extrato n-BuOH demonstraram ac¢do antitumoral importante e
menores que 5 pg/ml. Maiores investigacoes envolvendo o isolamento e identificagdes

de seus constituintes tornaram-se necessarias.
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Inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Na deteccdo in vitro de inibidores da enzima acetilcolinesterase, observamos a
acentuada atividade das substincias montanina, pancracina, Hv6, e licorina
comparando-se ao controle positivo galantamina (HAKE, 2001). A vitatina
apresentou-se pouco ativa na concentracao utilizada. A montanina, sendo ativa contra

a enzima, pode ser mais investigada futuramente.
Atividade antioxidante

Os resultados dos experimentos de atividade antioxidante confirmaram a acao
para o composto Hv6 enquanto que para as demais substancias os resultados
apresentaram-se fracos comparando-se a agdo do controle positivo quercetina. Testes

futuros deverao ser realizados para confirmar a atividade antioxidante de Hv6.
Analises in vivo

Escassos sdo os dados encontrados referindo-se aos alcaldides isoquinolinicos
em pesquisas envolvendo o sistema nervoso central. Exceto a galantamina, os outros
exemplos encontrados foram o isocorine € a bicuculina, antagonistas dos receptores
GABA. Com a obtenc¢do de quantidade suficiente de montanina para analises in Vivo

foram realizados testes em roedores.

Como ndo se conheciam os efeitos da montanina em animais de
experimentagdo, foi realizado inicialmente um ensaio de toxicidade. Ao considerarmos
os valores encontrados de DLs, para a montanina, pode-se afirmar que a sua toxicidade
¢ alta, mas compativel com valores relatados para alcaldides como a galantamina, que
possui DLsy, ainda menor em camundongos (11 mg/kg (s.c.), 14 mg/kg (i.p.))
(CORDELL et al., 1989; HARVEY, 1995).

A via intraperitoneal foi escolhida para a administragdo das substancias deste
trabalho, por ser largamente empregada para a administracao de substancias em muitos
dos modelos experimentais em roedores, e por ter sido utilizada nos experimentos

preliminares com galantamina (HARVEY, 1995). Embora a cavidade peritoneal
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ofereca uma grande superficie de absorcdo, a partir da qual os farmacos entram
rapidamente na circulagdo, favorece a perda na primeira passagem pelo figado

(HARDMAN e LIMBIRD, 1996), e ndo garante a presenga da substancia no SNC.

Considerando as desvantagens da via de administragdo empregada e a atividade
nos testes de labirinto em cruz elevado e nado forcado exibida pela montanina,
sugerimos que a possivel interferéncia dos sistemas neutrotransmissores periféricos
seja investigada, bem como, certificada a passagem da montanina pela barreira

hematoencefalica.

Com a investigacdo comparativa da modulacdo das MAPKs, verificamos a
importante ativagdo (das proteinas) causada pelos alcaldides montanina e galantamina.
Para a galantamina, esta ativacdo sugere um possivel mecanismo de acdo, que
explicaria em parte, a melhora da memoria em pacientes com DA (TRAKOV et al.,

1997).
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CONCLUSOES






Os experimentos realizados durante o periodo que compds este trabalho de
doutorado aportaram varios resultados importantes para a investigacdo de novas

moléculas biologicamente ativas de origem natural, a saber:

A espécie Hippeastrum vittatum coletada na regido dos Aparados da Serra,
representa uma fonte natural importante de alcaldides como a montanina, licorina,
vitatina, pancracina, bem como de outros compostos de interesse como o Hv6. Este
ultimo, inédito, pode ser mais investigado quanto as suas atividades bioldgicas, por ter
apresentado importante efeito antioxidante e inibidor da enzima acetilcolinesterase.

