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RESUMO:

Este trabalho contempla o estudo fitoquimico dos frutos maduros de Solanum
caavurana Vell., apresentando o isolamento e a identificacdo de substancias pertencentes a
classe dos alcaldides esteroidais. A familia Solanaceae, a qual o género Solanum pertence, é
uma familia cosmopolita composta de aproximadamente 90 géneros e entre 2000 e 3000
espécies, contendo muitos dos vegetais e frutas essenciais tais como as batatas, 0s tomates e
as berinjelas. Os alcaldides esteroidais como a solasodina e seus derivados glicosilados, 0s
glicoalcaldides esteroidais, sdo o0s metabdlitos secundarios mais comuns e importantes
encontrados nesse género e possuem uma variedade de atividades bioldgicas citadas na
literatura tais como antifingica, moluscicida, inseticida, sendo estes também utilizados no
tratamento de doencas do figado e da pele e em alguns tipos de cancer.

Este estudo é focado no extrato etandlico obtido pela extracdo a frio dos frutos
maduros de S. caavurana, que foi submetido a parti¢do, primeiro com diclorometano e depois
com n-butanol. A fracdo diclorometanica foi submetida a extracdo &cido-base. As fracdes
correspondentes as faixas de pH (acido e alcalino), foram extraidas com cloroférmio e
fracionadas por cromatografia em coluna usando gel de silica. A purificacdo da fracdo
proveniente da particdo da solugdo aquosa acida, forneceu 4 alcalGides esteroidais nomeados
como SCN-1, SCN-4, SCN-5 e SCN-6. A fase organica obtida da particdo da fase aquosa
basica, depois de submetida a cromatografia em camada delgada preparativa, forneceu 2
outros alcaldides esteroidais representados por SCN-2 e SCN-3, completando um total de 6
substancias isoladas. As estruturas desses compostos foram propostas com base em seus
dados de RMN *H, RMN *3C (uni e bidimensionais), DEPT e espectrometria de massas (EM-
IES).

Todas as substancias isoladas apresentam caracteristicas espectrais de alcaldides
esteroidais sendo que a 5a-tomatidan-3-ona (SCN-2) ja foi previamente isolada nas raizes de
planta hibrida, resultante do cruzamento de Lycopersicon esculentum X L. hirsutum. Ja a 4-
tomatiden-3-ona (SCN-1) e 3-N-formilamino-5a-(22S:25S)-espirosolano (SCN-3) séo
inéditos como produtos naturais e foram totalmente determinadas. As substancias SCN-4,
SCN-5 e SCN-6 ndo foram totalmente identificadas, mas sdo apresentadas nesse trabalho
propostas estruturais baseadas em seus dados espectrais em comparacdo com dados

disponiveis na literatura.
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ABSTRACT:

The present work contemplates the phytochemical study of the ripe fruits from
Solanum caavurana Vell., presenting the isolation and identification of its steroidal alkaloids.
The Solanaceae, to which the genus Solanum belongs, is a cosmopolitan family composed of
approximately 90 genera and between 2000 and 3000 species, containing many essential
vegetables and fruits such as potatoes, tomatoes and aubergines. Steroidal alkaloids such as
solasodine, and their glycosylated derivatives have been far the most common and important
secondary metabolites obtained in this genus which has several biological activities cited in
literature as antifungal, molluscicidal, insecticide as well as on treatment of leaver, skin
diseases and some types of cancer.

This study focused on ethanolic extract obtained by the cold extraction of the ripe
fruits from S. caavurana. This extract was subjected to partition, first with dichloromethane
after with n-butanol. The dichloromethane fraction was submitted to acid-base treatment. The
fractions corresponding to different pH ranges (acid and alkaline) were extracted with
chloroform and purified by column chromatography using silica gel. The organic phase from
acidic aqueous phase furnished 4 steroidal alkaloids signed as SCN-1, SCN-4, SCN-5 and
SCN-6. The organic phase from basic aqueous phase, after the preparative TLC, furnished 2
other steroidal alkaloids labeled as SCN-2 and SCN-3, add up to 6 substances. The structures
of the compounds were assigned based on their *C NMR, *H NMR and MS data.

All isolated substances shown spectral characteristics of steroidal alkaloids then 5a.-
tomatidan-3-one (SCN-2) was previously isolated from the roots of a hybrid of Lycopersicon
esculentum X L. hirsutum and tomatiden-3-one (SCN-1) and 3-N-formilamin-5a-(22S:25S)-
espirosolan (SCN-3) are totally identified and are inedited as natural products. The others
(SCN-4, SCN-5 and SCN-6) are not completely identified but this work shown some
structural purposes based on their spectral data and comparison with those available at

literature.

Xvii



1 INTRODUCAO:

As especies vegetais fazem parte da vida do homem desde seus primordios, sendo
utilizadas principalmente como fonte de alimentos, de materiais para o vestuario, habitacdo,
utilidades domeésticas, defesa e ataque, inclusive na producdo de meios de transporte,
utensilios para manifestacdes artisticas, culturais e religiosas ou até mesmo como meio
reparador e/ou restaurador da salde. Na sociedade atual, elas representam uma das
alternativas mais viaveis e inteligentes entre as diversas fontes de insumos indispensaveis para
a construcdo da civilizagcdo como a conhecemos, tendo como principal vantagem o fato de ser
uma fonte renovavel e, em grande parte, podendo ser controlada pelo ser humano
(SCHENKEL et al., 2003).

No Brasil possuidor de uma flora exuberante, com inimeras espécies tropicais,
evidencia-se 0 conhecimento e uso de plantas medicinais pelas comunidades quilombas,
ribeirinhas, rurais, tradicionais e indigenas que sdo praticadas até os dias atuais. O Estado do
Mato Grosso pela sua localizagdo no Planalto Central Brasileiro possui uma variedade dessas
comunidades, que utilizam dessas plantas medicinais, levando em consideracdo o
conhecimento popular passado de geracao em geracdo (MACEDO et al., 2005).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais e farmacoldgicos vem contribuindo para
um amplo campo de pesquisa que fornecera resultados muito valiosos e importantes para o
desenvolvimento, conscientizacdo e sistematizacdo da assisténcia e do ensino da salde,
refletindo diretamente na identificacdo e na utilizacdo de plantas medicinais valiosas. Um
exemplo disso é a busca recente de novos fitoterapicos para minimizar os efeitos colaterais e
os altos custos do tratamento medicamentoso convencional (GONCALVES et al., 2006).
Uma das caracteristicas mais admirdveis e que vale ser ressaltada é que as plantas sdo
organismos vivos capazes de acumular substancias enantiomericamente puras. Com a
crescente preocupacao da inddstria farmacéutica com os efeitos diferenciados observados para
0s compostos quirais, 0 mercado de farmacos cardiovasculares, antibidticos, hormdnios,
vitaminas, antiinflamatorios e antitumorais (cujos principios ativos sdo substancias
enantiomericamente puras) teve acréscimo de 27% entre 1994 e 1998 (PINTO et al., 2002).

As plantas produzem uma vasta e diversa variedade de compostos orgéanicos sendo
que a grande maioria parece ndo participar diretamente do processo de crescimento e
desenvolvimento da mesma. Esses compostos conhecidos como metabdlitos secundarios ou

produtos naturais, geralmente estdo distribuidos diferentemente entre grupos taxonémicos



limitados dentro do reino vegetal e nos diferentes tecidos de uma mesma planta. Suas funcdes,
muitas das quais ainda permanecem desconhecidas, vém sendo elucidadas com uma
freqiiéncia crescente. Os metabdlitos primarios, em contraste, assim como os fitoesteroides,
lipideos, nucleotideos, aminoécidos e &cidos organicos, sdo encontrados em todas as plantas e
exercem funcdes metabdlicas que sdo essenciais e usualmente evidentes para seu
desenvolvimento (CROTEAU et al., 2000).

Muito se tem feito no sentido de se elucidar quais funcdes os metabolitos secundarios
desempenham na fisiologia vegetal. Atualmente, trata-se de uma area em franco
desenvolvimento, que ja obteve um volume de informacdes significante sobre o papel de
inimeras substancias no sistema de defesa das plantas e suas interacbes com outros
organismos vivos (HARBONE, 1988). Novas teorias tém surgido, como por exemplo, a de
que a ocorréncia de um conjunto de substancias num vegetal teria a funcéo de retardar a perda
de carbono por parte do vegetal, através de uma seqiéncia de transformacBes de uma
substancia em outra, o que dificultaria sua rapida degradagdo (GOTTLIEB, 1990).

Uma visdo bastante difundida atualmente € de que esses metabolitos secundarios estdo
envolvidos nas interacfes da planta com outros organismos, j& tendo sido relatadas vérias
evidéncias do envolvimento dessas substdncias na atracdo de agentes polinizadores,
dispersores de sementes, na prevencdo do crescimento de outras plantas e na defesa contra
agentes predadores e patdgenos (DEWICK, 2001; WENNY, 2000; EBY, 1998; CIPOLLINI
et al., 1994, MARTIN et al., 1999). Eles sdo considerados desta maneira, extremamente
importantes no que se refere a sobrevivéncia e reproducdo da planta apresentando
caracteristicas adaptadas que foram submetidas a selecdo natural durante a evolucdo (WINK,
2003).

Por outro lado, o rapido desflorestamento das florestas naturais existentes na
superficie terrestre tem sido motivo de constante preocupac¢do da humanidade. No Brasil
estudos revelam que muitas das espécies que compdem as florestas brasileiras, ainda nédo
foram estudadas quimicamente, embora sejam amplamente exploradas como fonte de
materias-primas (GOTTLIEB, 1990), e talvez continuem para sempre desconhecidas, devido
a crescente diminuicdo das florestas e a descaracterizacdo das populacdes tradicionais.
Embora representem apenas 7% da superficie da Terra, as florestas tropicais contém mais da
metade das espécies da flora que os outros ecossistemas; das 250.000 espécies de plantas
conhecidas, %/3 estdo nos tropicos e ¥ na América Latina. No Brasil, existem 55.000 espécies
de plantas superiores, cerca de 22% do total (GOTTLIEB & KAPLAN, 1990).



A humanidade se apo6ia em uma diversa variedade de espécies cultivadas, das quais
pelo menos 6000 dessas espécies sdo utilizadas em uma variedade de propositos. E é
frequentemente declarado que apenas poucos cultivos basicos produzem a maioria do
suprimento alimentar. Isso pode estar correto, porém a importante contribuicdo de muitas
especies minoritarias ndo deve ser subestimada (EDMONDS et al., 1997).

Apds investigacdo na literatura (CAS Agosto 2006 — Janeiro 2008), foi encontrado um
estudo dos frutos verdes de Solanum caavurana Vell. (Solanaceae). Este trabalho
(BARBOSA-FILHO et al., 1991) tinha como objetivo o levantamento de espécies brasileiras
que poderiam ter uma quantidade promissora de solasodina (1) que mediante uma
transformacéo posterior seria empregada na producdo de hormdnios, visando sua utilizacao
industrial. Porém a solasodina (1) ndo foi encontrada nos frutos verdes desta espécie,
reforcando que ainda existem indmeros constituintes desconhecidos que merecem ser

estudados.

1.1  Aspectos gerais sobre a familia Solanaceae:

A familia Solanaceae, a qual o género Solanum pertence, ¢ uma familia cosmopolita
que contém muitos dos vegetais e frutas essenciais a alimentacdo, sendo composta por
aproximadamente 96 géneros contendo 2000 a 3000 espécies. E amplamente distribuida por
toda regido tropical e de clima temperado no mundo, com centros de diversidade ocorrentes
nas Américas Central e do Sul, bem como na Australia e na Africa, com menor freqiiéncia na
Europa e na Asia (EDMONDS ez al., 1997; WINK, 2003). Esta familia é representada por
diversas formas de vida, embora predominem os arbustos. Uma comunidade local pode conter
até 50 espécies, a maioria do género Solanum. S&o plantas pioneiras, que dependem de seus
dispersores para a sua presenca continua nos micro habitats sucessionais, aos quais estao
restritas (GILBERT, 1980). O nome genérico Solanum € geralmente considerado ser derivado
do latim solari — consolar ou aliviar — que se refere aos efeitos calmantes ou sedativos
associados a muitas de suas espécies (EDMONDS et al., 1997).

