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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo quimico de sete espécies de Solanum.
O estudo dos extratos de Solanum jabrense, S. paludosum e S. crinitum foi
realizado com técnicas cromatograficas rotineiras de laboratério, e as demais
espécies foram estudadas através de andlise por CLAE. De Solanum jabrense
AGRA & M. NEE foram isolados dois esteroides, p-sitosterol e estigmasterol,
um triterpeno (B-amirina), um sesquiterpeno (solavetivona), dois alcaléides (Np-
metiltetraidro-B-carbolina e solasodina) e o acido vanilico. Das folhas jovens de
S. jabrense também foram isolados os flavonéides: 37,3 ,4-tetra-O-
metilquercetina, 7,4’-di-O-metilquercetina e 7-O-metilkanferol.

A espécie Solanum paludosum Moric. fomeceu dois triterpenos, acetato
de p-amirina e P-amirina, uma alcamida (N-p-coumaroiltiramina), acido
protocatecuico, duas saponinas esteroidais (3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol e
3-O-p-D-glicopiranosilestigmasterol) e oito flavondides: 3,4',7 8-tetra-O-
metiligossipetina, 3,3’ 4,7, 8-penta-O-metilgossipetina, 3,3’ .4 7-tetra-O-
metilquercetina, 3-0O-metilquercetina, 7-O-metilapigenina, 3,7-di-O-
metilkanferol, 7-O-metilkanferol e 3,7,8-tri-O-metilherbacetina. O extrato
metanélico dos tricomas de Solanum crinitum Lam. forneceu dois flavondides
glicosilados, astragalina e tilirosideo.

As estruturas foram identificadas pela analise dos espectros de IV,
Massas e RMN, incluindo os experimentos de 2D da substancias naturais e dos
derivados metilados, acetilados e o novo derivado iodado dos flavon6ides.

Os extratos dos tricomas de Solanum rhytidoandrum Sendtn., S.
paludosum Moric., S. paraibanum Agra, S. stramonifolium Jacq. e das partes
aéreas de S. agrarium Sendtn. and S. jabrense Agra & M. Nee foram
analisados por CLAE para verificar a presenca de flavonoides. As espécies
estudadas s3o de quatro secdes diferentes de Solanum, subgénero
Leptostemonum (Dunal) Bitter.

Os testes biologicos, atividades espasmolitica e moluscicida,
citotoxicidade frente ao carcinoma de Erhlich e inibicdo da enzima
topoisomerase foram realizados com os extratos de espécies de Solanum,

solavetivona e com os flavondides naturais e 0s derivados.
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ABSTRACT

The chemical study of the aerial parts of a new and rare species of
Solanum jabrense Agra & M. Nee resulted in the isolation of two steroids, B-
sitosterol and stigmasterol, one triterpene B-amyrin, one sesquiterpene
(solavetivone), two alkaloids Ny-methyltetrahydro-p-carboline and solasodine,
beside vanillic acid. The leaves of S. jabrense fumished three flavonoids
3,7,3 4 -tetramethyl quercetin ether, 7,4'-dimethyl quercetin ether, and 7-methyl
kaempferol ether.

The aerial parts of Solanum paludosum Moric. afforded two triterpenes B-
amirine acetate and p-amyrin and its acetyl derivative, one alkamide N-p-
coumaroyltyramine, protocatecuic acid, two steroidal saponins, 3p-O-p-D-
glicopyranosylsitosterol and 3p-0-p-D-glicopyranosylstigmaterol and eight
flavonoids:  3,4’,7,8-tetramethylgossypetin  ether, 3,3',4,7 8-pentamethyl
gossypetin ether, 3,3',4',7-tetramethyl quercetin ether, 3-methyl quercetin ether,
7-methyl apigenin ether, 3,7-dimethyl kaempferol ether, 7-methyl kaempferol
ether, and 3,7,8-trimethyl herbacetin ether. The structures were stablished from
IV, Mass spectrum and NMR spectral data, including 2D NMR experiments of
the natural substances and the acetyl, methyl and the new iodine derivative of
flavonoids.

The methanolic extract of the trichomes of Solanum crinitum Lam.
furnished O-glicosylflavonoids astragaline and tilliroside.

The analysis of flavonoids by HPLC was carried out with extracts of
trichomes of S. rhytidoandrum Sendtn., S. paludosum Moric., S. paraibanum
Agra, S. stramonifolium Jacq. and the extracts of the aerial parts of S. agrarium
Sendtn. and S. jabrense Agra & M. Nee. The flavonoid profiles were compared
by HPLC. The studied plants belong to four different sections of Solanum subg.
Leptostemonum (Dunal) Bitter.

Biological tests were run for the Solanum extracts, for solavetivone and
for the natural and derivatized flavonoids, including topoisomerase inhibition,
spamolitic and molluscicide activities, and citotoxicity against Erlich cells.
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Substancias isoladas neste trabalho de espécies de Solanum

Flavondéides:

7
27 R=H
2 Ty, S. jabrense
S paludosum
26 R=Ac
S. paludosum

34
S. jabrense
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1. Introducdo

A familia Solanaceae possui grande importancia econémica por ser constituida
de varias espécies que sdo usadas na alimentagdo humana. Como exemplo
podemos citar a batatinha (Solanum tuberosum L.), tomate (Lycopersicon esculentum
L.), beringela (Solanum melongena L.), jil6 (Solanum gilo) e a pimenta malagueta
(Capsicum frutescens L.), outras espécies sdo toxicas e muitas sdo produtoras de
drogas de interesse farmacolégico, como a atropina (Atropa belladona), nicotina
(Nicotiana tabacum L.) entre outras (AGRA, 2000).

O género Solanum L. & o maior e mais complexo género da familia
Solanaceae, com cerca de 1500 espécies e 5000 epitetos habitando sistemas
ecolégicos estabelecidos pelas regides tropicais e subtropicais do mundo e tendo
como centro de diversidade e distribuicdo a América do Sul (AGRA, 1999).

Além de alcal6ides, os flavondides constituem um dos grupos de substancias
mais frequentes em espécies do género Solanum. O numero de trabalhos de
sistematica quimica sobre o género Solanum € relativamente reduzido,
aparentemente devido as dificuldades de se trabalhar com um género contendo um
grande numero de espécies morfologicamente variavel (D’ARCY, 1979). Porem,
dados quimicos baseados nos padrfes flavonoidicos contribuiram para uma
compreensdo sistematica dos taxons nos niveis mais inferiores de classificacéo na
familia (STEINHARTER et al., 1986). A literatura relata um perfil quimico de Solanum
com base na freqiiéncia de flavondides [HARBORNE (1962), WHALEN (1978),
HARBORNE & SWAIN (1979), REZNIK & WIETSCHEL (1979), WHALEN & MABRY
(1979), SCHILLING (1984), ANDERSON et al. (1987), STEINHARTER (1986) e
SILVA et al. (Dados ndo-publicados)].

2. Ocorréncia de flavonas, flavondis e seus glicosideos em espécies do género
Solanum (Solanaceae)

As Tabelas 1 e 2 descrevem os flavon6ides em ordem
crescente de numeragdo e do numero de grupos
hidroxilicos/metoxilicos/agucares no esqueleto basico 1 !

(primeira coluna, contendo também o nome ftrivial entre ¢

parénteses), as espécies de onde foram isolados (segunda
coluna) e as referéncias bibliograficas originais das citagbes 1



referentes as substancias (terceira coluna). Algumas referéncias citadas foram
obtidas somente de resumos do Chemical Abstract ou do NAPRALERT (NAtural
PRoduct ALERT). A auséncia de informagio na literatura sobre o nimero de

espécies num género é indicada pela abreviagéo “Spp”.

2.1. Flavonas, Flavonéis e seus O-heterosideos

Muitos flavondis (3-oxiflavonas) glicosilados descritos como bioprodutos de
espécies deste género sdo geraimente derivados do kanferol (3,5,7,4-
tetraidroxiflavona) e quercetina (3,5,7,3,4-pentaidroxiflavona), o mesmo ocorrendo
também com os derivados metilados e acilados. Substancias derivadas da
isoramnetina  (3,5,7,4 -tetraidroxi-3-metoxiflavona) e miricetina  (3,5,7,3',4',5-
hexaidroxiflavona) sdo mais restritos. A glicose e a ramnose aparecem como 0S
carboidratos mais frequentes, podendo-se considerar a galactose, a arabinose € a
xilose como de ocorréncia relativamente rara. A Unica flavona glicosilada (Tabela 1)
encontrada até o presente € derivada da luteolina (5,7,3 4 -tetraidroxiflavona).

2.2. Flavonas e Flavonoéis

Os flavonéis livres ocorrem em um namero menor de espécies € aparecem
como agliconas em varios glicosideos. Derivados da gossipetina (3,5,7,8,3',4-
hexaidroxiflavona), Silva et al (2002), e da herbacetina (3,5,7,8,4-
pentaidroxiflavona), Silva et al., 2002 e Silva et al., dados dados nao-publicados,
foram relatados somente uma vez cada um. Relativamente poucos derivados das
flavonas apigenina (5,74 -triidroxiflavona), luteolina (5,7.3 4 -tetraidroxiflavona) e
crisoeriol  (5,7,4"-triidroxi-3'-metoxiflavona) encontram-se descritos na literatura
(Tabela 2).



Tabela 1. Ocorréncia de flavonas e flavonoéis glicosilados produzidos por
espécies do género Solanum, familia Solanaceae.

Flavonéide Espécie de Referéncia

Solanum

5,7,3 4 2etraidroxiflavona (luteolina)
7-0-B-D-glicopiranosil (cinarosideo)
3,5,7 4 -tetraidroxiftavonol (kanferot)

S. stoloniferum HARBONE (1962)

3-O-a-L-arabinofuranosil (avicularina) S. glaucophylium RAPPAPORTT et al.(1977)
3-0-p-D-glicopiranosil (astragalina) S. chimperianum ANGENOT (1969)

S. crinitum SiLVA et al*

S. dobium AFIF1, (1899)

3-0-B-D-galactopiranosil (trifolina)

3-0-a-L-ramnopiranosii-O-B-D-
glicopiranosii™

3-O-rutinosil (nicotiflorina)

S. dulcamara

S. elaeagnifolium
S. interius

S. laciniatum

S. pinnatisectum

S. pseudocapsicum
S. pubescens

8. santolallae

S. pinnatisectum

S. dulcamara

S. pseudocapsicum
S. hougasif

S. spp.

S. pubescens

S. unguiculatum
S. brevidens

S. cardiophylffum
8. clarum

S. etuberosum

8. fernandezianum
S. glaucophylium
S. jamesii

S. juglandifolium
S. lycopersicoides
S. melongena

S. michoacanum

WALKOWIAK et al .(1990)
CHIALE et a/ .(1991)
SCHILLING (1984)

SHABANA & EL-ALFY (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
BIARD et al. (1874)

KUMARI et al. (1985)
HARBONE (1962)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WALKOWIAK ef al. (1990)

BIARD et al. (1974)
HARBONE (1962)

REZNIK & WIETSCHEL (1979)
KUMAR! et al. (1985)

ABBAS (1999)

WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL&REZNIK(1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
RAPPAPORTT et al. (1977)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
BARNABAS & NAGARAJAN
(1989)

WIETSCHEL & REZNIK (1980)




3-O-diglicopiranosil**

3-0O-soforosil
3-O-diramnopiranosii-glicopiranosil*™
3-O-glicopiranosil-ramnopiranosil-
glicopiranosil™*

3-0{2%glicosilrutinosit)
3-0-(2%-ramnosilrutinosit)***
3-O-diglicopiranosil-7-O-ramnopiranosil**
3-0-soforotriosil-7-O-ramnopiranosil

3-0-soforotriosil-7-O-ramnopiranosil***
3-0+6"-cis-cimamoil-glicopiranosil)
3-0-(6"-trans-cimamoil-glicopiranosit)
(tiliroside)
3-0-(6""-0-2,5-diidroxicinamoil }-B-D-
glicopiranosil-{(1-»2)-glicopiranosil
3-0-metil-7-O-glicopiranosilkanferol
4-O-metilcanferol (canferideo)
3-0-p-D-glicopiranosil

3,5,7,3 .4 -pentaidroxifiavona (quercetina)
3-0--L-arabinopiranosil (polistachiosideo)
3-0-p-D-xilopiranosil (reinoutrina)

3-O-a-L-ramnopiranosil (quercitrina)

3-0-B-D-glicopiranosil (isoquercitrina)

S. morelliforme

S. ochranthum

S. pinnatisectum
S. stenophyllidium
S. chimperianum
S. chrenberyli

S. pinnatisectum

S. pseudocapsicum

8. brachycarpum

S. tuberosum
S. spp.

S. tuberosum
S. tuberosum

S. spp.
S. slasagnifolium
S. crinitum

S. incanum

S. sarrachoides

S. laciniatum

S. spp.
S. spp.
S. melongena

S. agrimonifolium
S. americanum

S. ayacuchoense
S. brevidens

S. capsibaccatum
S. cardiophyllum

8. chacoense

S. chimperianum

8. clarum

S. colombianum

WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
ANGENOT (1969)
HARBORNE (1962)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
BIARD et al. (1974)

HARBONE (1962)

HARBONE (1967)

REZNIK & WIETSCHEL (1979)
HARBONE (1962)

SCHMID & HARBONE (1973)

REZNIK & WIETSCHEL(1979)
CHIALE et al, (1991)
SiLVA et al. *

LIN et al. (2000)

SCHILLING (1984)

SHABANA & EL-ALFY (1980)

REZNIK & WIETSCHEL (1979)
REZNIK & WIETSCHEL (1979)
BARNABAS & NAGARAJAN
(1989)

WIETSCHEL & REZNIK (1980)
SCHILLING (1984)

WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
ANGENOT (1969)

WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)



3-0-p-D-galactopiranosi
hiperosideo)

(hiperina,

S. commersonii
S. douglasii

8. dulcamara

S. etuberosum

8. fernandezianum
S. furcatum

S. gayanum

8. glaucophyllum
S. interius

S. jamesii

S. juglandifolium
S. lycopersicoides
S. michoacanum
S. morelliforme

8. moscopanum
S. nigrum

S. oblongifolium
8. ochranthum

S. pinnatisectum
S. pseudocapsicum
S. pseudogracile
S. ptycantum

S. retroflexum

S. sarrachoides
8. scabrum

S. stenophyllidium
S. tanjense

S. valdiviense

S. villosum
S.dobium

S. agrimonifolium

S. ayacuchoense
S. brevidens

S. capsibaccatum
S. cardiophylium
S. chacoense

S. clarum

S. colombianum
S. commersonii

WIETSCHEL & REZNIK (1380)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WALKOWIAK ET AL.(1990)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
SCHILLING (1984)

REYES ot a/.(1988)
RAPPAPORTT et al. (1977)
SCHILLING (1984)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK {1980)
WIETSCHEL & REZNIK {1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
NAWWAR et al. (1989)
CUEVA & USUBILLAGA (1988)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
HARBONE (1962)

BIARD et al. (1974)
SCHILLING (1984)
SCHILLING (1984)
SCHILLING (1984)
SCHILLING (1984)
SCHILLING (1984)

CUEVA & USUBILLAGA (1988)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
REYES et al. (1988)
SCHILLING (1984)

AFIF1 (1999)

WIETSCHEL & REZNIK (1980)

WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)




3-O-a-L-ramnopiranosil-(1-22)-

galactopiranosit

‘**

3-O-ramnopiranosil-glicopiranosi

3-O-rutinosil (rutina)

3-O-diglicopiranosil*™
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. etuberosum

. fernandezianuimi
. jamessit

. juglandifolium

. lycopersicoides
. michcacanum

. morelliforme

. moscopanum

. nigrum

. ochrarnthum

. pinnatisectum

. stenophyllidium
. tarrijense

. unguiculatum

. nigrum

. unguiculatum

. dulcamara

. pinnatisecturm

. pseudocapsicum
. angustifolium

. brevidens

. cardiophyflum

. chacoense

. chimperianum

. clarum

. fernandezianum
. glaucophyllum
. incanum

. jamesii

. juglandifolium

. lycopersicoides
. michoacanum

. morelliforme

. ochranthum

. pinnatisectum

. stenophyilidium

. tuberosum

. americanum

WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK {1980}
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
ABBAS (1999)

NAWWAR et al. (1989)

ABBAS (1999)

WALKOWIAK et al. (1990)
HARBONE (1962)

BIARD et al. (1974)
HUMPHREYS (1964)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
ANGENOT (1969)
WIETSCHEL & REZNIK {1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
RAPPAPORTT et al. (1977)
KUBO et al. (1990)
WIETSCHEL & REZNIK {1980}
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980}
WIETSCHEL & REZNIK (1380)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)

BANDYUKOVA & SERGEEVA

(1974)
SCHILLING (1984)




3-0O-nechesperidosil
3-O-gentiobiosil

3-0O-soforosil

3-0O-p-D-glicopiranosil-(1-6)-
galactopiranosil
3-0-B-D-glicopiranosil-O-B-D-manopiranosil
3,7-0-3-D-diglicopiranosil
3-0-(2%-apiosilrutinosil)

3-0-(2% ramnosilrutinosil)
3-O-glicopiranosii-ramnopiranosii-
glicopiranosii**
3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—>2)-
[glicopiranosil-(1->6)-galactopirancsil]
3-O-metilquercetina (isoramnetina)

3-0-p-D-galactopiranosil
3-0O-rutinosil

3,5,7,3 .4 5-hexaidroxiflavona (miricetina)
3-0-B-D-galactopiranosil

3-C-rutinosil

3,7-O-p-D-digiicopiranosi
3-O-rutinosil-7-O-f3-D-glicopiranosit

nh 0O O nh e u n u nm

. douglasii

.. ehrenbergii

. nigrum

. pseudograciie
. retroflexum

. scabrum

spp.

. nigrum

. pinnatisectum

. higrum

S. xanthocarpum
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. chacoense

. glaucophyllum
spp.

. brachycarpum

. nigrum

. juglandifofium
. Spp.
. glaucophylium
spp.