Estruturas dos compostos isolados:

Montanina Licorina Vitatina

OH

CH,
6} /O
0
/
0
Pancracina Hv6

Concluimos ao final deste trabalho que a montanina apresenta potencial
biologico e pode ser testada em modelos experimentais que abordem outras atividades
biologicas. A continuidade das investigagdes sobre a atividade antitumoral e a agdo

sobre o SNC (inibidora da acetilcolinesterase) também se tornaram importantes.
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Nos testes bioquimicos-moleculares além de verificarmos a modulacao dos
alcaldides montanina e galantamina na via de sinalizacdo das MAPKs, concluimos que
a galantamina pode estar melhorando paradigmas de memoria por causar aumento do

estado de fosforilacao destas MAPKs.
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PERSPECTIVAS






As obtengdes de tais resultados corroboram a elaboragdo das seguintes perspectivas:

e  Coletar maior quantidade de Hippeastrum vittatum para a obtencdo do
composto Hv6 e montanina, e de outros compostos minoritarios nao detectados

anteriormente;

e  Realizar experimentos, que confirmem as atividades: inibidora da
acetilcolinesterase ¢ antioxidante (in vitro), para o composto Hv6; ¢ sobre o sistema
nervoso central e sistema nervoso periférico (exemplos: dor, modulagdo nos receptores

dos benzodiazepinicos, inibi¢ao da acetilcolinesterase), para a montanina;
. Executar testes de toxicidade aguda para o composto Hv6;

. Estudar o efeito da montanina sobre a memoria para a tarefa de esquiva
inibitoria quando administrada intracerebralmente (intra regido CA1l hipocampal), e

em outras fases da memaoria como aquisi¢ao e evocagao.
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Figura 1: Espectro de Ultravioleta dos alcaldides Hv1 e Hv2.
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Figura 2: Espectro de Infravermelho dos alcaldides Hv1 e Hv2
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Figura 3: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Préton dos alcaldides Hvl

e Hv2.

127




II!||||}|JIJ|FII]I‘IJII'[]]I[r]JIf}lFfiIFFIIjlr I
160 140 120 100 80 go 4 20 PPM 0

Figura 4: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (APT) dos

alcaloides Hv1 e Hv2.
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Figura 5: Cromatograma e espectro de massas dos alcaldides Hv1 e Hv2.
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Figura 6: Espectro de Ultravioleta do alcal6ide Hv3.
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Figura 7: Espectro de Infravermelho do alcaloide Hv3.
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Figura 8: Cromatograma e espectro de massas do alcaléide Hv3.
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Figura 9: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Préton do alcaldide Hv4.
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Figura 10: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono do alcaloide

Hv4.
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Figura 11: Cromatograma e espectro de massas do alcaldide Hv4.
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Figura 12 : Espectro de ultravioleta do alcaldide Hv5.
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Figura 13 : Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Préton do alcaldide Hv5.
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Figura 16 : Espectro de ultravioleta do composto Hv6.
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Filmes de imunorreatividade das proteinas em células hipocampais de ratos, tratadas
com Montanina:
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Figura 22: Proteina p42 e p44.
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Figura 23: Proteina p42 e p44.
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Figura 24: Proteina p42 e p44.
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Figura 25: Proteina pCREB.
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Figura 27: Proteina pRaf.
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Figura 28: Proteina pRaf.

Figura 29: Proteina pMEK.
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Figura 30: Proteina pMEK.
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Filmes de imunorreatividade das proteinas em células hipocampais de ratos, tratadas
com Galantamina:
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Figura 31: Proteina p42 e p44.
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Figura 32: Proteina p42 e p44.
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Figura 34: Proteina pRaf.
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Figura 35: Proteina pRaf.

151



h*

Figura 36: Proteina pMEK.

Figura 38: Proteina pMEK.
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Solucdes utilizadas:

Tabela 1: Férmula de Tampéo fosfato.

Produto Concentragdo final (mM)
NaH2PO4 1 7,7

MgCl, 0,49

KCI 2,7

NaCl 111

Glicose 5

CaCl, 0,9

Agua Quantidade suficiente para 200,0 ml
NaOH Quantidade suficiente para pH 7,4

Tabela 2: Férmula de Tampéo de homogeneizagéo.

Produto Quantidade
Tris-HCl 1M 400,0 pl
Fluoreto de s6dio 50 mM 0,04 g
Ortovanadato de sodio 0,0036 g
EDTA 500 mM 40,0 pl
EGTA 500 mM 40,0 pl
Agua 20,0 ml
Tabela 3: Férmula de Solucéo de Bradford.

Produto Quantidade
Comassie Brilliant Blue 100,0 mg
Etanol 50,0 ml
Acido fosforico 85 % 100,0 ml
Agua destilada quantidade suficiente para 1000,0 ml

Tabela 4: Férmula de Gel de Poliacrilamida 8%.

