UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Setor de Ciéncias Exatas — Departamento de Quimica

Programa de P6s-Graduacdo em Quimica

Alcaloides Esteroidais de Frutos d&olanum caavuranavell.:
Isolamento, Proposta dos seus Mecanismos de Fragnesgéo por ESI-
MS/MS e Avaliac&do de seu uso Popular para o Tratamé& da

Hanseniase.

Doutoranda: M.Sc. Nelissa Pacheco Vaz
Orientadora: Profd. Dr2. Beatriz Helena L. de N. Skes Maia

Tese apresentada ao Programa de
PoOs-Graduacdo em Quimica, como
parte dos requisitos para obtencao do
titulo de Doutor em Ciéncias; Area de
Concentragdo: Quimica Organica.

Curitiba — Parana
(Curitiba, 26 de Margo de 2013).



“Eu usei minha sabedoria para examinar tudo isso.
Estava resolvido a ser sabio, mas ndo conseguia
alcancar a sabedoria. Como é que alguém pode

descobrir o sentido das coisas que acontecem? ISso

é profundo demais para nos e muito dificil de
entender.

Mas eu resolvi estudar e conhecer as coisas. Estava

decidido a encontrar a sabedoria e achar as
respostas para as minhas perguntas [...]
Tudo que aprendi se resume nisto: Deus nos fez
simples e direitos, mas nds complicamos tudo.

Somente os sabios conseguem explicar as coisas. A
sabedoria de uma pessoa brilha no seu rosto e a

torna simpatica mesmo que seja feia”.

(Eclesiastes 7, 23 - 25;29, 8,1)
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RESUMO

O estudo quimico realizado em frutos maduros eurnatdeSolanum caavurana
Vell. resultou no isolamento de sete substanaciaast pertencentes a classe dos alcaloides
esteroidais e com esqueleto do tipo espirosso@saompostoSCFI - 1, SCFI - 2, SCFI
- 3, SCFI - 4 e SCFI - 5 foram obtidos tanto de frutos maduros quanto ategrimaturos,
enquantdcSCFM - 1 e SCFM - 2 s6 foram isolados a partir do fracionamento ddsas
oriundos de frutos maduros desta espécie.

Seis compostos tiveram suas estruturas determinadagpalmente pela analise
dos espectros de RMN d€C aliado ao espectro de DEPT 135 e aos experimentos
bidimensionais HMBC e HSQC quando necessario. @alfte esteroidal caavuranamida
(SCFM - 1) é inédito na natureza e teve sua estereoquireiativee determinada apos o
exame do espectro de NOESY 2D e experimentas,de

Neste trabalho também foi possivel obter o compiogigito SCFM - 1 a partir da
transformacao quimica &CFI - 3 (um 3-aminoespirossolano considerado raro no géner
Solanun para realizar estudos de RMN e de fragmentag@a@enica de ESI-MS/MS.

Estudos de fragmentacao utilizando técnicas modetaaspectrometria de massas
sequencial com ionizacao por eletrospray (ESI-M3S/M&m realizados e mecanismos de
fragmentacdo foram propostos para todos os alesladteroidais isolados, propondo-se
fragmentos caracteristicos para identificar a elaes espirossolanos.

Até onde conhecemos, com exce¢adS@¥| - 1, ndo hé relatos na literatura de
estudos de fragmentacdo para nenhum dos espinogsdkolados neste trabalho. Além
disso, foi possivel identificar a presencaIeFM - 1 no extrato hidrometandlico dos
frutos imaturos dé&.caavuranasem a necessidade de seu isolamento, apenaanddia
técnica de ESI-MS/MS.

Além disso, foi possivel identificar a presenca 8€FM - 1 no extrato
hidrometanalico dos frutos imaturos 8ecaavuranaem a necessidade de seu isolamento,
apenas utilizando a técnica de ESI-MS/MS com irdfudifeta dos extratos na fonte de
ionizacdo. Este resultado ilustra a alta produtied e simplicidade caracteristicas da
técnica. No entanto foram observadas algumas Ligds mais especificamente os dois
isdmerosSCFI - 2 e SCFI - 3nao puderam ser diferenciados nem localizadoxinatos
utilizando esta técnica decreeningrapido, uma vez que possuem as mesmas massas

exatas e perfil de fragmentagcédo semelhante. Demteina faz-se necessaria a utilizacao de
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um processo prévio de separacdo cromatograficacdaio CLAE para auxiliar a
identificacdo e caracterizagao das outras subsisnos demais extratos.

Outras duas espécies também foram coleta8atanum scuticumrM Nee (S.
tabacifoliumDunal.) eSolanum diplocono@Mart.) Bohs. Cyphomandra diplocondgjue
tiveram seus extratos brutos (e algumas fracOeislasbda extracdo para alcaloides),
avaliados quanto as suas atividades antimicrol®aaatiproliferativain vitro, juntamente
com aqueles oriundos & caavuranaobtendo alguns resultados promissores, até mesmo
superiores quando comparadas ao padrdo positivoegagn. Além disso, 0s extratos e
subfracdes provenientes de troncos, folhas, fraotaduros e imaturos d®. caavurana
foram avaliados para atividade antileprética natidende verificar o relato de seu uso

etnofarmacologico desta espécie para o tratamenbaigseniase.

PALAVRAS CHAVE: Solanum caavuranas. scuticum(S. tabacifoliuny S. diploconos
(Cyphomandra diplocongsalcaloides esteroidais, espectrometria de ma&akMS e

ESI-MS/MS), mecanismos de fragmentacao.
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ABSTRACT

The phytochemical study was performed on ripe andpe fruits of Solanum
caavuranaVell. It resulted on the isolation of seven stdabialkaloids with spirosolane
type skeleton.

The compoundSCFI - 1, SCFI - 2, SCFI-3, SCFI - 4 e SCFI - 5 were obtained
from ripe and unripe fruits whil8CFM - 1 e SCFM - 2 were just found on the ripe ones.
Among these, six compounds have their structurhg @ucidated mainly on*C NMR
and DEPT 135 spectra analysis. HMBC and HSQC teciesi were used just when was
necessary. The steroidal alkaloid caavuranangd@#M - 1) that is new on the genera has
your absolute stereochemistry assigned after aedlyhe NOESY 2D spectra ard
experiment.

On this work it was also possible to obtain thevaaanamide $CFM - 1) directly
from the chemical reaction of the rar@-8minospirosolaneSCFI - 3 to accomplish
complete NMR assignments and ESI-MS/MS fragmentgiatterns.

Fragmentation studies using modern mass spectrpteetiniques with eletrospray
ionization as ESI-MS/MS were performed. With thppeoach it was possible to propose
fragmentation pathways and mechanisms for all tedlateroidal alkaloids, identifying the
main reactions involved and the characteristicrfragts for the spirosolane type skeleton.

To the best of our knowledge with the exceptior8GfFI - 1, there are no reports
on the fragmentation studies of none isolated splemes on this work. Thus, it was also
possible to identifySCFM - 1 in the hydrometanolic extracts of unripe fruits ®f
caavuranawithout the need of its isolation, just using E®l-MS/MS approach.

Besides, it was also possible to idenZFM - 1 in hydromethanolic extract of
S.caavuranaunripe fruits without isolation, just using directjection analysis of the
extracts on ESI-MS/MS source. This result illugsathe high productivity and the
simplicity of the technique. However some limitatsowere found, more specifically the
two isomersSCFI - 2 andSCFI - 3 could not be differentiated nor localizated oneoth
extracts using this fast screening technique, dineg posses the same accurate mass and
similar fragmentation pattern. This way previoustyomatographic purification step as
HPLC for instance is needed to aid the identifamatiand characterization of other
compounds on other extracts.

Other two species were collecte8olanum scuticunM Nee (S. tabacifolium

Dunal.) eSolanum diploconoéVart.) Bohs. Cyphomandra diplocondsvhich had their
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crude extracts (and some fractions obtained frowhla@se treatment), evaluated for their
antimicrobial and antiproliferative activities vitro, together with those obtained frafn
caavurana getting some promising results even higher whempared to the positive
control. In addition, extracts and sub fractiorairS. caavurandrunks, leaves, ripe and
unripe fruits, were evaluated for antileprotic @ity in order to verify the reports of its
ethnopharmacological use for the treatment of kpro

KEY WORDS: Solanum caavuranaS. scuticum(S. tabacifoliup S. diploconos
(Cyphomandra diploconds steroidal alkaloids, mass spectrometry (ESI-MSES$I-
MS/MS), fragmentation patterns.



1. INTRODUCAO

A hanseniase, também conhecida como mal de Hansdepm, € uma doenca
infecciosa e contagiosa, ndo hereditaria, provogqaela Mycobacterium lepraee sua
evolucédo depende de caracteristicas do sistemeoldgioo da pessoa que foi infectada
(PENNA et.al, 2005). Por isso, considera-se qud.depraendo é muito patogénico e que
a maioria das infecgdes nédo resulta em sintomaSSUHEDIJKet.al, 2000). O Mal de
Hansen é uma doenca que tem cura, mas, quandoateéaat pode causar incapacidades e
deformidades. Atualmente o tratamento € baseadutilimacdo de diversos principios
ativos que estagnam a doenca e impedem que adasequentomas aparecam (BVS-MS,
2007).

O doutor noruegués Gerard Hansen € o responsakeideatificacdo do agente
etiologico desta enfermidade que afeta principatmem Sistema Nervoso Periférico,
compreendendo os nervos superficiais e a pele eles iumanos. O termo “lepra” foi
utilizado durante séculos para denominar divergoss tde doencas dermatolégicas de
varias origens e gravidades. Durante muitos arsta,dmenca foi considerada incuravel e
mutiladora, forcando o isolamento de seus paciestedeprosarios, principalmente na
Europa durante a Idade Média, onde os doentes ebsigpados a tocarem sinos para
anunciar sua presenca (BARBOSA-FILHfDal, 2007). Ainda no final do século XX
tratou-se de uma doenca endémica em muitos paisedesenvolvimento, afetando as
parcelas mais pobres de suas populagbes, causaab@smprofundas e sofrimentos,
psicolégico e social aos pacientes (VISSCHEDddkl., 2000).

A hanseniase ainda permanece como um problemalde gdiblica em muitos
paises e é alvo de descaso publico, contando aamrsos reduzidos e pouco investimento
em pesquisas para sua erradicacdo, o que a ca@ctemo uma Doenca Tropical
Negligenciada (ALENCARet.al, 2012). Estima-se que mais de 5 milhdes de pesspas
mundo estejam infectadas p&lb leprae sendo mais frequente a ocorréncia de casos da
doenca na Asia, Africa, América Latina e ilhas dmcifco (BARBOSA-FILHOet.al,
2007).

Todos os anos sao diagnosticados novos casosrdeelpmais de meio milhdo de
pessoas, além dos milhdes que ja sofrem de algormeafcom as sequelas desta doenca
(VISSCHEDIJKet.al, 2000). Depois da india, o Brasil € o pais que demaior nimero

de casos de lepra no mundo, com quase 38.000 magws diagnosticados em 2009,



namero este que representa 98% do total de todoswas casos desta doenca em todo
continente Americano (ALENCARt.al, 2012).

O tratamento, denominado de poliquimioterapia (PQ@T)disponibilizado pelo
Sistema Unico de Saude (SUS) e se da por via @vaktituindo-se pela associacdo dos
principios ativosX - 4, em combinacdes e proporc¢des especificas, depend® estagio
da doencga (BVS-MS, 2007). A PQT foi introduzida miaimente em 1982 e seu uso no
tratamento da hanseniase consiste na aplicacdoale glrogas, que sao: dapsoagy (
rifampicina @), clofazimina B) e etionamida4) (NAAFS, 2006).

N

HN~ : : “NH,

(1) dapsona

Cl

CHs

Cl (4) etionamida

(3) clofazimina

Dentre estas se destaca a rifampic)ajle € um macrolideo semi-sintético obtido
a partir de precursor isolado déocardia mediterranei(Nocardiaceae) e € um dos
antibioticos mais eficazes contrdvb leprae Sua atividade é maior que qualquer droga ou
qualquer combinacdo com aplicacdo antileproticdheoidla (BARBOSA - FILHCet.al,
2007).

Porém com a implantacdo da PQT para o tratamentwadseniase, ocorreu um
aumento na incidéncia de reacdes adversas no\yesceeele submetido, acarretando uma
preocupacado mais acentuada dos medicos em relagé&eas pacientes (ENNES, 1993).
O acesso a informacdo sobre o diagnostico e tratanmmoliquimioterapico € um dos

elementos chave na estratégia de eliminacdo destaca como um problema de saude



publica onde se busca atingir menos de 1 casopda ém 10.000 da populacdo (WHO,
2008).

No Brasil, o tratamento terapéutico mais tradiciomgte empregado para todas as
doencas existentes desde o tempo da colonizagdmdeado em plantas medicinais com
ampla influéncia da medicina indigena. No séculoX Xds indios do Amazonas
empregaram no tratamento de hanseniase (leprajas aloencas da pele, o 6leo extraido
de muitas plantas da familia Flacourtiaceae cd@aypotroche brasiliensjsLindackeria
maynensise Mayna odorata,as quais foram estudadas por varios médicos que as
consideraram como um verdadeiro milagre da natupera aquele tempo (BARBOSA-
FILHO et.al, 2007).

A utilizacdo de plantas medicinais € uma praticenwo entre as populacdes.
Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), 8%odulacdo mundial recorrem as
medicinas tradicionais para atender suas necessidadimarias de assisténcia médica
(VENDRUSCOLDO et.al., 2006, BARBOSA-FILHO, 1997). Logo, estudos aliando a
etnobotéanica com a etnofarmacologia sdo importaegpscialmente no Brasil, uma vez
que seu amplo territorio abriga uma das floras maes e exuberantes do globo. Isto
aliado ao fato de que 99,6% desses exemplaresaieg@aida ndo possuem estudo quimico
relatado (FONSECA-KRUElIet.al.,2004), reforca a necessidade crescente pela besca d
metabolitos bioativos que possam estar presengses@rganismos com relativa urgéncia,
uma vez que, com as constantes queimadas e dessn&tarmrescentes estes, poderdo ser
fadados a extincao.

A preservacdo da sabedoria popular é de igual i@pca como uma forma de
proteger principalmente o conhecimento das comdeslaque participam fornecendo
dados importantes guiando novas descobertas @eastifAliado as pesquisas académicas
estas informacdes podem originar novos conheciraesttbre as propriedades terapéuticas
das plantas e também aplicacdes diferenciadasagam@esmas (VENDRUSCOLE.al.,
2006).

Conhecida popularmente como *“jurubeba-branc&@tlanum caavuranaVell.
pertence a familia Solanaceae. Suas raizes e fefttaesmpregadas na medicina popular,
geralmente em substituicdo as Selanum paniculatunh. (a “jurubeba verdadeira” da
Farmacopeia Brasileira), cujas raizes, caules todrsdo indicados contra anemias,
desordens do figado e também como digestivo (NURLMA et.al, 2009). Também é
atribuido parés. caavuranao uso etnofarmacolégico como combatente ao mélaesen
(CORREA, 1984).



Estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesaam os frutos maduros desta
espécie resultou no isolamento de alcaloides ed#esodo tipo espirosolan® (- 7) em
quantidades minimas que impossibilitaram qualquéldise de atividade biologica dos
mesmos (VAZ, 2008).

H (5) caavuranamida

(6) 4-tomatiden-3-ona (7) 5a-tomatidan-3-ona

A exploracdo de fontes medicinais promissoras c@sgn, requer a unido de
estudos etnobotanico, etnofarmacolégico, quimicaplégico, farmacologico e

toxicolégico, como 0s propostos neste trabalho.

1.1 A Familia Solanaceae

Solanaceae € uma das maiores familias entre as#uggmas, com cerca de 2.300
espécies subordinadas a 96 géneros. Apresenta disjplauicdo geogréfica-{gura 1.1)
e esta concentrada principalmente na América do @ue ha um grande centro de
diversidade (SOARESet.al, 2007) e a presenca de aproximadamente 50 géneros
endémicos. Segundo busca na literatura, para ol Bras existe nenhuma avaliacao
recente no que diz respeito a diversidade de espéeista familia, porém no inicio deste
século foram reconhecidos 27 géneros para o Beasil,base em pesquisas bibliogréaficas
e visitas aos herbarios (CARVALH@&.al, 2006).

Muitas Solanaceas sado endémicas ao pais e amptaesindadas devido a sua

indiscutivel importancia econémica mundial. Possnino principais representantes: a



batata -Solanum tuberosur(DISTL et.al, 2009; SHAKYA et.al., 2008; JENSENet.al,
2008; FRIEDMAN, 2004); a berinjelaS. melongend&. (GONCALVES et.al., 2006a e
2006b; BRIETZIGet.al, 2004); os tomateslycopersicorspp. (FRIEDMANet.al, 2009

e 2004; NOGUCHEt.al, 2006; YAHARA et.al, 2004); as jurubebasS. paniculatums.
asterophorumetc... (BHATTACHARYYA et.al, 2009; SILVAet.al, 2007); o joa-bravo
(S. aculeastissimuma erva mouraS. americanuiy o tomatinho §. diflorun); pimentas
verdes e vermelhasCapsicumspp.); inclusive plantas ornamentais como as ptin
(Petaniaspp.) e os jasminsS( jasminoides Também compreende o tabaddicptiana
spp.) — uma das plantas mais nocivas, porém eccaamnte mais importantes do mundo
— juntamente com muitas outras plantas de valaca@gico e medicinal como a beladona
(Atropa belladond..) (EDMONDSet.al.,1997).

Figura 1.1 Mapa de distribuicdo mundial da familia Solanaceae

(Fonte: SiteThe Solanaceae Souracessado em 22.11.2008)

As plantas da familia Solanaceae séo fontes abteslda metabdlitos secundéarios
bioativos, como os alcaloides tropanicos (GRIFR2RQO0) e piridinicos (CHENGt.al,
2008), witanolidas (DINANet.al., 2001), ecdisteroides, sesquiterpenos, diterpenos,
glicoalcaloides (FRIEDMAN, 2004), alcaloides estdais (WEISSENBERG, 2001;
USUBILLAGA et.al.,1997; RIPPERGERt.al., 1997), alcaloides do tipo pirrol (SAYED
et.al., 1998), flavonoides (CORNELIUS, 2004; ESTEVES-SOUZ&.al, 2002),
esteroides (SAEZt.al., 1998), saponinas (ZHOWt.al, 2006), sapogeninas esteroidais
(WEISENBERG, 2001; USUBILLAGAet.al., 1987), alcamidas (SILVAet.al, 2002),



glicosideos esteroidais (ON&.al, 2009; YOSHIMITSUet.al, 2003; YEet.al, 2001) e

até mesmo antraguinonas encontradas em menor dagdei(WINK, 2003).

1.2 O Género Solanum

O principal género da familia Solanaceae é o gésadanum (Figura 1.2),
considerado um dos mais amplos e complexos entfngi®spermas, sendo constituido
por cerca de 1500 espécies e pelo menos 50000=pjéetiescritos (SILVAet.al, 2005).
Este género € bem representado no Brasil com der8&0 espécies (SILVAt.al, 2008)

e € amplamente distribuido do Norte ao Sul em sdijms de ecossistemas (SIL\éAal,
2005).

Figura 1.2 Mapa de distribuicdo do géneBolanumao redor do mundo.

(Fonte: SitéThe Solanaceae Souraessado em 22.11.2008)

Observando o mapa dgura 1.2, destacam-se duas grandes areas de distribui¢cao
de espécies dBolanumno Brasil, uma no Nordeste e outra localizadaeggdo Sul. No
Nordeste brasileiro segundo dados recentes, o @é&eepresentado por cerca de 80
espécies, incluindo 32 que sdo endémicas ao p&i@ que sdo endémicas a regiao
Nordeste do Brasil (SILVAet.al, 2005). Para o Rio Grande do Sul, séo relatadas 61
espécies nativas deolanum(MENTZ et.al, 2007) considerando aquelas que estavam
classificadas como pertencentes ao géneyphomandra(Solanaceae) e que agora
pertencem ao géne&olanum(SOARESet.al, 2006).



1.2.1 Principais Metabdlitos Secundarios de Solanum

Os metabdlitos secundarios desempenham papéis tanfes na bioquimica e
fisiologia dos vegetais. Muitas classes de prodo&tsrais constituem grupos importantes,
estando envolvidos em muitos processos fisiologiteoplantas, particularmente naqueles
que respondem ao estimulo ambiental. E importaessaftar que em espécies de
importancia agricola, como por exemplo, a bat8tatuberosuma composicdo de
metabolitos secundarios nos tecidos da planta pofligenciar diretamente sobre a
qualidade e toxicidade dos alimentos produzidos pamanos e animais (STOBIECKI
et.al.,2003).

As plantas do génerdSolanum produzem uma variedade de metabdlitos
secundarios, dentre os quais os alcaloides estgoi@ - 13, constituem o grupo

principal. Estes sdo de amplo interesse, tantoeaade ecologia como de saude humana.

(10) solasodenona OH (11) isojuripidina

HO

(12) leptinidina

(13) solanidina

Na natureza, eles sdo componentes importantesopaanamento quimico” da

planta contra herbivoros e outras pragas (FUKUHA®RAI, 2004), tanto que estudos



recentes relatam a utilizacdo de algumas espéei&oldnum como fontes potenciais e
naturais de resisténcia contra o0 ataque do mian@e Ralstonia solanacearungue
ocasiona enfraquecimento as plantacbes (S#Ral, 2009). Este fato é bastante
interessante uma vez que 0s agroquimicos conveisiomuitas vezes sao ineficientes e
nocivos a saude animal e/ou humana.

As plantas do géner®olanumtambém sdo conhecidas por produzirem uma grande
variedade de saponinas (NAKAMURét.al, 2008; ZHOUet.al, 2006; BENTOet.al,
2004), sapogeninas (WEISSENBERG, 2001; VALER&I, 1989; USUBILLAGAEet.al,
1987), glicoalcaloides (DISTlet.al, 2009; SILVA et.al, 2008; HALL et.al, 2006) e
flavonoides (SILVAet.al, 2009; SILVAet.al, 2003).

Estudos pioneiros centraram a atencéo no isolaneecdwacterizacdo da solasodina
(8), visando sua utilizacdo como material de pamidgroducao industrial de horménios
esteroidais (FIESER, 1959). Tanto que alguns asitareeconhecem como “diosgenina
(14) do futuro” (BARBOSA-FILHO, 1997; BARBOSA-FILH@t.al, 1991).

(8) solasodina

Os glicoalcaloides ja foram detectados em mais 5& &spécies de plantas, a
maioria emSolanumspp. ou outros membros da familia Solanaceaec&dtwecidas mais
de 75 estruturas de agliconas (alcaminas) de ownar@atural, e esqueleto colestang; C
contendo nitrogénio em anéis ou em grupos que toediram basicidade e alguma
atividade biolégica (SILVAet.al, 2005).

Estudos recentes relatam a inativacdo do Viteges simplexe a inibicdo de
crescimento de fungos (FENNERt.al, 2006; CIPOLLINI et.al, 1997) pelos
glicoalcaloides encontrados no género. Mais espaniente, os glicoalcaloides derivados
da solasodinag] e tomatidina9) séo efetivos clinica e histologicamente, no tregato de
tumores da pele (USUBILLAGAt.al, 1997) e outros tipos de canceres tais como mama,
colon, figado e estomago (FRIEDMAd.al, 2009; KODORUet.al, 2007).



Outras atividades para extratos de exemplares derg&olanumtambém sao
avaliadasin vitro, tais como: tripanossomicida (CHATAING@t.al, 1998; ABDEL-
SATTAR et.al, 2009), alelopatica (ALVES®t.al, 2003), moluscicida (SILVAt.al, 2008,
2006 e 2005; WANYONYt.al, 2002), larvicida (CHOWDHUR¢t.al, 2008 e 2007),
repelente (RAJKUMAR et.al, 2005), antinociceptiva (BENTOet.al, 2004),
hipolipemiante (GONCALVESet.al, 2006b), antimicrobiana, antiviral, citotdxica,
antifingica (FENNER et.al, 2006; CIPOLLINI et.al, 1997), imunossecretora,
antioxidante (SABIRet.al, 2008), analgésica, anti-inflamatéria (EMMANUEdt.al,
2006; HERRERA-SALGADO et.al, 2005), cardiovascular, agregacdo plaquetéria,
antiasmatica (VADNEREet.al, 2008), antiulcerogénica (NGUELEFACHt.al, 2008),
antitumoral (KODORUet.al, 2007), hepatoprotetora (SABHR.al, 2008) entre outras.

Estes relatos demonstram a importancia deste gé&@eroedicina popular, onde
muitas de suas espécies ainda podem ser estudadaa gescoberta de novos compostos
bioativos. Tanto que esfor¢cos consideraveis est#olos gastos por muitos centros de
pesquisa ao redor do globo no isolamento de prechaturais bioativos, de organismos

terrestres e marinhos, macro- e microrganismos (&4&Nal, 2008).

1.3 Técnicas Hifenadas Atuais e a Descoberta de NovaxiBtos Naturais

Com os avancos nas industrias farmacéutica e aignazpyy observa-se uma
crescente necessidade de identificacdo de compaistos em extratos complexos (WOLF
et.al, 2007). Este fato aliado a imensa gama de atieslatldgicas previamente descritas
especificamente para o0s extratos oriundos de espéoegetais (inclusive aquelas
pertencentes ao géneRolanum demonstram a importancia que os produtos naturais
possuem na descoberta e no desenvolvimento de moeiEsulas quimicas para serem
usadas como materiais de partida para a sinteskodas cada vez mais especificas e
eficientes.

Ha relatos referentes a duas vertentes principara @ descoberta de novos
produtos naturais: O fracionamento biomonitorado screeningde compostos puros
(WOLF et.al, 2007).

A primeira proposta trata-se do fracionamento biileoado, uma metodologia
convencional (classica) que promove 0 ensaio desvéktratos, seguido do fracionamento
cromatografico daquele que se mostrou mais promEs@ determinada atividade. Esta
metodologia envolve a extragdo de quantidadesfsigiivas de material vegetal e um

extensivo trabalho cromatogréafico, conduzindo am®postos puros bioativos, que séo
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caracterizados posteriormente por diversas técnitsisumentais (WOLFet.al, 2007).
Contudo o isolamento de compostos ja conhecidos digpendioso trabalho fitoquimico
ainda é bastante comum quando se adota esta nug@de caracteriza um problema
comum e constante em alguns centros de pesquizaala

Desta forma a utilizagdo da segunda vertente tandmérhecida como técnica de
Mapeamento Fitoquimico (ou Desreplicacdo) podebastante vantajosa, pois promove
reducdo na mao de obra envolvida, diminuicdo doswmoe de tempo e de insumos
despendidos nas analises, bem como nos processmsotede redescoberta de compostos
previamente conhecidos (ZHO&l.al, 2008; LANGet.al, 2008; MITOVA et.al, 2008).
Desta maneira a desreplicacdo € tida como um présito necessario para a descoberta
de novos produtos naturais que sejam potencialnbévddivos (SMYTHet.al, 2012).

Entende-se como desreplicacdo o processo pardafichg@o de produtos naturais
previamente conhecidos, evitando o trabalho repetite isolamento dos mesmos (WOLF
et.al, 2007), em extratos que contenham compostos éngertes, ou metabdlitos
secundarios previamente conhecidos (LA&IG&I, 2008). Desta forma, fazendo-se uso de
uma biblioteca de dados de compostos puros decsster € possivel identifica-los em
outros extratos. Além disso, esta metodologia pmteutilizada para efetuar a proposta
estrutural de substancias ainda desconhecidas (VO&IE 2007), com grande homologia
estrutural.

Trata-se de uma proposta bastante vantajosa panitpemdo somente a
identificacdo de substéncias jA conhecidas comdédama localizacdo de compostos
desconhecidos em extratos diferentes. Essa inféwnpgde ser muito Gtil, uma vez que
permite com que:i) se faca uma lista de prioridades para o fraci@mambiomonitorado
convencional; i{) haja a identificacdo do principio ativo pela siespcomparacdo com
extratos ativos e inativos dji] efetuar oscreeningde compostos puros (WOLét.al,
2007).

Existem inimeros avangcos baseados em técnicasatifenque auxiliam a
desreplicacdo, e cada uma dessas possuem vanpagprias em ganho de sensibilidade,
resolucdo ou escala. Os métodos mais comuns @amns@imeiramente na separacéo e
identificacdo completa de cada metabdlito pararstcocdo de uma biblioteca (base de
dados). Técnicas tais como CL-UV, CL-EM, CL-EM/EMnb como suas combinacdes e o
desenvolvimento de sondas capilares e criogéniema RMN (LANG et.al, 2008;
MITOVA et.al, 2008) trouxeram grandes avancos nesta area. @otado, a etapa de

separacdo € dominada pelas técnicas cromatogréiqasra a etapa de identificacdo
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prevalece o0 uso de métodos espectroscopicos e tmspétricos, tais como a
espectrometria de massas (EM) como proposto mesiao.

Nos ultimos anos, tem-se mostrado que a cromatadigfiida (CL) acoplada a
espectrometria de massas com ionizacdo por elesarogESI-MS) é uma ferramenta
poderosa para separar e identificar produtos nat(iFAKEARA et.al, 2007; SHAKYA
et.al, 2008). Os métodos de desreplicacdo baseadosondeuSL-EM e CL-EM/EM em
especial, sdo muito sensiveis e fornecem infornge8wuturais, massas moleculares de
baixa ou alta resolucdo, férmulas moleculares,eeatitros (LANGet.al, 2008) sem a
necessidade de isolamento dos compostos em tododrats estudados. Os mecanismos
de fragmentacdo obtidos e os célculos das formengsiricas podem ser utilizados em
conjunto com outras técnicas analiticas disponiyiEis como o HPLC-DAD) para
identificacdo de novos compostos (ZH®tal, 2008).

Contudo, a elucidagéo estrutural de compostos aiatam misturas complexas tem
sido possivel pela injecdo direta de extratos Bryl@IMS) na fonte de ionizacdo nos
espectrdmetros de massas sequenciais (ESI-MS/NB®)ando pequenas quantidades de
material botanico (FREDENHAGENet.al, 2005; MAURIN et.al, 2003). Mais
recentemente, investigacdes sisteméticas rela@snaol mecanismo de fragmentacdo de
produtos naturais para seu mapeamento tém sidparal estudo de plantas (PIVATTO
et.al, 2005). Estas abordagens constituem ferramentaditicess importantes para
screeningrapido e determinacéo estrutural de produtos aigtuque podem auxiliar na
busca de novas drogas para o Mal de Hansen.