. pubsscens

. SoUKUpii

. pinnatisectum
brevidens

. jamesii

SCHILLING (1984)

HARBONE (1962)

SCHILLING {1984)
SCHILLING (1984)
SCHILLING (1984)
SCHILLING (1984)

REZNIK & WIETSCHEL (1979)
NAWWAR et al. (1989)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)

NAWWAR et al. (1989)

DUBEY & GUPTA (1978)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
RAPPAPORTT et al. {1977)
REZNIK & WIETSCHEL (1979)
HARBONE (1962)

NAWWAR et al. (1989)

WIETSCHEL & REZNIK (1980)
REZNIK & WIETSCHEL (1979)
RAPPAPORTT et al. (1977)

REZNIK & WIETSCHEL (1979)

KUMARI (1984)

HARBONE (1962)
WIETSCHEL & REZNIK {(1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)
WIETSCHEL & REZNIK (1980)

~J

*Dados néo publicados

**A figagdo que une os carboidratos néo est4 definida

***Acilado com acido p-cumérico ou ferulico



Tabela 2. Ocorréncia de flavonas e flavonéis em Solanum, familia Solanaceae.

DUBEY & GUPTA (1978}
4 tetraidroxiflavona {luteolina)

7-O-metilicrisoerio . L S unguilatum

CHIALE et al. (1991)

1 SILVA etal*

'S. scabrum ssp
scabrum

metilkanferol:

3,7-di-O-metilkanferol (kumatakenina)

S.. pubescens CKUMARL et al. {1985)

KUMARI et al. (1985)

3-O-metilquercetina

S: pubescens




3,3, 4-tri-O-metilquercetina S.;pubescens KUMARI et al. (1985)

S. paludosum SILVA et al. (2002)

avona {miricetina)

8-idroximiricetina (hibiscetina).

S.heterodoxum

S. tenuipes

3.7.8,4tetra-O-metilgossipetina

SlLVAetal *

SILVA et al. (2002)

*Dados néo publicados

A posicdo 5 dos flavonoides isolados das espeécies da familia Solanaceae
apresenta-se ocupada por um grupo hidroxila (BOHM, 1999). As espécies do género
Solanum destacam-se pela capacidade excepcional para produzir 3-O-
glicosideoflavontis, mas também fornecem um namero significativo de kanferol
metilado, quercetina e miricetina como agliconas, muitos dos quais mostram 8-
hidroxilagdo/glicosilagio (STEINHARTER, 1986).

O acumulo de flavonéides ndo glicosilados esta relacionado com a existéncia
de estruturas secretérias e a formagdo de outros produtos naturais lipofilicos. Assim,
os flavondides dos exsudatos s3o observados em familias e géneros distintos,
espalhados no reino vegetal. Solanaceae (géneros Lycopersicum e Solanum) € uma
das familias que acumulam externamente flavonoides livres (WOLLENWEBER &
JAY, 1988). Recentemente foi demonstrado que tais flavonéides de Solanum Subg.
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Leptostemonum estdo localizados nos fricomas estrelados (SILVA et al., 2002 e
SILVA et al., dados n&o-publicados).

A ocorréncia de um padréo particular de substituicdo é frequentemente usado
como um indicador de avango filogenético (HARBONE, 1977 e SWAIN, 1980).
STEINHARTER (1986) estabeleceu um esquema filogenético hipotético para as
secdes do género Solanum, mostrando o relacionamento entre cada seg&o com base
na complexidade biossintética dos flavonéis bioproduzidos. No esquema proposto, a
presenca de metoxila em 3, 4 e 7 e hidroxila em C-8 foi usada para definir estados
de caracteres avancados. A segio Androceras (Subg. Leptostemonum) revelou
elevado grau de complexidade em flavonois, exibindo caracteres de flavondides
avancados por trimetilagdo e 8-hidroxilagdo. Estes dados e os resultados obtidos
recentemente através da investigacdo das espécies Solanum paludosum, S.
rhytidoandrum e S. jabrense permitem agora colocar a se¢do Erythrotrichum (Subg.
Leptostemonum) no mesmo nivel da se¢éo Androceras. Flavonoides isolados destas
espécies podem ser classificados como complexos e como indicativo de avango

filogenético.
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3. Aspectos Botdnicos

Todas as espécies de plantas estudadas foram identicadas pela professora
Doutora Maria de Fatima Agra (Laboratério de Tecnologia Farmacéutica,
Universidade Federal da Paraiba) e as amostras do material vegetal estdo
depositadas no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), Universidade Federal da
Paraiba.

3.1. Solanum agrarium Sendtner

Erva a sub-arbusto, ereto ou levemente prostrado, ramificado, fortemente
armado, 500-900 mm de altura; caule cilindrico 4-5 mm de largura; indumento
glabrescente com diminutos tricomas glandular-estipitados e tricomas simples,
uniserriados, hialinos, com 3-5 células, distribuidos esparso a moderadamente;
fortemente armado de aculeos numerosos, agudos, aciculares, 0,2-10 mm,
levemente reflexos, amarelos, esparsamente glandular-pubescentes no 1/3 inferior.
DISTRIBUICAO GEOGRAFICA: Brasil (Bahia, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de
Janeiro), Coldmbia, Venezuela, lihas do Caribe. E considerada uma espécie nativa
do Nordeste, embora n#o se tenha evidéncias para esta afirmagéo.

IMPORTANCIA ECONOMICA: Algumas informagdes quanto ao uso da especie,
foram encontradas em etiquetas de herbarios, informando sobre a toxicidade das
folhas para o gado, “provocam timpanite”. Outras informagbes & sobre “frutos
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comestiveis”. Popularmente o decocto da raiz € empregado como abortivo. O
decocto das folhas é usado no tratamento das doengas venereas.
NOMES LOCAIS: Baba, Gog6ia, Melancia-da-praia (Agra, 1991)

3.2. Solanum crinitum Lam.

Arbusto a arvoreta, 2-4 m altura; ramos lenhosos, tomentosos. Folhas
solitarias, fortemente armadas; peciolo cilindrico, indumento lanoso a cerdoso;
lamina inteira a lobado-angulada, 10-40 X 10-25 cm, oval-lanceoladas, oval-
cordiformes a oval-elipticas; apice agudo; base assimétrica, subcordiformes;
indumento lanoso a cerdoso, tricomas estrelado-estipitados, estipes pluricelulares,
multisseriadas; alguns com os raios deciduos; actleos aciculares, ca. 1,0 cm compr.
na venaglo principal. Inflorescéncias em cimeiras paucifioras, 5-10 flores; calice
campanulado, cerdoso, aculeado; corola rotaceo-estrelada, plicada, 6-10 cm diam.,
cerdlea lilds a margenta; anteras amarelas, atenuadas para o apice. Ovirio supero;
estilete ca 2 cm compr., estigma glanduloso. Fruto globoso, tomentoso-velutino, 4-5
cm diam.; sementes subreniformes, ca. 5 mm compr., testa bege a marron (AGRA,
dados n&o-publicados)
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3.3. Solanum jabrense Agra & M. Nee

Arbusto lenhoso, 1,5-2,5 m alt., ramificado, armado. Caule e ramos cilindricos,
eretos ou subescandentes, esbranquicados e glabros na planta aduita, escabro a
tomentoso, ferrugineos, na planta jovem, tricomas glandular-estipitados misturados
com tricomas estrelado-glandulares sésseis, raio central pluricelular, glandular apical,
ca. 1 mm compr.; aclleos aciculares, 2-5 mm compr., ferrugineos na base e
amarelos no Apice, retos a levemente recurvos na planta adulta, comprimidos
lateraimente e glandular puberulento no % basal
DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA: Solanum jabrense é uma espécie rara com uma
distribuic8o restrita aos brejos de altitudes do Nordeste do Brasil. E encontrada em
elevacgdes acima de 1.000 m nos estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco e Bahia. A
espécie tem sido coletada em dreas rochosas, constituidas por blocos graniticos e
gnaisicos. Espécimens floridos e frutificados foram coletados de janeiro a agosto e
dezembro (AGRA & NEE, 1997)
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3.4. Solanum paludosum Moric.

Arbusto lenhoso, 1,5-3m de altura, ereto, ramificado, armado, caule e ramos
cilindricos, indumento tomentoso ferrugineo na planta jovem, constituido de tricomas
estrelados sésseis, ferrugineos, com 8-10 células radiais, distribuidos
compactamente na planta jovem, mais esparso e até glabrescente na planta adulta
armada com aclleos esparsos, deltéides 5-10 mm de comprimento, glabros,
ferrugineos, base comprimida, com ca. 5-7 mm de largura, apice recurvo, agudo.
DISTRIBUICAO GEOGRAFICA: Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Brasi
(Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Territorio de Roraima, Territorio
do Amapa). Ha evidéncias historicas que indicam ser esta espécie nativa do
Nordeste brasileiro, de onde provém a maioria do material examinado.
IMPORTANCIA ECONOMICA: Nenhuma informag3o quanto a utilizagéo na medicina
popular ou na alimentagéo pelos frutos ou outra parte da planta foi encontrado na
literatura ou mesmo nas efiquetas das amostras (AGRA , 1991). A triagem
fitoquimica da raiz realizada por AGRA & BARBOSA-FILHO (1990) apresentou
resultado positivo para os testes de alcaléides, esteréides, flavonoides e taninos. A
presenga de 0,67 % de solasodina pura nos frutos verdes foi determinada por
BHATTACHARYYA (1984). Ensaios farmacologicos com a casca da raiz
apresentaram atividade curarizante, produzida por uma substancia néo identificada,
(ATAIDE, 1992)

NOMES LOCAIS: Jurubeba, jurubeba-brava, jurubeba-roxa, todomaka (AGRA, 1991)
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2.5. Solanum paraibanum Agra

Arbusto escandente, tomentoso-hirsuto, aculeado; caule e ramos cilindricos,

ca. 3-6 mm de diametro, revestido por indumento tomentoso-hirsuto, fusco-
ferrugineo, compacto nas partes mais jovens, constituido de tricomas estrelados
sésseis, com a célula apical desenvolvida, unisseriada, 3-4 células osteolares,
células radiais reduzidas; armado por aclleos pequenos, ca. 2-3 mm, de base
comprimida e apice recurvo.
DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA E HABITAT: S. paraibanum apresenta uma
distribuigio muito limitada, conhecida apenas de coletas realizadas no Campus | da
UFPB, em érea pouco alterada, remanescente da mata atlantica, formada por uma
vegetacdo subperenifolia, constituida de arvores e cipés. O epiteto paraibanum é
uma homenagem ao estado da Paraiba, local onde o tipo foi coletado (AGRA & NEE,
1997).
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3.6. Solanum rhytidoandrum Sendtn.

Arbusto lenhoso, ereto, ramificado, ca. 1-2,0 m de alt.; ramos cilindricos, ca. 3-
5 mm de diametro, tomentoso-ferrugineo nas partes mais jovens, folhas e
inflorescéncia, constituido principalmente de dois tipos de tricomas misturados entre
si, um tipo estrelado, longo apiculado (3-4 células ostiolares), séssil, e outro tipo
estrelado, muitiangulado, glanduloso-pedicelado e outro tipo estrelado,
multiangulado, glanduloso-pedicelado e séssil formado de 6-8 celulas radiais maiores
que se intercalam com 3 células menores, € a camada basal formada por 1-2
tricomas glandular-estipitado; aculeos esparsos, deltdides, 2-2,5 mm de
comprimento, glabros, ferrugineos, com base comprimida, apice recurvo, agudo e
ferrugineo na planta adulta, aciculares e levemente retrorsos, ca. 5mm, na planta
jovem.
DISTRIBUICAO GEOGRAFICA: Brasil: Bahia, Ceara, Goids, Paraiba, Pernambuco,
Piaui(?). Apresenta uma distribuicdo continua na regi&o Nordeste, onde a maioria
das coletas foi realizada, principalmente na area da caatinga, onde foi coletada a
maior parte das amostras examinadas. Estas evidéncias sugerem que € uma espécie
nativa do Nordeste brasileiro, de onde é proveniente a maioria do material
examinado.
IMPORTANCIA ECONOMICA: Nenhuma referéncia bibliografica ou mesmo pessoal
foi encontrada quanto ao uso na medicina popular ou pelo seu aproveitamento na

alimentagdo (AGRA, 1991). Todavia, testes preliminares realizados com frutos
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verdes para detecgso de solasodina (BARBOSA-FILHO; AGRA & BATTACHARYYA,
1990) evidenciaram resultados bastante satisfatorios com o alto teor de solasodina,
um alcaloide esteroidal precursor para a sintese de drogas esteroidais, ca. de 0.85%
do peso seco dos frutos.

OBS.: Solanum baturitense Huber & o epiteto de Solanum rhytidoandrum Sendtn.

2.7. Solanum stramonifolium Jacq.

Arbusto, ereto ramificado, fortemente armado, 1-2 m de altura; caule cilindrico
4-5 mm de largura; indumento tomentoso pulverulento constituido de tricomas
adpresso estrelados, com 5-8 raios laterais de 0,1-0,2 mm, sem ou curto apiculados;
distribuidos compactamente nos ramos jovens €& esparsos nos ramos adultos;
extremamente deciduos:; aculeos esparsos, base lateralmente comprimida, apice
recurvo, agudo, ferrugineo, glabrescentes, com tricomas estrelados, esparsos.
DISTRIBUICAO GEOGRAFICA: Panam4, Coldmbia, Venezuela, Trinidad, Suriname,
Guiana Francesa, Peru, Brasil (Amap4, Amazonas, Cear4, Maranh&o, Para, Paraiba,
Pernambuco, Roraima), AGRA (1991).
IMPORTANCIA ECONOMICA: E uma espécie ocasionalmente cultivada no Peru e
Colombia pelos frutos comestiveis (WHALEN et al., 1981). S. stramonifolium néo é
uma espécie utilizada na alimentag&o ou na medicina popular.
NOMES LOCAIS: “Jurubeba”; “Joa” (AGRA, 1991).
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4. Objetivos

a) Isolar e identificar os principais metabdlitos especiais das partes aéreas e tricomas
de espécies de Solanum.

b) Avaliar as atividades espasmolitica e moluscicida, citotoxicidade frente ao
carcinoma de Erhlich e inibicdo da enzima topoisomerase de extratos efou
substancias naturais isoladas das diferentes partes das plantas ou de seus
derivados.
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5. Experimental Geral

5.1. Equipamentos e reagentes

Os pontos de fus&o foram determinados em placa de aquecimento MEL-TEMP
ll, Laboratory Devices USA, utilizando capilar, sem correcdo dos valores. Os
espectros de infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro Perkin-Elmer
1600/1605 FT-IR em KBr e/ou filmes de NaCl. Os espectros de Ressonancia
Magnética Nuclear, 'H e *C (incluindo experimentos em 2D) foram registrados em
espectrometros Bruker DRX-500, 500 e 125 MHz para 'H e '°C, respectivamente;
Bruker ACX-200 (200 e 50 MHz); Bruker AMX-300 (300 e 75 MHz) e JEOL JNM-GX-
400 (400 e 100 MHz). Como referéncia intema foi usado tetrametilsilano ou residuo
do solvente CHCIs (84 7.27) e o pico central do tripleto em 8¢ 77.00 do CDCls. As
rotagBes Opticas foram medidas em um polarimetro digital JASCO, modelo DIP 370.
O espectro de massa de alta resolugéo foi obtido por impacto de elétrons (70 eV) em
um aparelho Varian VG Autospec Autospectrometer (UNICAMP). Os espectros de
massa de baixa resolugdo foram registrados em cromatografo a gas HP-5880A
acoplado a espectrometro de massas computadorizado HP-5897A de analisador de
jons quadrupolo e ionizago por impacto de elétrons, 70 eV; CG/EM Varian Satum
2000; CG/EM HP-5989A.

Os dados referentes ao aparelho de CLAE estio descritos no capitulo IV,
IV.2.1. Instrumental.

A cromatografia em coluna foi realizada tendo como suporte sephadex LH-20
(Sigma, USA); éxido de aluminio Merck, atividade II-1ll (neutro) segundo Brockmann
e silica gel (230-400 e 70-230 mesh, Vetec). A cromatografia em camada preparativa
(CCP) foi feita em placas de silica gel 60 PFass, Merck e Vetec, sobre suporte de
vidro e espessura de 1mm. As substancias foram detectadas por irradiagéo
ultravioleta. Foram usadas Placas de silica gel 60 PF2s4 Merck para cromatografia em
camada fina (CCF) e como reveladores foram utilizados, além da deteccdo por
irradiagdo ultravioleta (254 e 366 nm), reagentes de Draggendorff, Mayer e
Liebermann-Burchard; solugdes de AICI-EtOH (1%), acido difenilborico etanolamina-
MeOH (NP, 1%), sulfato cérico (1%)-H,SO4 (10%), orcinol(1%)- H2S04 (10%) e
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anisaldeido 0.25%-H,SQ4 2%-AcOH. Alguns solventes comerciais foram destilados
antes de serem utilizados.

5.2. Derivatizagées

A preparacdo de derivados das substancias isoladas das espécies de
Solanum serviu para realizag&o de testes biolégicos dos mesmos e em alguns casos
facilitou a andlise dos dados espectrais devido o aumento da solubilidade em
cloroférmio.

5.2.1. Metilacdo

a) Diazometano

A solugdo de diazometano era preparada de acordo com o VOGEL e
adicionada em excesso as substancias dissolvidas em CHCIls ou MeOH. O solvente
era evaporado fomecendo as substancias metiladas.

b) Sulfato de dimetila

Para a permetilagdo com sulfato de dimetila o flavonol foi dissolvido em
acetona e adicionado 1,1 eq. de K.COs e 1,1 eq. de sulfato de dimetila para cada
hidroxila livre. A mistura resultante foi agitada durante 2h a temperatura ambiente
com monitoramento usando placa cromatografica em camada fina. Apds a reagéo, o
solvente foi removido em rotavapor sob pressdo reduzida e o 6leo obtido suspenso
em agua (cerca de 50 mL). Foram adicionados 5 mL de solugdo de hidroxido de
aménio concentrado e lavado com 3 vezes (15 mL) de CH:Cl,. As fragbes organicas
reunidas foram secas com sulfato de sé6dio anidro e o solvente removido em
rotavapor. Em alguns casos foram feitas recristalizacbes em acetona ou MeOH
(CAMARA et al., 2001)
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5.2.2. Acetilagdo com anidrido acético e piridina

As substancias foram dissolvidas com anidrido acético e piridina (1:1) e
deixou-se a mistura em repouso por 48 horas, entdo sendo lavada com agua
destilada gelada formando um precipitado. O precipitado foi filtrado e lavado varias
vezes com 4gua destilada, dissolvido em diclorometano e seco com sulfato de sodio
anidro. Ap6s evaporagido do solvente em rotavapor obtiveram-se as substancias
acetiladas (SHRINER, 1979).
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CAPITULO |

ESTUDO QUIMICO DE SOLANUM PALUDOSUM MORIC. E DERIVATIZACAO
DOS FLAVONOIDES
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I-1. Isolamento e purificagao dos constituintes

A parte aérea de Solanum paludosum foi coletada em janeiro de 1999 no
campus universitario de Jodo Pessoa, Paraiba e colocada em estufa a 40 °C por uma
semana.