Produto Quantidade
Acris-bis 30% 4,0 ml
Agua destilada 7,25 ml

4x pH 8,8 3,75 ml
APS 40,0 pl
TEMED 10,0 pl
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Tabela 5: Férmula de Gel de Stacking.

Produto Quantidade
Acri-bis 0,65 ml

4x pH 6,8 1,25 ml
Agua destilada 3,05 ml
APS 30,0 pl
TEMED 10,0 ul
Tabela 6: Férmula de Tampao de amostra.

Produto

SDS 10%
Glicerol 50%
Tris-HCI pH 6,8 315,5 mM
Bromophenol g.s.p.
Tabela 7: Férmula de Tampao de corrida.

Produto Quantidade
Tris base 15,1¢g
Glicina 720¢g

SDS 50g

Agua destilada quantidade suficiente para 1000,0 ml

Tabela 8: Férmula de Tampao de transferéncia.

Produto Quantidade
Tris base 581g
Glicina 293 g
Metanol 100,0 ml
Agua destilada quantidade suficiente para 1000,0 ml
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Tabela 9: Férmula de Solucéo de albumina (5%).

Produto Quantidade
Albumina po 50g
TTBS 1 x 100,0 ml
Tabela 10: Formula de TTBS 1 X.

Produto Quantidade
Agua destilada 800,0 ml
TBS 5x 200,0 ml
Tween 20 1,0 ml
Tabela 11: Formula de TBS 5x pH 7,6.

Produto Quantidade
Tris base 12,1 g
Cloreto de sodio 40,0 g
Acido cloridrico 7,0 ml
Agua destilada quantidade suficiente para 1000,0 ml
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Abstract

The dichloromethane and n-butanol extracts obtained from fresh bulbs of Hippeastrum
vittatum (Amaryllidaceae), collected in Southern Brazil, were evaluated for their cytotoxic
activity in vitro against five human cell lines (HT29 colon adenocarcinoma, H460 non-small
cell lung carcinoma, RXF393 renal cell carcinoma, MCF7 breast cancer, and OVCAR3
epithelial ovarian cancer), using the sulphorhodamine B assay. Both fractions presented
potential antiproliferative activity. From CH,Cl, fraction, three alkaloids were isolated:
lycorine, vittatine and montanine. The two last compounds were submitted to the
antiproliferative assay and the highest level of citotoxicity was found for the alkaloid

montanine.

Keywords: Hippeastrum vittatum, Amaryllidaceae, cytotoxic activity, alkaloids, montanine,

vittatine.
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Introduction

Alkaloids are widespread in the plant kingdom and also present in plants used on
medicines (Pettit et al., 1986).

Many plant-derivered drugs to treat cancers are alkaloids, and pancratistatin from
Pancratium littorale Jacq. (Amaryllidaceae) has been selected by the United States Cancer
Institutes to be analyzed in preclinical trials (Bibby et al., 2000). Others biological activities

have been stablished for the Amaryllidaceae alkaloids, including antimalarial
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(Likhitwitayawuid et al., 1993), antiviral (Gabrielsen et al., 1992, Husson et al., 1991) and
anticholinesterase (Maelike, 2001). H. vittatum was investigated previously (Ali et al., 1984),
and several alkaloids were identified until now.

The present paper is part of a search for alkaloids in native Amaryllidaceae species of
Brazil (Hoffmann Jr. et al., 2003, 2004). It deals with the evaluation of the cytotoxic activity
of two extracts, dichloromethane and n-butanol, from fresh bulbs of Hippeastrum vittatum
against five human cell lines (HT29 colon adonocarcinoma, H460 non-small cell lung
carcinoma, RXF393 renal cell carcinoma, MCF7 breast cancer and OVCAR3 epithelial
ovarian cancer), according established protocols (Skenhan et al., 1990). The CH,Cl, fraction
was submitted to isolation and identification of its main compounds, which were also

evaluated for their antiproliferative activity.

Experimental

Plant Material

Bulbs of Hippeastrum vittatum (L’Hér.) Herb. was collected in the flowering stage in
Tainhas, Rio Grande do Sul, Brazil, in January 2002, and was identified by Marcos Sobral
(Faculty of Pharmacy, UFRGS). Voucher specimen is deposited at the Herbarium of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS, ICN) under Sobral et al., 8889.