Juntamente com essa familia, o género Solanum é o0 mais amplo e 0 mais complexo
entre as Angiospermas, sendo composto por mais de 1500 espécies e aproximadamente 3000
epitetos ja descritos. Muitas dessas espécies de Solanum sdo também economicamente
importantes devido a sua distribuicdo cosmopolitana como citado anteriormente. Este género
é bem representado no Brasil, sendo amplamente distribuido de Norte a Sul em diversas

regides fitogeogréaficas. (SILVA et al., 2006). Na maioria das espécies pertencentes ao género



Solanum, 0s frutos caem das plantas quando maduros e ocasionalmente eles permanecem nas
plantas. Muitas vezes as sementes germinam in situ quando as condi¢cBes ambientais
prevalecentes sdo 6timas. Os frutos maduros sdo extremamente suculentos, frequentemente
coloridos, brilhantes e aromaticos, sendo atrativos para uma variedade de passaros, morcegos
e outros animais. Eles séo, contudo, efetivamente dispersos por passaros e morcegos ao redor
de todo mundo, tdo bem como por roedores, lagartos, coelhos, rebanhos bovinos e pelo
homem. Existem evidéncias que as sementes passam através do trato digestivo dos animais
sem sofrerem nenhum tipo de dano. As suas sementes também podem ser dispersas pela agua
e pela contaminacdo de sementes de outras culturas (EDMONDS et al., 1997).

Muitas solanaceas sdo endémicas no pais e amplamente pesquisadas devido a sua
inexoravel importancia econdmica tendo como principais representantes: a batata (S.
tuberosum) (KODAMATANI, et al., 2005, FRIEDMAN, 2004); a berinjela (S. melongena L.)
(GONCALVES et al., 2006); o tomate (Lycopersicon esculentum) (FRIEDMAN, 2004); joa-
bravo (S. aculeastissimum); erva moura (S. americanum); 0 tomatinho (S. diflorum); pimentas
verdes e vermelhas (Capsicum spp.); inclusive plantas ornamentais como as petunias (Petunia
spp.) e 0s jasmins (Solanum jasminoides). Também contém o tabaco (Nicotiniana spp.) — uma
das plantas mais nocivas, porém economicamente mais importantes do mundo — juntamente
com muitas outras plantas de valor toxicologico e medicinal como a beladona (Artropa
belladona L.) (EDMONDS et al., 1997).

1.2 Principais metabdlitos secundarios em Solanéaceas:

As plantas da familia Solanaceae s@o ricas fontes de metabdlitos secundarios
bioativos, produzindo uma ampla variedade desses metabdlitos tais como alcaldides do tipo
tropano (GRIFFIN, 2000) e piridinicos, witanolidas (DINAN, et al., 2001), ecdisteroides,
sesquiterpenos, diterpenos, glicoalcaldides (FRIEDMAN, 2004), alcaldides esteroidais
(USUBILLAGA et al., 1997; WEISSENBERG, 2001; RIPPERGER, et al., 1997), alcalbides
do tipo pirrol (SAYED et al, 1998), flavonodides (ESTEVES-SOUZA et al, 2002;
CORNELIUS, 2004), esterdides (SAEZ et al., 1998), saponinas (ZHOU et al., 2006),
sapogeninas esteroidais (USUBILLAGA et al, 1987; WEISSENBERG, 2001), alcamidas
(SILVA et al., 2002), glicosideos esteroidais (YOSHIMITSU et al., 2003) e ate mesmo

antraquinonas encontradas em menor guantidade (WINK, 2003).



Juntamente com as Solanéaceas, certas tribos e géneros sdo muito bem caracterizados
pela presenca ou pela auséncia desses produtos naturais. Por essa razdo, a distribuicdo desses
metabdlitos secundarios, tem sido amplamente utilizada para construir uma classificacdo
quimiotaxondmica da familia Solanaceae. (WINK, 2003).

Em particular o género Solanum produz uma grande variedade de saponinas
esteroidais, glicoalcaldides e alcaldides esteroidais (FERREIRA et al., 1996) que sdo de
interesse tanto na area de ecologia quimica como de salde humana. Na natureza, eles sao
componentes importantes para 0 armamento quimico da planta contra herbivoros
(FUKUHARA et al., 2004).

Os alcaldides esteroidais sdo metabolitos secundarios tipicos das familias Buxaceae,
Liliaceae, Apocynaceae e Solanaceae. A presenca desta classe de compostos é caracteristica
dominante nos géneros Solanum e Lycopersicon. Poucas ocorréncias isoladas tém sido
relatadas nos géneros Lycianthes, Cyphomandra € Cestrum (WINK, 2003). O alcal6ide
piridinico nicotina € um aleloguimico tipico e majoritario no género Nicotiniana ja as
witanolidas representam um grupo de lactonas esteroidais com fortes atividades inseticidas as
quais parecem estar restritas a familia Solanaceae. (WINK, 2003).

Os compostos esteroidais apresentam muitas variagfes estruturais. Suas propriedades
farmacoldgicas sendo profundamente estudadas constituem, em nossos dias, um poderoso
recurso tanto em medicina humana como veterinaria. A producdo comercial dessas drogas
tem tido, fundamentalmente como matéria prima a diosgenina (2), uma sapogenina
esteroidal, presente na forma de glicosideo em vérias plantas e em alta concentracdo nas
dioscoreas. O conhecimento que o alcaldide esteroidal solasodina (1), andlogo nitrogenado da
diosgenina (2), pode igualmente a esta, ser convertido no acetato de 16-desidropregnenolona,
despertou ha algum tempo, o interesse em encontrar plantas com alto conteldo desse
alcaldide (MOLA et al., 1997). Tanto o colesterol como o B-sitosterol tém sido ultimamente
transformados por via microbiolégica em compostos que permitem preparar diuréticos e
anticoncepcionais. Estas transformacgdes séo tdo convenientes que a diosgenina (2) deixou de
ser a fonte preferencial de matéria prima para essas drogas. E importante salientar que paises
como a antiga URSS e Hungria, durante anos, usaram a solasodina (1), extraida do Solanum
lanciniatum como Unica fonte de producdo de progesterona e cortisona. A sintese de
progesterona, obtida como um dos produtos da degradacdo da tomatidina (3), foi efetuada

por investigadores italianos e um hangaros rendendo uma patente (FIESER et al., 1959).



Solasodina (1) Diosgenina (2)

Tomatidina (3)

Desde que a producdo de esterdides medicinais a partir de saponinas esteroidais requer
uma degradacdo preliminar para remover o sistema de anéis contendo a cadeia lateral
originaria do colesterol, é irrelevante se esses anéis contém oxigénio ou nitrogénio. Desta
forma, plantas ricas em solasodina (1) ou tomatidina (3) também podem ser empregadas
como fonte comercial para a produgéo dessas drogas (DEWICK, 2001).

Os glicoalcalodides sdo componentes que ocorrem naturalmente em todas as partes da
planta, sendo a-solanina (4) e a a-chaconina (5) os componentes majoritarios em tubérculos
de diversas variedades de batatas comerciais, representando 95% ou mais do total de
glicoalcaldides. Nas plantagdes de batatas as concentragdes mais altas ocorrem na pele do
tubérculo, nos brotos e nas flores (FRIEDMAN, 2004; KODAMATANI et al., 2005). Os
brotos da planta de batata sdo particularmente ricos em solanina (4) e propiciam uma fonte
conveniente de glicosideos e da aglicona que neste caso é a solanidina (6). O primeiro
alcaldide na forma glicosilada do grupo foi isolado de S. nigrum por Defosses em 1821 e, em
1826 a presencga de solanina (4) na batata foi relatada por Baup (FIESER et al., 1959).
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1.3 Alcaldides Esteroidais:

Um ou mais atomos de nitrogénio estdo presentes tipicamente como aminas primarias,
secundarias ou terciérias e, isso normalmente confere basicidade ao alcaldide, facilitando seu
isolamento e purificacdo, uma vez que sais sollveis em agua podem ser formados na presenca
de &cidos minerais (DEWICK, 2001).



Os alcaldides esteroidais compartilham em geral das propriedades de outros grupos de
alcaldides, ou seja, sdo compostos naturais basicos, que na sua forma livre sdo sollveis em
solventes organicos, e seus sais sdo soluveis em agua (DEWICK, 2001). Tém sido isolados
tanto de vegetais como de animais, e em geral sdo compostos relativamente toxicos ou muito
toxicos, pois provavelmente atuem como defensivos nos organismos que os produzem. Os
mecanismos de toxidade sdo diversos. Entre esses se encontram o bloqueio seletivo dos canais
de sodio, como no caso das batraquio-toxinas, e a despolarizacdo das membranas de
neurdnios e células musculares, como no caso da veratridina. Muitos alcal6ides de Solanum e
Veratrum s80 teratogénicos, além de produzir intoxicacdes agudas em doses maiores
(CHIESA et al., 1999).

1.3.1 Biossintese:

Os atomos de nitrogénio dos alcaldides sdo oriundos de um aminoacido e, em geral
seu esqueleto carbdnico é mantido intacto na estrutura do alcal6ide. Relativamente poucos
aminoacidos precursores estdo realmente envolvidos na biossintese dos alcaldides, os
principais sdo a ornitina, a lisina, o acido nicotinico, a tirosina, o triptofano, o acido
antranilico e a histidina (DEWICK, 2001).

Entretanto outras classes de alcal6ides ndo utilizam inicialmente os aminoécidos na
sua biossintese. Na maioria dos exemplos estudados, o &tomo de nitrogénio é doado de uma
fonte de aminoacido através de uma reacdo de transaminacdo com o aldeido ou cetona
adequados. Contudo, um amplo grupo de alcaldides parece adquirir seus &tomos de nitrogénio
via reacGes de transaminagdo incorporando apenas o nitrogénio de um aminodacido, enquanto
o0 restante da molécula pode ser derivado das rotas do acetato, do chiquimato ou podendo
também ter origem terpénica ou esteroidal. O termo “pseudo-alcaldide” é algumas vezes
utilizado para distinguir esse grupo (DEWICK, 2001).

A incorporacdo do(s) atomo(s) de nitrogénio ocorre(m) em etapas avancadas da
biossintese dos alcaldides esteroidais e, por essa razdo podem ser considerados tanto
alcaléides como derivados aminados de seus precursores esteroidais. Contudo, as
modificacOes sofridas sdo de importancia crucial na determinagdo do destino e funcdo desses
compostos, pelo que séo considerados como um grupo independente (CHIESA et al., 1999).

Muitas plantas da familia Solanaceae acumulam alcaldides esteroidais baseados num
esqueleto colestano (C,7;) como nos casos da solasodina (1) e da tomatidina (3). Em

contraste com seus analogos oxigenados, todos esses compostos possuem a mesma



configuracdo no C-25 (com a metila sempre na posicdo equatorial), porém podem ter
diferente estereoquimica no C-22, podendo-se citar a solasodina (1) e a tomatidina (3) como
exemplos (DEWICK, 2001).

A incorporagdo do nitrogénio a molécula pode ocorrer por trés mecanismos diferentes:
1) um mecanismo de oxi-reducdo; 2) um mecanismo de substituicdo; ou 3) um mecanismo de
adicdo a ligacdo dupla, como pode ser observado na Figura 1. Quando a incorporagdo do
nitrogénio ocorre pelo mecanismo de oxi-reducéo, a configuracao do carbono pode ou nédo ser
mantida, j& no mecanismo de substituicdo tem sempre como resultado a inversdo da
configuragdo absoluta (CHIESA et al., 1999).
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Figura 1. Mecanismos de incorporacdo do nitrogénio na biossintese dos alcal6ides esteroidais. * HOP:
Fosfato ou pirofosfato. (Adaptada de CHIESA et al., 1999)

A aminacdo parece empregar a L-argenina como fonte de nitrogénio, provavelmente
via um processo de substituicdo no 26-hidroxicolesterol. Uma segunda substituicdo permite
que o 26-amino-22-hidroxicolesterol ciclize, gerando um anel piridinico. Depois ocorre uma
nova hidroxilagdo na posicdo 16, uma 16-p-hidroxilaminacdo. A amina secundéria é oxidada
a uma imina e o “sistema espiro” pode ser gerado como resultado de uma adic¢éo nucleofilica

da 16-B-hidroxila na imina (ou ion iminium via protonacdo). A configuracdo do C-22 depende



desta reacdo onde, tanto pode ser formado a 22R, como no caso da solasodina (1), ou a 22S,
como na tomatidina (3), (Figura 2) (DEWICK, 2001).