Estes avancos estabeleceram a cromatografia liqomjalada a espectrometria de
massas (CL-EM) e posteriormente a cromatografisidagacoplada a espectrometros de
massas sequenciais (CL-EM/EM) como métodos dearatiais adequados e elucidativos
para o0 estudo de metabolismo de drogas (OLIVEKAI, 2000). O diferencial no
emprego de técnicas hifenadas, tais como a ESI-MSéMque esta permite realizar
andlises de moléculas polares sem a necessidadpratessos de derivatizacao
(OLIVEIRA et.al, 2000) como usualmente necessario nas analise€@mHEM. Além
disso, é possivel obter informacfes estruturaigosed a partir dos ions fragmentos
gerados de ions precursores, fundamentais paraemtifichcdo on line ou para
mapeamento de substancias conhecidas (WARIBEL, 2001). Todas essas vantagens
elegeram o sistema CLAE-EM/EM como uma das maisitaptes ferramentas para 0s
estudos de metabolismo de farmacos e de matriagylwas como, por exemplo, extratos

vegetais.
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Dentro desse contexto, o presente trabalho vemmilsointcom o estudo quimico de
Solanum caavuranaVell., isolando e identificando seus principais tabélitos
secundarios, os alcaloides esteroidais, com estddoBagmentacdo de massas desses
compostos e colaborando com estudos de atividaolégima para o tratamento da

Hanseniase.

1.4 Espécies Vegetais em Estudo

Informacdes referentes as espécies vegetais colagaspneste estudo constam na
Tabela 1.1 sendo que o estudo fitoquimico foi realizado sumeara os frutos maduros e
imaturos deS. caavuranaAs demais partes da planta e outras espéciamrivapenas
seus extratos preparados, os quais foram utilizad@so inicio do estudo de mapeamento
fitoquimico por ESI-MS/MS.

Tabela 1.1Espécies vegetais disponiveis para estudo de mapéaifitoquimico

Parte Atividades Descricdes
Espécie Vegetal Local de Coleta Estudo Quimico biologicas cne
Coletada . Botanicas
descritas
:\:Ar;‘(tj‘zfms ﬁEVR —Fenix/ a7 etal, 2012.
a REITZ, 1966.
Frutos PEVR — Fénix / BARBOSA- !
Imaturos PR FILHO etal, 1991, NURIT-SILVA  NURIT-SILVA
S. caavurana SEVR — Fénix/ et.al, 2909. et.al, 2009.
Folhas bR enix ne CORREA, 1984. MENTZ et.al,
2004.
Tronco PEVR — Fénix / ne
PR
NEE et.al, 2006.
S. scuticum Frutos CARVALHO
(é tabacifolium) Imaturos UNICAMP ne ne et.al, 2006.
) MENTZ et.al,
2004.
S. diploconos Unio da Vitéria / SOARESet.al,
(Cyphomandra Folhas PR ne ne 2006

diploconos)

ne= nao encontrado.

Desta tabela, salv8olanum caavuranando ha relatos para o uso popular em
hanseniase nem estudo quimico relatado para assdesmpgcies na literatura. Porém de
acordo com Conceicao (1987), Corréa (1984) e PEIBE0) varias espécies @lanum
sao/foram utilizadas por médicos e pela populagidratamento de doencas da pele e

erupcoes cutaneas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Este trabalho tem como objetivo principal, realiestudo fitoquimico dos frutos de
Solanum caavuranaVell., isolando e identificando seus principais tabelitos
secundarios, caracterizando estruturalmente oslomlea esteroidais aléem de fazer

avaliacao de atividade frente a hanseniase.

2.2  Especificos

- Continuar o trabalho de Vaz (2008), isolando enidicando os metabolitos
secundarios dos extratos dos frutos madurds. @aavurana realizar estudo fitoquimico,
isolando e identificando os metabdlitos secundatass extratos dos frutos imaturos Sle
caavurana

- Efetuar o estudo dos mecanismos de fragmentagdtodhs as substancias
isoladas e identificadas, utilizando a técnica sfgeetrometria de massas sequencial com
ionizacao por eletrosprdf£SI-MS e ESI-MS/MS));

- Conduzir testes para verificar a atividade artiobiana e antitumoral para os
extratos das espécies 8Selanuncoletadas;

- Proceder a testes para avaliar a atividade pritiea, verificando a aplicacéo
popular deS. caavuranano tratamento da Hanseniase;

- Realizar estudos de desreplicacéo atravées dac@eda DIMS, considerando as
técnicas de ESI-MS e ESI-MS/MS, para monitoramentamlentificacdo das principais
substancias isoladas, em extratos de outras pktglanta;

- Obtencdo via transformacdo quimica, dos isome3as e 3P dos 3N-
formilaminoespirossolanos, a partir dos isébmeros €3 B dos 3-aminoespirossolanos
naturais, isolados dos frutos imaturosSlecaavuranapara estudos de determinacédo da

configuracéo relativa no carbono 3 através de ¢tésnile RMN.
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3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

3.1 Suportes Para Cromatografia

» Cromatografia em coluna (CC) As quantidades de amostras que foram
cromatografadas foram determinantes na etapa déhasto comprimento e diametro das
colunas de vidro usadas nos fracionamentos. Pangauificacdes cromatograficas, as
seguintes fases estacionarias foram utilizadag tedtalho:

- Gel de silica 60 para cromatografia em colunay 60063 — 0,200 mm (70 — 230
mesh ASTM), Merck, Darmstadt, Alemanha. A propordécsilica foi cerca de 20 vezes a
massa da amostra a ser purificada;

- Alumina Neutra: Oxido de aluminio 90 ativo neu(gvau de atividade ), para
cromatografia em coluna, 0,063 — 0,200 mm (70 — 2@&3h ASTM), Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha.

- Sephadex LH-20 — Pharmacia LKB, Biotechnology Appsala — Sweeden;

» Cromatografia em camada delgada (CCD)As analises em camada fina foram
realizadas em cromatofolhas de aluminio com gl 60 e indicador de fluorescéncia
Fos4, 0,2 mm de espessura, Merck, Darmstadt, Alemamambém foram utilizadas
cromatofolhas de 6xido de aluminio 150 neutro fip@lumina neutra) com indicador de
fluorescéncia #4, em suporte de aluminio e 0,2 mm de espessurackMBrarmstadt,
Alemanha.

» Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDR)As analises em
escala preparativa foram desenvolvidas em placaglde (20 x 20 cm) com espessura de
1,0 mm de gel de silica 60 da Merck, com indicatifluorescénciafa As faixas foram
reveladas sob luz ultravioleta (nos comprimento25¥ e 366 nm). A recuperacao das
amostras foi efetuada utilizando como solventestodimetano (CECly), cloroférmio
(CHCI5) e metanol (CBDOH).

e Cromatografia em coluna rapida (CGCFlash). Alguns fracionamentos
cromatograficos foram realizados em coluna de vphapria para cromatografia rapida,
sendo que a variacao do diametro se processowd#oamom as quantidades de amostras

a serem purificadas. Utilizou-se como fase estaciangel de silica 60 com 0,040 -
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0,063mm da Merck em quantidade suficiente parangte® a coluna até a altura de 200
mm (STILL et al, 1978).

* Reveladores A revelacdo das substancias foi feita sob lurawlbleta nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm, solugdo dedal@deiisico (anisaldeido), reagente de

Dragendorff e reagente de Marquis.

» Solventes Como eluente cromatografico, foram utilizadosveotes P.A. das

marcas Merck, Synth, Vetec e Sigma Aldrich.

3.2 Equipamentos

* As analises de ressonancia magnética nucleanfargistradas em:

- Espectrébmetro de RMN Bruker DPX 200 operando @& ®IHz, magneto de
4,7T; observando os nucleos’tiee *C a 200,13 e 50,45 MHz respectivamente.

- Espectrometro de RMN Bruker Avance 400 operanmdat60 MHz, magneto de
9,4 T; observado os nucleos‘ttee *°C a 400,13 e 100,61 MHz, respectivamente.

- Espectrometro de RMN Bruker Avance DRX 500 opdcaem 500 MHz,
magneto de 11,74 T; observando os nlcleotHee °C a 500,13 e 125,77 MHz,
respectivamente.

As amostras foram solubilizadas em cloroférmio eeado, utilizando TMS como
padrdo interno de calibragdo. Os deslocamentosicpsnestdo expressos em ppdh €

sdo dados em relacdo ao TMS om0 ppm.

* As andlises de espectrometria de massas forahzadas em equipamento
micrOTOF-QII, da Bruker Daltonics (Billerica, MA,lIFA) em colaboracdo com o Prof°.
Dr. Norberto Peporine Lopes (Faculdade de Ciénemsnacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo: Departamento de Fisigaimica -FCFRP-USP. A técnica
utilizada para a obtencdo dos espectros de massasidnizacdo por eletrospray (ESI-
MS).

Tanto o espectro do ion precursful(scan quanto os espectros dos ions produtos
foram obtidos no modo ion-positivo e registrados wem instrumento de quadrupolo e
tempo de vbo. As condi¢cdes adotadas durante asesial/oltagem do capilar 3700 V;

Temperatura do gas seco, 200 °C; Fluxo do gas decdi’; Gas nebulizador nitrogénio
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(Ny). Foi utilizado NaTFA 10 mmol £ como padréo interno e externo de calibracdo. Para
a andlise por ESI-MS/MS, nitrogénio foi utilizadanwo o gas de colisédo (CID).

* Os pontos de fusédo foram determinados em equipange micro fusdo Quimis
modelo Q-340S23.

» Para aquisicdo dos espectros na regido do imfmeheo (IV) foi utilizado
equipamento FTIR marca BioRad modelo FTX 3500, apédo em ambiente Varian
Resolution 4.0. Especificacdes do FTIR: Fonte MIRarbeto de Silicio; Beamsplitter
MIR - KBr (brometo de potassio); Detector MIR - D3Gsulfato de triglicina deuterada).
As seguintes condi¢cOes para analise foram adotatkedicdo em transmitancia; NUmero
de scans- 32; Resolucao - 4 ¢ Funcéo de Apodizacgéo — Blackman : Harris 3 — Term
Faixa espectral MIR - 400 - 4000 ¢m

» O desvio 6ptico foi medido em um espectropolanicnautomatico Autopol 11l da

Rudolph Research, Flanders — New Jersey.



17

4. ESTUDO FITOQUIMICO

4.1 Coleta e Identificacdo Botéanica

Figura 4.1 Habito deSolanum caavurana VellA); Detalhe dos troncos e galh@®); Frutos verdegC);
Folha e detalhe da flgD) (Fonte: Autora. Coleta 10/03/2010 em PEVR).

A coleta dos frutos imaturos @&lanum scuticuriv Nee §. tabacifoliumDunal.)
foi efetuada no campus da Universidade Estadu@ladepinas (UNICAMP).
A espécie foi identificada pelo biélogo Dr. José

Roberto Trigo (Laboratério de Ecologia Quimica,
iDepartamento de Zoologia, Instituto de Biologia -
UNICAMP). Espécies da planta foram depositadas no
herbario do Departamento de Botanica, Instituto de
Biologia, UNICAMP (UEC).

Figura 4.2 Frutos imaturos d&. scuticunM. Nee(S. tabacifoliunDunal.) (Coleta - UNICAMP).

A coleta das folhas dgolanum diplocono@Vart.) Bohs. CyphomandraMart. ex Sendtn.)

foi efetuada em Unido da Vitéria — PR, submetida a
confeccdo de exsicata, identificada pelo Prof. dtelb/o
Matzenbacher (UFRGS) e seu representante estaitdejoos
no Herbario do Instituto de Ciéncias Naturais deRGS

&l SOb 0 numero ICN 143526.

Figura 4.3 Solanum diplocono@Mart.) Bohs. Cyphomandra diploconygColeta - Unido da Vitéria/PR).
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4.2 Preparo dos Extratos para Estudo Fitoquimico

Depois de procedida a coleta, secagem, moagenaggaslos materiais vegetais,
estes foram submetidos individualmente a extracafrioa (maceracdo) como esta

representado nesquema 4.1

Material Vegetal
(P¢6 seco e moido)

- Extragcao com éter de petréleo;
- Filtracdo e concentracdo do extrato;

"Extrato Eter de

Petréle Residuo Vegetal

- Extracdo com metanol;
- Filtracdo e concentragcdo do extrato;

"Extrato Metandlico Residuo Vegetal

- Extracdo com etanol:agua (70:30);
- Filtracdo, concentracéao e liofilizacdo do extrato;

"Extrato
Hidroalcodlicc

Residuo Vegetal

Esquema 4.10btencao dos extratos.

"Os respectivos rendimentos para cada extrato pedeencontrados rabela 6.1(pag. 39).

Foram adicionados solventes de ordem crescenteldedade: éter de petréleo
(EP), metanol (MeOH) e etanol : agua - 70 : 30 (EHB&m renovacdo do solvente em
intervalos de 24 horas. Ao final da extracdo odiesivegetal foi desprezado. Os extratos
EP e MeOH foram concentrados em evaporador rotaivpressdo reduzida sendo
posteriormente armazenados em dessecador. OsoextE&tE foram concentrados ao

maximo em pressao reduzida, armazenados em freg@osteriormente liofilizados.
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4.3Extracdo para Alcaloides — Extratos Metanolicos edrbalcoolicos

Para definir a melhor estratégia no que se refeteatamento para pré-purificacéo
dos extratos MeOH e EHE, uma sequéncia de testasgpaxtracdo de alcaloides foi
realizada, cabendo a estes, auxiliarem na escath@uadis parametros seriam mais
adequados, tomando como base o célculo do pertafgundimento de extracdo dos
metabdlitos na fase alcaloidica. A metodologia ksta Esquema 4.2 pag. 20) fez uso
de uma solucdo de acido acético fCBOH 10%), fazendo extracdo subsequente com
diclorometano (ChkLCly), cloroférmio (CHC}) e acetato de etila (AcOEt).

Inicialmente o extrato MeOH dos frutos imaturos Si@anum caavurand/ell.
(SCFIM) foi colocado em um béquer de 2000 mL onde a &olude acido acético
(CH3COOH 10%) era acrescentada aos poucos (foramaglkilsz aproximadamente 500
mL de solucdo acida no total). Na sequéncia a maisiormada foi levada em banho
ultrassonico para garantir uma melhor solubilizagdsuspenséo formada foi deixada em
agitacdo magnética por um periodo de 24 horas.

ApoOs passadas 24 horas, a mistura foi filtrada apelppara um erlenmeyer de
1000 mL. Nesta etapa foram obtidas duas fracbaguasa acida e um sdlido insoltvel, o
qual apés ser completamente solubilizado erg@HH foi seco com sulfato de sédio anidro
(NaSQy) e transferido para um frasco sendo chamado gédrasoluvel $CFIMFI). A
fracdo liquida acida foi colocada em um funil depasacdo de 1000 mL, extraida
sequencialmente com: cloroférmio (CHGI5 x 80 mL), diclorometano (GEl, - 1 x 80
mL) e acetato de etila (AcOEt - 5 x 80 mL). As Giag organicas (CHgICH.Cl, e
AcOEt) foram combinadas, secas com®@, anidro, concentradas sob presséo reduzida e
armazenadas em frasco rotulado previamente pesaddp chamadas de fase organica
neutra SCFIMFN).

Apds procedimento de extragdo com os solventenim@s a fase aquosa acida
remanescente, foi transferida para um béquer d@ 200, basificada com adi¢cdo de
hidroxido de aménio (NHOH) concentrado até pH 11 - 12. Com a adi¢ao de, lmedou-
se que a solucao se tornara bastante turva, aézaowo a ocorréncia da formacédo de um
precipitado gelatinoso com coloragdo marrom - ajada intensa. Este precipitado foi
separado por filtracdo simples em papel de fikodubilizado em CEDH e CHC}, sendo
seco com adicdo de p®0, anidro, caracterizando o precipitado rico em aldals
SCFIMPA.
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EXTRATO

~ Solucgédo de acido acético
CH;COOH (10%v/)

Agitar (Ultrassom)

Agitacao magnética

(24 horas)
| (Filtracao |
"Porgéo Sobrenadan
~ Solventes orgénicos
Secar com Agitar
Na,SO, anidro
(Extracao
Fase aquosa acit
« Solucéo de NEDH(q) (PH=12)
Secar com Precipitacé@o
Na,SO, anidro
| (Filtracao |

Precip,itz-;\do Sobrenadan

Alcaloidico

Secar com Agitacdo magnética

Na,SO, anidro (24 horas)
|<_ Solventes organic
Agitar
(Extracao) |
Fase Orgéanic Fase aquosa bas
Alcaloidice |
Descart
Secar com
Na,SO, anidro

Esquema 4.2Procedimento experimental para extracdo de atiedalo extrato EME e EHE dos frutos
imaturos deS. caavurana.

"Os respectivos rendimentos para cada fracdo, pedeemcontrados riabela 6.2(pag. 40).

A fase aquosa (o filtrado de pH basico) contida wm béquer (1000 mL) foi
deixada reagir por 24 horas em contato com a leseagitacdo magnética. Apds esse
periodo esta solucao foi transferida para funiseparacdo de 1000 mL, extraida com os
solventes organicos, CHOB x 80 mL), CHCI, (2 x 80 mL) e AcOEt (5 x 80 mL). Cada
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porcao recolhida foi agrupada, secadas sokS®aanidro, concentradas sob pressao
reduzida e armazenadas em frasco rotulado previam@esado constituindo a fase
organica basica (ou alcaloidic8 EFIMFA).

Esse mesmo procedimento (descrito pEkguema 4.2 pag. 20), também foi
adotado para o tratamento alcaloidico de EHE dowdrimaturos deS. caavurana
(SCFIH) e EME deS. scuticum

4.4 Purificacdo de SCFIMPA — Métodos Cromatograficosilitados

Analisando os rendimentos e a complexidade dasOdsagprovenientes do
tratamento para extracdo de alcaloideEsquema 4.2 p4g. 20), havia necessidade de
selecionar uma metodologia que fosse mais adequadeiramente, para ser utilizada na
purificacdo do precipitado rico em alcaloides odioindo extrato MeOH dos frutos
imaturos deSolanum caavurand/ell. - SCFIMPA. Para tanto, pequenas quantidades
desse material foram submetidas a alguns fraciom@meestes utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH-20 (que néo forneceutaelmd satisfatorios para esta amostra)
e alumina neutra (0xido de aluminio neutro).

Como o ensaio feito em pequena escala utilizandmiabh neutra forneceu uma
melhor separacdaoSCFIMPA teve sua purificagdo iniciada conforme metodologia

detalhada na sequéncia:

4.4.1 Purificacdo de SCFIMPA — CC em Alumina Neutra

Para o tratamento d8CFIMPA, (3,0328 g) este, foi submetido a técnica de
Cromatografia em Coluna (CC) usando alumina nexdrao fase estacionaria. Para esta
purificacdo as seguintes condi¢cdes foram adotadasiuna utilizada (CC de vidro, h =
560 mm,0 = 25 mm) foi empacotada com alumina neutra suspemsCHCI, até a altura
de 300 mm da base.

O extrato foi misturado com uma pequena porcaaluimina formando um pé fino
e seco que foi colocado sobre o leito de alumina.

O gradiente de eluicdo aplicado nesta purificasié disposto ndabela 4.1(pag.
22):.
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Tabela 4.1Dados do gradiente de fracionamento para pur@icalgSCFIMPA em CC usando alumina

neutra como fase estacionaria

Fracdo Gradiente % (v/v) e\I{JOeIlrJr[Te]e(riOL)
F.1-29 CHCI, 100% 250
F.30-39 CHCI, : MeOH 1 % 100
F. 40 - 62 CHCI, : MeOH 2 % 200
F.63-103 CECI; : MeOH 4 % 400
F. 104 - 111 CBCl, : MeOH 8 % 100
F. 112 - 119 CBCl, : MeOH 16 % 100
F. 120 - 129 CBCl, : MeOH 30 % 100
F. 130 - 139 CBCl, : MeOH 60 % 100
F. 140 - 155 MeOH 100 % 200

CC = cromatografia em colun&CFIMPA = Solanum caavuranafrutos
imaturos, extrato metandlico, precipitado alcaldgi CH,Cl, =
diclorometanoMeOH = metanol.

Foram coletadas 155 fragcOes de aproximadamentd Tada, as quais foram
agrupadasHsquema 4.3 em 12 fracdes, ap0s andlise comparativa por GvBlada sob

lampada de UV (254 e 366 nm) seguida por borrifameom reagente de Dragendorff.

Precipitado Alcaloidico
SCFIMPA (3,0328 g)

Cromatografia em Coluna
com alumina (CC)

Agrupamento por CCD

F.1-7(3,3mg)

F. 8 - 13(3,9 mg)

F. 14(3,7 mg)

F. 15 - 21(139,9 mg)

F. 22 -27(11,2 mg)

F. 28 - 59(7,7 mg)

F. 60 - 76 ppt
(7,7 mg)

SCFI -2

F. 60 - 76(143,3 mg)

F. 78 - 82(125,1 mg)

F. 86 - 92(57,2 mg)

F. 94 - 109128,6 mg)

CcC
(alumina)

F. 110 - 145491,8 mg) >

F. 145 - 15562,2 mg)

Esquema 4.3Cromatografia em Coluna (CC) em alumina do ext8E&IMPA - agrupamento das fracdes.

Durante o agrupamento observou-se certa heterioigelee da fracad-.60 - 76

(143,3 mg) culminando na formacéo de um precipitadnco, o qual foi separado, lavado
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com acetona, resultando em um composto hialinolmdho vitreo que se cristalizava em
formato de agulhasSCFI - 2: 7,7 mg).

A sub-fracdoF.110 - 145apresentou maior quantidade em massa (491,8 mg) e
menor complexidade sendo desta forma, submetidaaapurificacdo sequencial em CC
também usando alumina neutra como fase estacioftzgsia fracionamento esta descrito

em detalhes ntiem 4.4.2

4.4.2 Purificacdo de SCFIMPA F.110-145: CC em Alumina N&a

A purificagdo deSCFIMPA F.110 - 145(491,8 mg oriunda do fracionamento
descrito peloEsquema 4.3 pag. 22) foi realizada através de CC usando almeutra
como fase estacionaria. Para esta purificacdogasnges condi¢cdes foram adotadas:

A coluna utilizada (CC de vidro, h = 560 mm,= 14 mm) foi empacotada com
alumina neutra suspensa em diclorometano I} até a altura de 200 mm da base. A
massa de amostra disponivel foi misturada com wegagna porgcéao de alumina formando
um po fino e seco que foi colocado sobre o leitoallenina. O gradiente de eluicéo

aplicado nesta separacao esta disposiabala 4.2

Tabela 4.2Dados do gradiente de fracionamento para purdicaigSCFIMPA F.110 - 145em CC usando

alumina neutra como fase estacionaria

Fracdo Gradiente % (v/v) Volume do eluente (mL)
F.1-12 CHCI, 100% 100
F.13-30 CHCl, : MeOH 1 % 200
F.31-42 CHCI, : MeOH 2 % 100
F.43-61 CHCI, : MeOH 3 % 200
F.62-73 CHCI, : MeOH 4 % 100
F.74-98 CHCI, : MeOH 5 % 200
F. 99 - 108 CHECI, : MeOH 7 % 100
F.109-118 CkCl, : MeOH 10 % 100
F.119-131 CkCl, : MeOH 15 % 100
F.132-151 CKCl, : MeOH 30 % 200
F. 152 -162 CBCl, : MeOH 50 % 100
F.163-171 MeOH 100 % 100

CC = Cromatografia em Colun&8CFIMPA = Solanum caavuranafrutos imaturos,
extrato metandlico, precipitado alcaloidi€Hi ,Cl, = diclorometanoMeOH = metanol.

Foram coletadas 171 fragbes de aproximadamentd Tada, as quais foram
agrupadas Hsquema 4.4 pag. 24) em 22 fracdes, apos analise comparptvaCCD
revelada sob lampada de UV (254 e 366 nm) segwddgrifamento com reagente de

Dragendorff.
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Precipitado Alcaloidico
SCFIMPA F.110 - 145
(491,8 mg)

Cromatografia em Coluna
com alumina (CC)

Agrupamento por CCD

F.1-5(2,4 mg)

F.7-9(4,9 mg)

F. 11 - 132,0 mg)

F. 15 - 19(1,6 mg)

F. 21 - 23(3,0 mg)
F. 24(1,4 mg)

F. 25 - 29(15,1 mg) I—» SCFI - 2
F. 31 - 3546,7 mg)

F. 36 - 38(46,5 mg)
SCFI - 3 4—' F. 39 - 43(60,5 mg)
F. 45 - 47(36,0 mg)

SCFI - 3 4—' F. 49 - 5942,5 mg)
F. 61 - 652,9 mg)

F. 67 - 691,5 mg)

F.71-732,4 mg)

F. 77 - 792,2 mg)

F. 83 - 91(15,1 mg)

F. 93 - 10937,2 mg)

F. 111 - 12127,8 mg)
F. 123 - 14341,1 mg)

F. 145 - 16122,7 mg) I—» SCFI - 3
F. 145 - 15562,2 mg)

Esquema 4.4Cromatografia em Coluna (CC) em alumina do ext&@&IMPA F.110 — 145 Agrupamento

das fracoes.

O compostd&CFI - 2 apresentava-se como um solido alaranjado, amoofmaeo,
enquanto a substanc&CFI - 3 foi isolada como um sélido fibroso de cor crentaritho

sedoso. Todas as fracdes apresentaram apenas utlzanodservada em analise de CCD,

dando resultado positivo frente a reagente de Dicgé.
Todos os compostos isolados SEFIMPA tiveram suas estruturas determinadas

pela anélise de RMN d&C e o espectro de DEPT 135.

4.5Purificacdo de SCFIMFN — Métodos Cromatograficos iizados

Para o tratamento da fragdo ned@FIMFN (2,55 g oriundo do fracionamento

descrito peloEsquema 4.2 pag. 20), esta foi submetida a técnica de Crognafia em



25

Coluna (CC) usando gel de silica como fase estadearPara esta purificagdo as seguintes
condigdes foram adotadas:

A coluna utilizada (CC de vidro, h = 560 mmy= 25 mm) foi empacotada com gel
de silica suspensa em &t até a altura de 295 mm da base. A amostra tambem fo
solubilizada em CKCl, e, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, cobbsatire o leito
de silica. O gradiente de eluicdo aplicado nestg#dnamento esta disposto em detalhes na
Tabela 4.3

Tabela 4.3Dados do gradiente de fracionamento para purdicalgSCFIMFN em CC usando gel de silica

como fase estacionaria

~ . Volume do

Fracdo Gradiente % (v/v) eluente (mL)

F.1-6 CHCI, 100% 200

F.7-9 CHCI, : AcOEt 2,5 % 100
F.10-13 CHCI, : AcOEt5 % 100
F.14-16 CHCI, : AcOEt 10 % 100
F.17-20 CHCI, : AcOEt 20 % 100
F.21-24 CHCI, : AcOEt 25 % 100
F.25-27 CHCI, : AcOEt 35 % 100
F.28-30 CHCI, : AcOEt 55 % 100
F.31-33 CHCI, : AcOEt 80 % 100
F.34-37 AcOEt 100 % 100
F. 38 -40 AcOEt : MeOH 2,5 % 100
F.41-44 AcOEt : MeOH 5 % 100
F.45-51 AcOEt : MeOH 10 % 200
F.52-54 AcOEt : MeOH 15 % 100
F.55-57 AcOEt : MeOH 20 % 100
F.58 - 64 AcOEt : MeOH 25 % 200
F.65-70 AcOEt : MeOH 30 % 200
F.71-78 AcOEt : MeOH 50 % 250
F.79-82 AcOEt : MeOH 80 % 100
F.83-95 MeOH 100 % 200

CC = Cromatografia em ColunadSCFIMFN = Solanum caavurana
frutos imaturos, extrato metandlico, fase neuftd;Cl, = diclorometano;
AcOEt = acetato de etildyleOH = metanol.

Foram coletadas 95 fracbes de aproximadamente L3Tada, as quais foram
agrupadas Hsquema 4.5 pag. 26) em 23 fracdes, apos analise comparptvaCCD
revelada sob lampada de UN £ 254 e 366 nm) seguida por borrifamento com nei@ge

de Dragendorff e solucéo de anisaldeido.
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Fase Neutra
SCFIMEN (2,55 g)

Cromatografia em Coluna
com gel de silica (CC)

Agrupamento por CCD

F.1-8(13,1 mg)
F. 10 - 123,7 mg)

F. 13 - 17(34,3 mg)

F. 18 - 24(34,9 mg)

F. 25 - 26(21,1 mg)
F. 28 - 30(36,6 mg)

F.31-40(406,7mg) F» CC

F. 42 - 44(132,6 mg)

F. 46 - 54(190,3 mg)

F. 55(16,5 mg)

F. 56 - 5§8(110,3 mg)

F. 59 - 69(292,1 mg)

F. 72 - 7391,0 mg)

F. 74 - 76(124,8 mg)

F. 84 - 88(85,7 mg)

F. 89 - 95(54,4 mg)

Esquema 4.5Agrupamento das fracdes cromatografia em colung é0Cgel de silica do extrato
SCFIMFN.

A sub-fracadr. 31 - 40(406,7 mg) foi escolhida inicialmente para purifi&a por
Cromatografia em Coluna (CC) em gel de silica. iRddridades referentes a este

fracionamento estdo descritos em detalhdsamo 4.5.1

4.5.1 Purificacdo de SCFIMFN F.31-40 por Cromatografia ef@oluna

Para o tratamento d®CFIMFN F.31 - 40(406,7 mg) foi utilizada a purificacado
por CC usando gel de silica como fase estacionBiésta etapa foram adotadas as
seguintes condicdes: coluna utilizada (CC de vidros 560 mm,0 = 15 mm) foi
empacotada com gel de silica suspensa em C#t€la altura de 200 mm da base. A
amostra foi misturado um pouco de silica, CHEICHOH para solubilizacdo. Apods
secagem dos solventes o po fino resultante focadio de forma homogénea, sobre o leito
da coluna de silica empacotada. O gradiente dedeluitilizado neste fracionamento esta

disposto em detalhes fabela 4.4(pag. 27):
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Tabela 4.4Dados do gradiente de fracionamento para puricaigSCFIMFN F.31 - 40em CC usando

gel de silica como fase estacionaria

Fracdo Gradiente % (v/v) Volume do eluente (mL)
F.1-20 CHGCJ 100% 200
F.21-45 CHG: MeOH 0,5 % 200
F. 46 - 56 CHG: MeOH 1,0 % 100
F.57 - 67 CHG: MeOH 1,5 % 100
F.68-79 CHG: MeOH 2,0 % 100
F.80-91 CHG: MeOH 2,5 % 100

F.92-103 CHGI: MeOH 3,0 % 100
F. 104 - 116 CHGI: MeOH 5,0 % 100
F. 117 - 127 CHGI: MeOH 10 % 100
F. 128 - 139 CHGI: MeOH 30 % 100
F. 140 - 150 MeOH 100 % 100

CC = cromatografia em colun&CFIMFN = Solanum caavurandrutos imaturos, extrato
metanolico, fase neutr&HClI ; = cloroférmio;MeOH = metanol.