O material seco e pulverizado (1,1 Kg), foi percolado com etanol (20 L) e
metanol (15 L) até completa exaustdo mostrada pela descoloragdo da solugdo
extrativa. A solucdo extrativa foi concentrada em rotavapor a 40 °C sob pressé&o
reduzida resultando em um extrato de cor verde escura (100,1 g). Este extrato foi
dissolvido em &cido acético 20% (500 mL) e adicionada uma mistura de benzeno:éter
(1:1, 500 mL), obtendo-se duas solugdes extrativas, uma benzeno:éter etilico e outra
4cida. A solucdo extrativa acida foi alcalinizada com NH4OH até pH 9-10 (100 mL),
fornecendo um precipitado (PPT; 2,96 @) e uma solugdo extrativa basica (FAB). A
solugéo extrativa basica foi lavada com cloroférmio (700 mL) e butanol (4 L) que apos
evaporagdo resultou em extrato cloroféormico basico (FCB; 0,41 g) e extrato
butanélico basico (FBB; 39,0 g)

A solugdo extrativa benzeno:éter foi evaporada em rotavapor fornecendo o
extrato benzeno etéreo (50,0 g) que foi suspenso em metanol:agua (8:2, 500 mL) e
particionado com hexano (3 L) e AcOEt (5 L). Os solventes hexano e AcOEt foram
evaporados fornecendo os extratos hexanicos (31,5 g) e acetato de etila (12 g).

O extrato hexanico foi solubilizado com CH,Cl, e precipitado com MeOH a frio.
O residuo da agua mae foi submetido a cromatografia em coluna com silica gel
usando como eluentes: hexano, AcOEt e MeOH em ordem crescente de polaridade
fornecendo doze frages. A segunda fracdo forneceu cristais em forma de agulhas
incolores, Rf 0,9 (CH:Clo:hexano, 9:1) e ponto de fusdo 240-242°C, substancia 26
(30,4 mg). A terceira fragdo fomeceu a substancia 27 (233,0 mg), cristais em forma
de agulhas incolores, Rf 0,5 (CH.Cl:hexano, 9:1) e ponto de fusdo 195-197°C. A
quinta frago apos recristalizag&o rendeu 200 mg da substancia 8, cristais amarelos
em forma de agulhas, Rf 0,5 (CH2.Cl) e ponto de fusdo 160-161°C. Este flavonoide
(20,0 mg) foi acetilado originando 10 (22.9 mg, P.F.:169-170 °C) e metilado com
sulfato de dimetila fornecendo 9 (40,0 mg). A décima fragdo forneceu um precipitado
amorfo, substancias 26 e 27 (66,3 mg, P.F.: 277-280°C), Rf 0,6 (CH.Cl,) de cor azul-
violacea quando corado com Liebermann, revelando a estrutura triterpénica. A sexta
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fragio foi submetida & cromatografia em coluna com silica gel, tendo como eluentes:
hexano, acetato de etila e metanol, em grau crescente de polaridade fornecendo
quatro fragbes sendo que a terceira fragdo originou cristais em forma de agulhas
amarelas, substancia 13 [25,0 mg, Rf 0,4 (CH.Cl,), P.F.: 150-152°C] que foi acetilada
(15,0 mg) fornecendo o flavonéide 14 (10,0 mg). As substancias em mistura, 28 e 29
(30,0 mg) foram acetiladas com anidrido acético e piridina, fomecendo 30 e 31.

O residuo obtido da solucdo AcOEt (12 g) foi cromatografado em sephadex
LH-20 (Coluna A), fornecendo quatro fragdes. A segunda fracdo (A-2) foi submetida a
coluna répida de silica gel sob média presséo, coletando-se dez fragbes. As fragbes
A-2/2 e A-2/3 forneceram um material cristalino amarelo, em forma de agulhas, que
foi separado da agua mée e foi identificado como os flavonéides 12 (120,0 mg, P.F.:
185-186 °C) e 1 (40,0 mg, P.F.. 218-219 °C), respectivamente. O flavonéide 1 foi
metilado (4,0 mg) e acetilado (10,0 mg) fornecendo a substancia metilada 4 (4,0 mg,
P.F.. 156-157 °C) e o flavonoide peracetilado § (10 mg, P.F.. 176-178 °C). A
substancia 12 (43,6 mg) também foi acetilado com anidrido acético na presenca de
piridina, fornecendo o produto 15 (40 mg P.F..164-168 °C). A 4gua mie da fragio A-
2/3 foi submetida a varias filtragbes em colunas de sephadex LH-20 e silica gel sob
média pressdo, obtendo-se uma mistura contendo os flavontides 1 e 17 (40 mg), o
flavonoide 2 puro (50 mg P.F.:238-240 %C) e a mistura de 2 e 18 (19,8 mg). A terceira
fragdo da coluna A (A-3) foi cromatografada em sephadex LH-20, obtendo-se uma
mistura das substancias 7 e 24 (10 mg), e a alcamida 25 (5 mg, P.F.:235-238 %c).0
flavonéide 2 (18,0 mg) foi acetilado e forneceu 4 (14,0 mg, P.F.:239-240 °C).

O Esquema |.1 mostra o procedimento usado para o isolamento das
substancias de Solanum paludosum.

I-2. Preparacéo do flavonoéide iodado e dos derivados da morina e quercetina

O flavonol 8, contendo apenas uma hidroxila livie na posigdo 5, é um
excelente substrato para a funcionalizagéo das posiges 6 e 8 livres do flavonol.
Relatos da literatura quimica envolvendo a funcionalizacdo de moléculas analogas na
sintese de bichalconas e biflavonas (ALI & ILYAS, 1986) nos motivaram a tentar o
acoplamento oxidativo de 8 com KOH/l> na sintese de uma biflavona. Como
resultado, foram isolados uma mistura de 8-iodo-flavonol (~75%), 6-iodo

flavonol(~25%) e uma pequenissima quantidade do derivado 6,8-diiodado.
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A substancia 8 (20 mg, 17.9 mMol) foi dissolvido em MeOH e, a seguir, uma
solucdo metandlica de KOH (40 mg) foi adicionada sob agitag&o continua. Adicionou-
se entdo iodo (10 mg, 0.04 mMol), em pequenas porgdes. A reagéo foi agitada por 3h
a temperatura ambiente, extraida com CH:Cl,, lavada com H,O destilada e
evaporada para fomecer aproximadamente 20 mg da mistura 16, 22 e 23 (cerca de
74% de rendimento, baseado em 8).

Para confirmagao da formag&o de flavondides iodados, o derivado da morina,
flavonol 20, quando submetido as mesmas condigdes reacionais, originou um perfil
de reagso semelhante ao de 8 (dados n&o-publicados).

A quercetina (110 mg) foi acetilada com anidrido acético (1 mL) e piridina (1
mL), a mistura foi deixada em repouso por 48 horas e entdo lavada com agua
destilada gelada formando um precipitado. O precipitado foi filtrado e lavado varias

vezes com agua destilada, dissolvido com diclorometano e seco com sulfato de sédio
anidro, evaporado em rotavapor fomecendo a substancia 11.

A Morina (19, 100 mg) foi metilada com diazometano, sendo dissolvida em
MeOH e adiconado diazometano em excesso. O solvente foi evaporado fornecendo a
substancia 20 (50 mg)

Para obtencdo da substancia 21, 100 mg (0,331 mMol) de Morina (19) foram
dissolvidas com acetona (15 mL), adicionado 1,14 g de K.COs (5 eq. x 50H) e 1,8 mL
(1,1 eq. x 50H). A mistura foi agitada durante 2h a temperatura ambiente e a reagdo
foi controlada com placa cromatografica em camada fina fornecendo 90 mg.
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I-3. Resultados e discussdo

I-3.1. Determinacgdo estrutural dos constituintes

I-3.1.1. Triterpenos

A andlise dos espectros registrados na regido de IV das substancias 26
(Figura 1.1) e 27 (Figura 1.2) revelam absorgdes caracteristicas de estiramentos e
deformacdes de CH de carbono sp® em 2851 cm™ e 2856 cm™, sinais de estiramento
de carbonila de éster (1731 cm™) para a substancia 26 e sinais de estiramento de
alcool (3285 cm™) e C-O (1191 cm'') para a substancia 27. Os espectros de RMN de
'H das duas substancias (26, Figura 1.3; 27, Figura 1.6) mostram caracteristicas de
triterpenos com o aparecimento dos sinais de metilas entre 54 0,8 e 1,5. A diferenca
entre os espectros das duas substancias & o sinal do hidrogénio metinico (H-3) em
26 que aparece em campo mais baixo, 3y 4,51 sugerindo a presenca de um grupo
acetoxila. No espectro de 27 H-3 é representado pelo multipleto em 3 3.22. No
espectro de RMN'C e DEPT do triterpeno 27 (Figura 1.7) o sinal do CH carbindlico
possui & 78.98, enquanto que em 26 este sinal ocorre em & 80.91 revelando a
desprotegao exercida pelo grupo acetato (Figura 1.4). A presenca do grupo acetato
em 26 foi confirmado também pelos sinais em & 21,26 (metila) e 5 171.03 (carbonila).
O espectro de massas de 26 (Figura I.5) obtido com CG-MS possui picos em 468 (M*
Ca2Hs205), 408 (M*-CH3COOH), 218 (100%) e 203 (47%) e o espectro de 27 (Figura
.8) mostra os picos em 426 (M* CsoHse0), 393, 218 (100%), 189, 135 e 119. Estes
triterpenos sdo comuns no reino vegetal e sdo conhecidos como acetato de B-amirina
(26) e p-amirina (27). Os assinalamentos dos deslocamentos quimicos de hidrogénio
e carbono-13 (Tabela 1.1) sdo semelhantes aos da literatura (AHMAD & ATTA-UR-
RAHMAN, 1994).
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Figura 1.3. Espectro de RMN de H de 26 (acetato de B-amirina)
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Tabela |.1. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e RMN de *C (50,2 MHz) de 26
(acetato de B-amirina) e 27 (B-amirina) em CDCl;

C 8¢ 8¢ By (mU“)
4 37,64 - 38,69 -
8 39,73 - 39,70 -
10 36,76 - 36,85 -
13 145,13 - 145,10 -
14 41,61 - 41,61 -
17 32,49 - 32,43 -
20 31,03 - 31,03 -
CH
3 8091  451(dd) _ 76,98 3,22 ()
5 55,20 55,08 0,77
9 47,46 47,54 1,66 (s))
12 121,57 5,19 () 121,73 518 (t)
18 47 16 47,13 1,98
CH,
1 38,18 3849 1,88 (dd, 3.5, 11,3)
2 26,84 27,05 1,63
6 18,18 18,30 1,48
7 32,49 32,55 1,62
11 23,46 23,45 1,90
15 26,06 26,85 1,25
16 26,84 27,05
19 46,70 46,73 1,64
21 34,64 34,66
22 37,06 37,06
CH;
23 2833 087(s) 28,08 0,99 (5)
24 15,51 0,87 (s) 15,44 0,79 (s)
25 16,63 0,97 (s) 15,57 1,13 (8)
26 16,72 0,97 (s) 16,72 0,96 (s)
27 26,01 1,13 (8) 2594 0,97 (s)
28 2706 0,83(s) _ 28,36 0,83 (s)
29 33,27 0,87 (s) 33,30 0,93 (s)
30 23,63 0,87 (s) 23,63 0,87 (s)
HsC-CO 21,26 2,05 (s)
H,C-CO 171,03 -
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1-3.1.2. Derivado de acido benzéico

A substancia 24 foi identificada em mistura com o flavonéide 7. O espectro de
RMN de 'H de 24 (Figura A.33 do anexo) e COSY 'H-'H (Figura A.36 do anexo)
mostra sinais de hidrogénios aromaticos em § 7,47 (1H, dd, J=2,0 e 85 Hz)
acoplando com dois dubletos, um em 8y 7,52 (1H, J=2,0 Hz) e outro em 5y 6,89 (1H,
J=8.5 Hz). Os espectros de RMN de '°C (PND, Figura A.34 do anexo), DEPT (Figura
A.35 do anexo) e 2D (HMQC, Figura A.37 e HMBC, Figura A.38 do anexo)
asseguram inequivocamente que a substancia 24 é o &cido protocatecuico, um
derivado do acido benzéico comumente encontrado em plantas. A tabela |.2 mostra
os dados obtidos nos espectros de RMN de 'H e °C (1D e 2D). A integragéo dos
sinais de 24 e de 7 mostra que estdo presentes na mistura na proporgédo de

aproximadamente 2:1.

Tabela 1.2. Dados de RMN de 'H e *C 'D e ?D (500 e 125 MHz, respectivamente)
de 24 (acido protocatecuico) em acetona-Dé

o)
HO , A

"~OH

1-3.1.3. Alcamida

O espectro de IV (Figura 1.9) de 25 mostra absor¢gdo em 1639 cm™
referente ao estiramento da carbonila de amida o-B-insaturada. O espectro de
massas revelou o pico correspondente [M]* em m/z 283, consistente com a formula
molecular C47H;7NOs. Um pico proeminente em m/z 164 é devido a perda de CgH;O
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a partir de [M]". O pico em m/z 147 foi atribuido ao fragmento CoH;O, € em 120
corresponde a CgHgO devido a quebra da ligagdo em C-8. Os fragmentos de massas
da substancia 25 sdo mostrados na propria estrutura (Figura [.15). O espectro de
RMN de 'H (Figura 1.10) e 'H-'H-COSY (Figura 1.11) mostra quatro pares de
hidrogénios aromaticos participando de dois sistemas AA’-BB’, um par em & 7,06 (d,
J=8,2) e § 6,76 (d, J=8,2); e outro em 5 7,42 (d, J=8,6) e 6,85 (d, J=8,2) atribuidos a
porgéo tiramina e coumaroil, respectivamente. Um dubleto em campo baixo 5 6.48 (d,
J=155) referente a um hidrogénio olefinico mostra acoplamento frans com outro
hidrogénio em 3 7,46 (d, J=15,5) e foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos 7 e 8
da porgao coumaroil, respectivamente. Dois tripletos em campo alto 5 2,74 (t, J=7,2)
e 5 3,48 (t, J=7,2) acoplando entre si foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos da
porcdo tiramina 7' e 8, respectivamente. O espectro de RMN de 3C junto com o
DEPT (Figura 1.12) mostra sinais para 17 carbonos, 5 quaternarios, 10 metinicos e 2
metilénicos. A atribuigdo dos carbonos metinicos foi feita através da interpretagéo do
espectro de HMQC (Figura 1.13) e dos carbonos quaternarios através do espectro de
HMBC (Figura 1.14). A estrutura N-p-coumaroiltiramina para 25 foi comprovada pela
comparagdo com os dados da literatura (ZHAO et al,, 1992). Os dados de RMN de
'H e de 3C (1D e 2D) estdo na Tabela |.3. Esta substéncia foi equivocadamente dita
como nova por RAHMAN (1992) que a chamou de paprazine, porém ja existia com o
nome de N-p-coumaroiltiramina (FUKUDA, 1983; ZHAO et al., 1992) e foi isolada de
cultura de células de S. khasianum. Como substancia natural esta sendo registrada

agora no género Solanum.

2G4, ARERJE,ER%6. B, 1897 04,1659, 0, 1601 .G
Aib. 3, 128804 11T L by LIG7 . &, 978,889 . 87

Figura 1.9. Espectro de IV da substancia 25 {(N-p-coumaroiltiramina)
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Tabela 1.3. Dados de RMN-1D e 2D de 'H e de C (500 e 125 MHz,
respectivamente) de 25 (N-p-coumaroiltiramina) em acetona-ds

1 12052 ] 2H-3'5'

I-3.1.4. Saponina esteroidal

O espectro de IV da mistura 28 e 29 (Figura |.16) revela uma banda larga em
3387 cm! (OH). As absorgdes em 2936 cm™ e 1462 cm™ sdo referentes a presenca
de CH, CH, e CHz e em 1164 cm™ devido a estiramento C-O. A presenga de hidroxila
serviu de orientagdo para a preparagéo dos derivados acetilados 30 e 31. A parte
esteroidal da aglicona foi definida pelo espectro de RMN'H que apresenta sinais de
metilas (Figura 1.17, sinais simples em & 0,67 e & 1,25, e mdltiplos entre & 080ed
1,15) e pelo espectro de RMN de 13C e DEPT (Figura |.18) que mostra sinais para 27
carbonos n3o glicosidicos, seis CH-O e um CH;O, sendo um em § 99,53 de CH
anomérico, & 79,99 do CH-3 da aglicona, 4xCH e um CH; da glicose. Os sinais de
carbono sp® em & 140,22 e & 122,09 mais intensos s&o compativeis com a ligag&o
dupla em 5,6 dos esterdides e em 5 138,25 e § 129,18 podem ser atribuidos a dupla
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22,23 do estigmasterol. O hidrogénio olefinico aparece em & 5,36 como um dubleto
largo, tipico de H-6 de fitosteréides. A parte glicosidica foi definida pela integracao
dos hidrogénios no espectro de RMN de 'H. A unidade de agucar & p-glicose devido
as seguintes evidéncias: um dubleto em 5 4,60 (J=8 Hz) que pode ser atribuido ao
hidrogénio anomérico (H-1') acoplando com o hidrogénio H-2' trans-diaxial e os
demais sinais de H-3', 4, 5 e 6 em que as interagbes de acoplamento sao
assinalados no espectro de COSY-'H-'H (Figura 1.19). A comparagao dos valores de
'H e "C com os da literatura (KOJIMA et al., 1990; CARVALHO, 2000) confirmaram
as estruturas 28 e 29 como sendo o produto natural 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol e
3-0-B-D-glicopiranosilestigmasterol. Uma confirmagao adicional foi feita através dos
dados espectrométricos dos derivados acetilados 30 e 31 (3-O-8-D-
tetraacetilglicopiranosilsitosterol e  3-O-B-D-tetraacetilglicopiranosilestigmasterol

respectivamente). Os dados de 'H e '°C estdo na Tabela 1.4.