Uma variagdo no modo de ciclizagdo da cadeia lateral do colesterol pode ser
encontrada na solanidina (6), a qual contém um sistema de anéis condensados com o
nitrogénio como cabeca de ponte. A solanidina (6) é encontrada em batatas (S. tuberosum)
tipicamente como glicosideo: a a-solanina (4). Esse sistema de anéis condensados parece ser
produzido por uma ramificacdo da rota principal para a sintese da solasodina (1)/tomatidina
(3). Desta forma, um processo de substituicdo ira permitir a geracdo de um novo sistema de
anéis (DEWICK, 2001).

NH;

Colesterol 26-hidroxicolesterol o

NH;

Substituicdo Nucleofilica

-

Adicdo nucleofilica a imina:
Essa reacdo pode gerar
diferentes estereoquimicas
no C-22

_—

Solasodina (1)

Figura 2. Rota simplificada da biossintese de alcaldides esteroidais
(Adaptada de DEWICK et al., 2001).

No entanto como sera visto posteriormente essas duas formas sdo interconversiveis
(FIESER et al., 1959). As agliconas dos glicoalcalbides de Solanum sdo produtos comuns de
uma rota biossintética que divergem na forma de ciclizacdo da cadeia lateral do colesterol.
Desta maneira, 0s espirosolanos e os solanidanos que possuem em comum o sistema de anéis

tipo alcamina, dos tubérculos de algumas espécies de Solanum que sdo geneticamente
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semelhantes a S. tuberosum, foi postulado serem derivados de um intermediario comum
(Figura 3) (OSMAN et al., 1991).

Ataque nucleofilico
da hidroxila na imina HO

7

Deslocamento nucleofilico
da hidroxila pelaamina  HO

Solanidina (6)

Figura 3. CiclizagOes possiveis para a formacéo do anel E (Adaptada de OSMAN et al., 1991).

Tém-se mostrado através de estudos de incorporagdo de precursores marcados que 0S
alcaldides esteroidais sdo biossintetizados a partir do colesterol. Também € indicativo deste
fato que alguns alcal6ides como a tomatidina (3), produzida principalmente pelo tomate
(Lycopersicum esculentum Mill.) e a solanina (4), produzida pela batata (Solanum tuberosum

L.) possuem esqueleto esteroidal intacto (Figura 4).

Lycopersicum

Lcopersicim y,

Tomatidina (3)

HO

Colesterol

Solanum N /
N T,
HO

Solanidina (6)

Figura 4. Exemplo de alcal6ides esteroidais obtidos a partir do colesterol.
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A incorporacdo do nitrogénio € precedida pela etapa de hidroxilacdo da cadeia lateral.
O colesterol é hidroxilado especificamente nos carbonos 26 ou 27, o que determinara

posteriormente a configuragéo definitiva do carbono 25, como se mostra na Figura 5.

H
pro-Ri
25

pro-S

25S

ro-S
y P

_OH
: HG
s pro-R 25
— E— 25R

Figura 5. Hidroxilagao primaria do grupo metila 26 ou 27 do colesterol
(Adaptada de CHIESA et al., 1999).

Em uma segunda etapa pode ocorrer a substituicdo do grupamento hidroxila por um
grupo amina, ou a oxidacgao na posigdo C-22. Independentemente da ordem que ocorram essas
reacdes, tem-se lugar uma ciclizagdo para a formacdo do anel F (Figura 6). A ativacdo da
posicdo C-16 pela hidroxilacdo, permite uma nova ciclizacdo que pode dar origem aos
compostos com dois aneis fundidos através de um atomo de nitrogénio como ponte,
caracterizando a formacdo de um alcaldide esteroidal do tipo solanidano (Figura 9), ou
unidos através de um atomo de carbono caracterizando o sistema espiro presente nos

alcaldides esteroidais do tipo espirosolano (Figura 8).
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Figura 6. Rota para a formacao dos anéis E e F em alcaldides esteroidais
(Adaptada de CHIESA et al., 1999).

Estes alcaldides se encontram tanto livres como na forma de glicosideos. Neste caso a
sua biossintese ainda ndo esta totalmente definida pelo que, provavelmente sdo formados pela

unido com os agucares ativados como UDP-glicosideos.

1.3.2 Classificagao:

Os alcaldides sdo normalmente classificados de acordo com a natureza da estrutura
que contém o &tomo de nitrogénio como, por exemplo, os pirrolidinicos, piperidinicos,
quinolinicos, isoquinolinicos, inddlicos, entre outros. A complexidade estrutural de alguns
desses exemplos rapidamente se expande em seus numeros e subdivisdes (DEWICK, 2001).

Os alcaloides esteroidais sdo classificados com base no hidrocarboneto esteroidal que
melhor representa a estrutura geral do composto e sua configuragdo. De acordo com esse

critério, se distinguem trés grupos principais (CHIESA et al., 1999):

1. Aminopregnanos: S80 compostos esteroidais de 21 atomos de carbono
produzidos pela degradacdo da cadeia lateral do colesterol, que contém o esqueleto do
pregnano. Esses alcaldides séo produzidos principalmente pelas espécies da familia
Apocinaceae, e em menor quantidade, por espécies das familias Buxaceae e Solanaceae. O

nitrogénio pode estar presente formando uma amina alifatica, seja na posi¢do C-3, ou mais
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frequentemente, na posicdo C-20. Eventualmente ambas as posi¢cdes podem estar aminadas.

Alguns exemplos estruturais podem ser observados na Figura 7:

Conanina (8)

Conessina (7)

OAc

Kurchamida (9) Vaganina A (10)

Figura 7. Exemplos de alcal6ides do tipo aminopregnano.

2. 20-Piperidilpregnanos: Com frequéncia os alcaldides esteroidais C,; s&o
analogos as sapogeninas oxigenadas encontradas na mesma planta e assim como estas, podem
ser encontrados na forma de glicosideos fregiientemente unidos aos mesmos oligosacarideos
presentes em outros glicosideos produzidos pela planta. Apesar de sua semelhanca estrutural
com as sapogeninas esteroidais, estes alcaldides possuem uma distribuicdo mais restrita entre
0s vegetais e sdo encontrados apenas nas familias Solanaceae e Liliaceae. S&o particularmente
abundantes nos géneros Fritillaria € Veratrum (Liliaceae) e Solanum, Lycopersicum e
Cestrum (Solanaceae).

Sao compostos que apesar de conservarem a estrutura de 27 atomos de carbono do
colesterol, apresentam o atomo de nitrogénio no anel piperidina. Os alcaldides do tipo

piperidilpregnano classificam-se por sua vez em quatro subgrupos:

2.1 Espirosolanos: Caracterizam-se pela presenca de dois anéis heterociclicos unidos

através de um carbono espiro (C-22), e muitos deles se encontram naturalmente como
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glicosideos. A tomatidina (3), o principal alcaldide do tomate (L. esculentum L.) é também
comum em outras espécies de tomates selvagens e em outros géneros relacionados e apresenta
a estereoquimica 25S, 22/N. O seu estereoisdmero solasodina (1), com estereoquimica 25R,

22 aN, é amplamente empregada na sintese de horménios esteroidais (Figura 8).

Tomatidina (3) Solasodina (1)

Soladulcidina (11)

Figura 8. Exemplos de alcalbides do tipo espirosolano.

2.2 Solanidanos: A cadeia lateral se cicliza formando dois anéis fundidos, com um
atomo de nitrogénio como cabeca de ponte. Os solanidanos com uma estereoquimica 22aH,
25S sdo 0s mais comuns e, dentro desse grupo estdo incluidos a solanidina (6) (22R), a
demissidina (12) (22R) e a leptinidina (13) (22S), entre outros os quais sdo encontrados na
planta sob a forma de glicosideos. A solanina (4) e a chaconina (5), que sdo 0s
glicoalcaldides mais comuns da batata (S. tuberosum), sdo formados a partir da glicosilacéo
do alcaldide esteroidal solanidina (6) pelo trissacarideo, a solatriose ou a chacotriose,
respectivamente (Figura 9).
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Solanidina (6) Demissidina (12) Leptidinina (13)

Figura 9. Exemplos de alcal6ides do tipo solanidano.

2.3 Solanocapsinas: Derivadas do 22,26-epimino-hemiacetal, pois possuem um anel

pirano e um piperidina, fundidos através de uma unido hemiacetalica. A solanocapsina (14)
obtida de Solanum pseudocapsicum L. foi o primeiro alcaldide isolado deste tipo. A
estereoquimica da unido desses dois anéis heterociclicos pode ser cis, como no caso da
pimpifolidina (15), ou trans, como na 22-isopimpifolidina (16), ambas isoladas de uma

espécie de tomate selvagem, Lycopersicum pimpinellifolium Dunal. (Figura 10).

Solanocapsina (14) Pimpifolidina (15) Isopimpifolidina (16)

Figura 10. Exemplos de alcaldides do tipo solanocapsina.

2.4 20-Piperidilpregnanos simples: Derivadas do piperidilpregnano, onde a cadeia

lateral do colesterol d& origem a um anico anel piperidina. Esta classe de alcaldides encontra-
se principalmente nos géneros Solanum e Veratrum e s&o caracterizados pela presenca do anel
E aberto. S&o menos frequentes e podem, em alguns casos, representar precursores ou
intermediarios biossintéticos de outros compostos. Exemplos desses alcaldides podem ser

encontrados na Figura 11.
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Veralcamina (17) Oblinginina (18)

Figura 11. Exemplos de alcal6ides do tipo piperidilpregnanos simples.

3. Alcaldides com esqueletos an6malos: Sdo aqueles onde a estrutura do
cicloperidrofenantreno sofreu modificagcdes. A principal diferenca quando comparado aos
grupos anteriores, é que apresentam esqueletos esteroidais modificados. Dentro deste grupo se
distinguem duas classes: 1) alcaldides de Veratrum (Figura 12), que apresentam um esqueleto
12-nor-D-homo e, 2) alcal6ides de Buxus (Figura 13), que estdo estruturalmente relacionados

com o cicloartenol.

Jervina (19) Veratramina (20)

Figura 12. Exemplos de alcaldides de Veratrum.

Cicloprotobuxina (21) Papillotrieno (22) Np-demetilharappamina (23)

Figura 13. Exemplos de alcalbides de Buxus.
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1.4  Atividades bioldgicas no género Solanum:

A maioria dos alcalbides esteroidais na sua forma glicosilada ou ndo, possuem
diversos graus de toxicidade para mamiferos. Alguns como os glicoalcal6ides de Solanum,
que estdo presentes em pequenas quantidades na dieta humana normal, quando em
concentragdes maiores podem dar lugar a intoxicacdes alimentares. Os sintomas incluem
desarranjos intestinais e neuroldgicos. Em casos extremos podem de um estado comatoso,
produzir a morte (CHIESA et al., 1999).

Por esta razdo, varios estudos quimicos tém sido conduzidos no que diz respeito ao
transporte e ao armazenamento desses vegetais, modificacfes genéticas, influéncias do solo e
do clima fatores estes que implicam diretamente num aumento consideravel nas
concentragfes dos alcaldides, alcaldides esteroidais e glicoalcaldides, presentes
principalmente nos tubérculos destinados ao abastecimento populacional ou a producdo de
racdo animal (KODAMATANI et al., 2005). H& tempos é conhecido que a exposi¢do dos
tubérculos a luz, pode causar rapidamente um aumento nas concentracfes de glicoalcaldides
(SOUZA, 2003). Niveis muito altos de glicoalcaldides sdo preocupantes, pois, 0 consumo de
vegetais contendo niveis mais elevados que o normal é associado com mortes humanas,
envenenamentos e varias mortes de rebanhos (KODAMATANI et al., 2005). Foram entéo
estabelecidos limites maximos para o conteudo desses alcal6ides nos alimentos, que oscilam
segundo a legislacdo de cada pais entre 100 e 200mg/kg (CHIESA et al., 1999).