Extraction and isolation

Fresh bulbs (2.29 kg) were triturated and macerated with EtOH for 2 days. The
procedure is repeated until negative test against Bertrand reagent. The EtOH extracts were
dried under vacuum. The residue was partitioned in light petroleum and HCI (10%). The HCI
phases were washed with CH,Cl,. The remained acid phase was basified with NH4OH (pH 9)
and then extract with CH,Cl, and subsequently with n-butanol. The residues obtained by
drying under vacuum yielded 3.73 g and 8.0 g to CH)Cl, and n-butanol fractions,
respectively. In CH,Cl, fraction when re-suspended in the same solvent, 80 mg of lycorine
was precipitated. The supernatants of this fraction was chromatographed using circular
centrifuge technique (Chromatotron) on silica-gel, eluted with an increasing gradient of
CH,Cl; - MeOH (volume rate = 100-0, 95-5, 90-10, 85-15, 80-20, 75-25, 70-30, 100 ml each)
to give sixty fractions. Fractions with similar TLC behavior were combined to results two

major fractions 1 and 2. Fraction 1 resulted in 2.0 g of pure montanine alkaloid (PM=301).
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Fraction 2 was purified by preparative TLC eluted with CH,Cl,-MeOH (92-08) to afford
vittatine (0.0067 g).

Cell culture maintenance

The colon adenocarcinoma (HT29), non-small cell lung carcinoma (NCI-H460), renal
cell carcinoma (RXF393), breast cancer (MCF7) and epithelial ovarian cancer (OVCAR3)
cell lines were maintained as exponentially growing cultures in RPMI 1640 cell culture
medium, supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum, pH 7.4. All cell lines were

cultured at 37 °C in air/carbon dioxide (95:5, v/v) atmosphere.

Cell growth inhibition assay

All the samples were tested at 1, 5, 10, 25 and 50 pg/ml concentrations; each
experiment was replicated three times. The samples were dissolved in 100% DMSO and
further diluted with cell culture medium in the different concentrations of DMSO. Cells were
collected by trypsinisation and distributed into 96-well microplates. Cellular responses were
assessed colorimetrically using the sulphorhodamine B (SRB) assay with an ELISA
microplate reader, and the absorbances were read at a wavelength of 515 nm (Labsystems
Multiscan EX plate reader). In brief, cells were fixed with 50% (w/v) trichloroacetic acid
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA) for 1 h at 4 °C. Following fixation, the plates were
washed in water and stained with SRB (0.4% SRB (w/v) in 1% acetic acid (v/v) for 15 min at
r.t. The stain excess was removed by washing in 1% (v/v) acetic acid. The plates were
subsequently dried at r.t. and protein-bound SRB was solubilized by the addition of 10 mM
Trizma base (Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA).

Those extracts and alkaloids which produce an SRB absorbance lower than 25% that
of the time-zero control value in the cell lines were considered to be cytotoxic. From the dose-
response curves ICsy concentration that induce 50% inhibition of cell growth values were

calculated (Monks et al., 2002).

Results and Discussion

The analysis of the CH,Cl, fraction resulted the isolation of three main alkaloids:
montanine, lycorine and vittatine. Among the three alkaloids identified, montanine presented
e remarkable yield presenting 0.09% of the fresh bulbs. This alkaloid was initially described

for species from the Haemanthus genera (Wildman and Kaufman, 1955) and in 1960 from
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Hippeastrum (Boit and Dopke, 1960). This is the first time that this alkaloid is isolated from
H. vittatum.

The structures of the compounds were elucidated by physico-chemical and spectral
analysis and are in agreement with those reported in the literature; montanine and lycorine:
Duffield et al., 1965 and Miigge et al., 1994; vittatine: Viladomat et al., 1995 and Frahm et
al., 1985.

In order to evaluate the cytotoxic activity of the extracts and the isolated compounds
of Hippeastrum vittatum, antiproliferative assay with five human cancer cell lines, colon
adenocarcinoma (HT29), non-small cell lung carcinoma (NCI-H460), renal cell carcinoma
(RXF393), breast cancer (MCF7) and epithelial ovarian cancer (OVCAR3), were performed.
As described in the literature, some alkaloids from the Amarillydaceae family present anti-
tumour activity. In this way, the CH,Cl, and n-butanol extract obtained from H. vittatum were
investigated for the cytotoxic activity against cancer cell lines using the sulphorhodamine B
assay, which was used for bioassay-guided fractionation and isolation.