“

Figura 1.16. Espectro de IV da mistura 28 e 29 (3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol e
3-0-p-D-glicopiranosilestigmasterol)
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Tabela 1.4. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e de '*C (125 MHz, CDCl;) da mistura
30 e 31 (3-O-p-D-tetraacetilglicopiranosilsitosterol e 3-0-p-D-
tetraacetilglicopiranosil estigmasterol)

30=22,23-deidro, 3-0-p-D-tetraacetil glicopirancsil sitosterot
34=22,23-diidro, 3-O-p-D- | glicopi il esti

30 31
C dc 84 bc 8n (mult)
5 140,22 140,22
10 36,61 - 36,61
13 42,22 - 42,22
CH
3 79,99 3,31(m) 79,99 3,31 (m)
6 122,09 122,09
8 31,76 31,76
9 50,05 50,05
14 56,65 56,65
17 55,63 55,84
20 36,04 40,43
22 - 138,25
23 - 129,18
24 45,71 51,17 (CH)
25 29,01 32,34
1 99,53 4,59 (d, 8,0) 99,53 4,59 (d, 8,0
2 71,37 4,96 (t, 10) 71,37 4,96 (t, 10)
3 72,82 5,21 (t, 10) 72,82 5,21 (t, 10)
4 68,39 5,02 (t, 10) 68,39 5,02 (t, 10)
5' 71,57 3,69 (m) 71,57 3,69 (m)
6 61,99 4,27 (dd, 2,0; 8,0) 61,99 4,27 (dd, 2,0; 8,0)
4,11 (dd, 2,0; 10) 4,11 (dd, 2,0; 10)
CH,
1 37,10
2 29,35 29,35
4 38,83 2,23 (sl) 38,83
7 31,85 1,88 (s) 31,85
k! 21,05 21,05
12 39,64 39,64
15 24,21 24,21
16 28,16 28,85
22 33,82 -
23 25,91 -
28 24,21 25,34
CHs
18 11,78 0,67 (s) 11,96 0,67 (s)
19 18,69 0,98 (s) 18,69 0,98 (s)
21 18,93 1,91(d, 6,0) 21,15 1,91(d, 6,0)
26 19,75 0,88 (s) 19,75 0,88 (s)
27 18,64 0,79 (sl) 21,05 0,79 (sl)
28 0,83 0,85 (sl) 25,34 0,85 (sl)
29 11,90 0,82 (sl) 11,90 0,82 (sl)
HsC-CO  21,05-20,96 2,24-2,00 (s) 21,05-20,96 2,24-2,00 (s)

H,C-CO  170,66-169,24 170,66-169,24
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Tabela |.5 Deslocamentos quimicos dos hidrogénios em ppm (5) dos flavonoéides naturais e derivados

OH ou OMe ou AcO
Flavondide H-3 H-6 H-8 H-2' H-3 H-5' H-6 3 5 7 8 2 3 4
(1) 3,5,4(OH)/7(OMe)* - 6,32(sh 6,71(sl) 8,06(d) 6,92(d) 6,92(d) 8,06(d) 10,14(s) 12,46(s) 3,84(s) - - - -
(2) 5.4 (0OH)/3,7(OMe)* - 6,35(sh 6,74(sh) 7,96(d) 8,67(d) 8,67(d) 7,96(d) 3,78(s) 12,65(s) 3,84(s) - - - -
(3) 3.5(0H)/7,4'(OMe)* - 6,36(d) 6,75(d) 8,09(d) 6,94(d) 6,94(d) 8,08(d) 10,14(s) 12,48(s) 3.,87(s) - - - 3,87(s)
4) 5,4'(0/’«::)/3,7(0Me)b - 6,62(d) 6,83(d) 8,11(d) 7,25(d) 7,25(d) 8,11(d) 3,81(s) 2,35(s) 3,92(s) - - - 2,48(s)
(6] 3,5,7(0Ac)7(OMe)° - 6,65(d) 6,84(d) 7,85(d) 7,25(d) 7,25(d) 7,85(d) 2,33(s) 2,44(s) 3,91(s) - - - 2,35(s)
(6) 3,5,3(OH)/7,4(OMe)’ - 6,31(d) 6,68(d) - - 7,11(d) 7.81(ddy - 12,13(s) 3.92(s) - - - 3,93(s)
(7) 5,7,.3, 40 H)/3(OMe)° - 6,25(d) 6,48(d) 7,69(d) - 6,99(d) 7,57(dd)  3,86(s) 12,80(s) - - - - -
(8) 5(OH)/3.7, 3',4‘(0Me)h - 6,37(d) 6,46(s) 7.70(d) - 7,00(d) 7,74(dd) 3,87(s) 12,64(s) 3.,89(s) - - 3,97(s) 3,98(s)
© 3,5,7,3.4(0Me)’ - 6,39(d) 6,57(d) 7,74(d) - 7,02(d) 7.74(s)  3,83(s) 3,96(s) 3,93(s) - - 3,98(s) 3,98(s)
(10 5(0Ac)l3,7,3',4’(OMe)b - 6,61(d) 6,82(d) 7.67(d) - 6,89(d) 6,69(dd) 3,97(s) 2,47(s) 3,91(s) - - 3,96(s) 3,97(s)
(11)3,57.3 4(0Ac) - 6,88(d) 7,34(s) 7,70(sh - 7,38(sh) 7.74(sl)  2,44(s) 2,34(s) 2,34(s) - - 2,34(s) 2,34(s)
(12) 5,3'(CH)/3,7,8,4(0Me)" - 6,41(s) - 7,78(sh) - 6,98(d) 7.76(s))  3,87(s) 12,47(s) 3,94(s) 3,91(s) - - 3,97(s)
(13) 50 H)/3,7,8,3‘,4’(C>Me)b - 6,43(s) - 7,82(d) - 7,03(d) 7,87(dd) 3,87 12,47(s)  3,93(s) 3,91(s) - 3,96(s) 3,97(s)
(14) 5(0Ac)/3,7,8,3‘,4’(0me)" - 6,66(s) - 7,78(d) - 7.0Hd) 7,84(dd) 3,81 2,47(s) 3,96(s) 3,96(s) - 3,97(s) 3,98(s)
(15) 5,3'(OAc) 3,7,8,4'(Ome)b - 6,66(s) - 7,91(d) - 7,10(d) 8,08(dd) 3,81 2,46(s) 3,96(s) 3,89(s) - 2,36(s) 3,96(s)
(1 6)5(0H)/3,7,8,.’:1‘,4'(0Me)/8(l)b - 6,42(s) - 7,98(d) - 7,03(d) 8,06(dd) 3,91 12,92 (s) 3,98(s) 4,01(s) - 4,01(s) 3,99(s)
(17) 5,4'(OH)/7(OMe)* 6,82(s) 6,32(sh 8,71(sl) 7,94(sh 6,92(d) 6,92(d) 7.94(sh) - 12,94(s) 3,84(s) - - - -
(18) 5,4'(OH)/3,7,8(OMe)* - 6,58(d) - 7.97(d) 6,98(d) 6,98(d) 7.97(d) 3,80(s) 12,55(s) 3,91(s) 3,81(9) - - 10,27(s)
(19) 3,5,7,2",4(0OH) i 6,18(d) 6,29(sl) - 6,32(d) 6,38(d) 7,23(d) - 12,82(s) - - - - -
(20) 5(0 H)/3,7,2’.4‘(0Me)" - 6,35(d) 6,37(d) - 6,57(d) 6,60(dd) 7,37(d) 3,78(s) 12,68(s) 3,88(s) - 3,84(s) - 3,83(s)
21) 3,5,7,2',4'(0Me)b - 6,33(d) 6,43(d) - 6,56(d) 6,59(dd)  8,37(d) 3,79(s) 3,96(s) 3,87(s) - 3,85(s) - 3,83(s)

Os espectros foram obtidos em a=DMSO-ds, b=CDCl; e c=Acetona-ds tendo como referéncia interna 0 TMS. As constantes de
acoplamento para os sinais multiplos foram de aproximadamente: Jg=2.0; Hz, J23=8.5 Hz; J»6=2.0 Hz; J5 6=8.5 HzZ.



Tabela |.6. Deslocamentos quimicos de carbono-13 em ppm (5) dos flavonéides naturais e derivados
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OMe ou OAc ligado

ao Carbono
Fiavondide c-1 c-2 c-3 c-4' C-5 c-6 Cc-2 C-3 Cc-4 C-5 c-6 c-7 C-8 c-8 c-10_ 3 S 7 8 3 4
(1) 3,5,4'(OH)/7(OMe)* 121,62 129,61 11547 159,33 115,47 129,61 147,25 135,99 176,03 160,39 97,47 164,91 9202 156,12 104,05 - 56,03 - - -
(2) 5,4'(OH)/3,7(CMe)* 120,52 130,24 115,68 160,29 115,68 130,24 155,95 137,86 178,09 160,96 97,77 165,13 92,37 156,33 10521 59,72 - 56,10 - - -
(3) 3,5(CH)/7,4'(OMe)° 121,56 129,57 115,45 160,35 11545 129,57 147,25 135,96 176,02 159,30 97,46 164,89 92,02 156,09 104,03 - - 56,08 - - 56,03
(4) 5,4'(0Ac)/3,7(OMe)” 128,80 130,10 122,10 15%,00 122,10 130,10 152,80 141,80 - - 108,51 163,90 98,90 158,30 122,00 56,30 - 59,90 - - -
5) 3,5,4'(0Ac)/7(OMe)° 127,29 129,52 121,98 150,73 121,98 129,52 154,11 133,68 170,09 152,69 108,68 163,80 98,85 158,18 111,08 21,12 21,16 56,06 - - 20,62
(6) 3,5,3'(OH)/7,4(OMe)° 122,32 115,53 146,19 - 111,26 120,34 146,63 136,07 17591 160,84 97,54 165,80 91,91 156,88 104,07 - - 55,62 - - -
(7) ,5,7,3,4(OH)/3(OMe)° 121,68 114,92 14458 147,78 114,19 120,78 15543 137,94 17894 161,87 98,03 163,57 9310 15649 104,59 58,84 - - - - -
[¢:)) 5(0H)/3,7,3‘,4‘(0Me)b 123,34 111,68 149,18 151,79 111,26 122,59 156,25 139,40 179,16 162,45 98,24 16586 9263 157,14 106,45 60,61 - 56,41 - 56,23 56,47
(9) 3.5,7,3,4(0Me)* 122,81 111,04 148,47 15085 110,73 121,72 153,27 140,72 174,39 160,61 95,71 164,17 9234 158,64 108,77 59,64 5567 55,78 - 55,57 55,84
(10) 5(0Ac)/3.7,3,4(0Me)° 123,06 111,24 148,73 151,10 110,83 121,87 154,19 140,88 173,14 150,50 108,03 163,26 98,64 157,74 111,38 60,00 21,18 5597 - 56,06 5597
n 3,5.7,3‘,4’(0Ac)b 127,92 124,01 142,37 15394 124,10 126,59 144,55 134,22 170,19 150,56 114,06 154,43 109,15 157,01 114,93 - - - - - -
(12) 5,3'(OH)/3,7,8,4(OMe)" 123,88 114,79 145,78 14916 110,69 121,73 155,86 139,05 179,25 157,49 9560 158,56 129,07 148,65 105,53 60,31 - 56,54 61,82 - 56,20
(13 5(OH)/3,7,8,3’,4’(OMe)" 123,53 111,56 149,22 151,886 111,41 122,73 156,02 139,18 179,42 157,79 95,83 158,80 129,20 148,86 10575 60,56 - 56,79 61,96 56,33 56,42
(14)5(0Ac)/3,7,8,3’,4’(OMe)b 123,38 111,19 148,95 151,37 111,19 122,26 154,19 142,30 173,60 145,73 104,49 156,01 134,94 15028 112,41 60,16 21,34 56,69 61,64 56,09 56,15
(15)5,3’(0Ac)13,7,8,4'(0Me)b 123,52 123,26 139,87 156,33 112,39 127,63 156,33 140,95 173,59 145,30 104,63 156,06 136,05 150,26 111,71 60,18 21,34 56,68 61,72 20,84 56,20
(1G)S(OH)IS,7,8,3’,4‘(0Me)/8(|)b 122,97 111,861 149,08 15179 111,17 123,21 156,15 139,01 178,64 163,34 9545 163,99 60,98 156,15 106,56 60,23 - 57,18 - 56,34 56,20
(17)5,4(OH)/7(CMe)* 121,09 12857 115,99 161,22 11599 12857 164,07 130,03 181,95 161,30 97,96 156,13 92,67 157,24 104,68 - - 56,03 - - -
(18)5,4(OH)/3,7,8(CMe)* 121,51 130,97 116,67 16127 116,67 131,67 156,74 138,42 179,18 157,24 96,59 159,01 129,23 148,70 10534 60,56 - 57,38 61,91 - -
(19) 3,5,7,2',4(OH)* 109,76 157,34 103,49 160,97 107,34 132,24 149,54 136,76 176,74 161,47 9466 164,20 9390 157,34 104,09 - - - - - -
(20)5(OH)/3,7,2’,4'(0Me)b 112,61 15892 99,06 163,13 108,71 131,84 156,71 140,25 179,01 162,27 97,95 16544 92,39 157,62 106,71 60,75 - 85,73 - 2'=5592 5582
(21) 3,5,7,2',4‘(0Me)b 112,90 159,40 98,87 162,57 104,61 131,64 153,09 142,22 173,99 161,09 9563 163,65 9254 158,65 109,98 60,32 56,37 55,71 - 2'=55,67 5549

Os espectros foram obtidos em a=DMSO-ds, b=CDCl3 e c=Acetona-ds tendo como referéncia interna o TMS.
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Anel C

A distingdo entre flavonas (H-3) e flavonoéis (RO-3) é faciimente verificada pela
auséncia de sinal de carbono metinico em torno de 8¢ 103 (CH-3 de flavonas) e a
presenca do sinal de C-3 em torno 8¢ 136-140 (C-3, carbono néo hidrogenado de
flavonois). O maior deslocamento quimico do C-3 oxigenado justifica-se pelo efeito
indutivo retirador de elétrons do atomo de oxigénio, que exerce efeito protetor por
mesomeria sobre o atomo de carbono C-2 (AGRAWAL, 1989, MARKHAM et al.,
1982). O sinal de carbono C-3 oxigenado desloca-se para campo mais baixo (> Adc
= 30 ppm) e o do C-2 para campo mais alto por cerca de A5c=17 ppm quando
comparados com os valores comespondentes de uma flavona. O deslocamento
quimico do sinal da carbonila é influenciado pela interagdo da ligagéo intramolecular
com o hidrogénio do grupo HO-3 e HO-5. O primeiro causando uma protecdo de
cerca de ASc=5 ppm e o Ultimo uma desprotecdo de magnitude similar. Assim,
flavonas que ndo tem hidroxila em C-5 e 5-hidroxi-flavonéis apresentam sinais
praticamente com o mesmo desiocamento quimico para a carbonila, ja que 0s
efeitos acima referidos para as hidroxilas se anulam. A metilagéo de HO-5 elimina o
efeito da ponte de hidrogénio quelatogénica sobre o C-4 e, consequentemente, 0s
flavonois com H-5 ou MeO-5 apresentam aproximadamente o mesmo deslocamento
quimico para a carbonila C-4. A metilagdo do grupo HO-3 somente reduz
parcialmente este efeito sobre C-4, como pode ser visto quando comparamos o
flavonol 1, 5c.4 176,03 (HO-3) com 0 2 3¢ 4 178,09 (MeO-3).

Embora o sinal da carbonila possa fornecer informagdo quanto a substituigéo
em C-5, a distingdo entre flavonois e seus 3-metoxi-derivados pode ser baseada nos
deslocamentos quimicos de C-2 e C-3. Comparando-se os dados de 1 com 2 pode-
se deduzir claramente que a metilagio do HO-3 causa uma desprotecio de A5c=8,7
e 1,9 ppm nos sinais de C-2 e C-3, respectivamente. Um pequeno deslocamento nos
sinais de C-10 (+1,1) e nos dois carbonos do anel C, C-1’ (-1,1) e C-4 (+0,96) pode
ser observado pela metilacdo de HO-3. Do mesmo modo, através da comparagéo
entre a flavona 17 e o flavonol 1 nota-se que a troca de H-3 por hidroxila causa
modificag8io nos deslocamentos quimicos de C-4 (ASc= +5,9 ppm ), C-2 (A5:=16,8
ppm) e C-4' (A8¢c=1,9 ppm).
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Anel B

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos dos aneis A e B foi

simplificada devido:

1- os efeitos dos substituintes no nicleo aromatico n&do sao significativos para os
carbonos que ocupam posi¢do meta em relagdo ao substituinte (NELSON et
al. 1972);

2- separacio dos sinais dos carbonos oxigenados e ndo-oxigenados com base
nos valores dos deslocamentos quimicos;

3- distingdo dos sinais dos carbonos metinicos dos carbonos quaternarios
através dos espectros de DEPT-135° ou PENDANT. A separagéo dos sinais
destes carbonos ¢é especialmente importante para a atribuicdo dos
deslocamentos quimicos de C-1" e CH-6, j4 que os valores dos
deslocamentos quimicos destes carbonos sdo semelhantes nos flavonéides
com oxigenacdo nos carbonos 3’ e 4.

4- nos casos com anel B mono-oxigenado aparecem dois sinais representando
quatro carbonos metinicos (2CH-2'6' e 2CH-3',5) como conseqiéncia de
equivaléncia quimica e nos di-oxigenados aparecem trés sinais de CH com

valores dependentes dos substituintes presentes.

Anel B mono-oxigenado

Os sinais dos carbonos do anel B dos flavondis da SERIE ¢ [1 (Figura A.63),
2 (Figura A.69), 3 (Figura A.75), 4 e § (Figura A.81)] e os excluidos das séries: 17
(Figuras A.63) e 18 (Figura A.85) foram facilmente assinalados, usando-se os efeitos
dos substituintes sobre o deslocamentos quimicos e a simetria promovida pela
presenca de um unico substituinte oxigenado no anel aromatico. Dois sinais no
espectro de RMN de "°C representando dois pares de carbonos metinicos, indicam
que existe uma fungdo oxigenada localizado em C-4'. O baixo deslocamento quimico
dos sinais metinicos (em tomo de &8¢ 130) é aproximadamente o mesmo
deslocamento quimico encontrado para o benzeno, revelando que estes carbonos
ocupam posigdo meta em relag&o a oxigenagdo (KINGSBURY & LOOKER, 1975),
sendo, portanto, CH-2’ e CH-6'. O deslocamento quimico do outro sinal (CH-3' e CH-
5') é tipico de carbonos localizados em posigdo orfo em relagdo a uma funcéo
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oxigenada, cuja protecdo mesomérica desloca o sinal para campo mais alto
(quando comparado ao benzeno) para &¢c 115 (flavontides 1, 2 e 17).