Porém, esse género sendo um dos mais amplos do reino vegetal, tem sido
extensivamente estudado sob o enfoque das atividades biologicas principalmente
farmacoldgicas, apresentadas por muitas de suas espécies (OLIVEIRA et al., 2006). Nas
primeiras décadas do século XX, foi confirmado que a berinjela comum (Solanum melongena
L.), escura, ingerida liquefeita crua e com casca é muito eficiente na reducdo do colesterol e
na acdo das gorduras sobre o figado em animais e humanos (GONCALVES et al., 2006).

Muitos componentes quimicos encontrados em diversas espécies de Solanum
apresentaram atividade antiinflamatoria. Dentre estes estudos, destacam-se os efeitos: da
solasodina (1) isolada do extrato metandlico de Solanum trilobatum (EMMANUEL et al.,
2006); dos glicolipideos derivados do mio-inositol encontrados em Solanum lanceolatum
(HERRERA-SALGADO et al., 2005).

Lovatto e colaboradores (2004) testaram a capacidade de repeléncia e o efeito
inseticida dos extratos de seis espécies pertencentes ao género Solanum, uma do género

Brugmansia, uma do género Nicotiana e outra do género Capsicum todas pertencentes a
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familia Solanaceae, obtendo como resultado a eficacia na repeléncia do pulgdo da couve e
potencial inseticida dos extratos pulverizados.

Uma outra atividade posteriormente estudada foi o potencial hipoglicemiante
provocado pelo extrato aquoso dos frutos frescos e maduros de Solanum xanthocarpum ja
conhecido pelas tribos indigenas (KAR et al., 2006).

Oliveira e colaboradores (2006) demonstraram pela primeira vez que o extrato obtido
das folhas e partes aéreas de Solanum megalonyx apresentou efeito espasmolitico ndo seletivo
em ileo isolado de cobaia.

No Nordeste do Brasil, muitas espécies de Solanum sd@o amplamente utilizadas na
medicina popular sendo comumente conhecidas como “Jurubeba”, palavra originada do Tupi-
guarani “yu’beba” a qual se refere a presenca de espinhos sobre alguns de seus exemplares.
Como parte dos estudos quimicos e farmacoldgicos de espécies brasileiras de Solanum
realizados por Silva e colaboradores (2005), foi relatada a primeira investigacdo de S.
asterophorum, conhecida como jurubeba-de-fogo, cujas raizes sdo popularmente utilizadas no
tratamento de doencas do figado. Do extrato metandlico foi isolado o alcaldide esteroidal
isojuripidina (24), sendo que esse composto havia sido isolado previamente apenas em S.
paniculatum (SILVA et al., 2005).

Isojuripidina (24)

Na literatura sdo descritos inumeros trabalhos envolvendo a purificacdo de extratos,
principalmente metandlicos, biomonitorados por ensaios de atividades bioldgicas, como por
exemplo, nos estudos de Fukuhara e colaboradores (2004). Neste trabalho, analises de CCD
da fracdo bioativa foram positivas frente a testes com reagente de Dragendorff, o qual indica a
presenca de alcaldides, alcaldides esteroidais e/ou glicoalcaldides esteroidais (FUKUHARA
et al., 2004).

Muitas espécies da familia Solanaceae acumulam alcalGides esteroidais do tipo
colestano C,7, como a solasodina (1) e a tomatidina (3) (USUBILLAGA et al., 1997). Esses
compostos contendo o nitrogénio sdo essencialmente analogos as saponinas esteroidais e estao
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normalmente presentes como glicosideos, os quais possuem atividade superficial (epitelial) e
propriedades hemoliticas como fazem as saponinas. Alcaldides esteroidais e seus glicosideos
presentes em inlmeras espécies do género Solanum, sd@0 conhecidos por possuirem uma
variedade de atividades bioldgicas, incluindo a antifingica, moluscicida, teratogénica e
embriotoxica. Preparados contendo glicosideo da solasodina (1) séo geralmente empregados
no tratamento de certos canceres de pele (ESTEVES-SOUZA et al., 2002).

Em paises tropicais, mais de 250 milhGes de pessoas sdo infectados por
esquistossomose e muitas mais estdo sob risco de serem infectadas. As evidéncias indicam
que h&a um aumento na transmissdo dessa doenga conforme ha um aumento na utilizacdo da
agua em condicgdes precarias ou mesmo sem 0 saneamento basico adequado. O modo mais
eficiente de prevenir a propagacdo da doenca, diz respeito a muitos fatores limitantes dentre
0s quais, a destruicdo dos caramujos hospedeiros pelo uso de moluscicidas sintéticos.
Considerando a ampla variedade de propriedades bioldgicas de Solanum previamente citadas,
tem-se o relato do extrato aquoso dos frutos de S. aculeastrum o qual foi potente contra 0s
caramujos causadores da esquistossomose, efeito este também observado por Silva e
colaboradores (2006) nos extratos alcaloidicos de S. jabrense € S. stipulaceum. OS principais
componentes responsaveis pela alta atividade moluscicida sdo os alcaldides: B-solamarina
(25) e solamargina (26). A mesma especie, quando tem seus frutos frescos e maduros
submetidos a fervura, geram uma espuma que € usada na cura de feridas e gonorréia
(WANYONYI et al., 2002).

B - Solamarina (25) Solamargina (26)

Estudos anteriores centraram a atencdo no isolamento de alcaldides esteroidais do tipo
espirosolano (Figura 8), tanto para a sua utilizacdo como materiais de partida na produgédo
industrial de hormonios esteroidais, na busca por alcaldides esteroidais de novas estruturas,
como na atividade bioldgica desses produtos naturais. Mais recentemente, a inativacdo do

virus Herpes simplex € a inibicdo de crescimento de fungos pelos glicoalcaldides do género
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Solanum tém sido mostrados. Por outro lado, alguns estudos tém revelado que os glicosideos
da solasodina (1) sdo efetivos clinica e histologicamente no tratamento de tumores da pele
(USUBILLAGA et al., 1997).

Diversas espécies de Solanum do leste africano sdo conhecidas por serem venenosas
sendo, segundo noticias locais, comumente usadas para induzir abortos. (FUKUHARA et al.,
2004). Apesar de também servir como matéria prima para sintese de drogas esteroidais, a
solasodina (1) tem mostrado possuir atividade biolégica no controle do crescimento de
populacBes de insetos, inibicdo enzimética, inibicdo do desenvolvimento do Trypanossoma
cruzi in vitro, mobilizacdo de glicocorticoides das adrenais de ratos, por exibir efeito anti-
hepatoxico em camundongos, possuir efeito antiarterosclerotico em coelhos com dieta rica em
colesterol, efeito hipotensivo em gatos e efeito antiespermatogénico em humanos, bovinos,
macaco Rhesus e em cées. Por outro lado, baixa teratogenicidade, embriotoxicidade e
hepatomegalia benigna foram notados. Da mesma forma, a solasodina (1) quando injetada de
forma intravenosa, sua eliminacdo do organismo é feita de maneira bastante lenta em
humanos e em hamsters Sirianos (WEISSENBERG, 2001).

Com base em estudos anteriores da atividade biolégica dos derivados do 3pB-
hidroxiergost-5-eno, Gunatilaka e colaboradores (1992) propuseram um mecanismo
hipotético (Figura 14) no qual ocorreria uma atividade modificadora no DNA provocada pela
solasodina (1) ou pela O-acetilsolasodina onde a regido responsavel por essa alteracdo seria
justamente devido a presenca da funcdo aminoespirocetal na cadeia lateral esteroidal. Esse
grupamento aminoespirocetal poderia abrir produzindo uma espécie iminium eletrofilica

capaz de promover a alquilagdo do DNA:

A\/ :B—(DNA)

OH

Figura 14. Mecanismo proposto para modificacdo do DNA, provocada pela acdo da
solasodina (1). (Adaptada de KIM, et al., 1996)
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Os alcaloides esteroidais glicosilados podem ser produzidos pela planta como agentes
protetores com propriedades antifungicas. A solamargina (26) exibiu alta atividade contra
viroses e espécies de Trypanossoma. A solasonina isolada é consideravelmente pouco ativa,
mas quando misturada a solamargina (26) aumenta a sua atividade e 0 modo de mecanismo
de sua acdo foi proposto envolvendo o rompimento das membranas celulares.

Pequenas comunidades rurais nas montanhas dos Chiapas, México, revelaram que ha
um numero de espécies conhecidas como “sosa” incluindo S. chrysotrichum, S. hispidum e S.
lanceolatum empregadas no tratamento de varias micoses da pele, principalmente pé-de-atleta
tdo bem como a cura de ulceras, feridas e queimaduras. Investigacdes quimicas e
farmacoldgicas de S. chrysotrichum e S. hispidum demonstraram que as saponinas esteroidais
sdo os componentes antimicoticos (HERRERA-SALGADO et al., 2005). Principios ativos
das espécies de Solanum mexicanas foram encontrados no extrato metandélico das folhas de S.
lanceolatum exibindo atividade antiinflamatdria contra edema TPA-induzido em ouvido de
camundongos, comparada a de um farmaco comercialmente disponivel conhecido como
indometacina. Os testes desenvolvidos in vivo mostraram que a atividade exibida pelos
constituintes do extrato revela que essa planta é uma possivel candidata para o
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de sintomas associados a processos
inflamatdrios tais como a osteoartrite e arteriosclerose (HERRERA-SALGADO et al., 2005).

Os glicoalcaldides extraidos da batata e do tomate apresentam varios efeitos benéficos
como protecdo de camundongos contra infeccdo de Salmonella typhimurium, a intensificacdo
do efeito de anestésicos comuns que inibem a colinesterase, potencializa¢do da vacina contra
maldria, abaixamento do colesterol no plasma de hamsters e inibicdo do crescimento de
células do cancer de célon e de figado em humanos (FRIEDMAN, 2004).

Estes relatos demonstram a importancia deste género na medicina popular, onde

muitas espécies ainda podem ser estudadas para a descoberta de novos compostos.

1.5 Solanum caavurana Vell.:

1.5.1 Uso Popular: (CORREA, 1984)

Conhecida pelo nome popular/indigena como Caavurana (Solanum caavurana Vell.)
pertence a familia das Solanaceas. Atribui-se a esta planta, usos medicinais ndo comprovados,

entre eles a de combater a hanseniase; diz-se também que fornece “anil” de boa qualidade.
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Além disso, possuiu ampla utilizagcdo, por parte dos feiticeiros africanos e dos pajés

aborigines, como “decifradora do futuro”.

1.5.2 Dados Botanicos: (REITZ, 1966)

Arbusto ou arvoreta 1-7m de altura, quase glabro, escuro ao secar e de mau cheiro.
Ramos jovens subflexuosos, rolicos ou um tanto compressos. Cortice persistente, liso, verde,
escuro-roxo ao secar. Folhas solitarias ou em pares com uma meio reduzida, as mais normais
pecioladas para 6-10mm, elipticas até ovado-lanceoladas, agudas pela base, arredondadas até
acuminadas pelo apice, 8-12cm de comprimento, 3-5cm de largura, glabras a excecdo dos
pélos alvos no lado inferior nas axilas das nervuras principais (Figura 15).

Inflorescéncias opostas as folhas, simples com 12-15 flores seguidas, até 15mm de
comprimento. Pedinculo 5-10mm de comprimento. Pedicelos delgados, ca. 12mm de
comprimento, articulados pela base. Célice subcampanulado, até 6mm de altura, lobos pouco
irregulares, lanceolados até largo-ovados, subagudos ou arredondados; corola 18mm de
diametro, branca, profundamente lobada, lobos ovado-lanceolados, atenuados; estames iguais;
filamentos 1mm de comprimento, soldados pelas bases; anteras oblongas 4-4,5mm de
comprimento; estilete encimando os estames, curvo. Flores brancas, lancinadas, com célice
também branco, grande e anteras amarelas, dispostas em cimeiras 12-15 floras; fruto baga
orbicular, violacea ou avermelhada, glabra, globosos, em torno de 8mm de diametro. Sua
fenologia € de setembro a margo. A area de ocorréncia natural no Brasil € em Santa Catarina,
apenas na llha de Santa Catarina e nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro até Rio

Grande do Sul. Ocorre também na Argentina e no Paraguai.
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Figura 15. Fotos da planta obtidas no momento da coleta.