The results achieved pointed out that both extracts presented strong activity against the
cell lines, inhibiting their growth by > 95% in all of them. Dichlorometane demonstrated
potent growth inhibition with ICsy values between 0.6 and 1.6 pg/ ml for H460 and MCF7,
respectively. The n-butanol extract also showed high cytotoxicity (ICsp between 2.9 and 4.0
pg/ml for RXF393 and HT29, respectively). These values are in according with the
parameters recommended by NCI (Pisha et al., 1995). It can therefore be seen that these
extracts possess such activity and this activity makes them candidates for further
investigation. The results are presented in Table 1.

Taking into account the results obtained, the CH,CL, was selected for isolation of the
actives constituents.

The alkaloids montanine and vittatine were assayed for the cytotoxic activity. In spite
of the toxicity of lycorine described in the literature (Ghosal et al., 1985), this substance was
not analyzed.

Both alkaloids displayed growth inhibitory activity (< 10% of control SRB
absorbance) in all the cell lines tested. The ICsy values for these compounds are reported in
Table 1. For all cell lines, the IC50 values demonstrated that all of them are more resistant to
vittatine when compared to montanine. Montanine showed through the 1Cs values to be the
greatest cytotoxic alkaloid with ICso (pug/ml) values ranging for 0.57 (H460) to 0.84
(OVCAR3) (Figure 1), while vittatine displayed a moderated activity (ICsy (ng/ml) ranging
for 15.88 (H460) to 29.57 (RXF393) (Figure 2). The results suggests the montanine shows
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that its concentration in the active fraction is quit similar its ICsy value and it seemed to

contribute with the major effect because of their high concentrations.
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Fig. 1: Cytotoxic activity of montanine in cell lines employed: H460 (non-small cell lung
carcinoma), HT29 (colon adonocarcinoma), RXF393 (renal cell carcinoma), MCF7

(breast cancer), and OVCAR3 (epithelial ovarian cancer).
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Fig. 2: Cytotoxic activity of vittatine in three cell lines employed: H460 (non-small cell lung

carcinoma, HT29 (colon adonocarcinoma), and RXF393 (renal cell carcinoma).
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Table 1: Cytotoxic activity of CH,Cl,-B and n-butanol extracts and isolated alkaloids of

Hippeastrum vittatum.

Sample Cell lines”

HT29 H460 RXF393 MCF7 OVCAR3
CH2CI2 0.68 £0.21 0.62 £0.06 0.79 £0.52 1.60+0.34 0.84+0.29
n-butanolic 4.08£0.61 3.34 £0.30 293+£0.6 3.74+£0.29 3.56+0.25
montanine 0.71£0.10  0.57+£0.57 0.65+0.01 0.74+0.02 0.84+0.11
vittatine 2191 +1.61 1588+328 29.57+12.66 NT NT

“Results are expressed as ICsg values (pg/ml), means of 3 determinations, measured by SRB;
activity: <5 strong, 5-20 moderate, 20-50 weak, > 50 inactive. Key to cell lines employed:
HT29 (colon adenocarcinoma), H460 (non-small cell lung cacinoma), RXF393 (renal cell
carcinoma), MCF7 (breast cancer), and OVCAR3 (epithelial ovarian cancer). NT: not tested.

The n-butanol extract also showed that it was cytotoxic (ICso (ng/ml), 4.08 (HT29),
3.34 (H460), 2.93 (RXF393), 3.74 (MCF7) e 3.56 (OVCAR3). Further investigation involves
the isolation and structural elucidation of the constituents responsible for the cytotoxic effects
observed in the extract became necessary.

Our findings suggest that montanine could be the main compound responsible for the
cytotoxic activity of CH,Cl, extract, since their concentration in this fraction is higher than
the other two alkaloids.

The present investigation represents a preliminary screen for cytotoxic and points to
the necessity of deeper biological investigation. Obviously, future study will be required to
address this issue. Further investigations involve the use of other cell lines and the

mechanisms of the response of cells to these compounds.
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