As substancias 1 e 2 ap6s a acetilagio da HO em C-4' forneceram os
derivados 4 e 5, respectivamente, que apresentaram mudangas nos deslocamentos
quimicos comrespondentes aos carbonos ipso (protegdo Adc= -9 ppm), orfo
(desprotecdo, ASc= +6) e para (desprotegdo ASc= +8) como esperado (MARKHAM,
1989) . Nestes valores inclui-se o efeito de solvente, ja que, segundo PELTER et al
(1976), nos espectros dos flavondides o valor do deslocamento quimico dos
carbonos individualmente aumenta por 0,5 ppm quando o solvente € trocado de
CDCl3 para DMSO-d6.

Anel B di-oxigenado

Os flavondis desta categoria foram divididos em trés grupos: dois
representantes apresentando duas hidroxilas, 7 (Figura A.34) e 19 (Figura A.92);
dois representantes com uma hidroxila e uma metoxila, 6 (Figura A.30) e 12 (Figura
A2), e oito flavondides com duas metoxilas [8-10 (Figuras A.41, A.49, A.54,
respectivamente), 13 (Figura A.8), 14 (Figura A.15), 16 (Figura A.24), 20 (Figura
A.96) e 21 (Figura A.100)]. Em adicdo, os produtos de acetilagéo serdo também
cosiderados. A comparacéo destes modelos permite também avaliar os efeitos da
conversdo de uma hidroxila em metoxila e em acetoxila. A localizag&o das fungbes
oxigenadas em carbonos adjacentes é visivel pelos valores dos deslocamentos
quimicos em torno de ¢ 146-151, exibindo um efeito de protecZo de Adc= 10 que
cada oxigénio exerce no carbono orto (exceto para os flavondides 11 e 16, acetilado
e iodado, respectivamente). A posicao certa da oxigenagdo dos flavonéis 6 e 7 foi
determinada através da comparagdo com os modelos |, Il e Il (BOHM, 1998). O
flavonol 12 apresenta o anel B com o mesmo padréo de oxigenacéo de 6, mas os
espectros foram obtidos em CDCls e acetona-ds (6 € 7) e, por isso, requerem

comentarios adicionais.

119.3 1164
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No modelo 1li (em relagdo a I, que é semelhante ao 7 no anel B) e no
flavonol 6 a troca da hidroxila em C-4’ por uma metoxila produz um desiocamento
para campo mais alto (menor deslocamento quimico) de aproximadamente Adc= 4,0
ppm no carbono 5, localizado em posicédo orfo. O C-1’ localizado em posicdo para
apresentou uma desprotec&o de Adc= 1,0. Os carbonos C-2’ e C-6' estdo dispostos
simetricamente em relagdo a um eixo imaginario contendo C-1' e C-4’, sendo a
diferenca dos deslocamentos quimicos dos seus sinais atribuida a presenca do
substituinte oxigenado em C-3'. Devido o oxigénio proteger mais o carbono metinico
em orto do que o localizado em posi¢do para (MARKHAM, 1982), o sinal com menor
deslocamento quimico (em campo mais alto) torna-se facilmente atribuido ao C-2’. O
problema para determinar com relativa seguranga a posi¢do ocupada pelo grupo
metoxila pode ser resolvido levando-se em consideragcdo o efeito produzido pela
metoxilagZo nos dois carbonos que ocupam a posicéo para (C-1’ e C-6’) em relac&o
a posicdo que passa pela modificacdo com a metilagdo. A comparacéo entre os
anéis B de 7 e 6 mostra que o CH-6’ de 6 foi pouco afetado, enquanto no C-1’ ocorre
deslocamento para campo mais baixo de Adc= 0,6 indicando a mudanga em C-4'.

Certamente, a acetilagéo da hidroxila presente no anel B de 12, fomecendo o
derivado 18 (Figura A.19), foi importante para confirmar inequivocamente os
deslocamentos quimicos dos carbonos e definir o padrdo de substituicido da
substancia 12, em acordo com MARKHAM (1989).

O efeito de metilagio da hidroxila do C-3' de 12, observado nas substéncias
8, 9, 10, 13, 14 e 16, foi refletido no carbono em posicdo para, CH-6’, que
apresentou um deslocamento de A8¢= 1,0 ppm, e orto, CH-2’, prote¢é@o de Adc= 3,3

ppm.

Anel A

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos do anel A apresenta
algumas dificuldades quando comparada com a referente ao anel B, em decorréncia
principalmente da assimetria introduzida pelos dois pontos de ligacdo do anel A com
o anel heterociclico C.

O sinal de C-10 pode ser mais facilmente identificado pela comparagdo dos
espectros de RMN'C-HBBD e RMN'C-DEPT (ou APT), permitindo a distingéo
entre os sinais de carbonos metinicos e quaternarios, e pelo seu deslocamento
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quimico comparado com os dos sinais dos carbonos quaternarios restantes
oxigenados. O assinalamento dos sinais dos carbonos metinicos CH-6 e CH-8 do
anel A de flavonéides do tipo floroglucinol é mais dificil, mas foi monitorado pelo
modelo quercetina depois de consideragfes cuidadosas das correlagbes em
espectro desacoplado a uma e trés ligagdes C-H (LALLEMAND & DUTEIL, 1977).
Os resultados mostram que o deslocamento quimico para CH-8 é de Adc= 5,0 ppm
menor do que o do CH-6. Baseado no efeito que a metilacdo de HO-3' exerce sobre
o carbono vizinho (CH-2'), revelando a diminuicdo no deslocamento de Adc= 3,3
ppm, pode-se esperar também que o carbono CH-8 adjacente ao carbono eterificado
C-9 seja deslocado para campo mais alto que o CH-6 adjacente ao carbono C-5
hidroxilado. Sendo assim, a auséncia do valor mais baixo ( 93 ppm) significa a
presenga de um substituinte nesta posicdo, o que promoveria prote¢do nos carbonos
7e9.

Anel A di-oxigenado

Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos CH-6 (8¢ ~
98) e CH-8 (8¢ ~ 93) flavon6ides das SERIES b e ¢ passam por modificagdo
dependente dos grupos substituintes presentes em C-5 e C-7.

Os espectros de RMN de 'H das substancias naturais 1-3 da SERIE ¢, 6-9 da
SERIE b, 17, e 19-21 revelaram sinal correspondente a hidroxila em ponte (HO-5)
com o C-4 e permitiram reconhecer a presenca de fungdo oxigenada adicional no
carbono C-7. Os demais flavondides com o mesmo padrdo de oxigenagéo (5,7-
dioxigenados) s80 os derivados acetilados 4 e 5 (SERIE c), 10 e 11 (SERIE b) e os
metilados 9 e 21.

A troca da hidroxila em C-7 do flavonol 7 por uma metoxila, 1-3, 6, 8, 17 e 20,
ndo gerou modificacdo significativa nos deslocamentos quimicos nos carbonos ipso
e orto, resultado que pode ser justificado pela variagdo no uso de solventes na
obtencdo dos espectros de RMN de 3C. O efeito de solvente revelado pela
comparagdo de espectros obtidos em acetona e DMSO permitiu observar
desprotecdo no carbono da hidroxila fenélica de Aéc= 0,6 ppm (carbono ipso) e
protecéo de 0,5 no carbono orfo, 0,3 no meta e 0,7 para (MARKHAM et al., 1982).
Os espectros de RMN de '*C dos derivados acetilados 4, 5 e 10 revelaram protecéo
C-ipso e desprotegao nos carbonos orfo e para, como esperado. Nos espectros dos



71
flavonéis 9 e 21 contendo metoxila no atomo de carbono C-5 observou-se,
claramente, as modificagbes esperadas nos deslocamentos quimicos (MARKHAM,
1989) quando comparados com os dos HO-5, principaimente em 21, que envolveu a
comparagaio de espectros obtidos no mesmo solvente, observando-se as alteracoes
através das protecdes de Adc= 3,62; 5,02 e 1,18 ppm nos carbonos C-2, C-4 e C-5,

respectivamente e desprotegdo de ASc= 1,97 em C-3.

Anel A tri-oxigenado

Trés flavonois com anel A tri-oxigenado foram isolados com hidroxila em C-5
(12, 13 e 18) e preparou-se dois derivados acetilados (14 e 15) com acetoxila em C-
5. As outras duas funcdes oxigenadas poderiam ocupar as posi¢cdes C-6 e C-7, C-7
e C-8 ou C-6 e C-8 deste anel. A ultima alternativa pode ser descartada por
argumentacéo biogenética e pelo deslocamento quimico apresentado pelo C-10, que
é praticamente o mesmo dos flavonois com anel A dioxigenado com oxigenacéo em
C-7, que protege C-10 por efeito mesomérico. A determinagdo do padrdo de
oxigenacdo dos flavonois contendo substituintes nos carbonos 5,7.8 ou 5,6,7 do anel
A ndo pode ser definida com a necesséria garantia pelo valor de deslocamento
quimico do carbono metinico, ja que foi encontrado um valor medio (8¢ 95) para os
deslocamentos quimicos de CH-6 e CH-8, observando-se uma diferenca de
aproximadamente ASc= 3 ppm que pode ser tanto para o carbono CH-6 como para o
CH-8 usando a substancia 8 como modelo. Entretanto, os espectros de RMN de Bc
dos derivados acetilados 14 e 15, obtidos através da reacdo de acetilagédo dos
flavonois 12 e 13 (conversdo da hidroxila em C-5 em acetoxila) revelaram, como
esperado, os sinais dos carbonos em posicéo orfo (CH-6 e C-10) e para (C-8) com
maiores valores de deslocamento quimico (CH-6: 8¢ 104,00; C-10: 6¢ 111,70), que
demonstram, claramente, a menor densidade eletrénica nestes carbonos (atenuacgéo
do efeito mesomérico doador de elétrons do atomo de oxigénio ligado ao C-5). Com
base nestes valores de deslocamentos quimicos foi possivel assegurar
inequivocamente o carbono metinico como sendo CH-6 e o quatenério C-10. Os
carbonos localizados em posi¢3o para (C-8) também foram afetados, revelando uma
diferenca de deslocamento para campo mais baixo de Adc= 6,0 ppm.

A comparagdo dos espectros de RMN de '*C da substancia 16
(diferentemente dos outros flavondides desta SERIE) e 13 permitiu observar
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mudangas significativas nos deslocamentos quimicos dos carbonos quatemarios
C-5 (6¢c 163,34), C-7 (8¢ 163,99), C-8 (5¢c 60,98), C-9 (5¢ 156,15 ) e apenas uma
pequena desprotecdo em C-10 (A8c= 1 ppm). Estas modificagbes toram-se
compreendidas quando se observa os efeitos do 4tomo de iodo nos carbonos ipso,
orto, meta e para através da comparagdo dos deslocamentos quimicos dos
carbonos do benzeno e do iodobenzeno (Modelo V). Assim, as modificagbes
introduzidas pela presenca do atomo de iodo podem ser analisadas, considerando-
se a troca de uma metoxila em C-8 por um atomo de iodo, observando-se o efeito de
protecio de ASc= - 69 ppm no carbono ipso devido ao aumento de densidade
eletrdnica. Os mesmos efeitos produzidos nos deslocamentos quimicos s&o também
verificados na substancia 22, que contem o atomo de iodo localizado em C-6. Os

flavonéis 16 e 22 foram otidos em mistura.

5c 138.4 .
¢ Adc= 96.2-128.5=-32.3 ppm (ipso)
I 138.4-128.5= 9.9 ppm (orto)
81311 —> 131.1-128.5= 2.6 ppm (meta)

S
s 1385 81281 8c96.2 128 1.128.5=-0.4 ppm (para)
c 128. A

Modelo IV. Efeito nos deslocamentos quimicos nos ®C do anel benzeno
quando um hidrogénio é substituido por um atomo de lodo.

Aplicagdo de técnicas especiais 1D (NOEDIFF e DEPT) e experiéncias
bidimensionais (2D) de correlagio homonuclear de hidrogénio ('H-'H-COSY e
NOESY) e heteronuclear de hidrogénio e carbono ['H-"°C-COSY-"Jeu: n=1,
HMQC (probe inverso) ou HETCOR (método convencional); n=2 e 3, HMBC
(probe inverso) ou COLOC (método convencional)]

Foram utilizadas as técnicas: 1D DEPT (Distortionless Enhacement by
Polarization  Transfer), COSY (COrrelation  SpectroscopY)  correlagdo
espectroscopica homonuclear bidimensional (2D 'H-'H-COSY) e heteronuclear
bidimensional (2D 'H-'°C) através de uma ligaggo ('Jcw, HMQC) e a longa distancia
envolvendo duas (3Jcu) e trés (*Jen) ligagbes (HMBC), 1D NOEDIFF (Nuclear
Overhauser Effect ) por subtragio de espectros e 2D NOESY (Nuclear Overhauser
effect spectroscopy). A aplicagdo destas permitiu a completa atribuicdo dos
deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio e carbono-13 dos flavonéides.
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Os espectros de DEPT foram usados para reconhecer 0s sinais
correspondentes a carbonos metinicos (6=90°, pulso de 90° na modulagéo de He
aparecimento somente de sinais de CH), metilénicos e metilicos [6=135°
aparecimento de sinais de CH e CH; em fase oposta aos de CH, , que apo6s a
subtragdo dos sinais de CH obtidos com 8=90° forneceu os numeros de CH; e CHa).
Os sinais de carbono quaternarios (ndo modulados nesta técnica devido a auséncia
de hidrogénio diretamente ligado) foram obtidos pela diferenga entre os sinais dos
espectros totalmente desacoplados (HBBD=Hydrogen Broad Band Decoupled, todos
os sinais dos atomos de carbono aparecem como singletos) e os espectros
modulados pela interaco entre 'H e '3C (*Jcu) para disting&o entre os sinais de CH,
CH; e CHs (6=90 e 135°). As interagbes spin-spin entre os atomos de hidrogénio e
foram reveladas pelas experiéncias bidimensionais de comrelacdo homonuclear (2D
'H-'H-COSY) e entre carbono e hidrogénio pela experiéncia 2D heteronuclear (‘H-
3C-"Jew). Os experimentos de NOE 1D por subtragdo de espectros realiza-se
através da obtengdo de espectros aplicando-se irradiagées na freqiéncia especifica
de um selecionado atomo de hidrogénio de uma molécula e em regido livre de sinal
de absorcdo, obtendo-se apés a subtragdo dos espectros registrados nestas
condicbes o resultado de NOE, j4 que os sinais sem tal efeito se anulam na
subtracdo espectral. Os espectros NOE 2D (NOESY) foram também usados
investigar as interacbes dipolares entre os atomos de hidrogénio espacialmente
proximos (até no maximo 5 angstrons).
A atribuigso inequivoca dos 8y e 3¢ das substancias naturais 1, 2, 6-8, 12, 13,
17 e 18 apoiou-se nas técnicas de 2D de RMN e nos dados espectrais dos
derivados 3-5, 9-11, 14-16, 19-22. Estes derivados também forneceram informacgtes
adicionais importantes para elucidagdo estrutural. Nas Tabelas 1.8 a |. 28 e nas
figuras do ANEXO A encontram-se resumidos os dados obtidos da interpretagdo dos
espectros de RMN de 'H e de °C [1D e 2D (para a maioria dos flavonéides)] das
substancias de 1-22.

SERIE ¢

Os espectros de RMN de '>C-DEPT 135° das substancias naturais desta
série, flavonois 1 e 2, apresentaram 5 (1) e 6 (2) sinais de carbonos hidrogenados
sendo quatro atribuidos a carbonos metinicos (1 e 2) e uma metoxila (1) e duas
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metoxilas (2). Os espectros HMQC (1, Figura A.64; 2, Figura A.70) permitiram
estabelecer as cormrelagbes diretas (‘Jon): CH-6 [0w/Sc 6,35/97,77 (2) e
6,32/97,47(1)], CH-8 [6wdc 6,74/92,37 (2) e 6,71/92,02(1)]; 2CH-3',5 [6u/dc
6,92/115,68 (2) e 6,32/115,47(1)]; 2CH-2' 6’ [54/6c 7,96/130,24 (2) e 8,06/129,61(1)].
As posicdes das metoxilas foram estabelecidas pelos espectros HMBC: MeO-7/C-7,
3Jcn [Budc 3,84/164,91 (1) e 3,84/165,13 (2)]; H-6/C-7, 2Ucy [Su/dc 6,32/164,91 (1) e
6,35/165,13 (2) ] e H-8/C-7, 2Jen [61/Sc 6,71/164,91 (1) e 6,74/165,13 (2)] e MeO-
3/C-3, 3Jcu [3.78/137.86 (2)]. A acetiicio deste flavonol (1) fomeceu o derivado 5,
que foi usado também para obtengdo do espectro de NOESY (Figura A.82) e
confirmar a localizagdo da metoxila em C-7 pelas interagSes espaciais com os
hidrogénios H-6 (54 6,65) e H-8 (31 6,84).

A interpretagdo dos resultados obtidos pelas experiéncias 2D de RMN dos
derivados desta série (Tabelas 1.8, 1.9 e 1.11, Figuras no ANEXO A) seguiu 0 mesmo

procedimento e forneceu informagdes adicionais uteis.

SERIE b

Os espectros de RMN de 'H (1D e 2D "H-'"H-COSY) dos flavonéis 6, 7 e 8
desta série revelam sinais de atomos de hidrogénio atribuidos aos sistemas AB do
anel A e ABC do anel B. Estes sistemas foram confirmados pelo espectro 2D "H-'H-
COSY de 7 (Figura A.36) através de picos transversais correspondentes as
interag6es spin-spin do H-6 (84 6,25) com H-8 (5 6,48) e do H-6' (3 7,57) com H2 e
H-5. Os espectros de RMN de 'H e RMN de '*C (HBBD e DEPT) indicam a
presenca de uma MeO em 7, quatro em 8 e 10 e cinco em 9. Os espectros HMQC
de 7 (Figura A.37) e 8 (Figura A.43) foram usados para estabelecer as cormelacdes
dos carbonos metinicos e metoxilicos (uma em 7 e quatro em 8). O valor do
deslocamento quimico do carbono metoxilico (8¢ 58,84) e o espectro HMBC atraves
da comelagdo do MeO-3 (5 3,86) com C-3 (3¢ 137,94, °Jew) indicam
indubitavelmente a presenca da metoxila em C-3 do flavonoide 7 (Figura A.43). O
espectro de RMN de 'H do flavonodide 8 mostra, além dos sinais das metoxilas (com
integragdo para 4 MeO) e dos sistemas AB e ABC, sinal de HO-5 (hidroxila em ponte
de hidrogé&nio com o C-4), permitindo a localizacdo das 4 metoxilas nos carbonos C-
3 C-7, C-3 e C4, mesmo sem conhecer até este ponto os valores dos
deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio de cada uma. Os picos
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transversais correspondentes as interagdes heteronucleares (Jen) de C-3 (8¢
139,40) com MeO-3 (54 3,87), C-7 (8¢ 165,86) com MeO-7 (Su 3,89), C-3 (¢ 149,18)
com MeO-3 (54 3,97) e C-4 (8¢ 151,79) com MeO-4' (54 3,98) observados no
espectro HMBC permitiram definir o valor do deslocamento quimico para cada
metoxila. O espectro de NOESY (Figura A.46) mostra interacbes espaciais das
metoxilas MeO-7 (5x 3,89) com H-6 (5u 6,37) e H-8 (84 6,46), MeO-3'(31 3,87) com
H-2'(5y 7,70) € MeO-4' (54 3,98) com H-5 (34 7,00), confirmando, portanto, as
atribuicbes dos 5y dos grupos metoxilicos.