Foram coletadas 150 fracbes de aproximadamentell@ada, as quais foram
agrupadasHsquema 4.6 em 17 fragbes, apds andlise comparativa por G¥Blada em
lampada de UV (254 e 366 nm) seguida por borrifameam reagente de Dragendorff e

solucéo de anisaldeido.

SCFIMFN
F.31 - 40(406,7mgQ)

Cromatografia em Coluna
com gel de silica (CC)

Agrupamento por CCD

F.1-3(2,8 mg)
SCFl -4 |« F. 4(5,4 mg)

F. 5-6(158,5 mg)

F.7 - 12(115,8 mg)

F.13-2264,2mg) » CCDP

F. 23 - 28(7,4 mg)

F. 29 - 39(9,7 mg)

F. 40 - 47(2,7 mg)

F. 49 - 61(11,3 mg)

F. 68 - 81(2,0 mg)

F. 82 - 952,0 mg)

F. 96 - 107(1,9 mg)

F. 108 - 1150,3 mg)
F. 116 - 11714,2 mg)

F. 118 - 13915,3 mg)

F. 140(4,1 mg)

F. 141 - 1503,5 mg)

Esquema 4.6Agrupamento das fragBes cromatografia em Colung éBCgel de silica do extrato
SCFIMFN.
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Durante agrupamento das fracdes a analise em CGirauaque a fracdo F.31(4)
com 5,4 mg, possuia apenas uma mancha de colosat@®lo intenso quando revelada
com anisaldeido e cor alaranjada intensa frenteeagente de Dragendorff. Apos
evaporacao do solvente este composto puro denomBf@gl - 4 apresentou-se na forma
de um solido cristalino branco com brilho vitreene formato de agulhas.

A sub-fragadoF. 31 (13)(64,2 mg) foi purificada por CCDP em gel de siliéa.

especificidades referentes a este fracionamerdio dsiscritos em detalhes itvem 4.5.2
4.5.2 Purificacdo por CCDP de F. 31(13)

Foi feita uma CCDP da fracde. 31 (13)(64,2 mg), eluindo em CHgle 4%
MeOH (v/v), resultando em dois compostos purB€Fl - 1 e SCFI - 5, conforme mostra

o Esquema 4.7.

SCFIMEN . CCDP —[: S U
.40,
F.31(13)(64,2mg) CHCl;:4% MeOH SCFI - 5(6,9mg)

A

Esquema 4.7CCDP da SCFIMFN F.31(13) da extra¢éo de alcalaidesfrutos imaturos de. caavurana

O compostaSCFI - 1 (7,7 mg) foi obtido como cristais em formato delbgs e
coloracdo marrom bastante palido. Quando borritado anisaldeido revelou-se com cor
azul bastante intensa e coloracdo alaranjada mtem®cteristica dos alcaloides quando
revelado com reagente de Dragendorff. O interessénjueSCFI - 1 ndo apresenta
manchas quando colocado sob luz W 254 e 366nm) caracterizando auséncia de
grupos cromaoforos.

Além dessas, outras fracbes SEFIMFN também foram purificadas. Porém o
tratamento das mesmas ndo forneceu compostos pamsbom rendimento para 0s
estudos de RMN.

4.6 Estudo Complementar dos Frutos Maduros de Solanuaavurana

Em continuag&o ao estudo prévio (VAZ, 2008), a massanescente da fracdo em
diclorometano (CHCIl;) do extrato EHE dos frutos maduros & caavurana foi
submetida a uma nova extracdo para alcaloidesartiassemelhante aquela descrita
anteriormente pel&squema 4.2(pag. 20). Os rendimentos e analise por CCD frante

anisaldeido e Dragendorff mostraram que a extri@eprodutivel (VAZ, 2008).
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4.6.1 CCDP da Fase Alcaloidica — Frutos Maduros de Solameaavurana

Foi feita uma CCDP da nova fracao alcaloidica @btfB,7mg), eluindo em acetato
de etila 10% metanol/{v), resultando em um composto puBCFM-1), conforme mostra
o Esquema 4.8

SCFMDFA CCDP
(53,7mg) AcOEt : MeOH (10%) SCFM - 1(5mg;

A 4

Esquema 4.8CCDP da SCFMDFA da extracdo de alcaloides da fr@¢#€l, dos frutos maduros d&

Caavurana

4.6.2 Cromatografia em Coluna Rapida de SCFMDFN:

A metodologia utilizada na purificacdo da amoS@FMDFN (248,8 mg) foi a
técnica de Cromatografia em Coluna Réapida (CCFldskgrita por Still e colaboradores
(1978) com as seguintes adaptacgoes:

A coluna utilizada (CCFlash, h = 560mm= 35 mm) foi preenchida com gel de
silica seca para cromatografia rapida (40 p@3— Merck) até a altura de 200 mm da base.
Na sequéncia o solvente (gE,) foi adicionado a coluna que posteriormente fohéala.
Aplicou-se fluxo de ar de aproximadamente 2,0 ph™ até que todos os espacos vazios
do interior da fase estacionaria fossem ocupadiasspé/ente. Sobre o leito da coluna foi
colocada uma camada fina de algodao e a amostaglfoada com o auxilio de uma pipeta
de Pasteur: a coluna foi novamente preenchida skerfadvel e eluida na taxa de vazao
constante e previamente citada. O gradiente de&elupara este fracionamento esta

disposto n& abela 4.5

Tabela 4.5Dados do gradiente de fracionamento por CCFlastagdaoSCFMDFN

Fracao Gradiente % (v/v) Volume do eluente (mL)
F.1-18 CHCI, 100% 350
F.19-46 CHCI, : MeOH 2 % 400
F.47 -85 CHCI, : MeOH 5 % 400
F. 86 -90 CHCI, : MeOH 10 % 100
F.91-97 CHCI, : MeOH 20 % 100

CCFlash = Cromatografia em Coluna RapidaSCFMDFN = Solanum
caavurana frutos maduros, diclorometano, fase neutraCH.Cl, =
diclorometanoMeOH = metanol.
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Foram coletadas 97 fracbes de aproximadamente 2Ccadh, as quais foram
agrupadasHsquema 4.9 em 16 fracdes, apds andlise comparativa por GvBlada sob

lampada de UV (254 e 366 nm) seguida por borrifammeom anisaldeido e aquecimento.

Fase Neutra
SCFMDFN

Cromatografia em Coluna
Réapida (CC Flash)

Agrupamento por CCD

F.1-4(1,0mg)

F.5-8(4,0 mg)

F. 9 - 15(1,7 mg)

F. 16 - 18(1,1 mg)

F. 19 - 33(1,8 mg)

F. 35 - 46(2,0 mg)

F. 50 - 5859,1 mg) —» CCDP

CCDP [« F.59 - 66(25,4 mg)

F. 67 - 72(6,0 mg)

F. 73 - 81(3,0 mg)

F. 82 - 89(4,0 mg)

F.91 - 931,5 mg)

F. 94 - 97(4,9 mg)

Esquema 4.9Cromatografia em coluna rapida (CCFlash) da SCFMRgiNipamento das fracdes.

As sub-fracbe$. 50 - 58(59,1 mg) eF. 59 - 66(25,4 mg) foram purificadas por
CCDP em gel de silica. As especificacOes refereaefsacionamento de. 59 - 66estao
descritas com devido detalhamentoltemn 4.6.3 O tratamento dE. 50 - 58nao forneceu

compostos puros com bom rendimento para estudBa/iie

4.6.3CCDP de SCFMDFN F.59-66:

A partir da CCDP d&SCFMDFN F.59 - 66(25,4 mg), eluida em éter de petroleo
20% acetonawvv), (Esquema 4.1) resultou no isolamento d8CFl - 4 que forneceu

resultado positivo frente a reagente de Dragendorff

F. 59 - 66(25,4mQ) E.P.: 20% acetong

SCEMDEN cCDP _[: SCFMFN F.59 (2) | SCFI-5(5,7mg)

SCFMFN F.59 (2) [»| SCFI- 4(2,3mg)

Esquema 4.10CCDP da SCFMDFN F.59 - 66 da extragéo de alcalaiddsagéo ChCl,
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4.6.4 Cromatografia em Coluna Rapida de SCFMDFI

A fracdo SCFMDFI também proveniente da extracdo alcaloidica dosdru

maduros dé&.caavuranateve sua purificacao feita por CCFlaBlsquema 4.1).

Porcéo Insolavel
SCFMDFI (435,5mg)

Cromatografia em Coluna
Rapida (CC Flash)

Agrupamento por CCD

F.1-2(1,1 mg)

F. 3(0,9 mg)

F. 4 -6(4,5mg)

F. 7 - 15(2,4 mg)

F. 18 - 20(6,0 mg)

F. 23 - 38(4,3 mg)

F. 39-4317,1 mg)
SCFI -1
F.44(2,6 m — Aceton: [ :
F. 45 - 498,4 mg) ( 9 (1,4 mg
F. 51 - 579,1 mg)
F. 58(2,0 mg) — E.P [— F.58(1,4mg)
F. 59 - 61(6,0 mg)
F. 63 - 65(8,9 mg)
F.66(2,0mg) | Acetona — F.66(1,5mg)

F. 67 - 71(12,7 mg)

F. 72 -735,3 mg)

F. 75 - 77(9,5 mg)

F. 79 - 81(13,7 mg)

F.83-85488mg) |» CCDP | SCFI-2eSCFI-3

F. 86 - 88(72,6 mg)

F. 89 - 92(8,8 mg)

F.93-10211,2 mg)

F. 103 - 10§10,8 mg)

F. 107 - 11316,1 mg)

F. 114 - 12322,5 mg)

F. 124 - 13(08,1 mg)

Esquema 4.11Cromatografia em Coluna Rapida (CCFlash) da fr&@BMDFI. Agrupamento das fracdes.

Para este fracionamento observou-se as mesmas c@esdicromatograficas
previamente descritas para a purificacadoS€MDFN (Item 4.6.2 com gradiente de

eluicdo detalhado nBabela 4.6(pag. 32).
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Tabela 4.6Dados do gradiente de fracionamento por CCFlasradéoSCFMDFI;

Fracdo Gradiente % (v/v) e\I{J(:ehrige(rioL) Fracao Gradiente % (v/v) e\I{JOeIlrJr[Te]e(riOL)
F.1-20 CHCI, 100% 500 F.75-81 GHal, : MeOH 20 % 200
F.21-27 CHKCl,: MeOH 1 % 200 F.82-91 GHl, : MeOH 30 % 300
F.28-34 CHCI,: MeOH 2,5 % 200 F.92-97 Gll, : MeOH 40 % 200
F.35-44 CHKCIl,: MeOH 5 % 300 F. 98 - 104 GHl, : MeOH 50 % 200
F.45-55 CHCIl,: MeOH 7 % 300 F.105-111 GEl,: MeOH 60 % 200
F.56 -67 CHCI,: MeOH 10 % 400 F.112 - 117 GEl,: MeOH 80 % 200
F.68-74 CHCl,: MeOH 15 % 200 F. 118 - 130 MeOH 100 % 350

CCFlash = Cromatografia em Coluna Rapid§CFMDFI = Solanum caavuranfiutos maduros diclorometano,
fase insolavel;CH,CI, = diclorometanoMeOH = metanol.

Foram coletadas 130 fracGes de aproximadamente 2@aula, as quais foram
agrupadas em 25 fracdes, apods analise comparativ@GD revelada sob lampada de UV
(254 e 366 nm) seguida por borrifamento com angddttde aquecimento. Desta coluna
foram obtidas algumas substancias puras, deneas,SCFI - 1, SCFI - 2e SCFI - 3
foram completamente determinadas. Os demais coogp@miam obtidos em gquantidades
infimas ndo permitindo a sua determinacédo estiutura

Todos os compostos isolados, tanto dos frutos mostquanto maduros ds.
caavuranadepois de identificados e caracterizados, foratizados como padrdes tanto
para o estudo dos mecanismos de fragmentacdo enmc@it) para as analises destes
metabdlitos em extratos de outras plantas do g&memundisponiveis Tabela 1.1, pag.

12), pela metodologia de desreplicacao.
4.7  Espectrometria de Massas

Metanol (CHOH), acetonitrila (CHCN), acetato de etila (AcOEt) grau HPLC e
agua desionizada (MilliQ — Millipore®) foram utiazlos durante todo o estudo de
espectrometria de massas (EM). Os espectros deasnasm ionizagcdo por eletrospray
(ESI-MS) do ion precursorfull scaj e dos ions produtos foram adquiridos no modo
positivo em um espectrometro micrOTOF-QIl, da Brulaltonics que possui uma
configuracdo quadrupolo, tempo de voo como anaiigsd

As solugbes dos extratos brutos foram infundidas pdentro da fonte de
eletrospray a um fluxo deub.min™, usando uma bomba Harvard Aparatus modelo 1746
(Holliston, MA). Os compostos puros e os extratmsri dissolvidos em GOH aquoso
(20%) para fornecer uma concentracdo de 0,5mg.raL1QL (apés filtragem em

membrana de 0,2@n), foram injetados para cada analise.
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Os experimentos de espectrometria de massas seueom ionizagcao por
eletrospray (ESI-MS/MS) foram conduzidos somentenodo positivo usando as mesmas
condicOes descritas anteriormente. O nitrogénig) {®l utilizado como o gas de colisao
(CID). A energia de colisdo foi variada de 5 a 80(de 5 em 5 eV), para maximizar a
formacdo de fragmentos diagndsticos. As medidamassas acuradas foram feitas no

mesmo equipamento.

4.7.1 Obtencéo dos Extratos para Estudos de ESI-MS

Para que se desse inicio aos estudos de mapeafitegtomico primeiramente
houve a necessidade de obtencdo dos extratos @& dsdespécies vegetalalfela 1.1
pag. 12) conforme descrito pdisquema 4.12

MATERIAL
VEGETAL

« 2 mL de metanol (x3)

Agitar
(banho ultrassbénico)
15 minuto:

Evaporacdo completa

do solvente
| Solubilizacéo
Extratos | \eoH : HO
Metandlico: .
7:3
(Particao
Hexan( Diclorometan Residuo
Metanol: HO
73
Andlise por
IES - EM
e IES - EM/EM

Esquema 4.1ZFluxograma do procedimento de obtencéo dos extpai@sanalise de desreplicacéo.

Para a obtencdo dos extratos, uma pequena quantdadnaterial vegetal foi

colocada dentro de um almofariz sendo posteriorenpatverizado com auxilio de um
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pistilo. O po6 resultanted {40 mg) foi colocado dentro de wral onde foram adicionados
2mL de CHOH. O vial foi levado para banho ultrassbnico e deixado extharante
15min. Este procedimento de extracdo foi repetido 3 vezes com novas aliquotas de
CH3OH. Os sobrenadantes retirados com o auxilio deram@pipeta foram agrupados e
centrifugados, sendo posteriormente secos em tatopgrambiente até atingir massa
constante.

Apos determinacdo de suas massas 0s extratos fiisaoividos em 2mL de uma
mistura CHOH : H,O (7 : 3) e submetidos a particdo cawhexano (GHis) €
posteriormente com Cl,. O extraton-hexanico e aquele obtido em &, foram
reservados para analises posteriores. O extratorh@landlico (EHM) remanescente foi
destinado as analises por ESI-MS e ESI-MS/MS.

4.7.2 Particdo dos Extratos

No tocante aos extratos obtidos para o estudoufitoigo Esquema 4.1 pag. 18),
adotou-se procedimento semelhante aquele previardestrito para 0s materiais vegetais
secos. Uma pequena quantidade dos extrat@® (mg) foi suspendida em 2 mL de uma
mistura CHOH : H,O (7 : 3) e levada em banho ultrassénico para henmgacao por
15min. O volume foi ajustado para 3 mL com mistQissOH : H,O (7 : 3). Os extratos
suspensos foram entdo submetidos a particdo cos@lgldendo que esta fracdo tambéem
foi reservada para andlises posteriores e o extidtrmetanolico (EHM) remanescente

foi reservado para analises por ESI-MS e ESI-MS/MS.

4.8 Obtencado Quimica da Caavuranamida a Partir de SCR

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados @ntla amina em questao
juntamente com 12 mmol de ortoformiato de trie(lagura 6.5, pag. 51). A &gua
destilada ou mistura de agua destilada e etanalwbsna proporcdo de 1:1, foram
utilizados como solvente reacionél 10mL). A mistura da reacao foi deixada em refluxo
(T 090°C) sob agitacdo magnética de 1 a 6 dias. Agifacao pelo periodo necessério, a
mistura reacional foi extraida com CHE3 x 10mL). Metodologia adaptada de Kaboudin
(et.al, 2010) detalhada ritem 6.3 (pag. 50).
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5. TESTES BIOLOGICOS

5.1 Atividade Antimicrobiana

Os extratos brutos e algumas das fragfes dispsrfima@m avaliados quanto a sua
atividade antifungica e antibacteriana. Estes se$team realizados na Divisdo de
Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pes@ssQuimica, Biologica e Agricola
(CPQBA) - UNICAMP tendo como colaboradora a Drartd&ristina Teixeira Duarte.

Para os extratos, os microrganismos testados fdsawgitlus subtilisATCC 6051,
Candida albicansATCC 10231,Escherichia coliATCC 11775,Enterococcus faecium
CCT 5079, Enterococcus hiraeATCC 10541, Micrococcus luteusATCC 4698,
Pseudomonas aeruginosaTCC 13388,Rhodococcus equATCC 25729, Salmonella
choleraesuis ATCC 10708, Staphylococcus aureu®A\TCC 6538 e Staphylococcus
epidermideATCC 12228.

No caso dos testes com as bactérias foi utilizadmim Nutriente Agar, e para a

leveduraC. albicans meio Agar Sabouraud Dextrose.

5.1.1 Determinacao da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada atravésdeééerminacdo da Concentragédo
Minima Inibitéria (MIC) dos extratos, de acordo cormétodo da microdiluicdo (ELOFF,
1998), descrito a seguir:

Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios o¢gs foram depositados 100
de caldo Mueller-Hinton, com excecao da colunadl® foi utilizada para os controles.
Na coluna 1 - linha A, foram acrescentadosubOda fracdo ou extrato a ser testado, de
concentracdo conhecida (uma substancia diferente qa@la namero ou coluna), até a
concentracdo de 1,0 mg MLEm seguida, 10QL do contetido do orificio foram
homogeneizados com o meio e transferidos pardioioria linha seguinte (B), repetindo-
se este procedimento até a linha H, de modo a oipter concentracdo decrescente do
extrato. Os 10QL finais foram desprezados. Em seguida, il0Gde uma suspensao dos
microrganismos, de crescimento recente (24 hocagg, turvacao foi comparada a escala
de McFarland n° 0,5 e diluidos para concentracéal fide 16 células mL* foram
adicionados. As placas foram seladas com paragnmeubadas por 24 h a 37 °C. Apos

este periodo foram acrescentadogb@e uma solucdo aquosa de TTC (cloreto de trifenil
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tetrazolium) a 0,5 %, e a placa re-incubada porrta lieferida temperatura. A MIC foi
definida como a menor concentragdo do extrato @¢Oés capaz de impedir o
aparecimento de coloracdo vermelha. Também forafnidos nos testes, controles dos
antibioticos nistatina e cloranfenicol, para canfaicdo da esterilidade do meio de cultura e

do crescimento dos microrganismos.

5.2 Atividade Antiproliferativa (Atividade Antitumorain vitro)

A avaliagao da atividade antitumoral de extratdsagbes foi realizada de acordo
com a metodologia desenvolvida p@ational Cancer Institut§NCI-USA), utilizando
nove linhagens tumorais humanas: linhagens U25&te(8a Nervoso Central, SNC
glioma), K562 (leucemia), MCF-7 (mama), NCI-ADR/REB8véario com fendtipo de
resisténcia a multiplos farmacos), UACC-62 (melaapnNCI-H460 (pulm&o tipo nao
pequenas células), PC-3 (préstata), HT-29 (col)feDVCAR-3 (ovério) e 786-0 (rim),
VERO (rim, célula normal, macaco verde) cultivaégas RPMI com 5% de soro fetal
bovino.

Estes testes foram realizados na Divisdo de Fatomwace Toxicidade do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimica, Biologioageicola (CPQBA) - UNICAMP, tendo
como colaborador o Dr. Jodo Ernesto de Carvalho.

Os extratos nas concentracdes de 0,25; 2,5; 28 pfi’ foram adicionados em
placas de 96 divisdes, contendo quatro linhagenplpoa. Apos um periodo de incubacao
de 48 horas, as células foram fixadas através gdade acido tricloroacético (50 %).
Apo6s 60 minutos, o acido tricloroacético foi rentuvipor aspiracdo e a seguir as placas
foram lavadas com agua corrente para, apés secagesm coradas com a sulforrodamina
B (SRB). O excesso de SRB foi removido das plapas 40 minutos atraves de lavagem
com acido acético a 1 %. Finalmente, o corantadtibilizado por adicdo de tampao tris
base. A leitura Optica foi realizada por leitor d#croplacas (elisa) em 560 nm
(SHOEMAKER,2006).

Com os dados obtidos, foram construidos graficlagiomando a porcentagem de

inibicdo de crescimento com a concentracdo da&udistteste.
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5.3 Avaliagao da Atividade do Extrato em Camundongosdeunoculados com

M. leprae

Os animais utilizados como modelo experimental arforcamundongosiude
obtidos do Biotério do Instituto Lauro de Souza &iem Bauru. Estes foram mantidos
conforme normas de bioética animal preconizadaso pEbmité Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

A amostra foi constituida por trés grupos expertaisn Os animais foram
inoculados com Hbacilos/0,03 ml, no coxim plantar, sendo contr@®:(os grupos GlI,
GllI, foram tratados, com 6 mg/kg e 9,0 mg/kg/deaexktrato, respectivamente. O extrato
foi administrado por gavagem, respectivamente &rpdw momento das manifestacoes
clinicas da hanseniase, 5 dias por semana, a garitava semana de inoculacdo, durante
20 semanas. O numero de bacilos recuperados reverdds grupos foi comparado pelo
teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, conformeotocolo preconizado pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO:

O estudo fitoquimico para os frutos maduros e ineatdeS. caavuranaforneceu
sete compostog-{gura 6.1), sendo todos eles identificados como alcaloidtsreidais
pertencentes a classe dos espirossolanos. Suasturstr foram determinadas
predominantemente com base na analise dos espdet@8IN de'*C e de DEPT 135,
complementadas pelos dados de RMN'dee RMN 2D (HMBC, HSQC e NOESY)
guando necessatrio.

As substanciasSCFI - 1, SCFI - 2, SCFI - 3, SCFI - 4 e SCFI - 5 foram
encontradas tanto em frutos maduros quanto imateregiantcSCFM - 1 e SCFM - 2
apenas dos frutos maduros. Ap6s andlise de RMN*@ee DEPT 135 aliados aos
experimentos de ESI-MS e ESI-MS/MS prop0ds-se oadstpuque consta raigura 6.1
PorémSCFM - 2 ainda se encontra em fase de confirmacao estrutura

B N scEM -1 (+ OH)SCFM - 2
H Frutos madurog

Figura 6.1 Substéncias isoladas dos frutos imaturos e madigSelanum caavuran¥ell.
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Além do estudo fitoquimico realizado para os fruteduros (VAZet.al, 2012) e
imaturos deSolanum caavurand/ell., outras espécies deste género foram colstada
(Tabela 1.1 pag. 12), e tiveram seus extratos obtidos paestaodo de mapeamento
fitoquimico por espectrometria de massas sequeacial ionizacdo por eletrospray ESI-
MS/MS, com injecdo direta dos extratos na fonteomézacdo (DIMS). Esta técnica €
conhecida por ser capaz de promover a rapida fabeigio de metabdlitos secundarios de
interesse em extratos ainda nado fracionados, alé@middntificacdo de compostos
desconhecidos (BEDAIRt.al, 2008).

Estudos como este sdo ideais para a compreensgoerfib de metabdlitos
secundérios produzidos por espécies vegetais dalftasileira, com reducao consideravel
no tempo de preparo de amostra e de analise, emdiapeis para pronta aplicacdo em

fontes naturais visando o tratamento de doengas;demo o Mal de Hansen por exemplo.
6.1 Obtencédo dos Extratos para o Estudo Fitoquimico
Os extratos para estudo fitoquimidésquema 4.1 pag. 18) foram obtidos por

maceracao ap0s serem evaporados em pressao reeueigan suas massas determinadas
(Tabela 6.)).

Tabela 6.1Informacgdes sobre a obtengdo dos extratos paradoefitoquimico

Massa dos Extratos (g)

e Chma (@ Bwaoerde CREL foranoico
(EME) (EHE)
S. caavurana Fruégénlg%turo >02.9 >0 il -
(SC) T(;OC”%’ 7855 1,5 46,9 ne
S. déglg():onos Pa(r;eleF;ASreas 243.6 4,0 26,4 12,8
S. s((éust;cum Fruzglsn;ia;turo 4703 14.4 41,2 6,5

SC = Solanum caavuran&D = Solanum diplocon@s$SS= Solanum scuticunil = Frutos imaturosPA = Partes aéreas;
T = Tronco;EP = Extrato em éter de petroleBME = Extrato metanolicoEHE = Extrato hidroetanodlicone = nédo

efetuado.

Apos andlise com CCD destes extratos usando conmladores anisaldeido,

reagente de Dragendorff e de Marquis, foi possdesitificar a presenca de alcaloides no

EP e EME dos frutos imaturos &escuticume somente no EME das partes aéreaS.de

diploconos ParaS. caavurandodos os extratos acusaram a presenca de alcaloide
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Usou-se o reagente de Marquis (HARBORNE, 1988) camaliar para deteccao
de alcaloides, uma vez que para os alcaloidesoatdes do géner&olanumo reagente de
Dragendorff muitas vezes fornece apenas um positiudo fraco como observado no
laboratorio e descrito também no trabalho de Silvalaboradores (2005). Os resultados
obtidos foram muito eficientes, uma vez que o @stér do revelador de Marquis fornece
em alguns casos, positivos muito mais visiveisaeagente de Dragendorff.

ApoOs obtencéo dos extratos foram feitas as extsagéealcaloides dos EME dos
frutos imaturos deS. caavuranae S. scuticume do EHE deS. caavuranausando as
condi¢des que constam ttem 4.2 (pag. 18). N abela 6.2sdo encontrados os resultados

completos e rendimentos obtidos apos essas exsracte

Tabela 6.2Massas e rendimentos obtidos para extracdes aleidles dos extratos

Polaridade do Massa da .
. Massa do ~ . ~ Rendimento
Espécie extrato de extrato (g) Fracao Cadigo frggao (%)
origem obtida (g)
. eutra , ,
I;;‘t‘ltﬁf)s Metandlico 23,1662\ aioidica  SSFIMFA  1,1475 4,9
Perda - 13,5869 58,7
Insolavel SCFIMFI 3,0977 13,6
Neutra SCFIMFN 5,9560 26,4
Metandlico 23,1885 Alcaloidica SCFIMFA 0,3048 1,3
Ppt. Alcaloidico SCFIMPA 3,5864 15,8
S.caavurana Perda - 9,7336 429
Frutos Insolavel SCFIHFI 1,9394 15,5
Imaturos Neutra SCFIHFN  2,2505 18,0
Hidroalcodlico 12,4811 Alcaloidica SCFIHFA 0,7445 6,0
Ppt. Alcaloidico SCFIHPA 2,1150 16,9
Perda - 5,4317 43,6

Ppt. = precipitado.

Antes do fracionamento, uma pequena porcao doateste das fracbes obtidas
apos procedimento de extracdo para alcaloidesief@rvada e destinada aos testes de
atividades biolégicasltem 5, pag. 35). Neste trabalho foram avaliadas asdaiilgs:
antitumoral, antimicrobiana e antileprética (hariasa). Outra pequena massa dos extratos

foi destinada a analise de mapeamento fitoquimic&SI-MS/MS.

6.2 ldentificacdo dos Metabdlitos Secundarios dos Fretde_Solanum caavurana

O fracionamento dos extratos obtidos a partir dow$ maduros e imaturos &e
caavuranaresultou na identificacdo de sete substanciasoomef detalhado néabela 6.3

a seguir. Pelas observacdes prévias de seus pspiistrais no RMN d#1 e anélise dos
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dados de RMN dé®C e DEPT 135, aliado ao resultado positivo frenteagente de
Dragendorff, foi possivel determinar que todos @mmostos isolados fossem pertencentes

a classe dos alcaloides esteroidais com esqueldtpalespirossolano.

Tabela 6.3Substancias isoladas dos frutos maduedsaturo de Solanum caavurana

Composto Estrutura da substancia isolada Fracdo de origem Mssa (mg)

SCFIMFN F.31-13-3-3 7,7
SCFI-1 SCFIMFN F.31-23-3 1,4
rel-(22S,259)-3pB-hidroxi-5a-espirossolano SCFMDFI F.44 1,4

ou tomatidin&®(9)

W\ PAFISC F.61 (teste) 6.4

SCFIMPA F.60-76 ppt 7,7
SCFI-2
SCFIMPA F.110-145 (F.25) 15,1
rel-(22S,259)-3a-amino-Sx-espirossolartb SCFMDFI F.83-85 5,3
PAFISC F.69 (teste) 23,2
SCFIMPA F.110-145 (F.39) 60,5
SCFI - 3 SCFIMPA F.110-145 (F.49) 42,5
SCFIMPA F.110-145 (F.145) 22,7
rel-(22S,259-3B3-amino-%-espirossolano ou SCEMDEI F.83-85 3.2

soladunalinidin(16)

VAZ et.al, 2008

VAZ et.al, 2012

SCFI -4 SCFIMFN F.31 (4) 5,4
SCFMDFN F.59(2") 2,3

rel-(22S5,259)-50-espirossol-3-ona
ou So-tomatidan-3-ori(7) SCFIMFN F.31-13-3-1 01,0

VAZ et.al, 2008

SCFI-5 VAZ et.al, 2012

rel-(22S,259)-4en-espirossol-3-ona SCFIMFN F.31 (13) 6,9
ou 4-tomatiden-3-0ri& (6)
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VAZ et.al, 2008

VAZ et.al, 2012

rel-(22S,259)-3B-N-formilamino-5a- SCFMDFAF.1 5,5
espirossolano ou caavuranamiéa (

VAZ et.al, 2008 2,5

(+ OH)SCFM - 2

A seguir serdo apresentadas as elucidagdes eatsypara os alcaloides esteroidais

isolados neste trabalho.