1.5.3 Classificacdo Botanica: (FLORA BRASILIENSIS 2007)

Nome Cientifico: Solanum caavurana Vell.;

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta;
Classe: Magnoliopsida;
Ordem: Solanales;
Familia: Solanaceae;
Género: Solanum L.;
Secdo: Pacifica;

Série: Megalopora;

Espécie: Solanum caavurana Vell.;

24



2 OBJETIVOS:

Este trabalho tem como objetivo principal, a ampliagdo do conhecimento sobre a

composicao quimica de Solanum caavurana Vell.

2.1 Objetivos Especificos:

¢ A proposta envolve o estudo da composic¢ao quimica dos frutos maduros de Solanum

caavurana, através do isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL:

3.1  Suportes Para Cromatografia:

» Cromatografia em coluna (CC). Os fracionamentos cromatograficos foram
realizados em coluna de vidro, utilizando como fase estacionaria gel de silica 60 com 0,063-
0,200mm (70-230mesh ASTM) da Merck. O comprimento e o diametro das colunas variaram
de acordo com as quantidades de amostras a serem cromatografadas. A proporcdo de silica foi

cerca de 20 vezes 0 peso da amostra a ser purificada.

» Cromatografia em camada delgada (CCD). As anélises em camada fina foram
realizadas em cromatoplacas da Merck, gel de silica 60, com indicador de fluorescéncia Fa2sa,

com suporte em aluminio e 0,2mm de espessura.

» Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). As andlises em escala
preparativa foram desenvolvidas em placas de vidro de tamanho 20 x 20 e 10 x 10cm,
espessura de 1,0mm de gel de silica 60 da Merck, com indicador de fluorescéncia Fasa. As
faixas foram reveladas sob luz ultravioleta (254 e 366nm). A recuperacdo das amostras foi

efetuada utilizando como solventes: diclorometano, cloroférmio e metanol.

* Reveladores. A revelacdo das substancias foi feita sob luz ultravioleta com
comprimentos de onda 254 e 366nm, solugdo de aldeido anisico (anisaldeido) e reagente de
Dragendorff.

» Solventes. Para eluente cromatografico, foram utilizados solventes das marcas
Merck, Synth, Vetec e Sigma Aldrich P.A.

3.2  Equipamentos:

» As andlises de ressonancia magnética nuclear foram feitas pela Profd. Dr2 Raquel
Marques Braga -Instituto de Quimica - Universidade de Campinas (1Q - UNICAMP). Os
espectros uni e bidimensionais foram registrados em aparelho, Varian Inova 500 operando a
500MHz para RMN'H e 125 MHz para RMN *C. As amostras foram solubilizadas em
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cloroférmio deuterado, utilizando TMS como padréo interno de calibracéo (0,05% de TMS -
marca lIsotec inc.). Os deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm (0) e sdo dados em

relacdo ao TMS com & = Oppm.

* Os espectros de massas foram feitos pelo Prof°. Dr. Norberto Peporine Lopes
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de S&do Paulo:
Departamento de Fisica e Quimica - FCFRP-USP). A técnica utilizada para a obtencdo dos
mesmos foi a ionizacdo por eletrospray (EM-IES). Tanto o precursor e 0s ions produzidos
foram obtidos no modo ion-positivo e registrados em um instrumento quadrupolo por tempo
de vbéo (UItrOTOF-Q, Bruker Daltonics, Billerica, MA). CondicOes gerais das analises:
Voltagem do capilar 3400 V; Temperatura do gas seco, 180 °C; Fluxo do gas seco, 4 L/h; Gas
nebulizador nitrogénio. Foi utilizado NaTFA 10mmol L™ como padréo interno e externo para

calibracdo. Para a analise por EM/EM-IES, nitrogénio foi utilizado como o gés de colis&o.

3.3  Estudo Fitoquimico:

3.3.1 Coleta e Identificacédo Botanica:

A coleta dos frutos maduros de Solanum caavurana foi efetuada no Parque Estadual
de Vila Rica do Espirito Santo (PEVR), localizado em Fénix — PR, pela biéloga Dr?. Sandra
B. Mikich (Embrapa Florestas-PR).

3.3.2 Preparo dos Extratos:

Depois de procedida a coleta dos frutos, esse material foi submetido a uma pré-
secagem a sombra em temperatura ambiente, seguido de secagem em estufa de ar circulante a
40°C e posterior trituramento em moinho de quatro facas.

ApO6s secagem, moagem e pesagem dos frutos (180,5g), estes foram submetidos a
extracao a frio (maceragdo) com solventes de ordem crescente de polaridade (éter de petroleo
e etanol), com renovacdo do solvente em intervalos de 24 horas, durante cinco dias para cada
solvente. O residuo vegetal foi desprezado conforme Figura 16. Os extratos obtidos foram

concentrados em evaporador rotativo a pressao reduzida e armazenados em dessecador.
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Material Vegetal

(180,50)

Extrato Eter de
Petréleo (EP 2,69)

Residuo

— Extracdo com éter de petroleo (5 dias — 5 vezes);
— Filtracdo e concentracdo do extrato;

Figura 16. Obtencéo dos extratos dos frutos maduros de S. caavurana.

O extrato etanolico (EE) encontrava-se bastante heterogéneo indicando duas fases: a
fase inferior de aspecto oleoso (EE;) e a fase superior denominada sobrenadante (EE,). Foi
procedida a particdo do EE, com solvente, primeiramente diclorometano (gerando EE3 que foi
agrupado a fase EE;), depois com r-butanol que foi armazenado em um frasco a parte. Dessa
extracdo com solventes, duas novas fracbes foram originadas: a fracdo diclorometanica

(DCM) e a fracdo n-butandlica (n-but) do extrato etanodlico original. Os extratos foram

> Extracdo com etanol (5 dias — 5 vezes);
> Filtracdo e concentracdo do extrato;

Extrato Etanolico Residuo
(EEn.d.)
(Heterogéneo)
Fracdo EE; Fracéo EE,
(oleosa n.d.) (aquosa n.d.)
(Particdo DCM)
Fracdo EE; Fracdo EE,4
(n.d.) (Aquosa n.d.)
< (Partigdo n-but)
Fracdo n-butandlica
(n-but 3,09)
Fracdo DCM
(5,99)

evaporados a pressao reduzida e tiveram as suas massas determinadas.
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3.3.3 Extragdo Acido-base da Fragido DCM:

A fracdo diclorometanica (DCM), foi submetida a extragdo para alcaldides (Figura
17) segundo Harborne, 1998. O estudo fitoquimico se concentrou na fase neutra da extracéo

alcaloidica.
Fracdo DCM
(2,69)
< Solugéo de HClyq) (3%);
<« Diclorometano:
Agitar
| (Filtrar) |
Soélido Liquido
|« Cloroférmio;
Agitar
(Extracao)
Fase Neutra Fase Aquosa Acida
(FN 947mg) < Solugao de NH,OH . (pH=12);
| < Cloroférmio:
) Agitar
Secar com Na,SO, Anidro |
| Extracdo
Cromatografia | ( @)
em Coluna (CC) Fase Alcaloidica Fase Aquosa Basica
(FA 122,5mg)
| Descarte

Secar com Na,SO, Anidro

Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa (CCDP)

Figura 17. Extracdo acido-base da fracdo DCM.

3.3.4 Cromatografia em Coluna da Fase Neutra:

A fase neutra (947mg) da extracdo alcaloidica foi submetida a cromatografia em
coluna (CC) (@ 30mm), utilizando um gradiente de eluicdo com os solventes em ordem
crescente de polaridade: diclorometano, diclorometano — acetato de etila, acetato de etila,
acetato de etila — metanol e metanol tendo gel de silica (30 g) como fase estacionaria. Os
detalhes desse fracionamento podem ser observados na Tabela 1. Foram coletadas 184

fracdes de aproximadamente 20mL cada, as quais foram agrupadas em 18 fracdes, apds
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analise comparativa por CCD revelada sob lampada de UV (254 e 366nm) seguida por
borrifamento com anisaldeido e aquecimento. As fracbes 81-87; 89-105; 107-117 e 129-139

foram submetidas a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), resultando em

cinco substancias puras (Figura 18).

Fase Neutra (FN 947mg)

Cromatografia em Coluna (CC)

Agrupamento por CCD

F. 1-3 (14,9mg)

F. 5-7 (17,9mg)

F. 9-11 (29,4mg)

F. 13-19 (127,5mg)

F. 21-29 (30,5mg)

F. 31-57 (97,7mg)

F. 63-67 (28,5mg) > CCDP

F. 69-79 (46,0mg) > CCDP

F. 81-87 (50,7mg) > CCDP > SCN - 2 (2,5mg)
F. 89-105 (34,2mg) > CCDP > SCN - 1 (5mg)
F. 107-117 (22,8mg) > CCDP > SCN - 1 (3mg)
F. 119-123 (38,5mg)
F. 125-127 (44,5mg) > CCDP SCN - 4 (3mg)
F. 129-139 (83,3mg) > CCDP SCN -5 (1mg)
F. 141-143 (10,8mg) > CCDP SCN - 6 (3mg)
F. 145-147 (6,6mg)
F. 149-163 (16,0mg) > CCDP

F. 165-184 (11,9mg)

Figura 18. Cromatografia em Coluna (CC) da fase neutra da extracéo alcaloidica e agrupamento das

fracoes.
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Tabela 1. Dados do fracionamento por CC da FN da extracéo &cido-base da fragdo DCM ;

Fracdo Gradiente % (v/v) Fracao Gradiente % (v/v)

F.1-3 DCM 100% F.89-105 AcOEt: MeOH 2,5%

F.5-7 DCM:AcOEt25% | F.107-117 AcOEt: MeOH 5 %

F.9-11 DCM : AcOEt5% | F.119-123 AcOEt: MeOH 10 %
F.13-19 DCM:AcOEt10% | F.125-127 AcOEt: MeOH 25 %
F.21-29 DCM:AcOEt20% | F.129-139 AcOEt: MeOH 50 %
F.31-57 DCM:AcOEt25% | F.141-143 AcOEt: MeOH 50 %
F.63-67 DCM :AcOEt50% | F.145-147 AcOEt: MeOH 50 %
F.69-79 DCM:AcOEt75% | F.149-163 AcOEt: MeOH 75%

F.81-87 AcOEt 100 % F.165-184 MeOH 100 %

3.3.5 Tratamento Cromatogréafico da Fase Alcaloidica:

A fracdo alcaloidica (122,5mg) foi purificada por CCDP, eluida em acetato de etila
10% metanol (v/v), resultando em dois compostos puros (SCN-2 e SCN-3), conforme mostra

a Figura 19.

A 4

SCN - 2 (5mg)

Fase Alcaloidica
(FA 122,5mg)

\4

CCDP

SCN - 3 (6,6mg)

A\ 4

Figura 19. Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) da FA da extracdo &cido-base da
fracdo DCM.

As fracdes resultantes do processo de separacdo cromatografica foram agrupadas
frente a analises por CCD, usando como agentes reveladores: luz ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366nm, reagente de Dragendorff para deteccéo de alcal6ides
e solucdo de anisaldeido capaz de detectar um maior nimero de compostos. A escolha das

fracdes para purificacdo foi feita frente a deteccdo positiva ao Reagente de Dragendorff,
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indicando possivel presenca de alcaldides, como sua complexidade em funcdo do numero de
substancias versus quantidade em gramas.

As substancias isoladas foram identificadas por meio de métodos espectrométricos e
espectroscopicos, tais como a Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN - ‘H) e
Carbono (RMN - *3C) uni e bidimensionais, e Espectrometria de Massas com ionizagdo por

eletrospray.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO:

O estudo dos frutos maduros de Solanum caavurana resultou no isolamento de 6
substancias. Pelas analises prévias de seus dados de RMN *H e RMN 3C e revelacdo positiva
frente a reagente de Dragendorff, todas estas sdo pertencentes a classe dos alcaldides

esteroidais. A seguir serdo apresentadas as determinagdes estruturais das substancias isoladas.