Os espectros de RMN de ‘M do flavonol 6 desta série, que revela sinais para
os sistemas AB e ABC e de duas metoxilas em &4 3,92 e 3,93, e de NOESY (Figura
A.31), através das interagdes dipolares de MeO- 4’ (34 3,93) com H-5 (8 7.11) e
MeO- 7 (8u 3,92) com H-6 (54 6,31) e H-8 (3u 6,68), permitiram a caracterizagé@o
estrutural como 3,3’,5-triidroxi-4’, 7-dimetoxiflavona

O flavonol permetilado 9 mostra sinais de interac&o espacial no espectro de
NOESY (Figura A.51) das metoxilas MeO-7 (81 3,93) com H-8 (5u 6,57), MeO-5 (6u
3,96) com H-6 (54 6,39), MeO-3' (54 3,98) com H-2’ (3 7,74) e MeO-4’ (54) com H-5
(dn 7,02).

SERIE a

A principal diferenga observada na comparacdo dos espectros de RMN de 'H
dos flavonois 12 e 13 deve-se a presencga de uma metoxila adicional em 12. Os
anéis A de 12 e 13 contém somente um atomo de hidrogénio isolado. Os sinais
simples correspondentes a estes atomos de hidrogénio aparecem em 34 6,41 (12) e
Sy 6,43 (13) nos espectros de RMN de 'H e apresentaram correlagbes com 0s
carbonos metinicos em ¢ 95,83 e 95,60, respectivamente, nos espectros de HMQC.
O espectro HMBC de 12 (Figura A.4) mosta correlacdo do H-6 (54 6,41) através de
duas ligagoes (®Jcn) com os carbonos C-5 (5¢c 157,49) e C-7 (8¢ 158,56) e de trés
ligagdes (*Jcx) com C-8 (8c 129,07) e C-10 (3¢ 105,53). Estes dados permitiram
assegurar a localizagédo da metoxila adicional do anel A no carbono C-8.

O NOE (8 %) observado no sinal de H-5' (34 7,10) do derivado acetilado 15

(Figura A.22), revelado pela irradiagdo na freqiéncia de absor¢éo dos hidrogénios
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metoxilicos representados pelo singleto em &, 3,96 (MeO-4') no espectro de RMN
de 'H, serviu para confirmar a presenca da metoxila realmente em C-4’. As
irradiacdes também nas frequéncias dos hidrogénios das duas metoxilas em &y 3,87
(MeO-3) e 3,94 (MeO-7) mostram NOE de 1 e 2% nos sinais do H-2' (64 7,78) e H-6
Su 7,76) e de 5% em H-6 (64 6,41), respectivamente.

O espectro de NOESY do flavonol 13 (Figura A.12) mostra interagdo das
metoxilas em MeO-7 (84 3,96, MeO-3’ (5 3.98) e MeO-4’ (84 3,99) com os atomos de
hidrogénio H-6 (8, 6,43), H-2' (64 7,82) e H-5' (84 7,03), respectivamente.

As posicdes corretas ocupadas pelos atomos de iodo nos componentes da
mistura dos flavonéis iodados 16 e 22 foram confirmadas pelo espectro de HMBC
(Figura A.27). Em 16 0 C-8 (8¢ 60,98) e o C-5 (8¢ 163,34) apresentam correlacdes a
trés e duas ligagées com o H-6 (64 6,42), respectivamente. Do mesmo modo, em 22
o carbono que sustenta o iodo, C-6 (8¢ 75,19), apresenta correlacdo a trés ligages
com o HO-5 (84 13,86) (Figura A.27) e o C-7 (8¢ 165,39) correlaciona-se a duas
ligacbes com o H-8 (&4 6,48).

Todas os flavonoéis naturais isolados de Solanum paludosum encontram-se
descritos na literatura. A Tabela 1.7 relaciona as substancias com o nome trivial e as
referéncias usadas na comparacdo dos dados espectrométricos de hidrogénio e
carbono (1D). No género Solanum os flavonéides 1, 6, 12, 13, 17 e 18 estdo sendo
registrados pela primeira vez. Os derivados iodados 16, 22 e 23 ndo se encontram
descritos na literatura e ndo foi encontrado nenhum dado de formacgéo deste tipo de
substancia partindo de um produto natural.



Tabela 1.7. Nomes triviais dos flavondides isolados e referéncias que

apresentam os dados de RMN de 'H e RMN de *C

Flavonoide Nome trivial Referéncia

1 7-O-metilkanferol (ramnocitrina) BARBERA et al., 1986
AGRAWAL, 1989

2 3,7-di-O-metilkanferol (kumatakenina) PARSONS et al., 1993

6 7.4'-di-O-metilquercetina (ombuina) AGRAWAL, 1989

7 3-O-metilquercetina WAGNER et al., 1972

8 3,7,3 ,4'-tetra-O-metilquercetina (retusin) -

12 3,7.8,4'-tetra-O-metilgossipetina -

13 3,7.8,3' 4-penta-O-metilgossipetina FERRACIN et al., 1998

17 7-O-metilapigenina (genkwanina) MARKHAM et al., 1982
HORIE et al., 1998

3,7,8-tri-O-metilherbacetina
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Tabela 1.8. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e de °C (126 MHz) do flavonol 1
(7-O-metilkanferol) em DMSO-d¢

H3CO

TH-BC-HMQC-"Jcn | TH-*C-HMBC-"Jcu

(o] S¢ ou “JdeH *Je

2 147.25 - - 2H-2',6'
3 135,99 - - MeO-3

4 176,03 - - -

5 160,39 - H-6 -

7 164,91 - H-6,H-8 | MeO-7

9 156,12 - H-8 -

10 104,05 - OH-5 | H-6,H-8
1 121,62 - 2H-2', 6’ 2H—3',5'?
4 159,33 - 2H-3', 5' | 2H-2',6'

97.47 | 6,32(s) | HO5 H-8
92,02 | 6,71 (s)) - H6
2 129,61 | 8,06 (d, 5.9) _ :
3 | 11547 | 6,92(d, 6,1) - -
5 | 115,47 | 6,92 (d, 6,1) - -
6 | 129,61 | 8,06 (d, 5,9) -

CH,
MeO-7 | 56,03 | 3,84 (s) - -
OH-3 - 10,14 (s) -

OH-7 3 12,46 (s) ]
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Tabela 1.9. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) do flavonol 2
(3,7-di-O-metilkanferol) em DMSO-ds

HzCO

OH O
2
TH-BC-HMQC-"Jcn | "H-"C-HMBC-"Jcu
C Sc SH “Jeu *Jen
2 155,95 - - 2H-2'\6'
3 137,86 - - CH;0-3
4 178,09 - - -
5 160,96 - H-6 -
7 165,13 - H-6,H-8| CH;0 -7
9 156,33 - H-8 -
10 105,21 - - H-6,H-8
1 120,52 - 2H-2'6'| 2H-3'.%
4 160,29 - 2H-3,5'| 2H-2'6
CH
6 97,77 6,35 (sl) - H-8, HO-5
92,37 6,74 (sl - H-6
2 130,24 | 7,96 (d, 8,6) - -
3 115,68 | 6,94 (d, 8,6) -
5 115,68 | 6,94 (d, 8,6) - -
&’ 130,24 | 7,96 (d, 8,6) - -
CH;
MeO-3 | 59.72 | 3.78(s) - c3
MeO7 | 56,10 | 3,84 (s) - c7




Tabela 1.10. Dados de RMN de 1H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) do flavonol 3

(3,4’-di-O-metilkanferol) em DMSO-ds

H3CO

3 OCHs

OH O
3
c B¢  Bn
2 | 14725 -
3 |13596 -
4 |176,02 -
5 [159,30 -
7 | 164389 -
9 |156,09 -
10 | 104,03 -
1 | 12156 -
4 16035 -
CH
97,46 | 6,36 (d, 1,6)
92,02 | 6,75(d, 1,6)
2 130,10 [ 8,09 (d, 8,1)
3 | 129,57 | 6,94 (d, 8,4)
5 | 115,45 | 6,94 (d, 8,4)
6 |129,57 | 8,09(d, 8,1)
CHs
MeO-7 | 5972 | 3,87(s)
MeO-4'| 56,10 | 3,87 (s)
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Tabela 1.11. Dados de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) do flavonol 4

em CDCl;

"H-"*C-HMQC-"JcH

'H-*C-HMBC-"Jcn

C S¢c Sn “Jeu *Jen
2 [ 152,80 § - | 2H26
3 [141.90 i - | CHO3
4 N - N -
5 - - R
7 163,90 - H-6,H-8| CH;0-7
9 158,30 - H-8 -
10 112,00 - - H-6,H-8
1’ 128,80 - 2H-3'.5'
& 151,00 - 2H-3 5 -
CH
6 108,51 | 6,62 (d, 2,4) - H-8, HO-5
8 98,90 | 6,83 (d, 2,4) - H-6
2 113010 811(d.8.7) | - i
3 122,10 | 7,25 (d, 8,7) -
5 [12210]725(d.87) | - i
6’ 130,10 | 8,11 (d, 8,7) - -
CH;

MeO-3 | 56,50 3,81 (s) - C-3
MeQ-7 | 59,90 3,92 (s) - C-7
AcO5 | 21.51 | 2.35(s)

AcO-4 | 21,50 2,48 (s)

CcO 170,00
cO 169,50

81



Tabela 1.12. Dados de RMN de "H (200 MHz) e de 13C (100 MHz) do flavonol 5

em CDCl;

C 5(; 8|-|

2 | 154,11 -

3 | 13368 B

4 [170,09 -

5 | 15269 -

7 116380 -

9 15818 R

10 [ 111,08 -

1 127,29 -

4 150,73 -

CH

6 | 108,68 | 6,65 (d, 2,2) |
8 | 9885 |6,84(d, 2,2)
2 [129,52 | 7,85 (d, 9,0)
3 121,98 | 7,25 (d, 7,8)
5 121,98 ]7,25(d,7.8)
6 | 129,52 | 7,85(d,9,0)
CH,
MeO-7 | 56,06 | 3,91 (s)
AcO-3 | 2112 | 2,33(s)
AcO5 | 21,16 | 2.35(s)
AcO-4# | 2062 | 244 (s)
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Tabela 1.13. Dados de RMN de "H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) do flavonol 6
(7,4’-di-O-metilquercetina) em Acetona-ds

9754 | 6,31(d,2,2)
91,01 6,68 (d, 2,2)
115,53 | 7,79(d, 2,2)
5 111,30 7,11(d,8,4)
& | 120,34 | 7,81 (dd, 8,4, 2,2)

Nlo|o Q&|w|=3lo/~lolsw/no
—
o
=
o
N
'

CHs
MeO-7 3,92 (s)
AcO-4 3,93 (s)

HO-5 12,13 (s)




Tabela 1.14. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) do flavonol 7

(3-O-metilquercetina) em Acetona-ds

"H-"C-HMQC-"Jcn

TH-PC-HMBC-"JcH

C 8c 8|-| zJCH 3JCH
2 155,43 - - 2H-2'6'
3 137,94 - - MeO-3
4 178,94 - - -
5 161,86 - H-6 -
7 163,57 - H-6,H-8 MeO-7
9 156,49 - H-8 -
10 104,59 - H-8 H-6,H-8, HO-5
1 121,68 - 2H-2'6' H-5
3 144,59 2H-2' H-5'
4 147,78 - H-§' 2H-2'6'
CH
6 98,03 6,25 (d, 1,9) - H-8
8 93,10 | 6,48 (d, 1,9) - H-6
2 114,92 7,69 (d, 1,8) - H-6'
5 114,99 6,99 (d, 8,6) - -
6 120,78 | 7,57 (d, 8,6, 1,8) - -
CH;
MeO-3 | 58,84 3,86 (s) - -
OH-5 12,80
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Tabela 1.15. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) do flavonol 8
(3,7,3’,4’-tetra-O-metilquercetina) em CDCl;

"H-"C-HMBC-Jcu

C dc OH 2Jcu *Jen
2 156,25 - - 2H-2'6'
3 139,40 - - CH30-3
4 179,16 - - -
5 162,45 - H-6 -
7 165,86 - H-6,H-8 CH30O-7
9 157,14 - H-8 -
10 106,45 - H-6,H-8
1 123,34 - H-5'
3 149,18 - H-2’ CH30-3’, H-5'
4 151,79 H-5 [CHsO -4, 2H-2'6'
CH
6 98,24 6,37 (d, 2,2) H-8 ]
8 92,63 6,46 (d, 2,2) - H-6
2 111,68 7,70 (d, 2,0) - H-6'
5 111,26 7,0 (d, 8,8) - -
6' 122,59 7,74 (dd, 8,8;2,0) H-2’
CH;
Me(O-3 |60,61 3,87 (s) - -
MeO-7 | 56,41 3,89 (s) -
MeO-3' [ 56,23 3,97 (s)
MeO-4' | 56,47 3,98 (s)
HO-5 12,64
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Tabela 1.16. Dados de RMN de 1H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) do flavonol 9
(3,5,7,3’,4’-penta-O-metilquercetina) em CDCl;

"H-"C-HMBC -Jcu

C 8¢ SH “Jen *Jen
2 15327 - 2H-2 .6
3 [140,72 - CH:0-3
4 17439 -

5 160,61 - CHs0-5
7 164,17 - H-6, H-8 | CH30-7
9 [158,64 - H-8

10  [108,77 - 2H-6,8
17 122,81 - H-2

3 14847 - CHsO-3
4 150,85 - CHsO-4’
CH

6 |9571 | 6,39(d,2,0) H-8
8 92,34 | 6,57(d,2,0) H-6
2 [111.04 | 7,71(d, 1,6) H-6
5 110,73 | 7,02(d, 8,4)

6 [121,72 |7,74(d, 8,4, 1,6)

CH;

MeO-3 59,64

IMeO-5 |55,67

MeO-7 |55,78

MeO-3' |55,57

MeO-4' |55,84

* Os espectros de HMQC e HMBC foram feitos em DMSO-ds (300 MHz)

86



87

Tabela 1.17. Dados de RMN de 1H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) do flavonol 10

em CDCIa

C 8¢ On
2 154,19 -
3 140,88 -
4 173,14 -
5 150,50 -
7 163,26 -
9 157,74 -
10 111,38 -
1 123,06 -
3 148,73
4 151,10 -
CH
6 108,03 6,61 (d, 2,4)
8 98,64 6,82 (d, 2,4)
2 111,24 7,67 (d, 2,0)
5 110,83 7,69 (d, 8,4)
3 121,87 | 7,81 (dd, 84, 2,0)
CH;
MeO-3 | 60,00 3,79 (s)
MeO-7 | 55,97 3,91 (s)
MeO-3' | 56,06 3,96 (s)
MeO-4' | 5597 3,97 (s)
AcO-5 | 21,18 12,13 (8)




Tabela 1.18. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e de 13C (50 MHz) do flavonol 11

(quercetina acetilada) em CDCl;

OAc O
11

"H-"C-HMQC*-"Jcn

"H-C-HMBC -Jcn

Cc d¢c Sh 2Jen *Jeu
2 144,55 - H-2
3 134,22 -
4 170,19 -
5 150,56 - H-6
7 154,43 - H-6
9 157,01 - H-8
10 114,93 - 2H-6,8
1’ 127,92 -
3 142,37 - H-2' H-5
4 153,94 - 2H-2,6’
CH
6 114,06 [6,88 (d, 1,8)
8 109,15 | 7,34 (sl) H-6
2 124,01 7,70 (sl) H-6'
5 124,10 | 7,38 (sl)
6' 126,59 | 7,74 (sl H-6'
CH;
AcO-3 2,44 (s)
AcO-5 2,34 (s)
AcO-7 2,34 (s)
ACO-3’ 2,34 (s)
cO-4 2,34 (s)
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Tabela 1.19. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) do flavonol 12

(3,7,8,4'-tetra-O-metilgossipetina) em CDCl;

H-FC-HMQC*-'Jcn

"H-C-HMBC -Jcu

C Sc du “Jen *Jen

2 115,86 - - H-2' H-6'

3 139,05 - - MeO-3

4 179,25 - - MeO-4'

5 157,49 - HO-5, -

H-6

7 158,56 - H-6 MeO-7

8 129,07 - - H-6, MeO-8

9 148,65 - - -

10 105,53 - - HO-5, H-6

1’ 123,88 - - H-5'

3 145,78 - H-2' H-5'

4 149,16 - H-5' H-2' H-6', MeO-4'

CH

6 9560 16,41 (s) HO-5

2' 114,79 [7,78 (sl) - H-6'

5 110,69 (6,98 (d) - -

&' 121,73 |7,76 (sl) - H-2'

CHs
MeQ-3 | 56,54 |3,87 (s) - -
MeO-7 | 60.30 |3.94 (s) . :
MeO-8 | 56,20 {3,91(s) - -
MeO-3' - - - -
MeO-4'{ 61,81, (3,97 (s) - -
HO-5 12,47 (s)
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Tabela 1.20. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) do flavonol 13

(3,7,8,3’,4’-penta-O-metilgossipetina) em CDCl;