6.2.1 Determinacéao Estrutural de SCFI - 1 — Tomatidina

Durante o tratamento cromatografico®@FIMFN, oriundo dos frutos imaturos de
S.caavuranaSCFI - 1 foi obtido como um sdélido cristalino em formato afgulhas finas,
de coloracdo bege, que forneceu resultado positere ao reagente de Dragendorff,
apresentando uma cor azul bastante intensa quamdtada em CCD com anisaldeido e
posterior aquecimento. Por ndo apresentar grumosdaforos, sua detecgdo ndo pode ser

efetuada em luz UV nos comprimentos de onda testado 254 e 366 nm).

SCFI - 1rel-(225259-33-hidroxi-50-espirossolano
ou tomatidina g)

Sua férmula molecular £H4sNO, (MM calcd. = 416,3523 Da) foi obtida a partir

do sinal referente & molécula protonada [M*H) espectro de massksl scanem m/z
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416,3532 (erro = 2,3 ppm), obtido a partir da @eatle espectrometria de massas de alta
resolucdo com ionizagéo por eletrospragdectro EM.1, Anexo Il, pag. 111). Os demais
dados referentes a sua fragmentacao podem sertetmsnal abela 6.12(pag. 62).

A andlise do espectro de RMN H€ (Espectro EI.2 Anexo I, pag. 94), permitiu
claramente determinar a presenca de 27 sinais @ueem predominantemente na regiao
dos carbonos $pcaracteristico dos alcaloides esteroidais, ossdagam atribuidos, com
auxilio do espectro de DEPT 13kspectro EI.3 Anexo Il, pag. 95), como sendo a
tomatidina 9). Sinais tipicos tais como a presenca de um carbgado a uma hidroxila,
ocorrendo endc 71,3ppm (que € o substituinte mais comum em C¢d pase tipo de
substancia) além da auséncia de sinais na regioaibonos p[descartando a hipétese
de queSCFI-1 se tratasse da solasodiry) ue possui uma ligacdo dupla entre os
carbonos 5 e 6], foi determinante para sua elugmac

Outros carbonos tipicos desse tipo de esqueletoos@el6 ocorrendo endc
78, 7ppm e o C-22 0t 98,8ppm), este Ultimo caracterizando a presencaarml
aminoespirocetal, que em unido com os sinais d8 ©226,6ppm), C-24&: 28,4ppm) e
C-26 ©@c 50,0ppm), determinam a configuracao relativeS(22S) tipica da tomatidinadj
quando comparando os deslocamentos desses carbomo® da outra configuragao
possivel em C-22 e C-25, encontrada na solaso8jr{gigura 6.2).

26,6 31,0

/23 221’6 25
27

99,3 |}l 26 19.3
22
‘ H 50,2

configuracgado (28259 configuracao (2R:25R)
(9) tomatidina (8) solasodina

Figura 6.2 Deslocamentos de RMN d&C (em ppm) caracteristicos para os anéis F de

alcaloides esteroidais @&lanumcom esqueleto do tipo espirosolano (RADEGEl4al, 1977).

Pelo espectro de RMN del (Espectro El.1, Anexo II, pag. 94), tem-se o H-16 em
oy 4,13 ppm dd), devido ao acoplamento com os hidrogénios H-1%¥/. Todos os
sinais coincidem com os valores da literatura caiservado ndabela 6.4 (Anexo |,
pag. 86), sendo que a tomatidirt) € uma substancia bastante comum encontrada em

plantas dos géner@olanume LycopersiconSolanaceae).
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Esta substancia também pode ser identificada méssfmaduros d&.caavurana
(emSCFMDFI F.44) ap6s analise dos respectivos espectros de nfalisssan(emm/z=
416,3533) e sequencial (ESI-MS/MS) onde foi posgieeceber que esta, apresentara 0s
mesmos ions fragmentos gBEFI - 1 e com intensidades bastante semelhantes. Diante
deste fato, é possivel inferir que a técnica deaspmetria de massas, foi extremamente
proveitosa e vantajosa na identificacdo desse cstmpw extrato em CiEl, dos frutos
maduros, uma vez queCFl - 1 foi isolado em pouquissima massa (1,4mg), ten@o su

identificacdo por RMN dificultada nas condi¢c6eseamxpentais adotadas.

6.2.2 Determinacéo Estrutural de SCFI - 2 e SCFI - 3

Durante o fracionamento do precipitado alcaloiditm extrato metandlico dos
frutos imaturos deSolanum caavurana/ell. (SCFIMPA) foram isolados, em varias
fracbes, os compostos &259-3a-amino-%x-spirosolano 15) e (225,255)-3B3-amino-5-

spirosolano 16), sendo o ultimo conhecido como soladunalinidifebgla 6.3 pag.41).

27

SCFI - 3rel-(225259-3B-amino-%x-espirossolano
ou soladunalinidinal()
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Os dados dos espectros de RMN-#&desacoplado para ambos os compodtfs (

e (16) — Tabela 6.5¢ 6.6 respectivamente, (disponiveis no Anexo |, page 88) também
apresentaram 27 sinais de carbono distribuidosipgimente na regido de carbonos. sp
Destes, a maioria dos sinais obtidos, possui d@slentos quimicos praticamente
idénticos (C-7 / C-27) para ambos os compos$@¥;| - 2 e SCFI - 3. Porém, os atomos
de carbono dos anéis A e B (C-1 até C-10) mostraranndes distintos quanto aos seus
deslocamentos quimicos, dependendo da orientacacsutdstituinte amino (-N)
localizado no carbono C-3a(ou f£), & O 459ppm 15 e & O 51,0ppm 16)
respectivamente.

Os demais sinais em comum, principalmente C&k6[{ 78,5ppm), C-225¢ [
99,0ppm) e C-266¢ [150,2ppm) para ambas as substancias, confirmana aqlesse do
esqueleto alcaloidico em questao, trata-se doepaossolano mais especificamente com
configuracao relativa (Z25S) como aquele ja determinado p&&FI - 1, a tomatidina
9).

A presenca de dois sinais referentes a carbonmmyeitados endc [145,9ppm e
50,3ppm 15) edc [151,0ppm e 50,2ppnif), aliada ao fato de previamente atribuidge
(0 50,2ppm para C-26, forneceu a evidéncia de queavieesum carbono nitrogenado.
Também a auséncia de quaisquer sinais nos espeet@%N de™>C em torno deéc O
71,0ppm, eliminou a possibilidade destes alcalgidesem espirossolanos 3-hidréxi-
substituidos, tais como a solasodiBpd a tomatidina9) que sdo de ocorréncia bastante
comum como relatado anteriormente. Logo, a presdagam carbono nitrogenado extra,
sugeriu qUeSCFI - 2 e SCFI - 3 fossem alcaloides da classe dos 3-aminoespirossola
De fato,SCFI - 2 difere deSCFI - 3 apenas pela configuracdo do grupo amino presente n
C-3. Sua similaridade refletiu diretamente na shargja dos deslocamentos quimicos
observados (C-7 até C-27) nos espectros de RMNGipara ambos os compostos como
mencionado anteriorment&gbelas 6.5¢6.6, Anexo |, pags. 87 e 88).

Alcaloides do grupo dos 3-aminoespirossolanos @ossocorréncia bastante rara
na familia Solanaceae, particularmer8€Fl - 2 e SCFl - 3 sé foram relatados
anteriormente ent. dunalianum(BIRD et.al, 1979; MAXWELL et.al, 1996) eS.
arboreum(MAXWELL et.al, 1996) respectivamente.

Por se tratarem de compostos ja conhecidos, agl&pdes estruturais s6 foram
feitas a partir da analise dos dados de RMN’@ealiado ao DEPT 135 e estes estéo de
acordo com a literatura como evidenciado Talelas 6.5e 6.6 (Anexo |, pags. 87 e 88).

Futuramente experimentos de HSQC e HMBC poderasdiieitados para atribuicdo dos
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sinais de RMN déH. Os dados referentes aos estudos de Espectrardetiilassas para
ambos os compostos podem ser encontraddaln@la 6.12(pag. 62).

6.2.3 Determinagao Estrutural de SCFI - 4 -d&tomatidan-3-ona

O compostoSCFI - 4, isolado da fase neutra do extrato em metanolrutesf
imaturos deS. caavuranamostrou se tratar daxn&omatidan-3-ona7) ap0s comparagao
com os dados espectrais ja publicados (NAGAOKRal, 1993) e com aqueles
previamente obtidos em nosso grupo de pesquisa (28@3) e recentemente publicados

(VAZ et.al, 2012), como observado mabela 6.7 disponivel no Anexo | (pag. 89).

SCFI - 4rel-(22S,259)-5a-espirossol-3-ona
ou J-tomatidan-3-onar

6.2.4 Determinacéo Estrutural de SCFI - 5 - 4-tomatideneéha

O compostoSCFI - 5 foi encontrado na fase neutra de ambas as exyggia
alcaloides dos extratos em metanol, tanto dos drut@duros quanto imaturos de
S.caavuranaApés andlise dos seus dados de RMNP@ee comparacdo dos respectivos
espectros de masshsgl scan(m/z= 412,3207) e espectros de massas sequenciais (ESI
MS/MS), o composto mostrou se tratar da 4-tomatRlena 6), ja isolado e devidamente
caracterizado pelo nosso grupo de pesquisa (VAZ3)20
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SCFI - 5(6) (225259)-espirossol-4-en-3-ona
ou 4-tomatiden-3-ona

Esses dados foram recentemente publicados (¥#&l, 2012), e as atribuicdes
como pode ser observado mabela 6.7 (Anexo |, pag. 89), refletem que a diferenca
fundamental entr8CFI - 4 e SCFI - 5 é a presenca de uma insaturagdo entre os carbonos
4eb.

6.2.5 Identificacdo estrutural de SCFM-1 - caavuranamida

A substancia isolad& CFM-1 foi identificada como sendo caavuranamillp [a
isolada anteriormente no estudo da fracdo rica lealoades dos frutos maduros &
caavurana(VAZ, 2008). Esse composto foi obtido como um pdogo e amarelado.

Todos os seus dados espectrais foram recentemesiieaplos (VAZet.al, 2012).

SCFM - 1rel-(22S259-33-N-formilamino-5x-espirossolano
ou caavuranamidd)

Pela anélise dos espectros de RMN3@e(Espectro EVI.2, Anexo Il, pag. 102) e
DEPT 135 Espectro EVI.3, Anexo Il, pag. 102), pode-se determinar mais wemR a
presenca dos carbonos tipicos que caracterizamgueleso do tipo espirosolano, com C-16

ocorrendo end¢c 78,5ppm e C-22 em 99,4 ppm. Além disso, pelo ¢spee RMN de'H
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(Espectro EVI.1, Anexo Il, pag. 101), tem-se o H-16 carbinodlico &m,12 ppm ¢dd),
devido ao acoplamento com os hidrogénios H-15a5bielH-17. A presenca do grupe
formil em C-3, foi proposta ainda pela a analiseedpectro de RMN d&H onde dois
sinais, um emdy 8,12 ppm in) e outro emdy 3,85 ppm 1) apontaram a presenca de
hidrogénio de funcéo aldeido e do hidrogénio ligaddC-3 respectivamente. O sinal largo
e pouco intenso observado ém 5,35 ppm in) foi atribuido ao hidrogénio ligado ao
nitrogénio do grupdN-formil, semelhantemente ao observado para a guldramnida A

(18) por Kumari e colaboradores (1986).

(18) solanopubamida A

A presenca do grupo formamida atribuida pelo seraldy 8,12 ppm(m) no
espectro de RMN d&H, foi confirmada, no espectro de RMN He€, pela presenca de
uma carbonila de amida no deslocamentadglel60,3 ppm. Os dados para os demais
carbonos constituintes da porcao esteroidal (0292%), tem estereoquimica coincidente
com SCFI - 1, a tomatidinag) e cujos dados espectrais sdo semelhantes a mBsma.
mesma forma os valores obtidos para deslocameniasaps nos espectros de RMN de
'H e de *C remanescente¢Tabela 6.8 Anexo |, pag. 90), foram atribuidos por
comparacdo com o alcaldide esteroidal caavurana(B)desolado anteriormente (VAZ,
2008).

Outra caracteristica observada é a presenca ddasretl8, C-19, C-21 e C-27,
cujos sinais no RMN d¥C e de*H ocorrem, respectivamente, em 16,9 ppm (0,84 spm:;
12,3 ppm (0,83 ppns); 15,9 ppm (0,96 ppnd) e 19,3 ppm (0,86 ppnal).

Com estes dados pdde-se concluir que o compostouastdo € um alcaloide
esteroidal denominado caavuranamidab) ( [rel-(22S.259)-3B-N-formilamino-5a-
espirossolano], da classe dos espirossolanos gueosdostos predominantes no género

Solanum Este produto natural so foi encontrado até o nmboneos frutos maduros &
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caavuranaVell (VAZ et. al, 2012). Trata-se da segunda formamida obtida mergé
(KUMARI et. al, 1986).

Também foi efetuado o experimento de NOE®¥clear Overhauser effect
spectroscopy (Espectro EVI.4, Anexo I, pag. 103), para corroboraratribuicdo dos
deslocamentos quimicos (RMN d&l e de *°C), e principalmente para a correta
determinacdo da configuracdo relativa dos carbasisreogénicos. Nesta andlise foi
possivel confirmar astereoquimica relativa proposta para a subst@aaauranamidas(

— Figura 6.3), tais como a juncatrans dos anéis A/B, a juncédois dos anéis D/E e
também, a configuracdo (85223N-espirosolano [conforme observado para a tomatidina

(9)] e a orientac&o do grup@-N-formilamino.

Figura 6.3 Correlacfes relevantes observadas no NOESY 2Dapeaiavuranamiday.

Um forte NOE fuclear Overhauser effedibi observado entre os sinais de £
(&4 0,86) com os sinais de H-264(2,74) e H-24« (dy4 1,37), indicando que GFR7 se
encontrava na posicao equatorial. Correlacdes datetambém puderam ser observadas
entre CH-21 @y 0,96) com H-17 & 1,60), H-23 &, 1,66e 1,34)e H-16 O 4,14),
sugerindo uma configuracdo relatida para C-22 a juncdocis dos anéis D/E. A
orientacdo axial de H-50 1,18) foi suportada pelas correlacbes intensas kEe®gy,
(04 0,69) e H-3« (04 3,86). Esta ultima informacdo denota que o sulisté N-
formilamino localizado em C-3 estd com configura@®eN. Todos os fatos descritos
suportam a configuracdo relatival-(25S,229-33-N-formilamino-5u-espirostano a qual
esta em concordancia com solanopubamidd@KUMARI et.al, 1986) e com os dados
relatados para (&259)-3B-amino-m-espirossolanos (MAXWELIet.al, 1996).

Outras andlises foram feitas para completar suactaizacdo, tais como:

determinag&o do ponto de fusdo: PF = 115 - 11¢Aulo do desvio pticdo]3d® = +
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6,3 (CHC}; ¢ 0,0027) e a obtencéo de seu espectro na rdgiadravermelho: IV (KBr)
(Espectro EVI.5, Anexo Il, pag. 103Vmafcm™: 3429, 2930, 2852, 2362, 2341, 1656,
1543, 1456, 1383, 1264, 1037, 973, 872, 750 e 668.

6.3 0btencdo Quimica da Caavuranamida a Partir de SCFI-

O isolamento dos isbmeros 8 3 aminoespirosolanosSCFI - 2 (15) e SCFI - 3
(16)] dos frutos imaturos d8. caavuranae da B-N-formilespirosolano $CFM - 1 (5)],
esta Ultima inédita na literatura, nos fez propeifreese de ambos os isdmerase333 N-
formilaminoespirosolanos para estudos da configwago C-3 através de RMN

(Esquema 6.}.

HN™"

Esquema 6.1Proposta para obtencao dobl3ermilaminoespirossolanos nas configuracées®3 a partir

dos 3-aminoespirossolanosi(8 3B) isolados.

Para o inicio dos estudos de otimizacdo dos parasneécessarios para conduzir a
reacdo deN-formilacdo do produto natural isolado, tentou-sempiramente utilizar a
metodologia descrita por Krishnakumaet.&l, 2011) que utiliza como agente de
formilacédo, o acido férmico e catalisador, oxidotd@nio (TiO,-P25). Como composto

modelo foi utilizada a anilind=(gura 6.4):

H
NH, /K
H\
o

HCOOH-CHCN

N
TiO, - P25 "
(1 dia agitando)

Figura 6.4 Reacédo d&-formilacéo da anilina, catalisada com &cido foomecTiO-P25.
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Essa metodologia funcionou muito bem para a anibnde ocorreu a formagéo do
produto esperado e com alto rendimento. Este faitaldévidamente corroborado apés
anélise dos espectros de RMN’tee RMN de'*C. Porém em se tratando de uma catélise
acida (em éacido férmico), quando essas condicOesnfdestadas nal-formilacdo do
produto natural, foi observada a degradaca8®@El - 3 com a provavel abertura do anel
aminoespirocetal (anel F) em meio acido. Logdl-farmilagcdo deSCFI - 3 s6 pode ser
efetuada, utilizando ortoformiato de trietila, eneimhidroetandlico (50%), uma vez que

SCFI - 3é insolavel em agudigura 6.5):

HCOOH-CHCN

TiO, - P25 / HCOOH H
(1 dia agitando)

EtOJ\ OFEt o
OFt

H N
H

Figura 6.5 Reactes dBl-formilagdo deSCFI-3.

O produto formado a partir da reacdo demonstrantaaapartindo do isémerof33
foi eficiente e mostrou se tratar efetivamentedmpostcSCFM - 1, ap6s comparacéo de
seus dados espectrais de RMN'Hee RMN de’*C, suportados pelos dados obtidos nos
experimentos de HMBC e HSQC, com os da substaratizal isolada $CFM - 1 (5)]
(Tabela 6.9 Anexo I, pag. 91). As atribuicdes dos deslocaogemguimicos do produto
obtido por via quimica estdo em coeréncia com agueéscritos nttem 6.2.5 (pag. 47)
para o produto natural isolad®CFM - 1. Além disso, 0s espectros de madsidisscan
(ESI-MS) e sequencial (ESI-MS/MS) do produto es@#M - 1 estdo coincidentes.

Para o isomero®3[SCFI - 2 (15)], a reacdo ndo ocorreu nas mesmas condic¢des,
nao sendo possivel isolar nenhum produto. Mas ravalgacdo do meio reacional por EM,
acusou em quantidades minimas em relacdo ao reageftrmacéo do produto esperado.
Isso leva a considerar que a conformaca®&@el - 2 (15) deve causar um impedimento
estérico ao substituinte em C-3 fazendo com gueagado ocorra muito mais lentamente
que para o isdmerd3dSCFI - 3(16)]. Novas tentativas alterando as condi¢des reaso

serdo realizadas.
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6.4 Testes de Atividade dos Extratos vegetais

Extratos brutos e fracdes obtidas da extracao glaedoides Esquema 4.2 pag.
20) foram submetidos a avaliacdo quanto as suadates antimicrobianal @bela 6.10
Anexo |, pag. 92) e antiproliferativia vitro (Tabela 6.11 Anexo |, pag. 93), conforme
procedimentos descritos ftem 5 (pag. 35).

6.4.1 Atividade Antimicrobiana

De acordo com aabela 6.10(Anexo |, pag. 92), os extratos obtidos a partiSde
caavuranaforam os mais ativos contra uma ampla variedadaideorganismos testados.
Esta espécie mostrou ser um excelente antifangisto que todos o0s extratos
apresentaram MIC muito inferior ao controle posithistatina quando testados corfra
albicans o extrato em metanol do tronco e o extrato em éée petroleo dos frutos
imaturos foram seletivos para este fungo com MICs 82 ug mL* respectivamente
apresentando atividade potente quando comparadoesoamontrole adotado (MIC 50g
mL™).

ContraB.subtilis foram considerados ativos os extraBGFMDFN (MIC 30 ug
mL™), SCFIMFN (MIC 31 pg mL?), SCFIMPA (MIC 15 pg mL™Y) e SCFIMFA (MIC
31pg mL™) onde o controle cloranfenicol apresentou MIC @@@ mL™.

ParaE.coli as fracbes ricas em alcaloid8€FIMFA e SCFIMPA foram mais
potentes que o controle adotado (MIC4PmL™Y) ambos apresentando MICs @4 mL™.

O mesmo foi observado pdta faeciumondeSCFIMFN, SCFIMFA e SCFIMPA (todos
com MIC 31pg mL™) onde foram muito mais potentes que o cloranfémjue apresentou
MIC de 70pg mL™.

Os extratos obtidos d& scuticune S. diploconogoram pouco ativos para todos os
microrganismos testados sendo seletivos para o orgamismo S. choleraesuis
apresentando MIC de 300 e 700y mL*® respectivamente, enquanto o extrato
hidroalcodlico deS.diploconodoi seletivo paraR.equicom MIC 900ug mL*. Os extratos
brutos mais ativos foram aqueles obtidos dos frim@suros de5. caavurana

O extrato etanolico obtido dos frutos maduros Sleaavurana ndo mostrou
atividade significativa frente a nenhum dos micamigmos testados. Contudo suas sub-
fracbes oriundas de particdo liquido-liquido conslafometano (CHCl,) e é&lcool n-

butilico (h-butOH), e incluindo também aquelas provenientesexi@acdo alcaloidica
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descrita pel&Esquema 4.2(pag. 20), apresentaram forte atividade garaoli, M. luteus,

R. equi,B. subtilise E. faecium sendo similares e em alguns casos até supeqae®
controle positivo cloranfenicol para alguns micamigmos testados. A maioria dos
resultados obtidos paib.caavuranasdo promissores uma vez que se referem a extratos
brutos que s&o considerados ativos até a concéatrE; 100Qug.mL™* (SARTORATTO
et.al, 2004).

6.4.2 Atividade Antitumoral

De acordo com Fouchet(al, 2006) a atividade antitumoral pode ser categdaza
para fins de estudo: o extrato pode ser considenativo (TGI> 50ppm), pode apresentar
uma atividade fraca (15ppmTGI < 50ppm), apresentar atividade moderada (6,25ppm
TGI < 15ppm) ou ter uma atividade potente (G6,25ppm). Os resultados do teste de
atividade antiproliferativa (antitumoral) obtidoarp os extratos de algumas espécies de
Solanumestudadas estd mostrado Tabela 6.11 (Anexo |, pag. 93) apresentando 0s
resultados na forma de concentracées em pmym(?) de “Total Growth Inhibition -
TGI", ou seja, trata-se da concentracao inibitoriaa paescimento total da linhagem da
célula cancerigena. Diante disso, foi observadoajgens dos extratos brutos e fracdes
oriundas das extracOes para alcaloides mostrarambasgante ativos para algumas
linhagens de células tumorais humanas.

Todos os extratos considerados potentes foramasbadpartir deS. caavurana
onde o extrato em etanol dos seus frutos madumsTedl = 2,11 ppm contra células de
melanomaSCFIMPA com TGI = 6,4 ppm contra células de leucemia e ¥@l4 ppm
contra células de cancer de ovarioS6TM com TGI = 5,0 ppm sendo seletivo para
cancer de ovario &CFIMFI e SCFIMFN do extrato em metanol d&caavuranacom
TGl 2,1 e 4,8 ppm ambos para células de canceval&oo

Os extratos que apresentaram atividade conside@tda moderada também sao
oriundos deS. caavurana SCFMDFN com TGI de 8,09 para células de melanoma,
SCFIMFA com TGI de 9,3 para células de cancer de ovariounica atividade
pronunciada para os extratos $lscuticunrepresentada p@TFIFA com TGI 11,8 para
células de leucemia, indicando que esse extraaet\w para esta linhagem.
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6.4.3 Atividade Antileprética

Devido ao relato de uso etnofarmacolégicoSleaavurangpara o tratamento da
hanseniase (CORREA, 1984), os testes para determiasividade antileprotica foram
realizados em parceria com o Instituto Lauro Sodealima (ILSL - Bauru/SP) sob
responsabilidade do Dr. Dejair Caitano do Nascimefts resultados se encontram na
sequéncia.

A mediana, a soma e média dasks nos respectivos grupos foi:

Gl (n=8): 20,00; 112,00; 14,00;

Gll (n=8): 21,00; 125,00; 15,62;

Glll (n=10): 13,80; 114,00; 11,40. P = 0,4938.

Os resultados obtidos neste estudo n&o foram dmmasios promissores uma vez
que oextrato deS. caavuranando reduziu a proliferagcao baciiarvivo, apesar de haver
relatos sobre sua acao antiproliferativayitro. Os resultados indicam que as dificuldades
dos estudos com extrato bruto sdo as limitacbedonante as informacdes quali e
guantitativas e acerca das substancias ativas trat@xalém de propriedades fisico-

guimicas dos ativos que assegure sua interferéamabacilo.

6.5 Estudo dos Mecanismos de Fragmentacéo de Alcaloidsteroidais

O géneroSolanumé rico em alcaloides esteroidais glicosilados é@o e seu
isolamento e identificacdo ndo € uma tarefa fémvido a isso, a identificacdo por EM
desses compostos € muito util para posterior atifiv dessa informacédo em estudos de
desreplicacdo, ou seja, identificacdo dessa cldsseompostos em outras espécies de
Solanumsem necessariamente precisar isola-los.

Em busca recente na literatura foi encontrado loath® de Cataldigt.al, 2005)
que tinha como objetivo, analisar os glicoalcalside tomatelfycopersicon esculentum
Mill. (Solanaceae)] pela técnica de LC-ESI-MS/MSesk¢ trabalho eles também
identificaram a presenca da aglicona tomatid8fafl-1 (9)] no extrato e, baseando-se nos
mecanismos de fragmentacdo de saponinas esterpiaiSAB-MS/MS (LIANG et.al,
2002), propuseram o mecanismo de fragmentacaS8QGid-1 (9) pela técnica de ESI-

MS/MS, como representado pekliguras 6.6e 6.7 (pags. 55 e 56 respectivamente).
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De acordo com 0s autores ocorre inicialmente umadapeeutra de agua, através de
um processo de rearranjo no anel E, originandonodieoam/z 398, a partir da molécula

protonada [M+H] comm/z416 conforme representado Figura 6.6:

NH,

m/z416 m/z398

Figura 6.6 Racionalizagdo do processo de desidratagcdo conglicoalcaloides esteroidais e a aglicona tipo

espirossolano tomatidin&CFI - 1 (9)], conforme proposto por CATALDdt.at, 2005.

Isto demonstra que as perdas de agua sdo comumgopl@as os ions contendo
agliconas do tipo espirossolano, independentendmtgo de substituinteR localizado
no C-3 (CATALDI et.al, 2005). Paralelamente este ion (comk 416), pode originar
outros dois ions emm/z 273 e 255, envolvendo agora a clivagem da ligagade do
carbono espirossolano no anel F, através de umniseta de fragmentacdo que é similar
aguele observado para outras saponinas esterqid#slG et.al, 2002), conforme
ilustrado naFigura 6.7 (pag. 56).

Trata-se de uma proposta pouco provavel, uma veznggracoes de hidreto em
fase gasosa sdo bastante raros. Porém essas @sdémtecem subsidios para propor que
a desidratacdo posterior ocorre em outro local olécula além do anel E.

Por sua vez Claeysef(al, 1996) estudou o processo de fragmentacdo (FAB-
MS/MS de baixa energia) de glicoalcaloides estaisid algumas de suas agliconas, entre
elas a tomatidina9j e a solasodina8), com esqueleto do tipo espirossolano e a
demissidinal9) e a solanidinal@3), ambas com esqueleto do tipo solanidano.

HO HO

(19) demissidina (13) solanidina
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m/z416

m/z416 m/z273

[over H

m/z255 (143 Da)

Figura 6.7 Mecanismo de clivagem dos anéis E e F da agliesteoidal do tipo espirossolano tomatidina
[SCFI - 1 (9)] proposto por Cataldit.at, 2005. Reacéo de eliminacao para a perda de 148perda neutra
de HO também estd ilustrada (m/z 243255).

Os autores citam que dissocia¢cbes envolvendo @sebgandas resultam de dois
mecanismos gerais: fragmentacdes dirigidas porac@rgven charge fragmentationsu
por carga remota ou a distancieenjote charge fragmentationsAs fragmentacdes
dirigidas por carga parecem dominar o espectro agsas de compostos contendo anéis
saturados: essas reacdes resultam na perda de parteadeia lateral como espécies
neutras e fornecem informacgdes Uteis sobre isbnestosturais. Ja as fragmentacdes por
carga remota sao mais intensas na presenca deuratgms e também fornecem
informacfes sobre as posicdes das mesmas ou desghighoxi ou ceto nos anéis
(CLAEYS et.al, 1996).

Para o compost&CFI-1 (9) os autores propuseram 0 mecanismo descrito na
Figura 6.8 (pag. 57).
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m/z273
m/z416

(-H20)
—_—

m/z161

Figura 6.8 Mecanismos que racionalizam a formacaondz273 e 161, no espectro CID da tomatidi®a (
SCFI - 1. (Fonte: CLAEY Set.al, 1996).

Eles também acreditam que os ions aofm273 observados no espectro, possam
ser interpretados como oriundos da fragmentacdmdbE, que € algo plausivel, uma vez
que origina cations alilicos estabilizados por geéscia. Porém mais uma vez como ja
discutido anteriormente, € pouco provavel que essEsmNiSMOS ocorram via migracao e
rearranjo de hidreto visto que essas vias sao eanasise gasosa. Ja 0s ions ¢ofm255
podem ser formados pela perda de agua (em C-3}tinguss ionsm/z273 e também pela
fragmentacéo dos ions [M + H -®]" (m/z398) conforme representado Figura 6.8.

Para Claeyset.al, 1996) o ion den/z 255 pode ser formado diretamentend&
398 uma vez que eles analisaram o espectro dgpfodatos. Também propuseram que a
formacdo dos fragmentos camz161 e 147 podem ser racionalizados como resuttado
perda de agua e de multiplas clivagens no anel Queoé plausivel, uma vez que a
fragmentacdo ocorre por mecanismo dirigido por aargsultando novamente em ions
alilicos estabilizados por ressonancia como sugeraFigura 6.8.