4.1  ldentificacdo de SCN-1:

23 25,

(22S:25S)-espirosol-4-en-3-ona

(4-tomatiden-3-ona)

O

A anélise dos espectros de RMN *3C (Figura 29, Anexo 1) e DEPT 135 e 90° (Figura
32, Anexo 1), permitiu claramente determinar a presenca de uma carbonila a,B-insaturada
(A*) na molécula através dos sinais em 199,6ppm (C-3), 123,9ppm (C-4) e 171,2ppm (C-5).
Isto esta de acordo com o sinal observado no RMN *H (Figura 26, Anexo 1) em 5,74ppm
(1H, s), referente ao H-4 e sua correlagdo com o C-4 no mapa de contorno HSQC (Figura 34,
Anexo |). Outros carbonos tipicos do esqueleto sdo o C-16 (78,3ppm) e o C-22 (99,4ppm),
este Ultimo caracterizando o anel aminoespirocetal. Pelo espectro de RMN *H, tem-se o H-16
em 4,16ppm (q), devido ao acoplamento com os hidrogénios em C-15 e C-17. Toda a parte
esteroidal (C-1 ao C-22) da molécula isolada tem seus deslocamentos no espectro de RMN
B3C semelhantes com a solasodenona (27) (Figura 20). Os valores obtidos para
deslocamentos nos espectros de RMN *H foram atribuidos com base na analise do mapa de
contorno HSQC e por comparagdo com outros alcaldides esteroidais encontrados na literatura,

conforme pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2. Dados de RMN *H (500MHz, CDCls;) e RMN *C (125 MHz, CDCl;) de SCN-1 e dos

compostos tomatidina (3) e solasodenona (27);

- Tomatidina Solasodenona
Posigdo 3) 27) SCN-1

*5%C *51C DEPT S'H s-C
1 37,0 35,7 CH, 1,72(m)  2,02(m) 35,7
2 31,5 33,9 CH, 241m)  2,44(m) 33,9
3 71,0 199,2 Co - 199,6
4 38,2 123,8 CH 5,74 (s) 123,9
5 44,9 170,9 Co - 171,2
6 28,6 32,8 CH, 2,36(m)  2,07(m) 32,8
7 32,3 32,1 CH, 1,83(m) 1,22(m) 32,2
8 35,0 35,2 CH 1,73(m) 35,1
9 54,4 53,8 CH 1,05(m) 53,8
10 35,5 38,6 Co - 38,7
11 21,1 20,8 CH, 1,46(m) 1,54(m) 20,8
12 40,2 39,8 CH, 1,17(m) 1,75(m) 39,8
13 40,9 40,6 Co - 40,7
14 55,8 55,6 CH 1,08(m) 55,1
15 32,6 32,1 CH, 2,40m)  2,43(m) 32,6
16 78,5 78,5 CH 4,16(q) 78,3
17 62,0 62,7 CH 1,68(m) 61,8
18 16,9 16,5 CH; 0,89(s) 16,8
19 12,3 17,4 CH; 1,21(s) 17,4
20 43,0 41,2 CH 1,66(m) 43,0
21 15,8 15,2 CH; 0,98(d) 15,9
22 99,3 98,2 Co - 99,4
23 26,6 34,1 CH, 1,66(m) 1,36(m) 26,6
24 28,6 30,3 CH, 1,62(m) 1,34(m) 28,5
25 31,0 31,3 CH 1,60(m) 31,0
26 50,2 47,6 CH, 2,72(m)  2,75(m) 50,2
27 19,3 19,3 CH; 0,88(d) 19,3

*RADEGLIA et al., 1977, adquirido a 22,635 MHz em CDCls. (0) Deslocamentos em ppm.

A configuracdo do anel aminoespirocetal, mais exatamente do C-22, foi determinada
por comparagdo com os modelos tomatidina (3) e Solasodenona (27), conforme Figura 20.
Pode-se observar que os carbonos que alteram seus deslocamentos com a mudanca de

configuracdo sdo os C-23, C-24 e C-26 (detalhados na Figura 21).
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Tomatidina (3) Solasodenona (27)

Figura 20. Estruturas da tomatidina (3) e da solasodenona (27).

26,6 31,0

S ~288 77193 H—N—76
, 24 27
99,3,/ I}I 2
i 22‘ 50,2
H

Isbmero (22S:25S) Isbmero (22R:25R)

31,3

Figura 21. Deslocamentos de RMN C tipicos para os anéis F de alcaléides esteroidais do tipo

espirosolano.

O deslocamento do C-23 no espectro de RMN **C é de 26,6ppm semelhante aquele
observado para a tomatidina (3), enquanto que o C-23 do modelo solasodenona (27) € de
34,1ppm, desprotegido da ordem de Ad = 7,5ppm. Esta diferenca de deslocamento €
justificada pela forte interacdo-y com o grupo metila em C-21 (WANYONI et al., 2002;
RADEGLIA et al., 1977). A metila em C-21 possui praticamente 0 mesmo deslocamento para
ambos os alcaloides previamente citados. 1sso porque a interacdo-y € igualmente percebida
para esse grupo quando se trata de um CH, ou um NH. Interessante também é como o sinal
para C-22 apresenta-se pouco intenso e bastante alargado no espectro, devido ao tempo de
relaxacao desse carbono ligado a um atomo de oxigénio e nitrogénio e isso pode ser percebido
para todos os alcaldides esteroidais do tipo espirosolano isolados. Outro dado que colabora
para a determinacdo da estereoquimica do C-22, é o deslocamento do C-26, que na substancia
modelo (3) é de 50,2 e no modelo (27) de 47,6ppm. Para a SCN-1, o C-26 é coincidente com
0 composto (3). Por comparagdo com os modelos (3) e (27), determinou-se, portanto como
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sendo 22S a configuracdo da SCN-1 (Tabela 2). Na Tabela 2 estad em negrito os valores de
RMN C de compostos da literatura coincidentes com os da substancia isolada e que
colaboraram para sua determinacdo estrutural.

Outra caracteristica dos esqueletos esteroidais do tipo colestano, é a presenca das
metilas C-18, C-19, C-21 e C-27, cujos sinais no RMN **C e *H ocorrem respectivamente em
16,8ppm (0,89ppm); 17,4ppm (1,21ppm); 15,9ppm (0,98ppm) e 19,3ppm (0,88ppm). A
correlacdo entre os carbonos e hidrogénios foram observadas no mapa de contorno HSQC.

A andlise por espectrometria de massas (EM/EM-IES) (Figura 38, Anexo 1) foi
essencial para a confirmacdo da proposta estrutural de SCN-1 feita previamente, apresentando
o ion molecular [M+H]" em m/z 412,3320 referente a formula molecular Cy7H4:NO, de massa
calculada 411,630g.mol™. A perda de m/z 18,0122 referente a uma molécula de H0, é tipica
de alcaldides esteroidais da classe dos espirosolanos, envolvendo o oxigénio ligado aos
carbonos C-16 e C-22 (VAANANEN et al., 2005).

Com estes dados pdde-se concluir que o composto em questdo € o alcalbide esteroidal
do tipo espirosolano, (22S:25S)-espirosol-4-en-3-ona (4-tomatiden-3-ona), classe esta de
compostos caracteristica e predominante no género Solanum. Ap6s revisao bibliografica
(CAS Janeiro 2008), esta é a primeira vez que este produto natural € isolado de plantas, sendo
reportado apenas como um dos subprodutos da degradacdo da tomatidina (3), por bactérias
do tipo Gymnoascus reesii (BELIC et al., 1982) e seus dados espectroscopicos ndo foram

informados pelos autores.

4.2  ldentificacdo de SCN-2:

(25S)-5a.,22N-espirosolan-3-ona
(5a-tomatidan-3ona)
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Pela analise dos espectros de RMN *C (Figura 41, Anexo 1) e DEPT 135 e 90°
(Figura 44, Anexo 1), pdde-se determinar também a presenca de uma carbonila em C-3,
porém agora com a auséncia da insaturacdo A* na molécula como pode ser observado através
do sinal deslocado de 199 para 212,1ppm (C-3). Baseando-se neste fato, o C-5 (que na
estrutura anterior ndo possuia hidrogénio), passa de um carbono quaternario (Co) para
terciario (CH), podendo ter duas possiveis configuragdes: C-5 H, ou C-5 Hg.

Apo6s ampla pesquisa na literatura, foram encontrados modelos de esteréides com o
carbono C-5 nessas configuragOes distintas (Figura 22) e comparando-0S com 0S
deslocamentos obtidos para a substéncia isolada, pode-se determinar sua configuragéo,
principalmente pelas diferencas consideraveis nos deslocamentos dos carbonos C-5
(46,7ppm), na metila C-19 (11,5ppm) e no C-9 (53,3ppm) (Figura 22), indicando que SCN-2,

possui 0 C-5 com seu hidrogénio na configuragéo o.

s O

5a-Androstan-3-ona (28) 5B-Androstan-3,17-diona (29)

Figura 22. Estruturas dos esterdides 5a-androstan-3-ona (28) e 5g-androstan-3,17-diona (29).
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Tabela 3. Dados de RMN *H (500MHz, CDCl3) e RMN **C (125 MHz, CDCl5) de SCN-2 e do

alcaldide esteroidal 5a-tomatidan-3-ona;

Posicdo 5q-tomatidan-3-ona SCN-2
+S5'H +5°C DEPT s'H s=c
1 38,6 CH, 2,08(m) 1738(m) 385
2 38,2 CH, 211(m) 210(m) 381
3 2118 Co - 212,0
4 44,7 CH, 2,32(m) 2.29(m) 44,7
5 46,7 CH 1,55 (m) 46,7
6 28,9 CH, 1,36(m) 121(m) 28,8
7 32,0 CH, 207(m) 130m) 327
8 35,0 CH 1,62(m) 34,9
9 53,9 CH 0,82(m) 53,9
10 35,8 Co - 35,7
11 21,3 CH, 211(m) 157(m) 21,2
12 40,1 CH, 1,17(m) 121(m) 40,1
13 40,9 Co - 40,9
14 55,7 CH 1,08(m) 55,6
15 32,6 CH, 1,68(m) 121(m) 31,9
16 4,13(m) 78,6 CH 4,14(q) 78,4
17 61,9 CH 1,55(m) 61,9
18 0,85(s) 16,9 CH; 0,86(s) 16,9
19 1,03(s) 11,5 CH;, 1,04(s) 11,5
20 43,0 CH 1,74(m) 43,0
21 0,97(d) 15,9 CH; 0,99(d) 15,9
22 N.D. Co - 99,1
23 26,7 CH, 1,66(m) 136(m) 26,6
24 28,5 CH, 1,62(m) 134(m) 285
25 30,9 CH 1,60(m) 31,0
26 | (2H) 2,74(m) 50,1 CH, 2,72(m) 275(m) 50,2
27 0,86(d) 19,3 CH, 0,88(d) 19,3

¢ NAGAOKA et al., 1993, adquirido a 67,8 MHz em CDCI; (6) Deslocamentos em ppm.

No RMN *H (Figura 39, Anexo 1), observa-se um sinal em 1,55ppm (1H, m) referente
ao H-5a. multipleto pelo acoplamento com os hidrogénios em C-4 e C-6. Observa-se também
sua correlacdo com o C-5 no mapa de contorno HSQC (Figura 46, Anexo I). Outros carbonos
tipicos de alcalbides esteroidais do tipo espirosolano, C-16 (78,4ppm) e o C-22 (99,1ppm)
também foram encontrados e a configuracdo do C-22 foi determinada como sendo 22S, da
mesma forma descrita anteriormente para SCN-1, ou seja, utilizando os deslocamentos dos
carbonos C-23, C-24 e C-26, e comparagdo com os modelos tomatidina (3) e solasodenona
(27) (Figura 21). Pelo espectro de RMN H, tem-se 0 H-16 com deslocamento tipico em
4,14ppm, quarteto devido ao acoplamento com os hidrogénios em C-15 e C-17. A parte
esteroidal da molécula isolada esta coincidente com a 5a-tomatidan-3-ona tendo 0s seus
deslocamentos de RMN **C e RMN *H mostrados na Tabela 3 (NAGAOKA et al., 1993).
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Observou-se também a presenca de quatro metilas em C-18, C-19, C-21 e C-27, cujos
sinais no RMN C e H ocorrem respectivamente em 16,9ppm (0,86ppm); 11,5ppm
(1,04ppm); 15,9ppm (0,99ppm) e 19,3ppm (0,88ppm). A correlagdo entre carbonos e
hidrogénios foi observada no mapa de contorno HSQC, tornando possivel atribuir o
deslocamento dos demais hidrogénios, sempre comparando com os alcaldides esteroidais ja
descritos na literatura.