TH-BC-HMQC-"Jcn

"H-"C-HMBC-"Jcn

C Ou “Jou *Jcu
2 156,02 - - H-2' H-6'
3 | 139.18 : 5 MeO-3
4 (17942 : : §
5 157,79 - HO-5, H-6 -
7 158,80 - H-6 MeO-7
8 129,20 - - H-6, MeO-8
9 148,86 - - -
10 105,75 - - HO-5, H-6
1 123,53 - - H-5'
3 149,22 - H-2' H-5', MeO-3'
4 151,88 - H-5' H-2' H-6', MeO-4'
CH
6 | 9583 6.43 (3) - HO-5
2' 111,56 7,82 (d, 2,0) - H-6'
5 111,41 7,03 (d, 8,5) H-6' -
6 | 12273 787 (dd. 8.720)| - H-2
CH;
MeO-3 | 60,56 3,87 - -
MeO-7 | 56,79 3,93 - -
MeO-8 | 61,96 3,91 - -
MeO-3' | 56,33 3,96 - -
MeO-4' | 56,42 3,97 - -
HO-5 12.47 (s) n n
AcO-3' - - -
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Tabela 1.21. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) do flavonol 14

em CDCI;

C 8c 8

2 154,19 -

3 | 142,30 3

4 [ 17360 -

5 | 14573 :

7 | 156,01 -

8 | 134,94

9 | 150,28 N

10 | 112,41 -

7 | 123,38 -

3 | 14895

4 [ 151,37 -

CH

6 | 104,49 6,66 (s)

2 [11119] 7.78(d,2,2)

5 |[111,19] 7,01(d,8,6)

6 | 122,26 | 7,84 (dd, 8,6, 2,2)

CH;

MeO-3 | 60,16 3,81 (s)
MeO-7 | 56,69 3,96 (s)
MeO-8 | 61,64 3,96 (s)
MeO-3' | 56,09 3,97 (s)
MeO-4' | 56,15 3,98 (s)
AcO-5 | 21,34 2,47 (s)




Tabela 1.22. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) do flavonol 15

em CDCl;
OAc O
15
TH-BC-HMQC-"Jcn TH-PC-HMBC-"Jcn
C Sc SH *Jen SJdcu
2 153,33 - - H-2' H-6'
3 140,95 - - MeO-3
4 173,59 - - -
5 145,30 - H-6 -
7 156,06 - H-6 MeO-7
8 136,05 - - H-6, MeO-8
9 150,26 - - -
10 111,71 - - H-6
1' 123,52 - - H-5'
3 139,87 - H-2' H-5'
4 153,33 - H-5' H-2'.H-6', MeO-4'
AcQ-5 [170,07 - 2,36 (CHs) -
AcO-3' | 168,97 - 2,46 (CH3) -
CH -
6 |104,63 6,66 (s) - -
2 123,26 7.91(d, 2,4) - H-6'
5' 112,39 7,10 (d, 8,7) - -
6' 127,63 | 8,08 (dd, 8,7, 2,4) - H-2'
CH;
MeO-3 160,18 3,81 (s) - C-3
MeO-7 56,69 3,96 (s) - C-7
MeO-8 [61,72 3,89 (s) - C-8
MeO-3' - - - -
MeO-4' | 56,20 3,96 (s) - C-4
AcO-5 (21,30 2,46 (s) - -
AcO-3' {20,84 2,36 (s) - -
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Tabela .23. Dados de RMN de 1H (300 MHz) e de 13C (75 MHz) do flavonol 16 e
22 em CDCl;

H-"C-HMQC-"Jcq "H-BC-HMBC-"Jcy TH-FC-HMQC-"Jcy TH-Fc-
HMBC-"Jcu
Cc 8¢ n e 3JeH 8¢ S en | en
2 156,15 H-2' 156,96
3 139,01 CH;0-3 139,02
4 178 64 177,99
5 163,34 H-6 162,13 HO-5
6 - - 75,19 HO-5
7 163,99 H-6 CH,O-7 | 165,39 H-8
8 60,98 H-6 -
9 156,15 155,10
10  [106,56 H-6 108,56 HO-5
1 122,97 H-5° 122 48
3 149,08 H-2’ CH:0-3', H-5' 149,17
4 151,79 H-5 | CH0-4',H-2, H- | 152,18
&
CH
6 95,45 6,42 (s) - -
8 - - 9474 | 6,42)s)
2 111,61 7,98 (d, 1,8) H-6’ 111,61 | 7,96(d,
1,9)
5 111,17 7,03 (d, 8,7) 111,25 | 7,04(d,
1,9)
6' 123,21} 8,06 (dd, 1.8, 8,7) H-2’ 123,47 | 8,06(dd)
CH,
MeO-3 [60,23 3,91 (s) 61,41 | 3,97(s)
MeO-7 |57,18 3,98 (s)
MeO-3' | 56,34 4,01 (s)
MeO-4' (56,20 3,99 (s)
HO-5 12,92 (s) - - 13,86(s)




Tabela 1.24. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) do flavonol 17

(7-O-metilapigenina) em DMSO-ds

OH O
17
TH-BC-HMQC-"Jcy "H-BC-HMBC-"Jcu

Cc S¢ SH ZJcu *Jeu
2 164,07 H-3

3 (103,03 | 6,82 (s) -

4 [181,95 - H-3

5 [161,30 - H-6

7 [165,13 - H-6,H-8

9 [157,24 - H-8

10 |104,68 - OH-5 |H-3, H-6, H-8
1 (121,09 - - H-3, 2H-3',5'
4 161,22 - - 2H-2'6'
CH

6 19796 | 6,32(s) OH-5 H-8

8 (9267 | 6,71(sl - H-6

2 (128,57 | 7,94 (s - -

3 115,99 16,92 (d, 6,1) - -

5 [115,99 [6,92(d, 6,1) - -

68 128,57 | 7.94 (sl - -
MeO-7 | 56,03 3,84 (s) -
HO-5 12,94 (s) - -
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Tabela 1.25. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) do flavonol 18
(3,7,8-tri-O-metilherbacetina) em DMSO-d;

18
TH-BFC-HMQC-"Jcu TH-SC-HMBC-"Jcy

Cc 8¢ SH “Jen *Jeu
2 (156,74 2H-2'6'
3 (138,42 CH50-3
4 [179,18 -

5 |157,27 - H-6

7 [159,01 - H-6 CHs;0-7
8 [129,23 H-6, CH,0-8
9 [148,70 - H-8

10 105,34 - H-6
1 121,51 - 2H-3' 5"
4 [161,27 - 2H-3',5' 2H-2'6'
CH

6 96,59 6,18 (d) OH-5

8 93,90 | 6,29 (sl)

2 130,97 - - -
3 (116,67 |7,97 (d, 8,8) - -
5 |116,67 (6,98 (d, 8,8) - -
6 [130,97 |7,97 (d,8,8) - -
MeO-3 | 60,56
MeO-7 | 57,38 3,84 (s) -
MeO-8 | 61,91

HO-5 12,55 (s) - -
HO-4' 10,27 (s)
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Tabela 1.26. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e de 13C (50 MHz) do flavonol 19

(morina) em DMSO-ds

OH O
19
"H-"C-HMQC-'Jcy "H-"C-HMBC-"Jcy
Cc 8c SH 2\-’(:H 3JCH
2 149,54 H-6'
3 136,76
4 176,74 -
5 161,47 - H-6
7 164,20 - H-6, H-8
9 157,34 - H-8
10 104,09 - H-6, H-8
1" 109,76 - 2H-3'5'
2 157,34 H-3'
4 160,97 - H-5' H-6'
CH
6 94,66 6,18 (s) OH-5
8 |93,90 | 6,29(s) - -
3 [103,49 | 6,32 (d) - -
5 107,34 6,38 (d, 8,4) - -
6 132,24 7,23 (d, 8,4) - -
HO-5 12,62 (s) - -
HO-4' 10,27 (s)
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Tabela 1.27. Dados de RMN de 1H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) do flavonol 20

(morina tetrametilada) em CDCl;

C 8¢ on
2 156,71 -
3 140,25 -
4 179,01 -
5 162,27 -
7 165,44 -
9 |157,62 -
10 106,71 -
1’ 112,61 -
2 158,92
4 163,13 -
CH
6 97,95 6,35(d,24)
8 92,39 6,37 (d,2,4)
K} 99,06 6,57 (d, 2,4)
5 106,71 | 7,01 (dd, 8,4,2,4
6 131,84 7,84 (d, 8,4)
CHs
MeO-3 | 60,75 3,78 (s)
MeO-7 | 55,73 3,88 (s)
MeQ-2' | 55,92 3,84 (s)
MeO-4' | 55,92 3,88 (s)
HO-5 12,68 (8)
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Tabela 1.28. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) do flavonol 21
(morina pentametilada) em CDCls

C Sc S COLOC
2 153,09
3 142,22 CH;0-3 |
4 173,99 -
5 161,09 - CHsO-3
7 116365 - CH;0-3
9 158,65 -
10 109,98 -
7 [112,90 -
2 [159,40
& 162,57 -
CH

6 9563 | 6,33(d,2.4)
8 92,54 6,43 (2,4)

3 98,87 16,50 (dd, 8.0,2,4) | -
5 10461 | 659(d 24) -
&  |131,64 | 7,37(d,80) R

MeO-3 | 60,32 3,79 (s)
MeO-5 | 56,37 3,96 (s)
MeO-7 | 55,71 3,87 (s)
MeO-2 | 55,67 3,85 (s) -

MeO-4 | 55,49 3,83 (s)
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CAPITULO Il
ESTUDO QUIMICO DE SOLANUM JABRENSE AGRA & M. NEE
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il.1. Isolamento e purificacdo dos constituintes

11.1.1. Parte aérea de Solanum jabrense

A parte aérea de Solanum jabrense foi coletada em janeiro de 1998 e
colocada na estufa a 40 °C por uma semana. O material seco e pulverizado (1,4 Kg)
foi percolado com 25 L de EtOH, até completa exaustdo, demonstrado pela reacdo
negativa para alcaldide com reagente de Mayer e Dragendorff, e pela descoloragéo
da solugdo extrativa. A solugdo extrativa foi concentrada em rotavapor a 40 °C,
fornecendo um residuo de cor escuro (100,4 g). O extrato foi disssolvido em MeOH,
tratado com carvéo ativo (2 g) e filtrado sobre celite (terra de infusério). O filtrado foi
concentrado em rotavapor, adicionado 1 L de MeOH:H,O (4:1) e particionado com
hexano (10 L) e CHCls (6 L). As solugdes extrativas foram concentradas e
forneceram: 8,7 g do extrato hexanico, 44,2 g do CHCI; e 35,5 do MeOH aquoso.

O extrato hexanico foi diluido com CHCI5 depois fracionado em silica gel com
hexano, CH.Cl, e MeOH em ordem crescente de polaridade, as fracbes de 50 mL
foram analisadas por cromatografia em camada analitica de silica gel e as
semethantes foram reunidas fornecendo no final dez fragdes. A quarta frag&o, obtida
da eluigdio com hexano:CH,Cl, (7:3), foi cromatografada em placa preparativa com
silica gel, eluida com CH.Cl,, fornecendo trés fragdes, A (67 mg), B (59 mg) e C
(182 mg), a substancia 34 (400 mg) e a mistura de duas substancias 32 e 33 (200
mg).

A quinta fragdo obtida da coluna com silica do extrato hexanico com os
solventes hexano: CH,Cl,, 7:3 e CH,Cl, foi solubilizada em CHCIs e adicionado
MeOH a frio para precipitacdo. O precipitado foi cromatografado em coluna de silica
gel com hexano, CH,Cl, e MeOH em ordem crescente de polaridade fomecendo 5
fragbes. A primeira frag3o foi filtrada em silica com CH.Cl, forecendo a fracdo D
(155 mg) e com CHCIl3 e MeOH originando a fragéo E (67 mg).

O extrato cloroformico foi solubilizado em CHCIl;:MeOH (1:1), depois
fracionado em sephadex LH-20 com CHClazMeOH (1:1) sucesssivamente,
resultando em duas fragdes: alcaloidal (21.7 g) e ndo alcaloidal (8,9 g), monitoradas
pelos testes de Mayer e Dragendorff e por CCA com revelador de Dragendorff e UV.

A fraggo alcaloidal foi agitada com AcOH 4% (500 mL) e extraida com CHCls
(3,8 L) e BuOH (1,5 L). As solugdes extrativas CHCls e BuOH foram concentradas
em rotavapor e denominadas respectivamente fase cloroférmica acida [FCA (3,1 g)]
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e fase butanélica acida [FBA (1,5 g)]. A fase aquosa 4cida foi alcalinizada com
NH,OH (85 mL) até pH 9-10 e extraida com CHCIs (5 L) e em seguida com BuOH
(1,5 L). Depois de concentradas as solugbes extrativas, os residuos foram
denominados fase cloroférmica basica [FCB (1,45 g)] e fase butandlica basica [FBB
(6 @)]. Todas as solugbes extrativas 4cidas e basicas foram lavadas com H.O,
destiladas e secas com Na;SOs anidro. O extrato FCA foi cromatografado com
sephadex LH-20 sucessivamente usando como eluente CHCl;:MeOH (1:1). Das
sucessivas colunas e recristalizagao obteve-se a substancia 37 (10 mg). O extrato
FCB foi cromatografado em sephadex LH-20 usando com eluente CHCls:MeOH
(1:1) e forneceu fragbes de 10 mL que foram juntas as semelhantes resultando em 4
fragbes. A fragdo 3 foi cromatografada em coluna de silica gel usando como
eluentes hexano, CHCl; e MeOH em ordem crescente de polaridade. A fragdo desta
coluna (3) eluida com CHCl;:MeOH (4:1) forneceu 20 mg de um constituinte impuro,
dando teste positivo para o reagente de Dragendorff, denominado substancia 3§.

O extrato MeOH aquoso foi dissolvido em MeOH, tratado com carvéo ativo e
filtrado. O filtrado foi evaporado e feita uma coluna cromatografica com silica gel
com hexano, CHCls e MeOH em ordem crescente de polaridade e obtiveram-se 7
fracdes. A fragdo 6 (CHCI;:MeOH, 4:1) foi tratada com cloreto de acetila, solubilizado
com MeOH:H,O (1:1) e extraida com AcOEt e este extrato AcOEt foi cromatografado
em sephadex LH-20 com CHClzMeOH (1:1) e em seguida em alumina basica
(CH.Cl,). A recristalizag8o destas frages com MeOH forneceu a substancia 36 (15
mg) que apresentou teste positivo para o reagente de Dragendorff e ponto de fuséo
201-202 °C. O procedimento para o isolamento das substancias das partes aéreas

de S. jabrense é mostrado no Esquema I1.1.
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Esquema Il.1. Marcha para o isolamento das substincias de S. jabrense



106

1i.1.2. Folhas de Solanum jabrense
A parte experimental para a obtengdo do extrato etandlico das folhas de
Solanum jabrense esta descrita no capitulo IV, item IV.2. Este extrato apoés
cromatografia em coluna com sephadex LH-20 forceceu os flavondides 1, 6 e 8 ja

discutidos no capitulo I.
11.2. Resultados e discussdo
I-2.1. Determinacdo estrutural dos constituintes

I.2.1.1. Acidos graxos

A fragdo A corresponde a uma mistura de &cidos graxos e esterdides. O
espectro de IV (Figura I1.1) apresenta uma banda larga em 3376 cm-1 de hidroxila,
absorcbes em 1725 e 1288 cm™, caracteristicas de estiramento de carbonila e
ligagdo C-O de &cidos, respectivamente, intensas absorgdes em 2930 e 2864 cm™
relativas aos estiramentos dos grupos CH; e CH, sugerem a presenca de uma longa
cadeia carbonica e é confirmado pela presenga da absorgéo em 733 cm” devido ao
Yc-n de CH,. O espectro de RMN de 'H (Figura 11.2) mostra a superposicdo de sinais
em &y 0,85 correspondentes a hidrogénios em carbono metilicos, & 1,25
hidrogénios em carbono metilénico (CH,)n e em carbonos metinicos & entre 50e
6,0. Pelo CG-EM e comparag&o com padrdes da biblioteca WILEY275.L (Figuras 1.3
e 11.4) foi possivel identificar 12 4cidos graxos A1-A12 e dois esteréides A13 e A14:

CH3(CH;),COOH
A1 n=12 ac. miristico (tetradecanéico,14:0) A8 n=18 &c. araquidinico (eicosanéico, 20:0)
A2 n=13 4c. pentadecandico (15:0) A9 n=19 &c. henicosandico (21:0)

A3 n=14 ac. palmitico (hexadecanoico, 16:0) A10 n=20 ac. Docosanoico (behenico, 22:0)
A4 n=15 ac. margarico(heptadecandico,17:0) A11 n=21 &c. tricosandico (23:0)

A5 ac. oléico (9-octadecendico, 18:1) A12 n=22 ac. tetradecandico (24:0)

A6 n=16 4c. estearico (octadecandico, 18:0) A13 estigmastanol

A7 n=17 ac. nonadecandico (19:0) A14 estigmastanona
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290 °C (15 min).
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O pico mais caracteristico dos acidos monocarboxilicos lineares ocorre em

m/z 60 e é devido ao rearranjo de McLafferty:

H - + +/
~ 3 H 0.
TIJ "\(I:HRZ _R’CH=CHR? i ¥
HO—C 3WCHR » HO—C{ <———>HO—C\\
~&ae CH CH

iy & vz 60 Y

11-2.1.2. Esteres graxos

As fragoes C e E correspondem a uma mistura de ésteres etilicos e metilicos
de acidos graxos, respectivamente. Para evitar a repeticdo das descrigdes dos
espectros, somente a fragéao D ser4 descrita, uma vez que apresenta a mistura de
todos os ésteres metilicos e etilicos.

A fragao D constitui uma mistura de ésteres metilicos e etilicos. O espectro de
IV (Figura 11.5) mostra absorgées intensas em 2919 e 2849 cm”' de deformagoes
axiais de C-H e 720 cm' que sdo caracteristicas de cadeia linear longa
hidrocarbdnica. A absorgdo em 1709 cm” sugere a presenga de carbonila. o
espectro de RMN de 'H apresenta um singleto intenso em &y 1,24 atribuido ao grupo
(CH2)n, um quarteto em &y 4,11 (J=14 Hz) relativo ao CH: ligado ao oxigénio do
éster e um multipleto em & 2,29 para o CH; ligado também ao carbono do éster
etilico. Para o CHj; do éster metilico e do final da cadeia carbénica é observado a
absorgao em 3y 3,63 e superposicao de sinais em &y 0,86, respectivamente (Figura
I1.6). O tamanho da cadeia carbdnica foi determinada pelo CG-EM e comparagao
com alguns padrbes da biblioteca WILEY275.L (Figuras I1.7 e 11.8). Os ésteres séo.