Partindo-se dos dados anteriormente publicadosautilos, o presente trabalho
visa colaborar com o conhecimento acerca dos mosede fragmentacdo da classe dos
espirossolanos, estudando os mecanismos de fraggierndas demais agliconas da classe
dos espisorrolanog @bela 6.3 pag. 41), isoladas dos frutos Secaavurangela técnica

de espectrometria de massas sequencial com ioaipac&letrospray ESI-MS/MS.
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6.5.1 Mecanismos de Fragmentacao dos Espirossolanos pd-ES/MS

Todos os alcaloides esteroidais estudados no peesabalho pertencem a classe
dos espirossolanos. Foi possivel identificar palpeetro de massas sequencial algumas
semelhancas entre suas fragmentacdes como saridtist seguir.

O Espectro EM.1 (Anexo Il, pag. 111) mostra o espectro de massasaka
resolucao full scar) obtido para o compost8CFI - 1 em modo positivo, mostrando a
presenca de um ion intenso conz416,3532 referente a molécula protonada do compost
SCFI -1 (9). Para verificar seu perfil de fragmentacdo, fealizada a técnica de
dissociacao induzida por colisdo (CID) e o espedegomassas sequencial encontra-se
representado nspectro EM.2 (Anexo Il, pag. 112).

Os fragmentos obtidos no espectro de massas desspfodutos d&SCFI-1 (m/z
416,3532) sdo bastante semelhantes aqueles jataegara a tomatidingd) (CLAEYS
et.al, 1996; CATALDI et.al, 2005), onde se percebe que 0 processo predominant
fragmentacdo de alcaloides com esqueleto do tipmossolano, trata-se de uma perda
inicial de agua (18 Da), provavelmente oriunda d@yénio presente no anel E, via

mecanismo de fragmentac¢ao por carga remota ouéndia, representado Rigura 6.9:

(- H20)

Figura 6.9 Mecanismo proposto para a perda neutra de agiajI® anel E: caracteristica dos alcaloides

esteroidais da classe dos espirossolanos.
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Esta proposta € mais coerente, diferente daquelantrada na literatura uma vez
gque é muito rara a ocorréncia de rearranjo de toideen fase gasosa como proposto
anteriormente por Claeys e colaboradores (199@pmresentado previamente pEigura
6.8 (pag. 57).

Propbe-se que esta primeira perda neutra M@ s¢ja realmente proveniente do
anel E, considerando inicialmente a protonag&oxigéaio, uma vez que ela ocorre em
todas as substancias isoladas (independente dddigabstituinteR presente no C-3), o
que nado impede eliminacbes competitiveis para cetopocom-R = —-OH. Essa
fragmentacdo é bastante favorecida, uma vez qgamamm carbocation terciario em C-
22, bastante estavel devido a ocorréncia de ressianéom o par de elétrons do atomo de
nitrogénio vizinho.

Outra caracteristica dos alcaloides esteroidais €ss® tipo de esqueleto é a perda
posterior de 143 Da, considerando inicialmentecéopa¢do no nitrogénio, observada para
todas as substancias e que caracteriza a fragraerdag@nel F, e a perda da cadeia lateral,

conforme mostrado raigura 6.10

assisténcia anquimérica

(- 143 Da)

formacéo do carbocéation alilico
Figura 6.10Mecanismo proposto para a perda dos anéis E eFJa} caracteristica dos alcaloides

esteroidais da classe dos espirossolanos.
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De acordo com Crotti e colaboradores (2006), azawdio para grande parte das
substancias organicas que nao apresentam sistem@mgugados, ocorre geralmente via
reacbes acido-base, como observado para todasbsiirstias no presente trabalho. A
protonacao e/ou a desprotonacao de uma substédapende majoritariamente da estrutura
da mesma e do tipo de solvente utilizado.

Foi observado que a estrutura dos espirossolangsuipalois heteroatomos
espacialmente proximos (O e N nos anéis E e F ctgpmente), com pares de elétrons
ndo ligantes, e que podem estabilizar eletronicéenerion H, ficando retido entre eles.
Portanto a fragmentacgdo ocorre levando em conses esas possibilidades: ora o ioh H
fica localizado no atomo de N, ora no atomo de @yd.o mecanismo representado na
Figura 6.10 (p4g. 59) se processa a partir do &omo de oxigégindo como um
nucledfilo interno, realizando uma assisténcia anfgrca com o C-22, tendo por
consequéncia uma abertura do anel F. Posteriorreentee mais uma vez a formacgéo de
um carbocation alilico estavel (independente do dip substituinte ligado em C-3) com a
eliminacdo da cadeia lateral constituida pelossaaé F.

Outro fragmento importante observado em algumasulastancias isoladas ocorre
emm/z147. Este é também produto de mecanismo dirigida@arga, conforme detalhado

naFigura 6.11

NH,

7w
: /[\{
Chli

mecanismo dirigido por carga
(driven charge mechanigm

m/z147

Figura 6.11 Mecanismo dirigido por carga remota ou a distarmmaposta para a formacéo do fragmento de
m/z147.

Estes s&o os principais mecanismos que ocorremagasabstancias isoladas com

esqueleto do tipo espirossolano.
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Realizando a analise dos dados de ESI-MS/MS dasidesubstancias isoladas
(SCFI-1, SCFI-2, SCFI-3, SCFI-4, SCFI-5 e SCFM-1) e identificadasTabela 6.3 pag.
41) nos frutos maduros e imaturos 8e caavuranaa Tabela 6.12 (pag. 62) traz de
maneira esquematizada, os principais ions obsesyaala os espectros de ESI-MS e ESI-

MS/MS oriundos dos mecanismos ja relatados.
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Tabela 6.12Dados de ESI-MS e ESI-MS/MS referentes as subsiiispladas dos frutos maduros e imaturoS.dsaavurana
SCFI -1 SCFIl -2 SCFI -3 SCFI -5

Formula
estrutural®

Formula molecular C27H45N02 Cz7H4eN20 Cz7H4eN20 Q7H43N02 Cz7H41N02 ngH4eN202
Massa molecular 415,3450 414,3610 414,3610 413,3294 411,3137 489,35
calculada (Da)

[M+H] * 416,3532 415,3676 415,3707 414,3378 412,3320 443,3705
[M+H — H,0]" 398,3394 397,3549 397,3590 396,3252 394,3212 42%,36
[M+H — NH 4" 398,3435 398,3449

[M+H-NH ZCOH]+ 300,2391
380,3288 380,3329
273,2210 272,2364 272,2379 271,2054 269,1972
; } ® ; ‘ ® ; ‘ ® ® ®
HO HoN HoN o @
255,2109 255,2113 255,2154 255,2140
‘ €] ‘ ® ‘ €] €]
253,1946 251,1849
173,1374 173,1035
161,1318 161,1311 161,1335 161,1374
@ @ @ @
I I I 161,1317 161,1381

147,1160 147,1159 147,1204

8Os espectros de massas ESI-MS e ESI-MS/MS para &sdsubstancias, constam no Anexo |l (a partraga 111).
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6.5.2 Estudo Comparativo das Vias de Fragmentacdo dos isgolanos
Isolados

Apés a preposicdo dos processos de fragmentacamcquem com mais facilidade
nos espirossolanos, esta representadaFigara 6.12 uma via com a proposta de
fragmentacdo para a substan&@F| - 1, baseada nas analises dos seus espectros de
massadull scan(Espectro EM.1, Anexo Il, pag. 111) e do espectro de massas seiglie
(Espectro EM.2, Anexo Il, pag. 112), levando em consideragcédo 200® mecanismos
previamente discutidos.

E possivel notar a perda de agua caracteristicandb E dos espirossolanos, e
também a perda de 143 Da com eliminacdo dos angis,Elando origem ao carbocation
alilico, além das clivagens mudltiplas no anel Qrfando os fragmentos com/z 161 e
147.

r -1H+

H
(0]

HO'

m/z416 W NH, W NH,

OH o}
¢ Hztiy \ 143 Da)

m/z273

m/z398

(- H0)

H+

| }

\

H

\ o

)
® Formag&o do
carbocétion alilico

m/z147 m/z161 m/z255

Figura 6.12 Via de fragmentacao proposta p&@FI - 1 (m/z416,3532) mostrando seus principais ions
produtos.

Quando analisando os espectros de massas dosromhggs para as duas aminas
isoméricasSCFI - 2 e SCFI - 3em todos os potenciais de fragmentacéo aplicatios @

60 eV), ndo foi possivel perceber diferencas digatif’as nos ions fragmentos formados
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em seus espectros de massas sequenEisgetro EM.4 e Espectro EM.6 Anexo |,
pags. 114 e 116 respectivamente). De maneira amadggura 6.13 traz uma proposta

fragmentacao que € comum para as substag€las - 2 e SCFI - 3.

H+

HoN

(-143 Ty

@

m/z415

(- NHyg)

m/z397

HoN (- NHg)
miz272 \
¢ NHa)l , e+ W\

(- 143 Da) o — >
Wil

m/z380

/2255 m/z398

Formagéo do
carbocation alilico / \
€]

o e

m/z147 miz161

Figura 6.13Via de fragmentacéo proposta p&@FI - 2e SCFI - 3(m/z415,3676) mostrando seus

principais ions produtos.

Apds a observacdo minuciosa dos seus espectrosasieasfull scan (Espectro

EM.3 e EM.5, Anexo Il, pags. 113 e 115) e dos respectivos adspme de massas
sequenciaisEspectro EM.4 e EM.6, Anexo I, pags. 114 e 116), para ambos 0s casos é
possivel perceber mais uma vez a perda neutra.@eprbvavelmente no anel E dos
espirossolanos, mesmo porque o substituinte emn€sB caso trata-se de um grupo
amino £NHy). Ha também a perda caracteristica de 143 Da deandevido a eliminacao
dos anéis E e F, dando origem ao carbocéation@léiém das clivagens multiplas no anel
C formando os fragmentos com/z 161 e 147. O diferencial observado para a sulelass

dos 3-aminoespirossolanos saturados especificaméeatpossibilidade de perda neutra de
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uma molécula de aménia (NHI1 17 Da) em algumas etapas de seu processo de
fragmentagao como representado acima.
Para os compostos carboniladSFI - 4 e SCFI - 5, as propostas de suas vias de

fragmentacao encontram-se nas fig@dsgle 6.15respectivamente:

— — H+

H
(0]

o/

mi/z414

- Hz(iy \(-‘143 Da)

®
® H
o
o~ miz271

m/z396 (- H,0)

m/z253
Figura 6.14 Via de fragmentagdo proposta p&@FI - 4 (m/z414,3378) mostrando seus principais ions

produtos.

~ 1H+

H (- CO)
(6] —_— m/z173 —> m/z145

o”

) BN

m/z412

(- Hz(iy \(-‘143 Da)

ﬁ\ ®
\
® H
/@§:§\/ O
o m/z269

m/z394

m/z175

(- H0)

m/z251
Figura 6.15Via de fragmentagdo proposta p&@FI| - 5(m/z412,3320) mostrando seus principais ions

produtos.
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Para ambos os compostos carbonila86%1 - 4 e SCFI - 5 isolados nos frutos
maduros e imaturos dgcaavurangé possivel perceber novamente a perda neutrgude a
proveniente do anel E, e também a perda de 148Balfante da eliminacédo dos anéis E e
F em espirossolanos, originando carbocations @dilestaveis, ainda carbonilados neste
caso.

A principal diferenca verificada para esses comgmstn relacdo aos demais, € que
nao foram detectadas as clivagens ocorrendo no@nelidenciada pela auséncia dos
fragmentosm/z 161 e 147. Além disso, para ambos 0s casos, hérjposiente, outra
perda neutra de 4@ que provavelmente seja oriunda da pronotacdo xigémo da
carbonila em C-3. J& a insaturagdo presentéS€fl - 5 conduz & eliminagdo de CO
(C28Da) provavelmente pela contracao do anel A.

No caso do composto caavuranami@p ICFM - 1, o padrédo de fragmentacao
segue o0 esperado para 0s espirossolanos e sua fragthentacdo proposta esta descrita

naFigura 6.16.

m/z443

e Hzciy \(;143 Da)
®
o)
A,
H m/z300

H miz425 (- NH,CHO)
\

®
9

miz161 m/z255

Figura 6.16 Via de fragmentacao proposta p&@FM - 1(m/z443,3705) mostrando seus principais ions

produtos.
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Apds compreensao de todos os mecanismos de fragrdentdo reconhecimento
das estruturas dos principais ions produtos obpdos cada substancia isolada, e levando
em conta as vias de fragmentacdo descritas pam@ropostos isolados, espera-se ser
possivel realizar a proposta estrutural para owglisonas que ainda nao foram isoladas,

mas que estao presentes nos extratos das outtes @el. caavurana

6.5.3 Determinacao Estrutural de SCFM-2 por ESI-MS/MS alilo a estudos de
RMN

SCFM - 2 (SCFI - 5 + OH)

Este composto ainda néo teve sua estrutura comaata determinada. Nao foi
possivel propor algo apenas baseando-se nos dad®sIN de'’C e de'H. A técnica de
ESI-MS/MS foi fundamental para ajudar a caracterzépo de arcabouco d&CFM - 2.
Como proposta inicial trata-se de um alcaloide regtal com esqueleto do tipo
espirossolano, substituido com uma hidroxila aseta definicdo de sua exata localizacao
na molécula.

Analisando o espectro de RMN € paraSCFM - 2 (Espectro EVIII.2, Anexo
II, pags. 106 e 107) foi possivel observar os sinmaferentes a uma carboniaf3
insaturada através dos deslocamentos dos carbo8o®4£199,5 ppm), C-4& 123,8
ppm) e C-5 & 171,3 ppm), além dos sinais caracteristico dosiedstps do tipo
espirosolano o C-1@&¢ 78,0 ppm) e o0 C-22D¢ 99,5 ppm).

Analisando seu espectro de masBadk scan (Espectro EM.13 Anexo Il, pag.
123), observamos o ion referente a molécula prdeosamm/z428,3228 tendo coeréncia
com a formula molecular £H41NOs, indicando que a massa molecular calculada do
composto isolado corresponde a 427,3086 Da. Nockepa&le massas sequencial
(Espectro EM.14 Anexo Il, pag. 124) ha primeiramente, duas pertagras de pO
representadas pon/z 410,3103 e 392,3031, sendo provavel que a print@fas seja
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referente a abertura do anel E dos espirossolamosuéra possa ser originada a partir de
alguma hidroxila localizada na estrutura em loctdrdnte de C-3. Isto aliado ao fato de
que no espectro de RMN #& observa-se dois carbonos oxigenadoSei8,0 ppm &c
69,6 ppm, além daquele observado para a carb@ilda99,5 ppm), é bastante plausivel.
Outro fragmento importante com/z 285,1914 revela a perda neutra de 143,1314 Da,
caracteristica dos anéis E e F como observaddqdwa os espirossolanos isolados.
Analisando o espectro de RMN de (Espectro EVIII.1, Anexo I, pag. 105),
observa-se ainda presenca de dois hidrogéniosndlidois emdy 4,12 ppm e de
hidrogénio de ligacdo dupla H-4 edp 5,76 ppm. Diante destas informacdes, se prop6s
queSCFM - 2 se assemelha@CFIl - 5 com a presenca de uma hidroxila a mais. Porém,
até o presente momento ndo foi possivel deterroimde este substituinte esta localizado.
As posi¢cdes mais provaveis encontradas na litergtara a substituicdo por hidroxilas
nesse tipo de estrutura é em C-6, C-7, C-11, @415 ou C-23.

6.6 Estudo de Mapeamento Fitoquimico por ESI-MS e ESISMMS

Devido a complexidade quimica de matrizes tais c@mwoextratos vegetais, é
geralmente aceito que apenas uma unica técnicdieamaldo forneca uma visdo completa
do metaboloma, desta maneira € comum o empregailtiplas tecnologias. A escolha de
qual é a tecnologia mais adequada, normalmente nsequéncia da velocidade,
seletividade quimica e sensibilidade instrumergakghda.

Neste trabalho a técnica escolhida para a anabiseextratos foi a espectrometria
de massas com infuséo direta (ou DIMS). Esta taaoasiste na analise direta de extratos
vegetais complexos, via espectrometria de massasi@oizacao por eletrospray (ESI-
MS), sem a etapa de separacdo cromatografica.-Jeat@ uma técnica muito sensivel e
que fornece um sistema dereeningde alto desempenho (HTS) para a impressao digital
metabolica hetabolic fingerprintingy Constitui-se de uma analise rapida (normalmente
menos de 5min.) e que possui uma sensibilidadeormaior quando comparada a técnica
de RMN. Isso € bastante vantajoso, uma vez queitgevarias analises em apenas um dia.

Porém as analises por DIMS além de serem suscetiveiipressao de ionizacgéao,
também possuem limitacdo por sua inabilidade deratitiar compostos isoméricos uma
vez que se baseiam apenas nos dados de massasaactwaforme averiguado nesse

trabalho.
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Para que o procedimento de mapeamento fitoquiraituat coeréncia, é necessario
que tanto o fon referente a [M+Hho espectrdull scan de ESI-MS, quanto os ions
fragmentos obtidos a partir de [M+Hho espectro de massas sequencial ESI-MS/MS
coincidam com aqueles observados para os compososmente isoladod ébela 6.3
pag. 41). Levando isso em consideracdo, observalyms inesperado: 0s compostos
isolados e os constituintes dos extratos ndo podsea analisados por DIMS. Isso porque
possuem relacdes/z muito préximas que nao puderam ser resolvidas pehdisador
utilizado.

Os dados referentes aos extratos hidrometandliossfrdtos imaturos Tabela
6.13 e madurosTabela 6.14 deS.caavurangobtidos por ESI-MS/MS estao descritos na

sequéncia:

Tabela 6.13Dados de ESI-MS e ESI-MS/MS referentes as prinsipailéculas protonadas [M+H]
encontradas no extrato hidrometanélico dos fruteguros deS. caavurana

[M+H] * Fragmentos majoritarios (m/2 ogtidos a partir de [M+H]" Espectro® Possivel
(40 eV) composto

398,3440 380,3308 255,2115 161,1304 147,1128EM.17

412,3214 397,3531 380,3293 271,2068 255,2134 182,1347,1153 EM.18

414,3374 397,3538 271,2070 255,2137 161,1327 18%9,1 EM.19 ni

415,3666 397,3545 271,2071 255,2139 161,1328 187,1 EM.20

416,3615 397,3538 271,2075 255,2139 161,1328 183,1 EM.21

428,3178 410,3053 392,2950 269,1904 255,2110 161,1212 EM.22

443,3611 425,3502 396,3201 300,2326 255,2119 161,1318 147,1150 EM.23 SCFM - 1

ni: ndo puderam ser identificados.
& Espectrdull scando extratoEspectro EM.15e EM.16, disponiveis no Anexo I, pags.125 e 126.
® Espectros disponiveis no Anexo II.

Tabela 6.14Dados de ESI-MS e ESI-MS/MS referentes as prinsipailéculas protonadas [M+H]
encontradas no extrato hidrometanélico dos frutaduros de5. caavurana

Fragmentos majoritarios (m/2) obtidos a partir de [M+H]"

+ b z
[M+H] (40 eV)? Espectro Pagina
398,3298 380,3134 271,2002 255,2052 161,1253 EM.27 137
412,3144 396,3126 269,1842 255,2049 161,1268 087,1 EM.28 138
415,3530 397,3425 380,3183 271,1997 255,2066 18&,1247,1129 EM.29 139
428,3036 410,2916 392,2833 285,1781 267,1689 EM.30 140

& Espectrdull scando extratoEspectro EM.24 EM.25 e EM.26, disponiveis no Anexo Il.
® Espectros disponiveis no Anexo II.

O Unico composto obtido que pode ser identificadtatse d&SCFM - 1, que foi
previamente isolado na fase enriquecida de aledaids frutos maduros &caavurana
(SCFMDFA) e que pela analise dos extratos por ESI-MS/MSepted sua presenca

identificada no extrato hidrometandlico dos frutoaturos da mesma espécie.
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Observando o espectro de massas sequenciabgisl - 1 (m/z443,3705) e para
o ion comm/z 443,3611 no extrato dos frutos imaturos, percebes mesmos ions
fragmentos caracterizando, portanto que se tratame$ma substancia.

Os extratos obtidos de folhaJapela 6.15 e do tronco Tabela 6.1§ de

S.caavurandaambém nado foram possiveis de analisar utilizaastia técnica.

Tabela 6.15Dados de ESI-MS e ESI-MS/MS referentes as prinsipailéculas protonadas [M+H]

encontradas no extrato hidrometanélico das folless. d¢aavurana

Fragmentos majoritarios (m/2) obtidos a partir de

+ b A
[M+H] [M+H] * em 40 e\® Espectro Pagina
398,2961 380,2844 269,1858 251,1726 175,1084 14%,09 EM.33 143
410,2968 392,2863 375,2591 269,1877 251,1757 185,09 EM.34 144
411,2996 392,2878 375,2610 269,1882 251,1763 188,09 EM.35 145
428,3120 410,2989 392,2895 267,1731 EM.36 146

& Espectrdull scando extratoEspectro EM.31e EM.32, disponiveis no Anexo II.
® Espectros disponiveis no Anexo |I.

Tabela 6.16Dados de ESI-MS e ESI-MS/MS referentes aos priigippas referentes a moléculas

protonadas encontrados no extrato hidrometandbtcmoahco deS. caavurana

Fragmentos majoritarios (m/2) obtidos a partir de

[M+H] * [M+H] * em 40 e\? Espectro®  Pagina
398,3433 380,3269 255,2099 161,1259 147,1107 EM.39 149
412,3223 394,3113 269,1920 255,2123 163,0401 1@8,10 EM.40 150
413,3298 394,3115 269,1919 255,2126 163,0398 1@3,10 EM.41 151
414,3559 394,3112 269,1918 255,2126 163,0399 1@3,10 EM.42 152
415,3669 394,3116 269,1923 255,2131 163,0404 146,10 EM.43 153
428,3184 410,3059 392,2959 267,1747 EM.44 154
4443126 426,3023 398,3079 267,1728 163,0404 1@8,10 EM.45 155
578,4098 412,3186 255,2116 163,0412 EM.46 156
726,4800 691,3831 412,3207 EM.47 157
740,4607 255,2108 EM.48 158

& Espectrdull scando extratoEspectro EM.37e EM.38, disponiveis no Anexo II.
® Espectros disponiveis no Anexo II.

O que pode ser afirmado com certa seguranca, @mipeté que o composto
SCFM-1 ndo esta presente no extrato hidrometandlico alocér e nem das folhas de
S.caavuranaom concentragao suficiente para que fosse ddtecta

Todavia a andlise dos compos&GFI - 1, SCFI - 2, SCFI - 3, SCFI - 4, SCFI - 5
por espectrometria de massas sequencial com infdséta (DIMS-MS) é possivel,
fazendo-se uso de espectrometros equipados cormsaataks tipo armadilha de ionen
traps), ou de ressonancia ciclotronica de ions com fmamada de Fourier (FT-ICR) ou
outros espectrometros sequenciais que possam prerademular os ions fragmentos, que
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em alguns casos podem permitir a diferenciacacsttateras isoméricas (BEDAIBt.al,
2008).

A espectrometria de massas com ressonancia cigicdrde ions com transformada
de Fourier (FT-ICR) é uma ferramenta poderosa p#&S devido a sua ultra resolucéo
para altas massas (1.000.000) e massa acurddppm), e tem sido aplicada com sucesso
em estudos de impresséao digital metabdlica.

Uma alternativa que também se adéqua neste casorealizar as medidas de
espectrometria de massas apés procedimento deas@patromatografica, uma vez que
essa técnica oferece a melhor combinacdo de defesilei e seletividade. A deteccéo
cromatografica efetuada pela técnica de espectrizmd® massas (HPLC-ESI-MS/MS)
fornece informacado quimica altamente especificaiimdo a massa molecular e/ou os ions
fragmentos especificos que podem ser utilizados jol@ntificacdo de compostos através
de comparacdo espectral de compostos com aquestentes em bibliotecas de dados.
Além disso, € uma técnica que permite identificagho pequenas quantidades de
metabdlitos com limites de deteccdo na escala ddspenfmols para muitos metabdlitos

primarios e secundarios.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico realizado nos frutos maduros éuims deSolanum caavurana
Vell. resultou no isolamento de sete substanaciaast pertencentes a classe dos alcaloides
esteroidais e com esqueleto do tipo espirossol@socompostosSCFI - 1, SCFI - 2,
SCFI-3, SCFI - 4 e SCFI - 5 foram obtidos tanto dos frutos maduros quantofddss
imaturos, enquant®8CFM - 1 e SCFM - 2 s6 foram isolados nos frutos maduros desta
espécie.

Seis compostos tiveram suas estruturas determinadagpalmente pela analise
dos espectros de RMN d€C aliado ao espectro de DEPT 135 e aos experimentos
bidimensionais HMBC e HSQC quando necessario. @atie esteroidal caavurnamida
(SCFM-1) teve sua estereoquimica relativa determinada apésame do espectro de
NOESY 2D e experimentos ag. Neste trabalho também foi possivel obter o comopos
SCFM - 1 a patrtir da transformacéo quimica$€Fl - 3 para realizar estudos completos
de RMN e de fragmentacgédo pela técnica de ESI-MS/MS.

Este trabalho foi o primeiro realizado em nossgogrde pesquisa, envolvendo
estudos de fragmentacdo utilizando técnicas mosled®a espectrometria de massas
sequencial com ionizacdo por eletrospray (ESI-MS/M3m esta técnica foi possivel
propor os mecanismos de fragmentacdo para todascakides esteroidais isolados,
identificando as principais rea¢des envolvidas @agjfragmentos sdo caracteristicos para a
classe dos espirossolanos. Até onde conhecemosxampao d&CFI - 1, ndo ha relatos
na literatura de estudos de fragmentacdo para newmlos espirossolanos isolados neste
trabalho.

Além disso, foi possivel identificar a presenca 8€FM - 1 no extrato
hidrometanalico dos frutos imaturos 8eaavuranaem a necessidade de seu isolamento,
apenas utilizando a técnica de ESI-MS/MS com idudifeta dos extratos na fonte de
ionizagao (DIMS-MS). Este resultado ilustra a afteodutividade e simplicidade
caracteristicas da técnica. No entanto foram obdessalgumas limitagées da DIMS-MS,
mais especificamente, os dois isbmei®€Fl - 2 e SCFI - 3 ndo puderam ser
diferenciados nem localizados nos extratos utitipapsta técnica dscreeningrapido,
uma vez que possuem as mesmas massas exatasl el@drigmentacdo semelhante.
Desta maneira faz-se necesséaria a utilizacdo deprooesso prévio de separacao
cromatografica tal como CLAE para auxiliar a idéoéicdo e caracterizacdo das outras

substancias nos demais extratos.
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As outras duas espécies coletadas qaavuranaS. scuticume S. diploconos)
tiveram seus extratos brutos (e algumas fracoedasbtla extracdo alcaloidica) avaliados
quanto as suas atividades antimicrobiana e anfgnativa in vitro. Foram obtidos
resultados promissores, até mesmo superiores quamuparadas ao padrdo positivo
empregado, especialmente pa&a caavurana cujos extratos provenientes de troncos,
folhas, frutos maduros e imaturos, foram avaligol® atividade antileprotica no sentido
de verificar o relato de seu uso etnofarmacologiesta espécie para o tratamento da

hanseniase. Os extratos mostraram-se inativoeptatividade.



74

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALENCAR, C.H.; RAMOS JR, AN.; DOS SANTOS, E.S.; GHTER, J. &
HEUKELBACH, J. (2012). Clusters of Leprosy Transsm® and of Late
Diagnosis in a Highly Endemic Area in Brazil: FoaursDifferent Spatial Analysis.
Tropical Medicine and International Health. 17 @#)8 - 525.

ALVES, C.C.F.; ALVES, J.M.; SILVA, T.M.S.; CARVALHO M.G. & NETO, J.J.
(2003). Atividade Alelopatica de Alcaloides Glidasios deSolanum crinitum
Lam. Floresta e Ambiente. 10(1): 93 - 97.

BARBOSA-FILHO, J.M. (1997). Quimiodiversidade e Euatialidade Farmacologica da
Flora Paraibana. Caderno de Farmécia. 13(2): 82- 1

BARBOSA-FILHO, J.M.; AGRA, M.F.; OLIVEIRA, R.A.G.PAULO, M.Q.; TROLIN,
G.; CUNHA, E.V.L.; ATAIDE, J.R. & BHATTACHARYYA, J.(1991). Chemical
and Pharmacological Investigation $blanumSpecies of Brazil — A Search for
Solasodine and Other Potentially Useful Therapedgients. Memdérias do Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 86(supl.Il): 1891.19

BARBOSA-FILHO, J.M.; NASCIMENTO JUNIOR, F.A.; TOMAZA.C.A.; ATHAYDE-
FILHO, P.F.; SILVA, M.S.; CUNHA, E.V.L.; SOUZA, M.N.; BATISTA, L.M.
& DINIZ, M.F.F.M. (2007). Natural products with alefprotic activity. Revista
Brasileira de Farmacognosia. 17(1): 141-148.

BENTO, A.F.; AZEVEDO, M.S.; LUIZ, A.P.; MOURA, J.A& SANTOS, A.R.S. (2004).
Atividade Antinociceptiva do Extrato Etandlico doute de Solanum acanthodes
Hook.f. em Camundongos. Revista Brasileira de Feogrosia. 14(1): 9 - 10.

BHATTACHARYYA, J.; BASILIO, IJ.L.D.; MORAIS, L.C.SL.; AGRA, M.F. &
MAJETICH, G. (2009). Alkaloids of the Root-Bark 8blanum paludosuriloric.
Biochemical Systematics and Ecology. 37: 228 — 229.

BIRD, G.J.; COLLINS, D.J.; EASTWOOD, F.W. & EXNER.H. (1979) Assignment of
the *C NMR Spectra of Some 22,26-Epiminocholestane2&2Fpiminocholest-
22(N)-enes and Some3mino Steroidal Alkaloids. Australian Journal of
Chemistry. 32: 797 — 816.



75

BRIETZIG, E.G.; FALKENBERG, M.B. & FREITAS, S.F.T(2004). Avaliacdo da
Interferénciain vitro do Extrato Seco de Berinjel&dlanum melongenh.) em

Testes Laboratoriais. Revista Brasileira de AnaliSknicas. 36(2): 105 — 110.

BVS-MS (2007). Dicas em saude — Hanseniase. Bdg#Virtual em Saude do Ministério
da Saude. Disponivel em: <http://www.bvsms.saudebgb php/index.php>.
Acesso em: 20/06/2008.

CARVALHO, L.F. & BOVINI, M.G. (2006). Solanaceae rMeeserva Rio das Pedras,
Mangaratiba, Rio de Janeiro — Brasil. Rodriguésrdl): 75 — 98.