A anélise por espectrometria de massas (EM/EM-IES) (Figura 50, Anexo I) mais uma
vez se mostrou eficaz para a confirmacdo da proposta estrutural de SCN-2 feita previamente,
pois apresentou o ion molecular [M+H]" em m/z 414,3443 referente a férmula molecular
C,7H43NO, de massa calculada 413,646g.mol™. Neste caso também foi possivel identificar a
perda de um fragmento com massa 18,0124 referente a uma molécula de H,O, confirmando
que este alcaldide isolado pertence também a classe dos espirosolanos (VAANANEN et al.,
2005).

Ap0s avaliagdo dos dados espectrais obtidos, conclui-se que a substancia SCN-2 trata-
se da 5a-tomatidan-3-ona. Apds revisao bibliogréfica (CAS Janeiro 2008) percebeu-se que
este produto natural ja foi previamente isolado nas raizes de plantas hibridas de Lycopersicon
esculentum x L. hirsutum (NAGAOKA et al., 1993) sendo este seu segundo relato em fontes
naturais. Também ja foi obtido anteriormente, como um dos subprodutos da degradacdo da

tomatidina (3), por bactérias Gymnoascus reesii (BELIC et al., 1982).

4.3  ldentificacdo de SCN-3:

25

3- N-formilamino-5a.-(22S:25S)-espirosolano
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A substancia isolada SCN-3 foi definida primordialmente através da formula
molecular C,gH4sN20, observada pela analise do seu espectro de massas (Figura 59, Anexo
). O ion molecular [M+H]" m/z = 443,3705 indica que esse composto possui massa calculada
igual a 442,688g.mol™. A massa resultante sendo par, indica de que este alcaléide possuia
dois 4tomos de nitrogénio em sua estrutura. Com a anélise do espectro de RMN **C (Figura
53, Anexo 1), DEPT 135 e 90° (Figura 55, Anexo 1), péde-se claramente determinar a
presenca dos carbonos caracteristicos do esqueleto tipo espirosolano onde C-16 aparece em
78,5ppm e C-22 em 99,3ppm. Este Ultimo particularmente define a presenca do anel
aminoespirocetal com a mesma configuracdo que a tomatidina (3) ja descrita nas substancias
anteriormente isoladas (Figura 21). Pelo espectro de RMN *H (Figura 51, Anexo 1), tem-se 0
H-16 em 4,13ppm (dd), devido ao acoplamento com os hidrogénios H-15 e H-17. Como a
posicdo de um dos atomos de nitrogénio ja estava evidente, foi proposto que o outro 4&tomo
estaria ligado ao carbono C-3 do esqueleto esteroidal.

E importante salientar que o tipo de substituinte presente em C-3, afeta
consideravelmente os deslocamentos dos carbonos vizinhos. Na Figura 23 estdo detalhados
os exemplos mais comuns de substituicbes no anel A com seus respectivos valores de
deslocamento no espectro de RMN **C obtidos da literatura para esqueletos bésicos de
alcaldides esteroidais, sendo que C-3 é mais comumente substituido por hidroxila, carbonila

OouU amina, nesta ordem.

0) 17,4

19

Figura 23. Deslocamentos de RMN *3C para os anéis A e B do esqueleto de alcaldides esteroidais
tipicamente encontrados no género Solanum (I, 1V, V e VI, RADEGLIA et al., 1977; 1l e 111, BLUNT
et al., 1977).
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Com base no CAS foi encontrada uma classe de alcaldides esteroidais conhecida pelo
nome de solanopubamidas sendo unicamente isoladas em exemplares de Solanum pubescens
por Kumari e colaboradores (1986). Esses compostos sdo bastante raros na natureza, pois tém
como substituinte diferencial em C-3 um grupo formamida, aqui representada pela formula

estrutural da solanopubamida A (30) (Figura 24).

Tomatidina (3) Solanopubamida A (30)

Figura 24. Estruturas da tomatidina (3) e da solanopubamida A (30).

A presenca desse tipo de substituinte foi corroborada pela analise do espectro de RMN
'H onde dois sinais, um em 8,12ppm(m) e outro em 3,86ppm(m) apontaram a presenca do
hidrogénio da funcdo aldeido e do hidrogénio ligado ao C-3 respectivamente. O sinal em
5,36ppm () foi atribuido ao H ligado ao N do grupo N-formila, de acordo com o observado
para a solanopubamida A (30). A presenca da “funcdo aldeido” atribuida pelo sinal em
8,12ppm(m) no espectro de RMN H, foi confirmada pelo deslocamento em 160,3ppm no
espectro de RMN *3C, esperado para carbonila de amida. Os dados para os demais carbonos
que constituem a porcdo esteroidal da molécula, ndo foram informados pelos autores
(KUMARI et al., 1986), logo os demais carbonos (C-9 ao C-27) da substancia isolada, tem
estereoquimica coincidente com a tomatidina (3) e deslocamentos no espectro de RMN *3C
semelhantes a mesma. Da mesma forma os valores obtidos para deslocamentos nos espectros
de RMN 'H foram atribuidos com base na analise do mapa de contorno HSQC e por
comparagdo com outros alcaldides esteroidais encontrados na literatura, conforme pode ser

observado na Tabela 4.
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Tabela 4. Dados de RMN *H (500MH_, CDCl,;) e RMN®C (125 MHz, CDCls;) de SCN-3 e do
composto tomatidina (3);

Posicéo Tomé:[;dlna SCN-3
*513C DEPT SH sC
1 37,0 CH, 1,72(m) 2,02(m) 32,1
2 31,5 CH, 2,41(m) 2,44(m) 288
3 71,0 CH 3,86 (m) 47,8
4 38,2 CH, 1,68 (m) 1,05(@m) 37,2
5 44,9 CH 1,24 (m) 45,3
6 28,6 CH, 2,36(m) 2,07(m) 285
7 32,3 CH, 1,83(m) 1,22(m) 32,2
8 35,0 CH 1,73(m) 35,0
9 54,4 CH 1,05(m) 54,7
10 35,5 Co - 36,2
11 21,1 CH, 1,46(m) 154(m) 20,9
12 40,2 CH, 1,17(m)  1,75(m) 40,2
13 40,9 Co - 40,9
14 55,8 CH 1,08(m) 55,9
15 32,6 CH, 2,40m) 2,43(m) 32,6
16 78,5 CH 4,14(q) 78,5
17 62,0 CH 1,61(m) 62,0
18 16,9 CH, 0,84(s) 16,9
19 12,3 CH, 0,83(s) 12,3
20 43,0 CH 1,63(m) 42,9
21 15,8 CH, 0,98(d) 15,8
22 99,3 Co - 99,3
23 26,6 CH, 1,66(m) 1,34(m) 26,6
24 28,6 CH, 1,55(m) 1,37(m) 28,3
25 31,0 CH 1,60(m) 30,9
26 50,2 CH, 2,72(m) 2,72(m) 50,2
27 19,3 CH, 0,86 (d) 19,3
COH 8,12 (d) 160,3
NHCOH 5,36 (m) -

*RADEGLIA et al., 1977, adquirido a 22,635 MHz em CDCl;. (8) Deslocamentos em ppm

Outra caracteristica observada € a presenca das metilas C-18, C-19, C-21 e C-27, cujos
sinais no RMN C e H ocorrem respectivamente em 16,9ppm (0,84ppm); 12,3ppm
(0,83ppm); 15,8ppm (0,98ppm) e 19,3ppm (0,86ppm). A correlacdo entre os carbonos e
hidrogénios foram observadas no mapa de contorno HSQC.

A anélise por espectrometria de massas (EM/EM-IES) foi essencial para a
confirmacdo da proposta estrutural de SCN-3 e da substituicdo no C-3 pelo grupamento
formamida, uma vez que ocorre a perda de um fragmento com m/z 45,0210 pertencente a uma
molécula de formamida H,N-COH. Além de ocorrer a perda de uma molécula de H,O (m/z
18,0101), confirmando a presenca do anel espirosolano (VAANANEN et al., 2005).
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Com estes dados pbde-se concluir que o composto em questdo € um alcaldide
esteroidal do tipo espirosolano, denominado 3-N-formilamino-5a-(22S:25S)-espirosolano,
classe esta de compostos caracteristica e predominante no género Solanum. ApOS revisdo
bibliografica (CAS - Janeiro 2008), este produto natural é inédito, sendo este 0 seu primeiro

relato.

4.4 Proposta Estrutural de SCN-4:

O

Este composto n&o foi determinado totalmente, e através dos dados de RMN*C, RMN
'H e EM, se propds o esqueleto solanidano substituido por duas hidroxilas ainda sem
definigéo de suas posicoes.

No espectro de RMN *C (Figura 63, Anexo I), observou-se a presenca de uma
carbonila o, B insaturada através dos deslocamentos dos carbonos C-3 (199,5ppm), C-4
(123,9ppm) e C-5 (171,2ppm), porém para esta substincia ndo sdo observados os sinais
caracteristicos dos esqueletos do tipo espirosolano, C-16 e C-22. Como as classes de
alcaloides esteroidais mais comuns presentes no género Solanum S0 0S espirosolanos e 0s
solanidanos, propde-se que o esqueleto base de SCN-4 seja do tipo solanidano como a
solanidina (6) e a leptinidina (13) podem exemplificar (Figura 25).

Analisando seu espectro de massas (Figura 68, Anexo 1), observa-se o ion molecular
[M+H]" em m/z = 428,3228 indicando que a massa molecular calculada do composto isolado
corresponde a 427,629g.mol™, sendo proposta a férmula molecular C,7H41NOs, visto que o
primeiro fragmento perdido em seu espectro de massas possui m/z = 36,0206 referente a duas
moléculas de H,O, enquanto os outros alcaldides ja discutidos perderam apenas m/z =18

mesmo com a presenca de uma carbonila na posicdo C-3 (SCN-1 e SCN-2).
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Figura 25. Estruturas da solanidina (6) (RADEGLIA et al., 1977) e da leptinidina (13)
(COELHO et al., 1998) com seus respectivos deslocamentos de RMN **C.

Além deste dado, no espectro de RMN *3C tem-se dois carbonos em 78,9ppm (Co) e
77,2ppm (CH), tipicos de carbonos ligados a heterodtomo. Além disso, analisando o espectro
de RMN 'H (Figura 60, Anexo 1), observa-se a presenca de um hidrogénio carbinélico em

4,12ppm e do hidrogénio sobre ligacdo dupla H-4 em 5,76ppm. Diante destas informacdes, se
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propds a presenca de duas hidroxilas em SCN-4, mas até o momento ndo foi possivel
localizar estes substituintes. As posicdes mais comuns encontradas na literatura para a
substituicdo por hidroxilas é em C-6, C-12, C-16 e C-23.

4.5 Proposta Estrutural de SCN-5:

A massa obtida para a SCN-5 foi minima (1mg). Tentou-se obter seus espectros tanto
de RMN 'H quanto de RMN **C com o auxilio de uma nanossonda, mas nio se obteve
sucesso. No seu espectro de massas (Figura 70, Anexo 1) o fon molecular [M+H]" tem m/z =
428,3183 indicando que sua massa molecular calculada é de 427,629g.mol™, podendo ser a
estrutura de SCN-1 com uma hidroxila numa posicdo indeterminada, chegando a férmula
molecular C,7H4:NO3. Mesmo apresentando a mesma massa de SCN-4 pode-se afirmar que
ndo se trata da mesma substancia, pois os padrées de fragmentacdo do espectro EM/EM - IES

dessas duas substéncias (Figuras 69 e 71, Anexo I) sdo distintos.