CATALDI, T.R.l; LELARIO, F. & BUFO, S.A. (2005). Aalysis of Tomato
Glycoalkaloids by Liquid Chromatography Coupled hwilectrospray lonization
Tandem Mass Spectrometry. Rapid Communications assViSpectrometry. 19,
3103 - 3110.

CHENG, F.; LI, X. & WANG, J.Z. (2008). A new alkatbfrom Solanum cathayanum
Chinese Chemical Letters. 19: 68 — 70.

CHOWDHURY, N.; BHATTACHARJEE, I.; LASKAR, S. & CHAMRA, G. (2007).
Efficacy of Solanum VillosunMill. (Solanaceae: Solanales) as a Biocontrol Agen
Against Fourth Instar Larvae @&ulex quinquefasciatuSay. Turkish Journal of
Zoology. 31: 365 — 370.

CHOWDHURY, N.; GHOSH, A. & CHANDRA, G. (2008). Mosdgo Larvicidal
Activities of Solanum VillosumBerry Extract Against the Dengue Vector

Stegomyia aegyptBMC Complementary and Alternative Medicine. 8:-108.

CIPOLLINI, M.L. & LEVEY, D.J. (1997). Antifungal Atvity of Solanum Fruit
Glycoalkaloids: Implications for Their Frugivory @nSeed Dispersal. Ecology.
78(3): 799 — 809.

CONCEICAO, M. (1987). Dicionério: Plantas Medicimanio Ano 2000. Dicionario de
Plantas Medicinais. 32 Edi¢do. Editora ThesauBgasilia — DF. 282p.

CORNELIUS, M.T.F; ALVES, C.C.F.; SILVA, T.M.S; ALVE, K.Z.; CARVALHO,
M.G.; BRAZ-FILHO, R. & AGRA, M.F. (2004). Solasorare flavonodides isolados

de Solanum crinitunLam. Revista Brasileira de Farmacologia. 85(2)-5R.



76

CORREA, M.P. (1984). Dicionério das Plantas UteisBilasil e das Exoticas Cultivadas.
Rio de Janeiro, Imprensa Nacional. Volume |, P@. 35

DINAN, L., HARMATHA, J. & LAFONT, R. (2001). Chromtagraphic procedures for
the isolation of plant steroids. Journal of Chramgeaphy A. 935: 105 — 123.

DISTL, M. & WINK, M. (2009). Identification and Qumification of Steroidal Alkaloids
from Wild Tuber-BearingSolanumspecies by HPLC and LC-ESI-MS. Potato
Research. 52: 79 — 104.

EDMONDS, J,M, & CHWEYA, J. A. (1997). Black nightties -Solanum nigrunt.. and
related species. Promoting the conservation anafsaderutilized and neglected
crops.15. Institute of Plant Genetics and Crop tPlaResearch,

Gatersleben/International Plant Genetic Resourstgulte, Rome, Italy.

ELLOF, J.N. (1998). A sensitive and quick microplabethod to determine the minimal
inhibitory concentration of plant extracts for barca. Planta Medic@4: 711 - 713.

EMMANUEL, S., IGNACIMUTHU, S., PERUMALSAMY, R. & AMALRAJ,T. (2006).
Antiinflamatory activity ofSolanum TrilobatumFitoterapia. 77: 611 - 612.

ENNES, S.B.P. (1993). Poliquimioterapia no tratatoata hanseniase: Reacfes adversas
as drogas utilizadas. Anais Brasileiros de Dermogial 68(6): 370.

ESTEVES-SOUZA, A., SILVA, T.M.S., ALVES, C.C.F., GAALHO, M.G., BRAZ-
FILHO, R. & ECHEVARRIA, A. (2002). Cytotoxic actities against Ehrlich
Carcinoma and Human K562 Leukaemia of alkaloids #iadonoid from two

Solanumspecies. Journal of Brazilian Chemical Society613838 - 842.

FENNER, R.; BETTI, A.H.; MENTZ, L.A. & RATES, S.M.K(2006). Plantas utilizadas
na medicina popular brasileira com potencial a#idiel antifingica. Revista

Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. 42(3): 38¥-

FIESER, L.F & FIESER M. (1959). Steroids. ReinhBlgblishing Corporation. New York
— Chapman & Hall, LTD. London.

FONSECA-KRUEL, V.S. & PEIXOTO, A.L. (2004). Etnoliotica na Reserva Extrativista
Marinha de Arraial do Cabo, RJ, Brasil. Acta BotanBrasileira. 18(1): 177 - 190.



77

FRIEDMAN, M. (2004). Analysis of biologically actercompounds in potatoeSdlanum
tuberosun), tomatoes L(ycopersicom esculentymand jimson weed Datura
stamonium seeds. Journal of Chromatography A. 1054: 145- 1

FRIEDMAN, M.; LEVIN, C.E.; LEE, S-U.; KIM, H-J.; LE, I-S.; BYUN, J-O. &
KOZUKUE, N. (2009). Tomatine-Containing Green TomaExtracts Inhibit
Growth of Human Breast, Colon, Liver and Stomachmcea Cells. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 57: 5727 - 5733.

FUKUHARA, K., SHIMIZU, K. & KUBO, I. (2004). Arudoime, an allelopathic steroidal
glycoalkaloid from the root bark dSolanum arunddVattei. Phytochemistry. 65:
1283 - 1286.

GONCALVES M.C.R., DINIZ, M.F.F.M., BORBA, J.D.C.,BNES, X.P. & BARBOSA-
FILHO, J.M. (2006a). BerinjelaSplanum melongenh.) — mito ou realidade no

combate as dislipidemias? Revista Brasileira denkeognosia. 16 (2): 252 - 257.

GONCALVES, M.C.R.; DINIZ, M.F.F.M.; DANTAS, A.H.G& BORBA, J.D.C. (2006b).
Modesto Efeito Hipolipemiante do Extrato Seco derjela (Solanum melongena
L.) em Mulheres com Dislipidemias, Sob Controle ididnal. Revista Brasileira

de Farmacognosia. 16: 656 - 663.

GRIFFIN, J. W. & LIN, G. D. (2000). Chemotaxonomgdageographical distribution of
tropane alkaloids. Phytochemistry. 53: 623 - 637.

HALL, C.A.; HOBBY, T. & CIPOLLINI, M. (2006). Effiacy and Mechanisms ai-
Solasonine- and-Solamargine-Induced Cytolysis on Two Straing pfpanosoma
cruzi. Journal of Chemical Ecology. 32: 2405 - 2416.

HARBONE, J.B. 1988. Introduction to ecological diemistry. 32 ed., London, Academic
Press, 382p.

HERRERA-SALGADO, Y., GARDUNO-RAMIREZ, M. L., VAZQUE, L., RIOS, M.
Y., & ALVAREZ, L. (2005). Myo-inositol-derived glyalipids with anti-
inflammatory activity fromSolanum lanceolatundournal of Natural Products. 68:
1031 - 1036.



78

JENSEN, P.H.; JUHLER, R.K.; NIELSEN, N.J.; HANSEN,H.; STROBEL, B.W.;
JACOBSEN, O.S.; NIELSEN, J. & HANSEN, H.C.B. (2008)pPotato
Glycoalkaloids in Soil-Optimising Liquid Chromata@ghy-Time-of-Flight Mass
Spectrometry for Quantitative Studies. Journal lofdinatography A 1182: 65 - 71.

KODORU, S.; GRIERSON, D.S.; VAN DE VENTER, M. & AHRAYAN (2007).
Anticancer Activity of Steroid Alkaloids Isolatedoim Solanum aculeastrum
Pharmaceutical Biology. 45(8): 613 - 618.

KUMARI, G.N.K., RAO, L.J.M., RAO, K.V.R., KANEKO, K & MITSUHASHI, H.
(1986). Solanopubamides A and B, two further stidoalkaloids fromSolanum
PubescensPhytochemistry. 25(8): 2003 - 2004.

LANG, G.; MAYHUNDIN, N.A.; MITOVA, M.l;; SUN, L.; VAN DER SAR, S,
BLUNT, J.W.; COLE, A.LJ.; ELLIS, G.; LAATSCH, H. &MUNRO, M.H.G.
(2008). Evolving trends in the dereplication of urat products extracts: New
methodology for rapid, small-scale investigation natural products. Journal of
Natural Products. 71: 1595 - 1599.

MAXWELL, A.; PINGAL, M.; REYNOLDS, W.F. & MCLEAN, S (1996. 3-
aminospirosolane Alkaloids fro®olanum arboreunPhytochemistry. 43(4): 913 -
915.

MENTZ, L. A. & OLIVEIRA, P. L. (2004)Solanum(Solanaceae) na Regido Sul do Brasil
in Pesquisas — Botanica4, 53.

MENTZ, L.A.; VENDRUSCOLO, G.S.; SOARES, E.L.C. & ©@NOLI-SILVA, M.
(2007). Solanaceae Nativas no Rio Grande do SakiBr Listagem lISolanuniL.
Revista Brasileira de Biociéncias. 5(2): 1059 -1.06

MIKICH, S.B. & SILVA, S.M. (2001). Composicdo Flatica e Fenologia das Espécies
Zoocoricas de Remanescentes de Floresta EstacBmmldecidual no Centro-
Oeste do Paran4, Brasil. Acta Botanica Brasiliéa1): 89 - 113.

MITOVA, M.l.; MURPHY, A.C.; LANG, G.; BLUNT, J.W.,COLE, A.L.J.; ELLIS, G. &
MUNRO, M.H.G. (2008). Evolving trends in the delieption of natural products

extracts. 2. The isolation of chrysaibol, an awtiloi peptaibol from a New Zealand



79

sample of the mycoparasitic fungu®epedonium chrysospermurdournal of
Natural Products. 71: 1600 - 1603.

NAAFS, B. (2006). Treatment of Leprosy: sciencepatitics? Tropical Medicine and
International Health. 2(3): 268 - 278.

NAGAOKA, T.; YOSHIHARA, T. OHRA, J. & SAKAMURA, S.(1993). Steroidal
Alkaloids from Roots of Tomato Stock. Phytochenyisg84 (4): 1153 - 1157.

NAKAMURA, S.; HONGO, M.; SUGIMOTO, S.; MATSUDA, H& YOSHIKAWA, M.
(2008). Steroidal Saponins and Pseudoalkaloid @Qhgoside from Brazilian
Natural Medicine, “Fruta do Lobo” (fruit &olanum lycocarpuPhytochemistry.
69: 1565 - 1572.

NEE, M.; BOHS, L. & KNAPP, S. (2006). New Speciet Solanumand Capsicum
(Solanaceae) from Bolivia, with Clarification of Menclature in some Bolivian
Solanum Brittonia. 58(4): 322 - 356.

NGUELEFACK, T.B.; FEUMEBO, C.B.; ATEUFACK, G.; WATBO, P.; TATSIMO,
S.; ATSAMO, A.D.; TANE, P. & KAMANYI, A. (2008). Ati-ulcerogenic
properties of the agueous and methanol extraats fre leaves oBolanum torvum
Swartz (Solanaceae) in rats. Journal of Ethnophaslogy. 119: 135 - 140.

NOGUCHI, E.; FUJIWARA, Y.; MATSUSHITA, S.; IKEDA, T ONO, M. & NOHARA,
T. (2006). Metabolism of Tomato Steroidal Glycoside Humans. Chemical and
Pharmaceutical Bulletin. 54(9): 1312 - 1314.

NURIT-SILVA, K. & AGRA, M. F. (2009). Estudo Morfasatdémico de Orgios
Vegetativos de&solanum caavuran®ell. (Solanaceae). Latin American Journal of

Pharmacy (formerly Acta Farmacéutica BonaerengbR2 675 - 6381.

ONO, M.; KAKIUCHI, T.; EBISAWA, H.; SHIONO, Y.; NAKAMURA, T.K.; IKEDA,
T.; MIYASHITA, H.; YOSHIMITSU, H. & NOHARA, T. (20®). Steroidal
Glycosides from the Fruits oSolanum viarum Chemical & Pharmaceutical
Bulletin. 57(6): 632 - 635.

PENNA, G.O.; MACEDO, V.O.; MARTELLI, C.M.T.; MAROJA M.F.; STEFANI,
M.M.A. & CHAUL, A. (2005). Talidomida no tratamentdo eritema nodoso



80

hansénico: Revisdo sistematica dos ensaios clingcqeerspectivas de novas
investigacoes. Anais Brasileiros de Dermatologi#58 511 - 522.

PENNA, J.F.M. (1950). Notas Sobre Plantas BrasiteirContendo a Descripcao,
Pathogenesia e Indicacfes das Plantas Usadas neoplatiia. 22 Edicdo. Rio de

Janeiro: A. Penna. 420p.

RADEGLIA, R., ADAM, G., & RIPPERGER, H. (1977)*C NMR Spectroscopy of
SolanumSteroid Alkaloids. Tetrahedron Letters 11: 9069

RAJKUMAR, S. & JEBANESAN, A. (2005). Repellency @blatile Oils fromMoschoma
polystachyum and Solanum xanthocarpumAgainst Filarial Vector Culex
guinquefasciatuSay. Tropical Biomedicine. 22(2): 139 - 142.

REITZ, P.R., SMITH, L.B. & DOWNS, R.J. (1966). Féotlustrada Catarinense. | Parte —
As Plantas, Fasciculo — Sola. Solanaceas. ItajaB&Sil. Pg.78 - 79.

RIPPERGER, H. & PORZEL, A. (1997). Steroidal AlkaldGlycosides fromSolanum
suaveolensPhytochemistry. 46(7): 1279 - 1282.

SABIR, S.M. & ROCHA, J.B.T. (2008). Antioxidant aridepatoprotective Activity of
Aqueous Extract oSolanum fastigiatunfFalse “Jurubeba) Against Paracetamol-
Induced Liver Damage in Mice. Journal of Ethnophaecology. 120: 226 - 232.

SAEZ, J., CARDONA, W., ESPINAL, D., BLAIR, S., MESAJ.,, BOCAR, M. &
JOSSANG, A. (1998). Five New Steroids fr@onlanum nudumTetrahedron. 54:
10771 - 10778.

SARTORATTO, A.,, MACHADO, A. L. M., DELARMELINA, C.,FIGUEIRA, G. M.,
DUARTE, M. C. T., REHDER, V. L. G. (2004). Compasit and antimicrobial
activity of essential oils from aromatic plants dise Brazil. Brazilian Journal of
Microbiology. 35, 275 - 280.

SAYED, K.A.E, HAMMAN, M.T., EL-RAHMAN, H.A.A. & ZAGHLOUL, A.M. (1998).
New Pyrrole Alkaloids fromSolanum sodomaeundournal of Natural Products.
61(6): 848 - 850.

SHAKYA, R. & NAVARRE, D.A. (2008). LC-MS Analysis foSolanidane Glycoalkaloid
Diversity Among Tubers of Four Wild Potato Speciasd Three Cultivars



81

(Solanum tuberosumJournal of Agricultural and Food Chemistry. 5049 -
6958.

SHOEMAKER, R.H. (2006). The NCI60 Human Tumour Ckihe Anticancer Drug

Screen. Nature Reviews Cancer. 6: 813 - 823.

SILVA, T.M.S., BRAZ-FILHO, R., CARVALHO, M.G. & AGR\, M.F. (2002).
Flavonoids and an Alkamide fronsolanum paludosunMoric. Biochemical
Systematics and Ecology. 30: 479 - 481.

SILVA, T.M.S.; BATISTA, M.M.; CAMARA, C.A. & AGRA, M.F. (2005). Molluscicidal
Activity of Some BrazilianSolanumspp. (Solanaceae) AgainBiomphalaria
glabrata Annals of Tropical Medicine & Parasitology. 99(419 - 425.

SILVA, T.M.S.; CAMARA, C.A.; AGRA, M.F.; CARVALHO, M.G.; FRANA, M.T.;
BRANDOLINE, S.V.P.B.; PASCHOAL, L.S.; BRAZ-FILHO, R (2006).
Molluscicidal Activity of Solanum Species of the Northeast of Brazil on
Biomphalaria glabrataFitoterapia. 77: 449 - 452.

SILVA, T.M.S.; CAMARA, C.A.; FREIRE, K.R.L.; SILVA, T.G.; AGRA, M.F. &
BHATTACHARYYA, J. (2008). Steroidal Glycoalkaloideand Molluscicidal
Activity of Solanum asperurRich. Fruits. Journal of Brazilian Chemical Sogiet
19(5): 1048 — 1052.

SILVA, T.M.S.; CARVALHO, M.G. & BRAZ-FILHO, R. (200). Estudo Espectroscopico
em Elucidacdo Estrutural de FlavonoidesSi#anum jabrenségra & Nee eS.
paludosunMoric. Quimica Nova. 32 (5): 1119 — 1128.

SILVA, T.M.S.; CARVALHO, M.G., BRAZ-FILHO, R. & AGR, M.F. (2003).
Ocorréncia de Flavonas, Flavonodis e Seus Glicosidmo Espécies do Género
Solanum Quimica Nova. 26 (4): 517 — 522.

SILVA, T.M.S.; NASCIMENTO, R.J.B.; BATISTA, M.M.; &RA, M.F. & CAMARA,
C.A. (2007). Brine Shrimp Bioassay of Some SpecfeSolanumfrom Northestern
Brazil. Revista Brasileira de Farmacognosia. 17§%)+- 38.

SIRI, M.l; GALVAN, G.A.; QUIRICI, L.; SILVERA, E.; VILLANUEVA, P.;
FERREIRA, F.; FRAGUAS, L.F. & PIANZZOLA, M.J. (2009Molecular marker



82

diversity and bacterial wilt resistance in wigblanumcommersoniiaccessions
from Uruguay. Euphytica. 165: 371 — 382.

SMYTH, W.F.; SMYTH, T.J.P.;, RAMACHANDRAM, V.N.; ODNNELL, F. &
BROOKS, P. (2012). Dereplication of PhytochemidalsPlants by LC-ESI-MS
and ESI-MS. Trends in Analytical Chemistry. 33: 46 - 54.

SOARES, E.L.C. & MENTZ, L.A. (2006). As Espécies SelanumSubgénerdassovia
SecaoPachyphylla(= CyphomandraMart. Ex Sendtn. — Solanaceae) no Rio
Grande do Sul, Brasil. Pesquisas, Botanica. 57-2334.

SOARES, E.L.C.; VIGNOLI-SILVA, M.; VENDRUSCOLO, G.S& MENTZ, L.A.
(2007). Solanaceae Nativas no Rio Grande do SusiBrListagem I. Revista
Brasileira de Biociéncias. 5(2): 1050 — 1052.

STILL, W.C; KAHN, M. & MITRA, A. (1978). Rapid Chrmatographic Technique for
Preparative Separations with Moderate Resolutioarnal of Organic Chemistry.
43(14): 2923 — 2925.

STOBIECKI, M.; MATYSIAK-KATA, I.; FRANSKI, R.; SKALA, J. & SZOPA, J.
(2003). Monitoring changes in Anthocyanin and Sterdlkaloid Glycoside
Content in Lines of Transgenic Potato Plants Usiiggiid Chromatography/Mass
SpectrometryPhytochemistry.62: 959 — 969.

THE SOLANACEAE SOURCE - Site da Web disponivel ethttp://www.nhm.ac.uk/

research-curation /projects/solanaceaesource/>ssade em: 22.11.2008.

USUBILLAGA, A., AZIZ, |., TETTAMANZI, M. C., WAIBEL, R. & ACHENBACH, H.
(1997). Steroidal alkaloids frorSolanum sycophantd&hytochemistry. 44: 537 —
543.

USUBILLAGA, A.N. & MECCIA, G. (1987). Steroidal Sagenins from Solanum
scorpioideumJournal of Natural Products. 50(4): 636 — 641.

VADNERE, G.P.; GAUD, R.S & SINGHAI, A.K. (2008). Eluation of anti-asthmatic
property ofSolanum xanthocarpuiitower extracts. Pharmacologyonline. 1: 513 —
522.



83

VALERI, B. & USUBILLAGA A. (1989). Sapogenins fromSolanum meridense
Phytochemistry. 28(9): 2509 — 2511.

VAZ, N.P. (2008). Alcaldides dos frutos madurosStdanum caavuran&ell. Curitiba -
2008. Dissertacao (Mestrado em Quimica OrganicagrBma de pos-graduacéao

em Quimica — Universidade Federal do Parana.

VAZ, N.P.; COSTA, E.V.; SANTOS, E.L.; MIKICH, S.BMARQUES, F.A.; BRAGA,
R.M.; DELARMELINA, C.; DUARTE, M.C.T.; RUIZ, A.LTG.; SOUZA,
V.H.S.; CARVALHO, J.E & MAIA, B.H.L.N.S (2012). Caaranamide, a Novel
Steroidal Alkaloid from the Ripe Fruits &olanum caavuranell. (Solanaceae).
Journal of the Brazilian Chemical Society. 23 @1 - 366.

VENDRUSCOLO, G.S. & MENTZ, L.A. (2006). Levantamergtnobotanico das plantas
utilizadas como medicinais por moradores do bdtoata Grossa, Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brasil. Iheringia, Série Botanigl(1-2): 83 — 103.

VISSCHEDIJK, J.; VAN DE BROEK, J.; EGGENS, H.; LEREP.; VAN BEERS, S. &
KLATSER, P. (2000). Mycobacterium leprae — Millemm Resistant! Leprosy
Control on the Threshold of a New Era. Tropical Maw and International
Health. 5 (6): 388 - 399.

WANYONYI, A. W., CHHABRA, S. C., MKOJI, G., EILBERTU. & NJUE, W. M.
(2002). Bioactive steroidal alkaloids glycosideonfr Solanum aculeastrum
Phytochemistry. 59: 79 — 84.

WEISSENBERG, M. (2001). Isolation of solasodine astter steroidal alkaloids and
sapogenins by direct hydrolysis-extraction 8blanum plants or glycosides
therefrom. Phytochemistry. 58: 501 — 508.

WHO (2008). Leprosy Today. World Health Organizatio Disponivel em:
<http://www.who.ont/lep/em/>. Acesso em 20/06/2008.

WINK, M. (2003). Evolution of secondary metabddittom an ecological and molecular
phylogenetic perspective. Phytochemistry. 64: 3- 1

WOLF, D. & SIEMS, K. (2007). Burning the Hay to Hirthe Needle — Data Mining
Strategies in Natural Product Dereplication. Chirih (6) : 339 - 345.



84

YAHARA, S.; UDA, N.; YOSHIO, E. & YAE, E. (2004). téroidal Alkaloid Glycosides
from Tomato Lycopersicon esculentymJournal of Natural Products. 67: 500 —
502.

YE, W-C.; WANG, H.; ZHAO, S-X. & CHE, C-T. (2001)Steroidal Glycoside and
Glycoalkaloid fromSolanum lyratumBiochemical Systematics and Ecology. 29:
421 — 423.

YOSHIMITSU, H., NISHIDA, M. & NOHARA, T. (2003). Stroidal glycosides from the
fruits osSolanum abutiloidesPhytochemistry. 64: 1361 — 1366.

ZHOU, X., HE, X., WANG, G., GAO, H., ZHOU, G., YEW. & YAO, X. (2006).
Steroidal saponins frof8olanum nigrumJournal of Natural Products. 69 (8): 1158
—1163.

ZHOU, Y.; HAN, Q-B.; SONG, J-Z.; QIAO, C-F. & XU, £X. (2008) Characterization of
Polyprenylated Xanthones inGarcinia xipshuanbannaensidUsing Liquid
Chromatography Coupled with Electrospray lonizatigmadrupole Time-of-flight
Tandem Mass Spectrometry. Journal of Chromatogréapliy06: 131 -139.



85



Anexo | — Tabelas

86

Anexo | — Tabelas

Tabela 6.4Dados de RMN d&C (125 MHz, CDGJ) do compost&CFI -1 (9) comparados com os da

tomatidina 9)

. . Tomatidina (9) SCFI-1
Posicao

otc? DEPT 135 J=C
1 37,0 ChH 37,0
2 31,5 ChH 31,5
3 71,0 CH 71,3
4 38,2 ChH 38,2
5 449 CH 44,8
6 28,6 CH 28,6
7 32,3 CH 32,3
8 35,0 CH 35,0
9 54,4 CH 54,4
10 35,5 G 35,6
11 21,1 ChH 21,1
12 40,2 ChH 40,2
13 40,9 G 40,9
14 55,8 CH 55,8
15 32,6 ChH 32,6
16 78,5 CH 78,7
17 62,0 CH 62,0
18 16,9 CH 17,0
19 12,3 CH 12,3
20 43,0 CH 42,8
21 15,8 CH 15,8
22 99,3 G 98,8
23 26,6 ChH 26,6
24 28,6 ChH 28,4
25 31,0 CH 30,8
26 50,2 ChH 50,0
27 19,3 ChH 19,3

# RADEGLIA et.al., 1977, adquirido a 22,635 MHz eDQl;. (J) Deslocamentos em ppm.

SCFI - 1rel-(22S,259)-3B-hidroxi-50-espirossolano

ou tomatidina Q)
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Tabela 6.5Dados de RMN d&C (50 MHz, CDCJ) do compost&CFI - 2 (15) e dos compostos (22S,25S)-

3a-amino-S-espirossolan@a-NH,) e soladunaliniding@NH)

513(: a513C
—_ PAFISC  SCFIMPA  SCFIMPA a-NH, fB-NH,
Posicdo "t a1 Fe0-76ppt F.110(25) PEPTI3S Nog) 'B(c-a)

1 32,0 32,0 32,1 Chl 32,1 37,7
2 28,6 28,6 28,6 CH 29,1 32,7
3 45,9 46,0 45,8 CH 45,7 51,1
4 35,6 35,5 36,0 CH 36,3 34,4
5 39,1 39,1 39,1 CH 39,2 45,6
6 28,6 28,6 28,9 CH 28,6 28,7
7 32,3 32,3 32,3 CH 32,3 32,4
8 35,1 35,1 35,1 CH 35,1 35,1
9 54,4 54,4 54,5 CH 54,6 54,5
10 36,4 36,4 36,4 € 36,5 35,7
11 20,6 20,6 20,6 CH 20,6 21,0
12 40,2 40,2 40,2 CH 40,3 40,3
13 40,9 40,9 40,9 € 40,9 40,9
14 55,9 55,8 55,9 CH 55,9 55,8
15 32,7 32,6 32,6 CH 32,7 32,6
16 78,5 78,5 78,5 CH 78,6 78,5
17 62,0 62,0 62,0 CH 62,0 62,0
18 17,0 16,7 16,9 CH 16,4 17,0
19 11,4 11,4 11,4 CH 11,4 12,4
20 43,0 43,0 43,0 CH 43,1 43,0
21 15,9 15,9 15,9 CH 15,9 15,9
22 98,7 99,1 99,0 € 99,1 99,0
23 26,7 26,7 26,6 CH 26,7 26,7
24 28,6 28,6 28,6 CH 28,6 28,6
25 31,0 31,1 31,0 CH 31,1 31,1
26 50,3 50,2 50,2 CH 50,3 50,2
27 19,3 19,3 19,3 CH 19,4 19,4

# MAXWELL et.al., 1996, adquirido a 100 MHz em CP@) Deslocamentos em ppm.

2

=

SCFI - 2rel-(225259)-3a-amino-5-espirossolanolf)
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Tabela 6.6Dados de RMN d&C (50 MHz, CDCJ) do compost&CFI - 3 (16) e dos compostos (22S,25S)-

3a-amino--spirosoland a-NH,) e soladunalinidingdNH,)

513(: aJlSC
— PAFISC _ SCFIMPA SCFIMPA SCFIMPA a- NH, “NH,
Posicdo F69  F.11039) F.110(49) F.110(145) PEPT135 "o g '6(0-3)
1 37.3 38,7 38,8 37.2 GH 321 37,7
2 30.4 31.9 32.6 29.7 GH 20.1 32.7
3 51.0 50.9 51.0 51.0 CH 457 514
4 37.1 375 375 36.4 GH 36,3 34.4
5 454 455 455 45.3 CH 39,2 456
6 28.5 28.6 28.5 28.5 GH 28.6 28.7
7 32.2 32.3 32.0 32.6 GH 32.3 32.4
8 35.0 35.0 35.0 35.0 CH 351 351
9 54.4 54.5 54.5 54.3 CH 546 545
10 35.6 35.6 35.6 35.6 C 36,5 35.7
11 20.9 20.9 21.0 21.0 GH 20.6 21.0
12 402 402 404 40.2 GH 40.3 40.3
13 409 408 409 40.9 C 40.9 40.9
14 55.8 55.0 55.8 55.8 CH 559 558
15 32.6 32.6 32.3 32.2 GH 32,7 32.6
16 78.5 78.5 78.5 78.5 CH 786 7185
17 62.0 62.0 62.0 62.0 CH 620 620
18 16.9 16.9 16.9 16.9 GH 16,4 17.0
19 12,3 12.3 12.4 12,3 CH 11,4 12,4
20 43.0 43.0 43.0 43.0 CH 431 430
21 15.8 15.8 15.8 15.8 GH 15,9 15.9
22 99.0 99.0 99.0 99.0 C 99.1 99.0
23 26.6 26.5 26.6 26.6 GH 26.7 26.7
24 28.5 28.5 28.6 28.5 GH 28.6 28.6
25 31.0 31.0 31.0 31.0 CH 311 314
26 50.2 50.2 50.2 50.2 GH 50,3 50.2
27 19.3 19.3 19,3 10.3 GH 19.4 19.4

# MAXWELL et.al., 1996, adquirido a 100 MHz em CP@) Deslocamentos em ppm.

24

SCFI - 3rel-(22S5259)-33-amino-Sx-espirossolano
ou soladunalinidinal®)
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Tabela 6.7Dados de RMN d&C (50 MHz, CDC}) dos compostoSCFI -4 (7) e SCFI - 5(6) comparados

com os da &-tomatidan-3-ona (7)

5a-tomatidan-3-ona (7) W-tomatidan-3-ona (7) SCFI-4  SCFI-5

Posicéo
otc? DEPT 135 orch orc Jc
1 38,6 Ch 38,5 38,5 35,7
2 38,2 CH 38,1 38,1 33,9
3 211,8 G 2120 211,9 199,6
4 44,7 CH 44,7 44,7 123,9
5 46,7 CH 46,7 46,7 171,2
6 28,9 CH 28,8 28,8 32,8
7 32,0 CH 32,7 32,7 32,2
8 35,0 CH 34,9 35,0 35,1
9 53,9 CH 53,9 53,9 53,8
10 35,8 G 35,7 35,8 38,7
11 21,3 CH 21,2 21,3 20,8
12 40,1 CH 40,1 40,1 39,8
13 40,9 G 40,9 40,9 40,7
14 55,7 CH 55,6 55,6 55,1
15 32,6 CH 31,9 31,9 32,6
16 78,6 CH 78,4 78,5 78,3
17 61,9 CH 61,9 62,0 61,8
18 16,9 CH 16,9 16,9 16,8
19 11,5 CH 11,5 11,5 17,4
20 43,0 CH 43,0 43,1 43,0
21 15,9 CH 15,9 15,9 15,9
22 nd G 99,1 99,3 99,4
23 26,7 CH 26,6 26,7 26,6
24 28,5 CH 28,5 28,6 28,5
25 30,9 CH 31,0 31,0 31,0
26 50,1 CH 50,2 50,3 50,2
27 19,3 CH 19,3 19,3 19,3

# NAGAOKA et.al., 1993, adquirido a 67,8 MHz em CPD(J) Deslocamentos em ppm.
PVAZ et.al,. 2008, adquirido a 125 MHz em CRCI

SCFI - 4rel-(22S,259-5a-espirossol-3-ona
ou Su-tomatidan-3-onaf)
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Tabela 6.8Dados de RMN dé&H (200MH,, CDCL) e RMN de**C (50MHz, CDC}) deSCFM - 1 e do
composto caavuranamids)

Posicio  Caavuranamida (5) SCFM - 1°
9 513C a DEPT JlH 513C
1 32.1 ch 102 L72@) 327
2 28,8 CH  168() 125¢) 321
3 478 CH 3,861f) 47.6
4 37.2 ch 1,54 fn) 34.9
5 453 CH 1,181) 453
6 28,5 ch 1,21 fn) 28.2
7 322 CH  168() 089f) 320
8 35.0 CH 1,5416) 35.0
9 54.7 CH 0.691) 54.7
10 36,2 G 36,2
11 20,9 cCH  128f) 154f) 209
12 40,2 CH  113f) 171y 402
13 40,9 G 40,9
14 55,9 CH 1,071f) 55,9
15 326 CH  124() 200@) 32,6
16 78,5 CH 4,14rh) 78,5
17 62,0 CH 1,601) 62,0
18 16.9 CH 0,82 (s) 16,9
19 12,3 CH 0.83 (s) 11.4
20 42,9 CH 1,661f) 42.9
21 15,8 CH 096d J=65Hz) 158
22 99,3 G 99,3
23 26.6 CH 166 134f) 266
24 28,3 CH  156() 137¢) 284
25 30,9 CH 1,601) 30,9
26 50,2 CH 2,74 ) 50,2
27 19,3 CH 0,86 @ J=6,5Hz) 19,3
160,3 COH 8,12 () 160,3
NHCOH 536d J = 7.5 Hz)

PVAZ et.al., 2012, adquirido a 125 MHz em CP@) Deslocamentos em ppm

#VAZ, et.al., 2008, adquirido a 125 MHz em CPCI

2

=

SCFM - 1rel-(22S5255)-3B-N-formilamino-5-espirossolano
ou caavuranamida)
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Tabela 6.9Dados de RMN déH (200MH,, CDCk) e RMN de**C (50MHz, CDCY) do produto natural

SCFM - 1[caavuranamidabf] e do obtido por via quimica a partir Neformilagdo deSCFI - 3

Posico SCFM -1 Caavuranamida (5)
€49 DEPT 5'H 5%c 3'H 5c
1 CH, 1,02m) 1,72 32,7 1,06 1) 32,7
2 CH, 1.68fm 125m 32,1 1,67 126¢m 32,1
3 CH 3,86 () 47,6 3,781f) 47,8
4 CH, 1,54 () 34,9 1,53 1) 35,0
5 CH 1,18 () 45,3 1,11 1) 45,2
6 CH, 1,21 () 28,2 1,26 1) 28,5
7 CH, 1.68fm) 089m 320 1,67 084 32,0
8 CH 1,54 () 35,0 1,551) 35,5
9 CH 0,69 () 54,7 0,66 1) 54,3
10 Co 36,2 36,2
11 CH, 1,28fm) 154m 209 1,291 1,48¢m) 20,9
12 CH, 1,13 1,71) 40,2 1,13 1,72¢m) 40,1
13 Co 40,9 40,8
14 CH 1,07 () 55,9 1,06 1) 55,7
15 CH, 124m) 2,00m 32,6 1,25 2,00m) 32,6
16 CH 4,14 () 78,5 4,121f) 78,5
17 CH 1,60 () 62,0 1,591) 62,0
18 CH; 0,82 (s) 16,9 0,8%) 16,9
19 CH; 0,83 (s) 11,4 0,8%) 12,3
20 CH 1,66 () 42,9 1,66 1) 43,0
21 CH; 0,96 @ J=16,5Hz) 15,8 0,9d(Q = 6,5 Hz) 15,8
22 Co 99,3 99,3
23 CH, 166 1,34m 26,6 1,661 1,37¢) 26,6
24 CH, 156m 1,37 284 154 1,36 28,8
25 CH 1,60 () 30,9 1,601n) 31,0
26 CH, 2,74 ) 50,2 2,741) 50,2
27 CH; 0,86 @ J=6,5Hz) 19,3 0,8@1J = 6,5 Hz) 19,3
COH 8,12 (m) 160,3 8,091f) 160,4
NHCOH 536¢ J=7,5Hz) 5,45n0)

PVAZ et.al., 2012, adquirido a 125 MHz em CP@ Deslocamentos em ppm

2

=

SCFM - 1rel-(22S255)-5a-espirossol-3-ona

ou caavuranamida)
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Tabela 6.10Atividade antimicrobiana de extratos e fracdeSdnuncontra microrganismos

Microorganismos

Espécie Extratos e MIC (pg.mL™Y)
parte da planta fracdes _ i : : : i : : :
B.subtilis C.albicans E.coli E.faecium E.hirae M.taus P.aeruginosa R.equi S.aureus S.choleraesuis epBlermides
SCFMEHE b nt b b nt b b 500 b 700 b
SCFMD 125 nt 125 125 nt 60 b 60 700 600 300
S. caavurana SCFMB 125 nt 60 125 nt 60 b 60 500 400 250
Frutos Maduros SCFMFN 30 nt 60 60 nt 60 b 60 600 400 300
SCFMFA 60 nt 60 60 nt 60 b 30 600 200 250
SCFMFI 60 nt 60 60 nt 60 b 60 300 300 400
SCFIEP b 62 b 600 b b b 250 b b b
SCFIM 120 2 80 250 250 62 b 62 b b b
S caavurana SCFIH 250 4 150 300 800 300 b 200 b b b
Frutos IMaturos SCFIMFI 600 4 b 400 b b b 1000 b b b
SCFIMFN 31 4 250 31 62 62 b 1000 62 200 250
SCFIMPA 15 4 31 31 31 31 b 1000 31 90 120
SCFIMFA 31 15 31 31 62 31 1000 1000 250 350 250
S.caavurana SCTEP b b b 1000 b b b 1000 b b b
Tronco SCTM 120 2 150 100 500 120 b 1000 500 600 600
S. diploconos SDPAEP b nt b b nt b b b b b b
Partes Aéreas SDPAM b nt b b nt b b b b 700 b
SDPAH b nt b b nt b b 900 b b b
SSFIEP b nt b b nt b b b b b b
SSFIM b nt b b nt b b b b 300 b
S. scuticum SSFIH b nt b b nt b b b b b b
Frutos Imaturos SSFIFI b b b 500 b b b 250 b b b
SSFIFN b b b b b b b 120 b b b
SSFIFA b b b b b b b 250 b b b
Chloranfenicdl 20 40 70 120 50 850 40 20 60 40
Nistatind 50

2 Controle positivo para bactéri&dylIC > 1000pg.mL?; ¢ Controle positivo para fungost = ndo testado;
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Tabela 6.11Atividade antiproliferativa de extratos e fracoesSélanunobtidas, contra linhagens de células cancerosas
TGI (pg.mL™)
Espécie Extratos e Linhagens de Células Tumorais
parte da planta fracOes NCI- NCI-
U251 UACC-62 MCF-7 H460 OVCAR-3 HT-29 786-0 PC-3 K562 ADR/RES HaCaT VERO
Etandlico b 2,11 93,06 b 84,49 60,90 60,62 nt b 102,13 nt b
S.caavurana Fracdo CHCI, 75,53 b 142,48 b 139,66 115,39 94,97 nt b b nt b
Fru.tos Maduros Fracdo ButOH 82,45 b 100,40 b 117,84 62,13 46,04 nt b 243,35 nt b
SCFMFEN 90,47 8,09 57,17 100,27 100,27 73,67 80,63 nt b 82,37 nt b
SCFMFA 65,59 37,14 98,21 b 51,77 228,07 74,64 nt b 61,20 nt b
Eter de Petrdleo b nt b b 56,4 b b nt b b nt nt
Metanol 54,9 48,7 1684 1569 b b b 133,1 b 265,8 nt b
S.caavurana Hidroalcodlico 21,1 20,1 b 101,3 45,5 73,9 68,9 57,9 b 104,6 nt 9,0
Frutos Imaturos SCFIMFI 64,2 nt 97,7 116,7 2,1 126,8 110,8 nt b b 75,7 nt
SCFIMFN 55,7 nt 81,0 88,8 4.8 109,3 85,8 nt b b 54,4 nt
SCFIMPA 21,2 nt 20,9 40,4 1,4 36,7 22,7 nt 6,4 90,4 25,0 nt
SCFIMFA 47,9 nt 63,7 157,2 9,3 241 54,2 nt b b 20,0 nt
S.caavurana SCTEP b nt b b 40,1 b b nt b b b nt
Tronco SCTM 71,8 nt 120,4 138,1 5,0 52,8 93,4 nt b b 82,5 nt
S diploconos Eter de Petroleo b b b b b b b nt b b nt b
Folhas . Metano,ll 180,72 65,72 b b 124,19 209,00 76,94 nt b 107,84 nt b
Hidroalcodlico 37,1 36,1 b 166,3 85,0 99,9 96,5 43,1 b b nt 21,7
Eter de Petréleo b b b b 178,90 b b nt b 216,92 nt b
S scuticum . Metano,I. b 109,61 b b b b b nt b b nt b
Frutos Imaturos Hidroalcodlico 217,6 b b b b b b b b b nt b
STFIFI 100,9 nt 129,0 b 135,8 82,1 169,7 nt b b 103,4 nt
STFIFN 126,3 nt 92,5 b b 165,3 174,1 nt b b 102,8 nt
STFIFA b nt b b 250 b b nt 11,8 b b nt
Doxorubicind 3,24 0,15 10,49 >25 5,62 >25 3,73 >25 >25 >25 1,0 A 4

2 Controle positivo® concentracéo > 250y.mL™; U251 (glioma, SNC), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mjnNCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células)OBR-3
(ovério), HT-29 (colorretal), 786-0 (rim), PC-3 ¢stata), K562 (leucemia), NCI-ADR/RES (ovario, sésinte a multiplos farmacos), HaCaT (queratinduitmano) e VERO
(rim, célula normal, macaco verde§! (Total Growth Inhibition): concentratiopg.mL™);
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[‘%‘1_5 +MS2(415.3699), 456V, 5.8min #347
1003 255.2156
503 161.1339 397.3591 153699
3 126.1289 199.1495 272.2382 380.3329
E P N A ) ; N ) A
[‘%‘1_5 +MS2(415.3686), 506V, 6.2min #370
1003 255.2154
3 161.1338
503 397.3594 415 3685
03 N L[ l 199.1515 | 2722376 380.3322 3
T T T My f ™ T — T — T T T T T T T T T T T T T T T T N T AT T
150 200 250 300 350 400 mz
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Intens.
x106

1.0

0.8 1

0.6

0.4 —

0.2

0.0

414.3378

458.

446.?6

k' T e 'kA'l

3618

.

635.4127

o

693.4186

> '

+MS, 5.5min #327

T
100

T
300

400

T
500

T
600

Y Y y y Y T
700 800

T
900

Espectro EM.7 Espectro de masségdl scando compost&CFI - 4
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Intens ] +MS2(414.3354), OeV, 5.7min #340
%105_] 414.3354
4
2 -
x1087 +MS2(414.3391), 20eV, 6.4min #383
] 414.3390
14
%1087 +MS2(414.3388), 25eV, 6.5min #389
] 414.3388
1]
3 271.2051
%1007 +MS2(414.3364), 306V, 6.8min #404
] 414.3364
1.0 3
0.5
E 271.2054 396.3249
x £33 +MS2(414.3357), 356V, 7.1min #422
] 414.3357
1 L 4
0.5
E 161.[1316 271.2052 396'|3246
3] +MS2(414.3356), 40eV, 7.3min #436
o] 414.3356
2]
o3 161.1317 271.2054 396.3252
E 126.1271 213.1627 253.1946
%1057 *MS2(414.3352), 45V, 7.6min #2452
4 161.1317
i 414.3352
2 271.2050 396.3246
1 126.1271 . . 213.1630 253.1946
x10%] +MS2(414.3348), 50eV, 7.8min #466
2] 161.1316
2 414.3348
396.3246
] 126.1267 ) \ 213.1633 253.1043 271,2050 2 .
%1057 +MS2(414.3346), 55eV, 8.1min #485
4 161.1318
2 -
1 119.0849 N A 213.1630 253.1948 271.2052 396.8250 o
x10% +MS2(414.3351), 606V, 8.3min #498
_ 161.1317
2 -
i 119.0850 213.1631 271.2047 396.3239 o
04 T T b Ay pli T T T T T T T T —y T T T T
100 150 200 250 300 350 400 mz

Espectro EM.8Espectro ESI-MS/MSn(/z414) para o compos®CFI - 4

118



Anexo Il — Espectros

119

Intens.
x106

2.5+

412.3320

434.3141

470.3372

T T T
100 200

300

L Illl,h.u,._ JLI.
400

500

T T T
1000

m/z

SCN -4 - POS.d: +MS, 100%=2364350

Espectro EM.9Espectro de massésdl scando compost&CFIl — 5
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Inten% +MS2(412.3000), 20eV, Profile, 0.2min #6, 100%=126087
x10°
*

1.2

1.0

4 394.3198
269.1969
0, L L

0% 1 +MS2(412.3000), 30eV, Profile, 0.3min #9, 100%=36867

394.3206
1 269.1973
: 173.1029 251.1851 L

04 . n| . . ol |, Al | L
- +MS2(412.3000), 40eV, Profile, 0.5min #15, 100%=5880

6000 394.3212

269.1972

4000

173.1035 251.1849

2000

1 161.1381 225.1721

o X . | "LIU, Ll | I:JJ.:LLJ'_ |“JI.|..1. \ |'|||| b IL —— " . - LAl |

T T T T T
100 150 200 2 300 350 400 m/z

Espectro EM.10Espectro ESI-MS/MSnj/z412) para o compos®CFI - 5
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Intens.
%1057
443.3705
1.0+
0.8
0.6
0.4
0.2
497.3842
T 414.3444(7.9673
0-0................‘..u.“*—.‘ll.\‘l.l.l.‘.‘.. ——— e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z
[————SCN-6 -POS.d: +MS, 100%=110695 ]

Espectro EM.11Espectro de massadl scando compost@&CFM — 1
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Intens. ]
x105

1.5

+MS2(443.4000), 20eV, Profile, 0.2min #6, 100%=131638

443.3704
<

255.2157 425.3603
1
+MS2(443.4000), 30eV, Profile, 0.3min #9, 100%=43526
443.3706
<
255.2139
425.3604
OE 161.1375 300.2349 X
3 h
x10% +MS2(443.4000), 40eV, Profile, 0.4min #11, 100%=15813
2.0
1 255.2140
1.5
1.0
1 425.3611
0.5 161.1374 443.3705
0o ] 173.1374 199.1521 300.2391
. N N . h
+MS2(443.4000), 45eV, Profile, 0.5min #14, 100%=6344
8000 —
1 255.2163
6000 —
4000 -
1 161.1372
2000 4 425.3609
1 173.1378 199.1548 443.3712
o) . L l N A L N
E TMS2(443.4000), 50eV, Profile, 0.6min #18, 100%=2028
2500
2000 E 161.1369 255.2139
1500
1000 425.3596
3 173.1356
500 3 199.1537
] l 227.1848
0 r i r r 4 '.lm LL. 4 S FPUUNEN r  E— " r r 7 r T r 1 r r o r T t r r r A r t
100 150 200 250 300 350 400 450 m/z

Espectro EM.12Espectro ESI-MS/MSnj/z443) para 0 compos®CFM - 1
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Intens.
x106-]

428.3228

501.4110

| uliﬂhpuleI\. PO S WO T -

T T T v T Y T
100 200 300 400 500 600 700

SCN -2 - POS.d: +MS, 100%=1107614

Espectro EM.13Espectro de massédl scando compost&CFM — 2
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Anexo Il — Espectros

Intens.
x105

1.0

4000
3000
2000
1000

1500

1000

500

1000
800
600
400
200

300
200

100

+MS2(428.3000), 30eV, Profile, 0.3min #10, 100%=94699

428.3235
L 4

392.3029
L

+MS2(428.3000), 35eV, Profile, 0.4min #11, 100%=78106

428.3237
L

392.3029  410.3134

+MS2(428.3000), 40eV, Profile, 0.5min #15, 100%=14168

428.3240
L 2
392.3031
162.1329 209.1372 2251084 252.1553267-1791 410.3103 .
+MS2(428.3000), 45eV, Profile, 0.6min #18, 100%=2945
392.3013 428 3240
225.1682
267.1791
162.1327 252.1567 410.3087
183.1187 200.1517 285.1880 376.2756
sl (WA A TEO [TRORR N POV VYOO | XY .. Lol L h st L n L
+MS2(428.3000), 50eV, Profile, 0.8min #21, 100%=972
225.1691 392.3014
428.3229
162.1328 252.1555 *
200.1494
183.1228
267.1801
J. l | h J -| 285.1914 376.2651 410.3130
] TP M TR T T I.JJ.I.n AT (TP Y TYTRA TN 17| I TRRTICH PP ||. [T T ol A s " L il Lbl . |
+MS2(428.3000), 55eV, Profile, 0.9min #24, 100%=674
225.1712
200.1469 252.1585
169.1050 267.1793 390.2877
l ll L I_l l y 376.2807 |
i Ul nl.lll sl bl b bl Jlln VT,V TR VIO N TR R RO |11 .ln ) L " ul " . heas N m | s
+MS2(428.3000), 60eV, Profile, 1.1min #30, 100%=236
181.1054 200.1486
252.1598
162.1351 225.1680
390.2819
N .ul al .Ju]l ply oo | | YR N ITR [T nlLII. |lll| A | UL . & |
; 7 7 / 7 7 i 7 ? 7 i 7 7 7 7 i 7 7 7
150 300 350 400 m/z

Espectro EM.14Espectro ESI-MS/MSn(/z428) para 0 compos®CFM - 2
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Intens.
[%6]
100+

80+

60—

40

204

144.1025

U..J.IL ||

208.1918

316.2658

200

415.3675

400

ah

I\

532.4444

aha M

Y

+MS, 4.4-18.5min #(263-1105)

T
600

T
800

T
1000

T
1200 m/z

Espectro EM.15Espectro de masséadl scando extrato hidrometandlico dos frutos imaturosSdéanum caavuransell.
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Intens. +MS, 4.4-18.5min #(263-1105)
[%6]
415.3675
80
398.3440
60
40
20
428.3178
431.3572 443.3617
}[ l }; l 446.3486 460.3724
0 .A.I_‘ N lll NN k‘.‘“ ‘.""J. A | .l A | ILII. : A .K".l Lll.l Ikklx U W
400 410 420 430 440 450 460 miz

Espectro EM.16 Ampliagdo do espectro de masfidsscando extrato hidrometandlico dos frutos imaturoSd&anum caavuran¥ell.
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Intens. 3 +MS2(398.3418), 10eV, 2.7min #159
[%6]4 398.3418
1004 ¢
50
] 208.1890 X
["31_: +MS2(398.3426), 20eV, 3.0min #181
] 398.3426
1004 ¢
50
] 208.1890 .
[‘%)J_: +MS2(398.3420), 30eV, 3.3min #197
] 398.3420
100 +
50
] 255.2107 .
(%] +MS2(398.3418), 35eV, 3.6min #212
] 398.3418
100 ¢
50
3 128.1435 161.1315 255-|2111 380.3275 |
["31_: +MS2(398.3409), 40eV, 3.7min #218
] 398. 3409
1003
50 255.2115
] 161.1304
] 128.1434 147.1128 187.1440 380. 3308 LL
[‘%)J_: +MS2(398. 3401) I5eV, 3. Omin #7231
1003 161.1314 398 3401
3 255.2109
50 147.1154 1731967 380. 3286
] ‘ l l | 1871440 213.1617
| lln.lllll. A .l NI 'l N [ WY Al Y L Ll
(%] +MS2(398. 3396) 50eV 7 Omin #3238
1003 161.1313
50 147.1146 255.2116 398.3396
] ‘ l l 1731267187 1449201 1549 380.3279 N
= nlllhllllll .l .nll. IR NN N R N VY AII Al el " I I : . Ill . “‘Ilh .
150 200 250 300 350 400 miz

Espectro EM.17Espectro de massas ESI-MS/M8/£398) proveniente do extrato hidrometandlico dasof imaturos dSolanum caavuran¥ell.
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Anexo Il — Espectros
Intens. +MS2(412.3229), 20eV, 5.7min #337
(0] ]
100 415.3661
504 *
. 3 R ll
[}0‘]_: +MS2(412.3224), 25€eV, 5.8min #347
1003 415.3658
50 .
] 398.3424 L
["/91_: +MS2(412.3226), 30eV, 5.9min #352
1003 415.3660
50 *
3 255.2126269.1917 398.3440 L
["/6)1_: +MS2(412.3222), 35V, 6.2min #370
1004 415.3657
50 255.2132 308.3460 °*
] 1261277 1471511611312 269.1915 il I,
["}0\]_: +MS2(412.3214), 40eV, 6.4min #380
1003 255.2134 415.3654
50 161.1322 397.3531
] 271.2068
| weerr WSS | amsaea T 3303203 || l.m.
[‘ﬁl_: +MS2(412.3208), 45eV, 6.5min #390
100 255.2137
] 161.1328
50 eipsy 1471158 731950 2712073 397.3537 415.3652
. L i \ ﬂ; T 199.1470213.1618227.1768 N Ll 380.3299 I-lh- ®
["/91_: +MS2(412.3201), 50eV, 6.7min #398
1007 161.1328 255.2133
50 147:1162 173.1272 397.3534
o 126.1278 ' 199.1472213.1621227.1762 271.2060 3803203 || 4369
] N . WA T . e : : . 3 L
150 200 250 300 350 400 mz

Espectro EM.18Espectro de massas ESI-MS/Mf/£412) proveniente do extrato hidrometandlico dass imaturos dSolanum caavuran¥ell.
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Anexo Il — Espectros
Intens. - +MS2(414.3382), 20eV, 7.9min #471
[0] ]
100- 415.3663
50
3 N\
["/6)1_: +MS2(414.3383), 25eV, 8.1min #482
100 415.3664
50
] 398.3430
["}0\]_: +MS2(414.3383), 30eV, 8.4min #498
100 415.3663
503
] 2552130 571 2067 398.3450 L
["/91_: +MS2(414.3384), 35eV, 8.5min #509
1004 415.3665
50 255.2137
] 126.1277 161.1319 271.2074 L
A T A "
["/6)1_: +MS2(414.3374), 40eV, 8.7min #518
100_5 255.2137 415.3659
50—5 161.1327 397.3538
] 126.1279 147.I1159 173.1250 | 27]“2070 l In‘ l
] ad A 1 A Al N N A
["}0\]_: +MS2(414.3366), 45eV, 8.8min #527
1003 255.2138
] 161.1330
50 397.3543 415.3658
] 126.1280 147:1161 173.1268 271.2067
3 ol b i 199.1477 Ui . Ll \
["/91_: +MS2(414.3355), 50eV, 8.9min #530
1003 161.1333 2552137
. 147.1167
50 397.3538
3 126.1279 l l 173.1283 199.1484 271.2075 Ih. 418.3637
ol saukd ol l.ll A .‘l“ e N . el o . : i i i i : A —alil, 3 i
150 200 250 300 350 400 mz

Espectro EM.19Espectro de massas ESI-MS/M8/£414) proveniente do extrato hidrometandlico datof imaturos dSolanum caavuran¥ell.



Anexo Il — Espectros
Intens. +MS2(415.3668), 20eV, 11.0min #656
[%6] 415.3668
100 ¢
504
] 398.3421 |,
["5‘1_: +MS2(415.3667), 25eV, 11.1min #664
] 415.3667
100 *
50
] 398.3431
[")QJ_: +MS2(415.3663), 30eV, 11.5min #684
] 415.3663
100 *
50
] 256.2128 373 2334 | |
[%31_: +MS2(415.3664), 35eV, 11.6min #692
] 415.3664
100 ¢
50 255.2137
e 126.1278 161.1321 . 271.2075 il |
[o6] +MS2(415.3666), 40eV, 11.8min #701
] 415.3666
100 255.2139 .
50_: 161.1328 397.3545
] 1261260 1471157 | 1731263 | aaon | lh l
] al N A 1 1 A NIIN A
[")9]_: +MS2(415.3661), 45eV, 11.9min #710
1002 255.2142
] 161.1333 415.3661
%07 1261081 1471169 173.1282 271.2075 3973540 )
0] o b b | 199.1478 Lo X Gl X
(%] +MS2(415.3651), 50eV, 12.1min #724
100 161.1333 255.2138
50 147.1167 397.3540
] 173.1299 : 415.3651
] 126.1280 l l \ l 199.1487 271.2066 *
0 . WY .I_l Y L N nll. by (N W P . II - . e . = " l . L . T T . a . N ll . sl .
150 200 250 300 350 400 m'z
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Espectro EM.20Espectro de massas ESI-MS/M8/£415) proveniente do extrato hidrometandlico dasof imaturos dSolanum caavuran¥ell.
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Intens. +MS2(416.3620), 20eV, 16.5min #987
[%6]3 415.3667
1003
504
["5‘1_: +MS2(416.3618), 25€V, 16.7min #999
] 415.3662
1004
50
[")QJ_: +MS2(416.3618), 30eV, 17.1min #1020
] 415.3662
1004
50
] 255.2127 73 2328 " \
[%31_: +MS2(416.3618), 35V, 17.3min #1031
] 415.3663
1003
50 255.2138
0}3 3 126.1276 lGl.ll318 . 27%.‘%071 m L
(%] +MS2(416.3615), 40eV, 17.5min #1045
] 415.3662
100 255.2139
50 161.1328 397.3538
. 126.1280 147.1163 173.1274 271.2075 m
] | A R I\ LAl A A
i ' | I L L
["}5‘1_: +MS2(416.3608), 45eV, 17.7min #1059
1003 255.2140
] 161.1332 415.3655
50 147 1162 397.3540
. o VO N v R Ve Lo o
(%] +MS2(416.3606), 50eV, 17.9min #1066
E 147.1168
50 ] 126.1281 l 173.1302 199.1488 397.3541 415.3644
04 T lil.ll IILI . .l.nl. .LL. o .II —h Il‘ L . lll . T T " . l.l ) . 'Bn . .
100 150 200 250 300 350 400 m'z

Espectro EM.21Espectro de massas ESI-MS/M8/£416) proveniente do extrato hidrometandlico dasof imaturos dSolanum caavuran¥ell.



Anexo Il — Espectros

intens. +MS2(428.3180), 5eV, 13.7min #817
S 428.3180
100 4 *
503 Lw
3 |
[%‘1_5 +MS2(428.3177), 15eV, 14.0min #834
3 428.3178
1003 .
503 Lw
7 N 1
[%‘]_5 TMS2(428.3181), 20eV, 14.1min #843
3 428.3181
1003 -
503 Lw
7 — |
[%‘]_5 +MS2(428.3179), 306V, 14.4min #857
3 428.3179
1003 .
503 Lw
3 PE [}
[%‘]_5 TMS2(428.3181), 35eV, 14.5min #868
3 428.3181
1003 -
503
E 269.1919 - .
[%‘]_5 TMS2(428.3178), 40eV, 14.8min #883
3 428.3178
1003 .
503 0.3053
E 126.1273 161.1212 269.1904 392.20504108053 |
[%‘]_5 +MS2(428.3174), 45eV, 14.8min #3886
3 428.3174
1003 -
50 392.2944
3 1261260 1611241 2251610 | 269.1905 o 41(?.3352 N
[O)g]_f TMS2(428.3165), 506V, 15.0min #898
3 428.3165
1993 392.2943 i
5o_f 126.1272 161.1246 295 1619 255.2110 ’ 410.3042
0 E ..ulll.h ’ Ll ’ Lih, UV RRTRY TN nlnl.ln . .Lllnl.. ——he T . . . . T . . et II.
100 150 200 250 300 350 400 m'z
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Espectro EM.22Espectro de massas ESI-MS/M8/£428) proveniente do extrato hidrometandlico dasof imaturos dSolanum caavuran¥ell.
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Intens. +MS2(443.3616), 5eV, 18.9min #1127
%] 443.3616
100 ¢
] 415.3661
[‘%‘J: +MS2(443.3618), 10eV, 20.2min #1206
] 443.3618
1004 ¢
] 415.3681
[0)31: +MS2(443.3624), 20eV, 20.5min #1222
] 443.3624
100 ¢
] 208.1888 415.3675
[‘%}J: +MS2(443.3625), 25eV, 20.6min #1228
] 443.3625
100 +
] 208.1891 255.2109 415.3656 m
[0)31: +MS2(443.3626), 30eV, 20.8min #1242
] 443.3626
100 ¢
] 2552113 300.2310 415.3649
[0)31: +MS2(443.3630), 35eV, 20.9min #1249
] 443.3630
100 ¢
] 255.2123
] 126.1271 161.1318 300.2330 L \
[‘%‘J: +MS2(443.3611), 40eV, 21.6min #1292
100 255.2119 4435»611
] 161.1313
] 126.1257 i 300.2326 N "
[0)31: +MS2(443.3593), 45eV, 21.8min #1304
1001 161.1318 205,248 4433593
] *
] 1471147 199.1408 N W
[%}J: +MS2(443.3592), 50eV, 21.9min #1310
1 161.1322
1001 255.2115
] 147.1150 425.3502
04 : : : I : R T VRN LI NK al . . . el . 2|87'2|019 I : I 3|96'|3|201 st l“:‘ - :
100 150 200 250 300 350 400 450 miz
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Espectro EM.23Espectro de massas ESI-MS/M8/£443) proveniente do extrato hidrometandlico dasof imaturos dSolanum caavuran¥ell.
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Intens.
[%0]
100

80

60

40

20

208.1858

s ul.ll

200

280.2037

398.3315

400

578.3937

el

+MS, 4.7-15.5min #(278-926)

1
600

Y
800

T
1000

T
1200 vz

Espectro EM.24Espectro de masshdl scando extrato hidrometandlico dos frutos maduroSdienum caavuransell.
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Intens.
(0] 1

50 1

al

A

398.3315

dal “J l

415.3530

\

428.3036

AAI

-

i

444.3060 456.3309

473.3586

+MS, 4.7-15.5min #(278-926)

487.3516

1
400

“
420

Ar.Ll llxl.l.
440

lllllll..nA Allxl ll.l.l. | llll.-l,. Aca
460

480

nz

Espectro EM.25Ampliacéo do espectro de mashabscando extrato hidrometanélico dos frutos maduroSdinum caavuransell.
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Anexo Il — Espectros 136

Intens. +MS, 4.7-15.5min #(278-926)
[%0] 1
| 398.3315 415.3530
50
40
30
204
400.3441 412.3090
| 428.3036
10
410.2925
402.3595
i 430.3159
1 426.2874 444.3060
1 396.3045 L j L 1 l J }L A
0 I...Ml_n.nl.)n.r&_la L_I.-\ ; 1AIAAI_AIJJ\I I_.-\ _Ir‘Lr-lk .’l"r'“." IJ\J\I "LFJ I g _AI.A_.I_._.I..AI..\.AI.L y _}\-I "‘“:1'1|
400 410 420 430 440 mz

Espectro EM.26 Ampliacéo do espectro de mashabscando extrato hidrometanélico dos frutos maduroSdinum caavuransell.
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Intens. 4 +MS2(398.3280), 5eV, 5.5min #329
[%6]
1003 40Q.3445
503
[‘%?J_; +MS2(398.3294), 10eV, 5.8min #344
1003 40Q.3455
503
E 205.0648
[‘%?J_; +MS2(398.3295), 256V, 6.5min #390
100 40Q.3454
50 3
[‘%3]_5 +MS2(398.3298), 30eV, 6.7min #403
1003 40Q.3454
50 3
E 255.2048
(98] 3 +MS2(398.3294), 35eV/, 7.0min #417
1003 409.3454
50 3
] 128.1405 161.1251 255.2034 271.2000 380.3153
[‘%3]_5 +MS2(398.3298), 40eV, 7.2min #427
1003 400.3448
E *
503
3 1281410 1611253 213.1543 255.2052 271 2002 380.3134
[‘%?J_z +MS2(398.3283), 45eV, 7.4min #441
] 400.3449
100 E 161.1238 *
50_5 173.1182 199.1402 255.2026 1 H018 380.3152
(%): o lal .llnl |l.| w1 [N 1 ' A 1l N
[9%]3 +MS2(398.3264), 50eV, 7.6min #455
100 161.1251
E 400.3437
20 | l 1731206 213.1557 255.2044 571 1998 380.3185 0[
ol ||I|l.|l.llllnll lll AT .Illl.l W ¥ RN TN T ' W - il . . | . . . . : . . L . l?. .
100 150 200 250 300 350 400 vz

Espectro EM.27Espectro de massas ESI-MS/M8/£398) proveniente do extrato hidrometandlico datof maduros d8olanum caavuran¥ell.