4.6 Proposta Estrutural de SCN-6:

Pela analise por espectrometria de massas (EM/EM-IES) (Figura 83, Anexo 1)
percebe-se que na verdade SCN-6 € uma mistura de trés componentes majoritarios com 0s
fons moleculares [M+H]" m/z = 398,3443; 456,3473 e 412,3214 e as massas sendo
respectivamente M = 397,3443; 455,3473 e 411,3214. Um dos componentes da mistura
apresenta 0 mesmo padrédo de fragmentacao no espectro de massas (EM/EM-IES Figura 85,
Anexo 1) que a substancia SCN-1 (Figura 38, Anexo I), podendo ser um dos compostos da
mistura. O espectro de RMN™C (Figura 75, Anexo 1) possui muitos sinais com intensidades
semelhantes, sendo dificil distinguir quais carbonos pertencem a qual composto. Esta mistura

ainda permanece sem identificacdo de seus compostos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS:

Durante o periodo de trabalho neste projeto de mestrado (Agosto 2006 — Janeilfo
2008), foram isoladas 4 substdncias da fase neutra da extracdo alcaloidica da fragdo
diclorometénica do extrato etandlico bruto obtido dos frutos maduros de Solanum caavurana
Vell., codificadas como: SCN-1, SCN-4, SCN-5 e SCN-6. Também foram isoladas 2
substancias da fase alcaloidica da extracdo do mesmo extrato, codificadas como: SCN-2 e

SCN-3, totalizando 6 substancias isoladas.

Todas as substancias isoladas apresentaram caracteristicas espectrais de alcaldides
esteroidais, sendo que trés (SCN-1, SCN-2 e SCN-3) estdo totalmente identificadas, duas
(SCN-1 e SCN-3) sdo inéditas como produto natural e uma, (SCN-2) ja foi previamente
isolada em raizes de plantas hibridas de Lycopersicon esculentum Mill. X L. hirsutum Humb et
Bonpl. Para as demais (SCN-4, SCN-5 e SCN-6) estdo presentes propostas estruturais
fundamentadas nos seus espectros de massas e de RMN.

Esta classe de compostos, como descrito na introducdo, apresenta muitas atividades
biolégicas, mas devido a pouca quantidade obtida no isolamento das substancias nao foi
possivel realizar nenhum teste bioldgico. Mas este trabalho tem sua importancia no
conhecimento de novos produtos naturais e sua concordancia com a quimiotaxonomia do

género, quando do isolamento de alcaldides da classe dos espirosolanos.
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Figura 35. Espectro de HSQC ampliagéo | (Correlacio heteronuclear *H - **C, 125MHz em
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58




| ot b | | 1
[ [ | i (1 | | [l
" W] i
| . | H I
N [ /| 1 O T [ 1 11
1l I\ | ; i Wl A A i\ 1 1] AL
Atiad s vl S MAisirtsnd 4 o oYWl sl gt s pssmtrgsrenig P st stV sty
| Fz 4 1
{ Il\pm)!
|
1.2 - by
|
1.4 |
g E - |
) 1.6 |
1.8 ] e ’ )
£ 2.0 = _ .
3 I i
: 4 |
| 2.2 .
3
€ 54
-!’
2.6
40 35 30 25 20 15
£l L o)

Figura 36. Espectro de HSQC ampliacdo Il (Correlacéo heteronuclear *H - *C,
CDCl3) da amostra SCN-1;
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Figura 38. Espectro de Massas (EM/EM- ESI) da amostra SCN-1;
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Figura 39. Espectro de RMN *H (500MHz em CDCls) da amostra SCN-2;
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Figura 40. Espectro parcial ampliado de RMN *H (500MHz em CDCI;) da amostra SCN-2;

Figura 41. Espectro de RMN **C (125MHz em CDClI;) da amostra SCN-2;
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Figura 42. Espectro parcial ampliado | de RMN **C (125MHz em CDCls) da amostra SCN-2;
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Figura 43. Espectro parcial ampliado 11 de RMN **C (125MHz em CDCls) da amostra SCN-2;

62




Figura 44. Espectro DEPT 135, 90° - **C (125MHz em CDCl;) da amostra SCN-2;

Figura 45. Espectro parcial ampliado DEPT 135, 90° - **C (125MHz em CDCls) da amostra
SCN-2;
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Figura 46. Espectro de HSQC (Correlago heteronuclear *H - **C, 125MHz em CDCl;) da
amostra SCN-2;

e

’ é a @0z
- E S e
: F 8
Q
. ® :
" Q o o |
A . o -
“ E t@
? 1.85 =
2.0 a -0 -
— =
2.2‘: = - i
2 4: bS]
| .
_ ! z.ah
é 2.8
A T T T T T T T T T T T=T=1"7T"7 LI e S S B A T
55 60 55 59 a5 40 35 30 25 20 15 10
FL (ppm)

Figura 47. Espectro de HSQC ampliagéo | (Correlacio heteronuclear *H - **C, 125MHz em
CDCl3) da amostra SCN-2;
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Figura 48. Espectro de HSQC ampliacdo Il (Correlacéo heteronuclear *H - **C, 125MHz em

CDCl3) da amostra SCN-2;
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Figura 49. Espectro de Massas (EM-POS) da amostra SCN-2;
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Figura 50. Espectro de Massas (EM/EM - ESI) da amostra SCN-2;
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Figura 51. Espectro de RMN *H (500MHz em CDCI;) da amostra SCN-3;
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Figura 52. Espectro parcial ampliado de RMN *H (500MHz em CDCls) da amostra SCN-3;
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Figura 53. Espectro de RMN **C (125MHz em CDClI;) da amostra SCN-3:
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Figura 54. Espectro parcial ampliado de RMN **C (125MHz em CDCI;) da amostra SCN-3;

Figura 55. Espectro DEPT 135, 90° - *C (125MHz em CDCl;) da amostra SCN-3
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Figura 56. Espectro parcial ampliado DEPT 135, 90° - **C (125MHz em CDCls) da amostra
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Figura 57. Espectro de HSQC (Correlago heteronuclear *H - **C, 125MHz em CDCl;) da
amostra SCN-3;
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Figura 58. Espectro de Massas (EM-POS) da amostra SCN-3;
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Figura 59. Espectro de Massas (EM/EM - ESI) da amostra SCN-3;
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Figura 60. Espectro de RMN *H (500MHz em CDCl;) da amostra SCN-4;
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Figura 61. Espectro parcial ampliado | de RMN *H (500MHz em CDCl5) da amostra SCN-4;
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Figura 63. Espectro de RMN **C (125MHz em CDCls) da amostra SCN-4;
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Figura 64. Espectro parcial ampliado | de RMN **C (125MHz em CDCls) da amostra SCN-4;
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Figura 65. Espectro parcial ampliado Il de RMN **C (125MHz em CDClI;) da amostra SCN-4;
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Figura 66. Espectro DEPT 135, 90° - *C (125MHz em CDCl;) da amostra SCN-4;

Figura 67. Espectro parcial ampliado DEPT 135, 90° - **C (125MHz em CDCl;) da amostra
SCN-4;
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Figura 68. Espectro de Massas (EM-POS) da amostra SCN-4;
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Figura 69. Espectro de Massas (EM/EM - ESI) da amostra SCN-4;
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Figura 70. Espectro de Massas (EM-POS) da amostra SCN-5;

Tntens.
x104 ]

08 -
0.4
0.2 -

+MS2(426.3000), 108V, Frofile, 0.1min #4, 100%=6615

4103091

4283218
*

0.0,
g

2.0 4

269

41925
1

L
+MS2(326.3000), 20ev, Profile, 0 3min 8, 100%=15609

4103089

398.3004

353.2541 | ‘

4283187
*

[
x10%

00

269

1926

I
+MS2(328 3000), 258, Profile, 0 3min A10, 100%=11760

410.3090

398.3089

353.2528 il

428.3228

8000

6000 -

4000

2000

1751168
L

2511838
N

269

1934

| i
+M=2(426.3000), 30e¥, Profile, 0 amin #14,100%=5433

398.3091

353.2545 ‘I
n

4263186
*

5000
4000
3000
2000

1000 4

173.0994
1

2111523227 1881
W

2511820

269

4932

L
+M52(326 3000), 358%, Profile, O Bmin #18, 100%=3744

398.3085

4103089

3802997 |

4283186

3000 4

2000

1000

173.0995
ol

1951197 225 1681
L A

251.1604
L

1933

L I L
SMSZ(#26 3000), 40sv, Frofile, 0.8min #21

392 2961

e o) \ 410 3085
i
Y

3502502

]
. 100%= 2606

428.3170

t
200

T
250

7
350 400

Figura 71. Espectro de Massas (EM/EM - ESI) da amostra SCN-5;
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Figura 72. Espectro de RMN 1H (500MHz em CDCI3) da amostra SCN-6;
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Figura 73. Espectro parcial ampliado | de RMN *H (500MHz em CDCI;) da amostra SCN-6;
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Figura 74. Espectro parcial ampliado 1| de RMN *H (500MHz em CDCl5) da amostra SCN-6;
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Figura 75. Espectro de RMN **C (125MHz em CDCl;) da amostra SCN-6;
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Figura 76. Espectro parcial ampliado | de RMN **C (125MHz em CDCls) da amostra SCN-6;
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Figura 77. Espectro parcial ampliado Il de RMN **C (125MHz em CDCls) da amostra SCN-6;
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Figura 78. Espectro parcial ampliado 111 de RMN **C (125MHz em CDCls) da amostra SCN-6;

———\_18.817

17.382

003

18 . 866

4,027
22.700
— 32180

Figura 79. Espectro parcial ampliado IV de RMN **C (125MHz em CDCls) da amostra SCN-6;
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Figura 80. Espectro DEPT 135, 90° - *C (125MHz em CDCI;) da amostra SCN-6;

Figura 81. Espectro parcial ampliado | DEPT 135, 90° - **C (125MHz em CDCls) da amostra
SCN-6;
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Figura 82. Espectro parcial ampliado 11 DEPT 135, 90° - *C (125MHz em CDClI;) da amostra
SCN-6;
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Figura 83. Espectro de Massas (EM-POS) da amostra SCN-6;

82



Intere.
x104
6]

s

2

2712071

+MS2(396.3000), 30eV, Profile, 0 6min #16, 100%=423800

3983449

PELE
20
159
109
053
CLE!

1851345

2131656 2291558

2531952

2712079
L

+MS2(395.3000), 352w, Profile, 0 6min #18, 100%=12354

398 3445

Ll

4000
3000
2000

185.1350

byl

2111511

Liee LU Lo,

253 1952

2712070

283 2461

+h S20398.3000), 40eY, Profile, 0.8min #21,100%=2429

3983437

363.3099  381.3197

1711761851358

\I.H.L .d.“ﬂ..m th

2111510

J.\lh. i

22T ATTE

WLl

Ll

2531958

2712085

+M 52396 3000), 458w, Frofile, D.omin #24, 100%=584

400 3627

Ll

159.1169

1831164197 1344

L MIIII\ .1|| |.L Mllm ) ‘h L

2111486

ALl L.Lh... il

253 2004

L h.‘l. L

+MS2(398 5000y, 50e', Profile, 0.8min #25, 100%=358

200

100

155.0904160.1004183.1171

R A 1 T

i h,jll| e e

ull

L L
+M 52396, 3000), 55ev, Frofile, 1 .0min #28, 100%=164

200
150
100
50 9
E

1731356

[ \“|“L I

150

100

179.098

b el el

i

L
+ S2(388 3000y, B0e, Profile, 1 1min #30, 100%=122

£
+MS2(398.3000), 60V, Profile, 1.1min #31, 100

L]

‘.”hl\ L |HJH1]M. IL“JH

150

MM NN A

200

250

T T T
300 350 400 m/z

Figura 84. Espectro de Massas (EM/EM — ESI [M+H]" m/z= 398) da amostra SCN-6;
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Figura 86. Espectro de Massas (EM/EM — ESI [M+H]" m/z= 456) da amostra SCN-6;
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