Anexo Il — Espectros
Intens. 4 +MS2(412.3094), 10eV, 12.7min #758
[%6]
100- 414.3246
] *
50
] 233.0580
[‘%'1_: +MS2(412.3090), 25€eV, 13.1min #784
100-f 414.3246
50 E ¥
] 233.0587 271.1990 |
[")QJ_: +MS2(412.3081), 30eV, 13.4min #3800
100-5 414.3243
] *
3 161.1256 233.0578 271.1992 B )
[%31_: +MS2(412.3081), 35eV, 13.6min #3810
100 414.3243
503 *
] 255.2048271.1993
1 wepem R A RN eaus |
(813 +MS2(412.3082), 40eV, 13.8min #822
1002 414.3233
] 161.1260 255.2047
503 271.1994 396.3126 &
5 1261244 TSP |, 138 2131528 2330595 .
["}5‘1_: +MS2(412.3057), 45eV, 13.9min #3833
] 161.1268
1003
; 255.2049
o] 396.3128 414.3230
] 126.1246 147'|1°97 173.1166 p15.1533 269,1842 ol
o 7 .l.ll Y .l | |lu |ll W W l“. ll.l
(%] +MS2(412.3088), 50V, 14.4min #859
1002 161.1266
5 o—: 1450064 255.2048
] 126.1253 l l l 173.1188 213.1551 269.1836 396.3126 4143225
04 . .lllnll.lll.l l.ll_ .Llu. .IILI . .lnl .ll. Inl. . e . IIA. . 'll.l T . . . . T . . . l.n I..l . .
150 200 250 300 350 400 m'z
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Espectro EM.28Espectro de massas ESI-MS/M8/£412) proveniente do extrato hidrometandlico dasof maduros d8olanum caavuran¥ell.
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Anexo Il — Espectros
Intens.] +MS2(415.3533), 25eV, 2.7min #160
[%1 415.3533
100 +
50
] 255.2044 398.3310
87 +MS2(415.3531), 30eV, 2.9min #176
] 415.3530
100 4
50
] 255.2050 732175 397.3381
AL Al A
87 +MS2(415.3532), 35eV, 3.2min #188
] 415.3532
100 4
50 255.2062
] 126.1240 161.1274 273.2175 397.3408
I AL A
8 +MS2(415.3529), 45eV, 3.7min #221
100 255.2066
. 161.1278
%07 147.1129 1751268 307.3425 4153529
] 1I2<?.|124l1?l l l . : 199.1433 | 2711997 380.3183
87 +MS2(415.3512), 50eV, 3.9min #234
100 161.1283 255.2062
50 147.1132 397.3424
] l I 173.1277 ' 415.3512
. 199.1438 *
1 s . l A LI L L \ N o l 271'2.008 380.3182 N W
87 +MS2(415.3521), 55V, 4.2min #252
100 161.1283
1 147.1131 255.2057
50
g 173.1275
] 397.3425
. l l 199.1439 380.3196 JL 415.3521
0- TRGRDUEN | REATY PR N RN ™ PP VW | M —
150 200 250 300 350 400 'z

Espectro EM.29Espectro de massas ESI-MS/M8/£415) proveniente do extrato hidrometandlico dasof maduros d8olanum caavuran¥ell.



Anexo Il — Espectros

Intens. 3 +MS2(428.3033), 15eV, 16.3min #976
[%]3 428.3032
100 3 N
503
0, E I
[3]_5 +MS2(428.3034), 20eV, 16.5min #983
] 428.3034
100 3 N
503
E 410.2926
[‘%‘J_; +MS2(428.3037), 25eV, 16.6min #994
] 428.3037
100 3 N
503
E 4102927
[‘%‘J_; +MS2(428.3038), 35V, 16.9min #1011
E 428.3038
1003 N
50 3
] 285.1777 392.2795 410.2912
[‘%‘J_z +MS2(428.3036), 40eV/, 17.2min #1029
] 428.3036
100 3 *
503
] 126.1230 267.1689 285.1781 392.2833 410.2916
[‘%‘J_z +MS2(428.3025), 45eV, 17.3min #1034
] 428.3025
100 3 N
50 3 392.2820 410.2936
E 126.1238  147.1095 225.1571 267.1668 285.1757 \ I
[‘%‘J_; +MS2(428.3036), 50eV, 17.5min #1043
E 428.3036
1004 392.2823 I
50 3 410.2921
] 126.1234143.0807 2011478 2251567 267.1689 5851772
B T L NIV Y il L | Ll | 1 W m
[‘%‘J_; +MS2(428.3020), 60eV, 17.6min #1054
100 241060 oL 1621014
- 124.1 .
] 225.1576 252.1455 392.2814
503 201.1494 l 410.2895 428.‘3020
0 3 " nllll il o N e \ II_I Ml g N l.ll. 2|85117I86 ; : ?:36.2];00 ; ; [N : L.In |L s |lh . L: .
100 150 200 250 300 350 400 mz

Espectro EM.30Espectro de massas ESI-MS/M8/£428) proveniente do extrato hidrometandlico daso maduros d8olanum caavuran¥ell.
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Anexo Il — Espectros

Intens.
[%0]
100

80

60

40

20

200

251.1383

410.3039

400

Al

In.u.h...‘l

a

+MS, 0.4-16.0min #(22-958)

e N AL.AI

600

T
800

n
1000

T
1200 nvz

Espectro EM.31Espectro de masséadl scando extrato hidrometandlico das folhasSt#anum caavuranyell.
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Anexo Il — Espectros 142

Intens. +MS, 0.4-16.0min #(22-958)
[%0]
100 410.3039
80
428.3116
60
40-
204
398.3022
| 426.2947
444.3046
414.3082
l “ 424.2777 A 442.2895 446.3164
o I O U O (0% () UV WU SRR G W U 5 O VN S O N WA
400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 m'z

Espectro EM.32 Ampliacdo do espectro de masfidbscando extrato hidrometandlico das folhasStdanum caavuran¥ell.



Anexo Il — Espectros

Intens. 5 +MS2(398.2964), OeV, 16.1min #959
[%]] 308.2964
100 ¢
503
["/3’1_: +MS2(398.2977), 25eV, 17.0min #1013
. 398.2977
100 ¢
50
] 269.1851
[‘%’J_: +MS2(398.2975), 30eV, 17.2min #1026
] 398.2975
1003
50
] 269.1852 380.2853
[0}0’1_: +MS2(398.2971), 35eV, 17.9min #1070
] 398.2971
100 ¢
50 269.1858
] 145.0977 251.1726 ) 380.2844
[0)%_: +MS2(398.2961), 40eV, 18.3min #1092
] 398.2961
100 ¢
] 269.1857
50
] 380.2848
1 145.0971 175.1084 211.1443 227.1726 251.1746 |
1 N N Al y y Al
(%] +MS2(398.2955), 45eV, 18.7min #1114
100 269.1855 398.2955
3 145.0971 3802848 |
507 175.1086 251.1739 |
. 133.I0938 l Ll 195.1135 211.1433225.1587 \ |
7 N L1 W H N " N N u | Ll " "
[‘%’J_: +MS2(398.2945), 55eV, 19.8min #1185
100 145.0973
50 175.1087 269.1838
3 133.0912 l \ l 195.1120209 1273 2251588 251.1734 380.2836 398.2945
04 i ..I.ll. VI TYORRE W N TR W N VP ORI i Ll . |l‘ . R | : : : | N 4 :
150 200 250 300 350 400 Mz

Espectro EM.33Espectro de massas ESI-MS/M8/£398) proveniente do extrato hidrometandlico d#safo deSolanum caavuran¥ell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. 5 +MS2(410.2982), 0eV, 12.2min #731
[%0] ] 410.2982
100 ¢
50
["/91_: +MS2(410.3003), 20eV, 13.0min #775
] 410.3003
100 ¢
50
] 269.1873 381.2711
[‘%’J_: +MS2(410.2992), 25eV, 13.1min #785
] 410.2992
1004
503
3 163.1107 200-1881 381.2717
A A
[‘%’J_: +MS2(410.2986), 30eV, 13.5min #805
] 410.2986
100 ¢
] 269.1884
50
] 163.1108 229.1564  251.1743 . , 9egere
[‘%ﬁ_: +MS2(410.2978), 35eV, 13.7min #819
100- 269.1880 210.2978
] <
50
] 392.2871
1 149.0958 5 2111444 229.1573 2511756 | 287.1963 . )
Kk +MS2(410.2968), 40eV, 13.9min #831
100 269.1877
5 ] 410.2968
E 145.0985 2511757 392.2863 *
1 L L 211.1441 229.1568 i | 3752501 | l
| A A L A A P ¥ L I
[‘%’J_: +MS2(410.2950), 50eV, 14.5min #867
100 145.0984
] 269.1868
50 175.1110
] 133.0949 l l 295.1601 251.1753 392.2855 410.2950
04 ll lllll-ln lll N Illll . lllll lllu : |Llll r I |l . T T . . . T I? .
150 200 250 300 350 400 mz

Espectro EM.34Espectro de massas ESI-MS/M8/£410) proveniente do extrato hidrometandlico d#safo deSolanum caavuran¥ell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. 4 +MS2(411.3021), OeV, 8.3min #495
[%] 3
100- 410.3002
50
["/915 +MS2(411.3022), 20eV, 9.2min #547
1004 410.3021
503
] 269.1877 381.2726
[‘%’J_: +MS2(411.3019), 25eV, 9.6min #571
1003 410.3003
503
3 163.1106 209,1880 381.2728
A A
[‘%’J_: +MS2(411.3014), 30eV, 9.8min #584
1004 410.2994
] 269.1888
50
3 163.1108 229.1573 . | 392.2877
[‘%ﬁ_: +MS2(411.3006), 35eV, 10.2min #607
] 260.1889
100 410.2988
50
: 392.2878
] 1‘:9'10955 o 211.1446 2291571  251.1766 i 287.1958 \
(%] +MS2(411.2996), 40eV, 10.4min #621
100 269.1882
50 410.2976
- 145.0984 392.2876
] 251.1763
3 | A A ll l A l A l I 211ll451 2??}577 I I 3752610 Il. A
[‘%’J_: +MS2(411.3000), 45eV, 10.7min #640
100 269.1878
] 145.0985
50 133.0956 175.1112 211.1443 251.1766 392.2869  410.2965
O: : |Il| Illunl ] |Ll| |lllll lllll : |ll| |.l|. lll : Illl In l : T T ?:7525|87 |lh T 1 :
150 200 250 300 350 400 mz

Espectro EM.35Espectro de massas ESI-MS/M8/£411) proveniente do extrato hidrometandlico d#fsafo deSolanum caavuran¥ell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. 5 +MS2(428.3127), 10eV, 4.5min #268
[%0] ] 428.3128
100 ¢
50
3 |
["/915 +MS2(428.3125), 30eV, 5.4min #324
3 428.3125
100 ¢
50 ]
[‘%’J_: +MS2(428.3126), 35eV, 5.7min #339
3 428.3126
100
50
] 392.2889 410.2984
[‘%’J_: +MS2(428.3120), 40eV, 5.9min #355
3 428.3119
100 ¢
50
] 267.1731 392.2895 4102989
[‘%ﬁ_: +MS2(428.3113), 45eV, 6.2min #373
3 428.3113
100 ¢
503 392.2897
] 1241101 143.0836 225.1608 267.1726 | 4102988
[%]3 +MS2(428.3096), 556V, 6.8min #407
] 428.3096
100- 392.2885 P
3 143.0834
3 225.1613
50 124.1096 162.1231 252.1503 410.2990
: 183.1142 201.1482
E al.hu._l.l.l.lllu.d.l..l.l.h.....l.l.\.._....l.ul P AVVETN (WA W l.. . L L
[‘%)L: +MS2(428.3057), 70eV, 7.7min #462
] 143.0835
1004 124.1090 162.1243 200.1409
] : 252.1503
50 225.1598
3 237.1306 376.2572
04 llllL N (1IN s lull lll | : e 1 —ul |l A T 410|2935 : ‘I
100 150 200 250 400 'z

Espectro EM.36Espectro de massas ESI-MS/M8/£428) proveniente do extrato hidrometandlico d#fsafo deSolanum caavuransell.
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Anexo Il — Espectros

Intens.
[%0]
100

80

60

40

20

208.1906
251.1416
. Jlu 1

200

412.3230

400

578.4084

740.4607

e | I

+MS, 0.7-26.6min #(44-1588)

T
600

T
1000

T
1200 nvz

Espectro EM.37Espectro de masséad| scando extrato hidrometandlico do tronco $ielanum caavuran¥ell.
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Anexo Il — Espectros

Intens.
[%0]
100

80

60

40

20

380

398.3433

412.3230

415.3667

428.3179

+MS, 0.7-26.6min #(44-1588)

389.7105
382.7203
444.3126
393.0581
UL ,L,IL.,.[“,.L |85 I a1 1 U 1 VN L, “1 TN T
390 400 410 420 430 440 450 m'z

Espectro EM.38 Ampliacdo do espectro de masfabscando extrato hidrometandlico do tronco Slelanum caavuransell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. +MS2(398.3426), 30eV, 3.6min #215
OF 398.3426
1004 *
753
503
253
3 ]
[o8) E TMS2(398.3419), 356V, 3.8min #224
3 398.3419
1003 *
753
503
25
3 128.1422 255.2064
o8} E +MS2(398.3412), 40V, 3.9min #232
3 398.3412
100 3 *
753
503
253
E 1281423 1471107161150 211.1473 255.2009269.1920 380.3269
[o8) E +MS2(398.3402), 45eV, 4.0min #240
100 396.3254
753 *
503
25 126.1278  147.1108161.1254
E Lol \ [, 1871441 213.1576 229.1733 255.2078 271.2055 380.3249
0&- Ly Ll L W A N T ol all i al L. Ll ot .
(%] TMIS2(398.3403), 506V, 4.2min #252
100 396.3247
75
503 147.1120161.1253
] 133.0994
25 3 173.1219
E 2111473 39,1755 255.206%69.1918 380.3209
100 150 200 250 300 350 400 iz

Espectro EM.39Espectro de massas ESI-MS/M8/£398) proveniente do extrato hidrometandlico dad¢mdeSolanum caavurandell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. 5 +MS2(412.3234), 20eV, 6.0min #361
[%0] 4 412.3234
100 ¢
50
3 329.1504 _
["/915 +MS2(412.3233), 25eV, 6.2min #373
] 412.3233
100 ¢
504
] 329.1500
[‘%’J_: +MS2(412.3237), 30eV, 6.4min #385
] 412.3237
1004
50
] 163.0402 255.2115269.1917 329.1506 394.3110
[0}0’1_: +MS2(412.3231), 35eV, 6.7min #401
] 412.3231
100 ¢
50 269.1924 394.3115
] 126.1275  145.1008 163'9401 255.|2121 i .
[‘%ﬁ_: +MS2(412.3223), 40eV, 7.0min #420
] 412.3223
100 ¢
] 394.3113
50 163.0401 256.2123269-1920
[ e o || s A ..
Kk +MS2(412.3211), 45eV, 7.2min #429
100 394.3111
] 163.0399 255.2125269.1914 412.3211
] L 4
] 145.1011
i B 173:1187 211.1479 227.1742
3 |Il NN n.l.. llll n“ - 4 Ll lll L. 380.3247
[‘%’J_: +MS2(412.3203), 50eV, 7.4min #442
100 145.1005 163.0399 255 2117 394.3103
] 269.1909
503 126.1277 173.1166 l 412.3203
] 211.1478225.1642 +
04 ;lll;l .Illl 1 IuI- l‘lllll lll .l s L : A ll |I‘. Ll Ilnl | : Il T : T . 38OI3219 . T . ‘ll
150 200 250 300 350 400 mz

Espectro EM.40Espectro de massas ESI-MS/M8/£412) proveniente do extrato hidrometandlico dad¢mdeSolanum caavurandell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. J +MS2(413.3311), 20eV, 10.1min #605
[%]3
100 412.3234
753
503
253
] 329.1504
0& b | A A i
(%] +MS2(413.3315), 30eV, 11.0min #658
100 412.3237
75
503
25
; 163.l0394 255,2119269.}923 329.1507 394.l3108
o8} E +MS2(413.3311), 35eV, 11.4min #682
100 412.3234
753
503
E 394.3115 it
254 163.0400 255.2126209:1919
3 126.1276  145.1005 . 329.1502 Li X
[0}0’1_: +MS2(413.3298), 40eV, 11.7min #701
100 412.3226
75-5 394.3114
503 163.0398 255.2127269-1919
] >
254 126.1277 145.1007
] - L ooal tRee 2111483 227.1767 Lh " .
[‘%’J_: +MS2(413.3300), 45eV, 12.2min #726
100 255.2125 394.3111
3 163.0398 269.1916
753 412.3214
E 145.1009
503 126.1276
o5 3 173.1140
] 185.1320 211.1488 227.1757 J.l 380.3265
03 M“MJ M — il
150 200 250 300 350 400 mz

Espectro EM.41Espectro de massas ESI-MS/M8/£413) proveniente do extrato hidrometandlico dad¢mdeSolanum caavuranell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. 4 +MS2(414.3366), 15eV, 14.0min #3838
[%0] 4
100 412.3233
50
["/915 +MS2(414.3375), 20eV, 14.2min #848
100-f 412.3234
50
] 329.1495 )
[‘%’J_: +MS2(414.3370), 25eV, 14.4min #861
1003 412.3233
50
] 329.1501
[‘%’J_: +MS2(414.3372), 30eV, 14.5min #867
1003 412.3232
504
] 163.0398 255.2119269.1919 329.1496 394.3108
[‘%ﬁ_: +MS2(414.3365), 35eV, 14.8min #884
100 412.3230
503 269.1918 394.3110
1 1261278 1451007 ‘0340 i dud
Kk +MS2(414.3359), 40eV, 15.0min #895
100 412.3223
3 394.3112
50 163.0399 255.2126269.1918
] 12(?]1275? 145'|1|OO7 173.1121 211.1484 227.1741 L A
[‘%’J_: +MS2(414.3358), 45eV, 15.1min #902
] 394.3110
100 163.0400 2585.2123
] 269.1915 412.3212
] 145.1008
” e 173.1146 211.1480 227.1757
O: Y l Illl — aduy llll A Illl ll .I.l : lll : Ill | : I\l : : 380|3244 : Y :
150 200 250 400 mz

Espectro EM.42Espectro de massas ESI-MS/M8/£414) proveniente do extrato hidrometandlico dad¢mdeSolanum caavurandell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. +MS2(415.3671), 15eV, 17.6min #1053
[%]3
1003 412.3233
503 I ’I
[‘%’J_z +MS2(415.3674), 20eV, 17.8min #1064
1003 412.3234
503 +
] 329.1500
[‘%’J_z +MS2(415.3673), 25eV, 18.3min #1092
1003 412.3233
503 ¢
] 329.1505
[‘%’J_z +MS2(415.3672), 30eV, 18.8min #1125
1003 412.3234
503 *+
] 163.0394 255.2116269.1916 329.1500 394.3106
[o8) E +MS2(415.3669), 35eV, 19.1min #1139
1003 412.3231
50 3 *
E 69.1922 394.3113
E 1261280 1451012 1630401 2652123269 -
[‘%ﬁ_z +MS2(415.3669), 40eV, 19.3min #1155
100 412.3230
503 163.0404 255.2131269.1923 394.3116 .
[ e | weyss Al L
[‘%‘J_z +MS2(415.3664), 45eV, 19.4min #1161
100 163.0402 2552128 394.3115
3 269.1920 412.3215
E 145.1011 :
E VRN | T Rt 2111483 227.1748 Ll 380.3264 [
["/31_5 +MS2(415.3643), 50eV, 19.8min #1181
E 163.0401
100—E 145.1008 255.2122269 Lot 394.3101
503 126.1274 l 173.1180 :
] . 225.1640 412.3188
(= NN .l.l. '.l l.l ; Lh u|‘ ul llnln il .l. bl 199.1430 aplu ; Ll : ' l.l ; ll N ' . ; . 380I.3255 . l
150 250 300 350 400 mz

Espectro EM.43Espectro de massas ESI-MS/M8/£415) proveniente do extrato hidrometandlico dadcmdeSolanum caavurandell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. 5 +MS2(428.3180), 20eV, 21.4min #1277
[%0] ] 428.3180
100 ¢
50
["/915 +MS2(428.3185), 30eV, 21.8min #1302
] 428.3185
100 ¢
50
[‘%’J_: +MS2(428.3184), 35eV, 21.9min #1306
] 428.3184
1004
50
E 392.2940 410.3045
[0}0’1_: +MS2(428.3184), 40eV, 22.2min #1328
] 428.3184
100 ¢
50
3 2671747 392.2950 410.3046
A
[‘%ﬁ_: +MS2(428.3185), 45eV, 22.5min #1341
] 428.3185
100 ¢
50
; 392.2959
] 126.1278 143.0862 225.1626 267.1760 785 1865 L 410.3059
Kk +MS2(428.3171), 50eV, 22.6min #1350
] 428.3171
100 ¢
3 392.2950
50
- 410.3052
] 1241115 1430861 1621249 2011400 2251630 252.1540707 1704 55 1850 . .
[‘%’J_: +MS2(428.3148), 60eV, 23.0min #1371
100 1241118 1430854
] 162.1266 225.1626 252.1536 392.2932 4283148
50 1761423 2011511 267.1757 4103050
] | 285.1854 \ |
O_ — ll| T A T T T T ll L T T = T T L T l|
150 200 250 300 350 400 mz

Espectro EM.44Espectro de massas ESI-MS/M8/£428) proveniente do extrato hidrometandlico dad¢mdeSolanum caavuranell.
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Anexo Il — Espectros

Intens. +MS2(444.3130), 10eV, 24.0min #1436
(9613 444.3130
100 3 N
503
3 208.1882 A
[";021_5 TMIS2(444.3141), 256V, 24-5min #1463
; 444.3141
1003 >
503
3 208.1883 398.3106 426.3010 ,_ﬁ
[‘%)J_E TMS2(444.3141), 306V, 25.0min #1493
E 444.3141
1003 *
50 3
3 398.3084 426.3004 ||
[‘%)J_E TMS2(444.3136), 356V, 25.1min #1499
3 4443136
100 3
50 398.3080
3 163.0392 255.2052 N 426.2998
[‘%)J_E TMS2(444.3130), 206V, 25.4min #1519
3 4443130
100 3
50 398.3079
3 126.1257 163.0404 267.1728 371.2859 N 426.3023 |
[‘%)J_E TMS2(444.3124), 456V, 25.7min #1536
; 4443124
100 3
503 398.3084 |
E 126l..1258 145.l1008 16?:-‘0410 . 267]1743283.1708 380. 3032 l . 426. 3040 \
E +NIS2(444.3111), 50eV 55 .9min #1544
3 444.3111
1004 *
E 408.2881
504 124.1110 145,0987 163.0427 255.1900 283.1697 380.2959 426.3024
0&: N T W L o ol Lo L 343.2809 N |, |ln " |
(] +MIS2(444.3105), 556V, 26.0min #1554
] 444.3105
100 1241112 145.0993 ro 166 408.2879 ¢
503 551864 283.1677 380.2975 426.2996
E L 343.2773 | |
0- WAV Y U NG EREWIREIUWERVIRWE W [N
150 200 250 300 350 400 m'z

Espectro EM.45Espectro de massas ESI-MS/M8/£444) proveniente do extrato hidrometanélico dad¢mdeSolanum caavuranell.
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Anexo Il — Espectros

Intens._; +MS2(578.4077), OeV, 1.0min #62
%13 578.4077
1003 .
503
[0&_5 TMS2(578.4001), 56V, L.1min #68
3 578.4091
1003 .
503
3 412.3228 |
[0&_5 TMS2(578.4095), 206V, 1.5min #92
3 578.4096
1003 *
503
3 251.1397 412.3206 _
[%)1_5 TMS2(578.4095), 256V, L.7min #100
3 578.4095
1003 *
503
3 251.1403 412.3192
[0&_5 +MS2(578.4093), 306V, 1.8min #108
3 578.4093
1004 *
503
3 251.1386 412.3202
[0&_5 +MS2(578.4090), 356V, 1.9min #116
3 578.4090
1004 *
503
3 251.1399 412.3186
[‘%‘J_; +MS2(578.4098), 406V, 2.1min #123
3 578.4098
1003 .
503
E 163.0412 2552116 412.3219 .
[%\1_5 +MIS2(578.4088), 45€V, 2.2min #130
3 578.4088
1003 .
503 255.2121
3 126.1283  161.1326 398.3419 L
O e g e e b e ——7—— :
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 mz

Espectro EM.46Espectro de massas ESI-MS/M8/£578) proveniente do extrato hidrometandlico dad¢mdeSolanum caavurandell.
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Anexo Il — Espectros 157

Intens. 3 +MS2(726.4800), 10eV, 3.5min #211
[%] 726.4801
1003 *
503
E 381.0781 412.3196
b | A La
[‘%’J_z +MS2(726.4797), 15eV, 3.7min #220
E 726.4797
100 3 *
503 I
E 381.0790 412.3192
b A L
[‘%‘1_5 +MS2(726.4795), 20eV, 3.8min #229
E 726.4795
1003 *
50_5 381.0810 412.3194 III
] N N b
[‘%ﬁ_z +MS2(726.4809), 25€V, 3.9min #234
E 726.4809
1003 *
o 381.0793 412.3205
] N N Ll
8] E +MS2(726.4807), 30eV, 4.0min #240
E 726.4807
1004 *
503
3 381.0785 412,3200
[‘%ﬁ_z +MS2(726.4800), 40eV, 4.2min #253
E 726.4800
1004 *
503
3 412.3206 691.3831
O}g = N ki Y i
KUE +MS2(726.4805), 45eV, 4.4min #260
E 726.4806
100 3 .
503 I
E 412.3207 691.3838
0}0}] E N Ly N
KUE +MS2(726.4795), 55eV, 4.5min #270
E 726.4795
100 3 .
503 412.3188 691.3858
] 145.0521 257.2286 L |
0 SVONEIERN R : v : iy : . : : : ah L : : : . : : : : . : : : —h :
200 300 400 500 600 700 m'z

Espectro EM.47Espectro de massas ESI-MS/M8/£726) proveniente do extrato hidrometandlico dad¢mdeSolanum caavurandell.



Anexo Il — Espectros

Intens. E +MS2(740.4614), 10eV, 27.1min #1620
[96]3 740.4614
1003 .
503
= A
[0&_5 TMS2(740.4620), 256V, 27.6min #1647
3 740.4621
1003 .
503
[0&_5 +MS2(740.4624), 30eV, 27.8min #1659
E 740.4624
100 3 *
50 3
[%)1_5 +MS2(740.4624), 35eV, 27.9min #1664
E 740.4624
1003 *
50 [
[%)1_5 +MS2(740.4617), 40eV, 28.1min #1679
3 740.4617
1003 *
503
3 255.2108 ‘
[‘%)1_5 +MS2(740.4620), 45€V, 28.2min #1684
3 740.4620
1003 .
503 l‘
3 255.2116
e 145.0506 i ‘
%13 +MS2(740.4607), 50€V, 28.3min #1691
3 740.4607
1003 .
503 255.2122
3 145.0507 428.3142 L
[%}1_5 +MS2(740.4594), 60eV, 28.7min #1713
100 2052128 740.4594
E *
50 161.1330
3 J_ 398.3417428.316 L
——~«-l|-u—.-h e ) ik, ' : : : , YRRV N : : ' : : : : ' : : ' Ay :
200 300 400 500 600 700 m'z

Espectro EM.48Espectro de massas ESI-MS/M8/£740) proveniente do extrato hidrometandlico dad¢mdeSolanum caavurandell.
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