CH3(CH2)nCOOCH;

D1 n=14 hexadecanoato de metila
D3 n=16 octadecanoato de metila
D5 Tricosane

D6 n=17 nonacosanoato de metila
D8 n=19 henicosanoato de metila
D10 n=20 docosanoato de metila
D12 n=21 tricosanoato de metila
D14 n=22 tetracosanoato de metila
D16 n=23 pentacosanoato de metila
D18 n=24 hexacosanoato de metila
D20 n=25 heptacosanoato de metila
D22 n=26 octacosanoato de metila
D24 n=27 nonacontanoato de metila
D26 n=28 triancontanoato de metila
D28 n=29 hentriancontanoato de metila
D30 n=30 dotriacontanoato de metila

111

CH3(CH,)nCOOCH,CH3;

D2 n=14 hexacosanoato de etila
D4 n=16 octadecanoato de etila
D7 n=18 eicosanoato de efila

D9 n=19 henicosanoato de etila
D11 n=20 docosanoato de etila

D13 n=21 tricosanoato de etila

D15 n=22 tetracosanoato de etila
D17 n=23 pentacosanoato de etila
D19 n=24 hexacosanoato de etila
D21 n=25 heptacosanoato de etila
D23 n=26 octacosanoato de etila
D25 n=27 nonacosanoato de etila
D27 n=28 friancontanoato de etila
D29 n=29 hentriancontanoato de etila
D31 n=30 dofriancontanoato de etila

Picos presentes no espectro de massas que justificam a presenca dos

ésteres etilicos e metilicos:

Esteres etilicos
O
\\/ k’

QFQL’CHw(CHz)n—CH

Esteres metilicos

+e

—l‘ N \/O\H/CH2
3
O
CH,=CH—(CH,)n-CH; m/z 88
w—CHZ—O'
+O=C—CH,

m/z43

0) .
~ (W) }
W + P OT CH,
V\[CH—(CHz)n— CH;
H ON H

miz 74

CHQZCH_(CHZ)IT‘ CH3

CH;—O

+*O=C—CHj3
m/z43
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11-2.1.3. Esterdides

As substancias 32 e 33 constituem uma mistura de esterbides comumente
encontrados na natureza vegetal, sitosterol e estigmasterol. O espectro de 1V (Figura
11.9) revela bandas de absorgao para grupo hidroxila (3423 em’, estiramento O-H),
grupamentos CH; e CHj; (2936 cm™ e 2866), C=C (1660 cm™) e C-O (1054). O
espectro de RMN de 'H (Figura 11.10) é bem caracteristico quando apresenta sinais
entre 8y 0,8 e 2,0 de grupos metilicos, um multipleto préximo a &y 3,5 para 0
hidrogénio carbindlico H-3, um dubleto em 8u 5,3 correspondente ao H-6 olefinico.
No caso do estigmasterol, os hidrogénios olefinicos H-22 e H-23, aparecem como
um multipleto em torno de 8y 5,1. Estes valores estao de acordo com os dados da

0).

15 B A

st 008 Za68 15 o

Figura 11.9. Espectro de IV da mistura 32 + 33
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11-2.1.4. Sesquiterpeno

A substancia 34 & um 6leo amarelo claro, [0‘]50 -103,4 (c = 0,545; CHCIl3),

com um cheiro peculiar caracteristico das folhas da espécie in nalura. Em CCD
quando borrifado com reagente de Liebermann Burchard apresentou cor amarelo
laranja intenso.

As analises dos espectros de RMN de 'H (Figuras I1.12 e 1.13) e >C (PND e
DEPT, Figura I.14), junto com hetero-COSY (HMQC, Figura I1.115) permitiu
identificar tres grupos metilicos, § 21,31, 5 20,92 e & 15,91 ligados aos respectivos
hidrogénios em & (1,71; sl); (1,90; sl) e (0,94, d, J=6,9 Hz), quatro metilenos sp® 8¢
42,99 [54 2,61 e 2,16 com um sistema ABX Jag=16,8 Hz; Jax=Jax=4,5 Hz)], 40,85 [8n
2,05 (m) e 1,53 (dd, J=13,2 e 11,8 Hz)}, 34,14 [5,: 1,85 (m) e 1,65 (m)], 32,79 [
1,88 (m) e 1,67 (m) e um sp?, 109,07 [5n 4,69 e 4,68 (sl, 2H)], dois carbonos
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metinicos sp®, 8¢ 46,58 [64 2,50 (m)] e 39,28 [4 2,07 (m)], e um sp?, 8¢ 125,53
ligado ao hidrogénio com 8y 5,70 (s). A presenca de quatro carbonos quaternarios,
sendo um sp° (5¢ 50,14) e trés sp? (8¢ 199,09; 166,64; e 147,15) compativeis aos
carbonos de um grupo vinila e de uma enona. Estas informagbes permitiram
identificar a formula expandida (H3C)s, (C H2)4(CH)2(C)(=C-H)(=C-)2(=CH)(C=0) e
deduzir a formula molecular CisH2O compativel com a estrutura molecular de um
sesquiterpeno para 34. A andlise dos espectros de IV (Figura 11.11) e comparagao
com valores registrados na literatura (COXON ef al., 1974) foi possivel propor para
34 a estrutura de solavetivona. A andlise do CG-EM (Figura 11.19) confirmou a
estrutura proposta (m/z 218 (50, M**), 190 (50, 1a), 175 (40, 1b), 133 (70,1c),108
(100,1d), entre outros. A tabela Il.1 mostra a atribuicdo dos dados de RMN'H e
RMN™C apds analise detalhada dos espectros de RMN 2D ['H-'H-COSY (Figura
11.16), '"H-'H-NOESY (Figura 1.17) e 'H-"*C-COSY (HMBC, Figura i1.18)]. Os dados
de RMN estio descritos na Tabela I1.3 abaixo.

Tabela I1.3. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de °C 1D e 2D (125 MHz) de
34 (solavetivona) em CDCl;

"H-PC-HMQC-"Jcy "H-C-HMBC-"Jcu ]
dc 51 (Mult, MHz) 5cn 35cu
c
2 199,09 - 2H-1 H-10
4 166,64 - 3H-15 2H-9, 2H-6, H-10
5 [50,14 - 2H-9, H-10 H-3, 2H-1, 2H-8, 3H-
11 [147,15 - H-7, 2H-12, 3H-11 H-6b
CH
3 [125,53 |5,70 (s) - 3H-15, H-1b
7 46,58 |2,50 (m) 2H-82H6 | 2H-12, 3H-13, 2H-8, 2
10 [39,28 [2,07 (m) 2H-1, 3H-14 2H-6, H-9b
CH;
2,61 (dd, 4,5; 16,8, 1a) 2 aul
114299 |56 (dd 45. 168, 1b) H-10 H-3, 3H-14
2,05 (m, 6a) K )
6 14085 |53(4d, 13,2, 11,2, 6b) H-7
1,89 (m, 8a) K .
8 13279 | 57 m 8b) H-7, 2H9 H-6a
1,85 (m, 9a) ) B .
9 3441 | ar im ob) 2H-8 H-7, 2H-6
4,69 (s) ]  anL
12 {10907 | J6q (s) H-7, 3H-13
CHa
13 21,31 [1,71(s]) - 2H-12, H-7
14 15,91 [0,94 (d, 6,9) H-10 2H-1
15 [20,92 (1,90 (sh - H-3
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Este sesquiterpeno foi isolado anteriormente da espécie Solanum

tuberosum. Os sesquiterpenos do tipo vetispirane sao produzidos em tecidos dos
tubérculos da batatinha em resposta ao fungo Phytophthora infestans, portanto sao
considerados fitoalexinas (COXON et al., 1974). O entendimento da formagao das
fitoalexinas € muito dificil devido a compreensdo do caminho biossintético, e os
sesquiterpenos fungitéxicos elaborados por membros da familia Solanaceae é um
excelente modelo de caracterizagao dos mesmos. Devido a importancia agronémica
das plantas desta familia (que inclui tomate, batatinha, pimenta e tabaco) as
pesquisas tém-se intensificado para a compreensdo da formagdo biossintética
destes sesquiterpenos (REDDY & SIGNS, 1993; WHITEHEAD ef al., 1989). A Figura
11.20 mostra a rota biossintética para formagéo dos sequiterpenos (fitoalexinas) em

Solanaceae.

3449.6,3879.1,2930.7,2006.4,1731.9, 1678, 6, 1b16.. 3,"5! 2=
1378 l,uﬂ b.llﬁ l,lllb 5,1031.8,888.1,729.5, 316
J.EX. 82 Tania Nacl Hos5@40 Op.Eli  UFRRJ 14:41

71.31
%t

17.29 - - v v
4083 3000 2008 1608 cut

Figura Il.11. Espectro de IV da substéancia 34 (solavetivona)
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Figura 11.20. Rota biossintética para formac&do dos sesquiterpenos (fitoalexinas)
na familia Solanaceae, incluindo a solavetivona (REDDY & SIGNS, 1993)

i-2.1.5. Alcaléides

A substancia 35 apresentou teste positivo para o reagente de Dragendorff. O
espectro de IV (Figura 11.21) mostra absorgdes em 3391 cm™ (N-H), 2931-2853 cm™
(C-H) e 1566 cm™ (C=C) e permite caracteriza-lo como um alcaléide com um
sistema aromatico. O espectro de RMN de 'H (Figura 11.22) possui quatro sinais em
5 6,99 (t, 1H) e 6 7,09 (t, 1H) que acopla, respectivamente, com os hidrogénios
representados pelos dubletos em & 7,32 e 5 7,43 ('H-'H-COSY, Figura 11.23). Estes
dados estdo de acordo com um sistema aromatico dissubstituido com 4H vizinhos.
Estas informagoes e os sinais de hidrogénios metilénicos representado por dois
tripletos em § 3,24 (J=5,8) e 2,97 (J=5,8) e um singleto em 34 4,09 permitiu deduzir a
substancia como sendo um alcaléide B-carbolinico (Np-metiltetraidro-p-carbolina)
com um grupo metila ligado no N (5 2,79, s). Esta proposta foi confirmada pelos
sinais do espectro de RMN de 3C (PND, Figura 11.24) e comparagédo com dados da
literatura (KUMAR et al., 1985), Tabela Il.4. Os fragmentos descritos no Esquema
I1.3 justificam os picos observados no espectro de massas (Figura 11.25).

A presenga deste tipo de alcal6ide esta sendo registrada pela primeira vez no

género Solanum.
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Os alcaldides B-carbolinicos simples tém uma distribuicdo taxonémica
difundida e isto reflete indubitavelmente a facilidade relativa de formacao a partir de
precursores que também tém distribuicao difundida. A ocorréncia frequente como
compostos menores em espécies contendo alcaldides indé6licos mais complexos
justifica a presenga nestas espécies como produtores ndo enzimaticos do
metabolismo do triptofano. Entretanto, em certos géneros eles representam o maior

grupo de alcalbides presentes e em niveis que sugere que a formacao é catalizada
enzimaticamente (ALLEN & HOLMSTEDT, 1980).
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Espectro de IV da substancia 35 (Nb-metiltetraidro-p-carbolina)
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Figura 11.23. Espectro de RMN COSY (200 MHz, MD,OH) de 35 (Nb-
metiltetraidro-p-carbolina)
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Tabela I.4. Dados de RMN de 'H (200 MHz) e RMN de ™C (50 MHz) de 35
(Nb-metiltetraidro-p-carbolina)

Carbono |8¢ Sy (Mult,Hz)

1 53,8 4,09 (s)

3 524 3,25 (t 5,8)
4 20,8 2,97 (t 5,8)
4a 441 .

5 118,7 7.41(d;7,3)
5a 129,0 -

6 120,2 6,99 (t 7,0)

7 1228 7,04 (t 7.0)
8 112,1 7,32 (d; 8,0)
8a 131,0 ;
9a 136,5 ]

N-Me 4411  279(s)
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O espectro de IV (Figura 11.26) da substancia 36 mostra bandas de
absorgbes intensas em 3355 e 3441, caracteristica de nitrogénio e hidroxila,
respectivamente, e em 2870-2947 cm™ (C-H). O espectro de RMN de 'H (ndo
mostrado) e RMN COSY (Figura 11.27) é tipico de alcaldide esteroidal do tipo
espirosolano por apresentar as seguintes caracteristicas: mostra dois dubletos para
duas metilas secundarias (C-21 e C-27) em &4 0,81 e 0,91 e singletos para duas
metilas terciarias (C-19 e C-18) que aparecem em &y 0,99 e 0,78, respectivamente.
Os alcaldides do tipo espirosalanos tém dois anéis piperidinico e tetrahidrofurano
ligados em espiro, isto fornece uma caracteristica peculiar no espectro. O muitipleto
com deslocamento quimico em campo mais baixo, em 34 4,24 é devido ao
hidrogénio metinico geminal (C-16) ao oxigénio do anel tetrahidrofuranico. Os
hidrogénios metilénicos geminal ao nitrogénio (C-26) tém deslocamentos quimicos
em 8y 2,61 (H-a) e 2,56 (H-). No espectro de RMN de °C e DEPT (Figura 11.28) foi
observado a presenga do C-22, um carbono quaternario com deslocamento em &¢
98,10 que é caracteristico de todos alcal6ides do tipo espirosolanos (RADEGLIA et
al., 1977). A estrutura de 36 foi atribuida a solasodina por comparag&o com amostra
auténtica em CCD, ponto de fuséo e principalmente por comparagéo com dados da
literatura (PURI et al., 1993).

Os alcaldides esteroidais sfo uma importante classe de metabdlitos
secundarios que ocorrem em plantas e também em certos animais superiores e
invertebrados marinhos. Eles possuem um esqueleto esteroidal basico
(ciclopentanofenantreno) com um atomo de nitrogénio incorporado como parte
integral da molécula, tanto no anel ou como parte da cadeia lateral. Diferentemente
de muitas outras classes de alcal6ides, as bases esteroidais n&o s&o derivadas de
aminoacidos. Biogeneticamente, eles sdo considerados serem derivados de
esterbides e triterpentides, e séo freqlientemente chamados de “aminas esteroidais”
ao invés de alcaldides propriamente. Devido a similaridade estrutural com
anabolizantes, horménios esteroidais e corticosteroides, os alcal6ides esteroidais
tém sido alvos de investigagbes farmacologicas. O interesse recente tem sido devido
a demanda mundial na busca de material de partida para esteroides, devido a
escassez de diogenina, o mais importante material de partida para a industria de
esteréides. Muitos alcaldides esteroidais podem ser convertidlos em valiosos
horménios esteroidais bioativos por simples conversbes quimicas e microbiais.
Muitos corticosteréides usados contra doengas de pele podem ser obtidos por
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conversdo quimica de alcaléides esteroidais estruturalmente parecidos
(RAHMAN & CHOUDHARY, 1998).

Solasodina é um importante membro desta classe de composto, e é isolada
de muitas espécies de Solanum (RAHMAN, 1990), e tem sido alvo de interesse
como material de partida para produgdo comercial de drogas esteroidais. Foi
considerada como a “Diosgenina da préoxima década” (PRELOG & JEGER, 1960).
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Figura 11.26. Espectro de IV da substancia 36 (solasodina)
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[i-2.1.6. Derivado de acido benzéico

O espectro de IV (Figura 11.29) da substadncia 37 apresenta absorgées em
3483 cm” (OH), 1680 cm™ caracteristica de carbonila de 4cido carboxilico
conjugado e em 1599, 1521 e 1493 cm™ de C=C aromatico. O espectro de RMN de
'H (Figura 11.30) e 'H-'"H-COSY (Figura 11.31) mostra sinais integrando para sete
hidrogénios, sendo um duplo dubleto em &4 7,69 (1H, J=1,8 e 8,4) acoplando com
dois dubletos, um em &4 7,57 (1H, J=1,8 Hz) e outro em &, 6,95 (1H, J=8,4 Hz).
Estes hidrogénios da regido aromatica fazem parte de um sistema ABC. Um singleto
correspondente a uma hidroxila aromatica aparece em 84 6,09. A integragéo para os
3 hidrogénios restantes é verificado como um singleto em &y 3,95, correspondente
aos hidrogénios da metoxila. Esta substancia foi confimada como sendo acido
vanilico por comparagdo com amostra auténtica em CCD. Os derivados hidroxilados

dos acidos benzbicos sdo comumente encontrados no reino vegetal.

B N W A - 3 T S R
7LLBBE . 6,12953.4 %
BRELB,EU8. 2,761 .5,606.%,

Figura 11.29. Espectro de IV da substancia 37 (acido vanilico)



MOOT® NOmn o < 2
SRR ¥BRR 8 s S
VHE N~NOD < =N
NENNNN NNGSS 'S o~ < 148
Ll L, I |
‘ﬂ V(r i i
H3CO OH
el
S
bS] HO ;
%
< =)
1T
QO
e |
X
o ‘0
3 PRTAN ‘
¥ 2 e} 8 2 3
= ol m h~} ~ S
g al o S ~ 2
SIS ~ < o~
YT e e e e e e et e e B e 0 I e 1 Y (A (A A L B
9.0 8.0 7.0 6.0 50 4.0 30 2.0 1.0 0.0

(ppm)
Figura 11.30. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCI,) de 37 (acido vanilico)

Figura 11.31. Espectro de RMN COSY (200 MHz, MD,OH) de 37 (acido vanilico)



149
lI-3. Referéncias — Capitulo i

ALLEN, J. R. F. & HOLMSTEDT, B. R. The simple B-carboline alkaloids,
Phytochemistry, 19(8), 1573-1582, 1980.

ATTA-UR-RAHMAN & CHOUDHARY, I. Chemistry and biology of steroidal alkaloids.
In “The alkaloids” (G. A. Cordell, ed.), Vol. 50, 61-108, Academic Press, San Diego,
1998.

ATTA-UR-RAHMAN. Diterpenoid and Steroidal Alkaloids, Vol. 1, Elsevier Science
Publishers, Amsterdam, 1990.

COXON, D. T.; Keith, R. P.; Howard, B.; Osman, S. F.; Kalan, E. B.; Zacharius, R. M.
Two new vetispirane derivatives: stress metabolites from potato (Sofanum
tuberosum) tubers, Tetrahedron Lett., 34, 2921-2924, 1974.

KOJIMA, H.; SATO, N.; HATANO, A.. OGURA, H. Constituents of the Labiatae
plants .5. Sterol glucosides from prunella vulgaris, Phytochemistry, 29(7), 2351-2355,
1990.

KUMAR, S.; SAHAI, M.; RAY, A. B. Chemical constituents of the leaves of Flueggea
microcarpa, Planta Medica, 466, 1985.

PRELOG, V. & JEGER, O. In “The Alkaloids” (R. H. F. Manske, ed.), Vol. Vil, 343,
Academic Press, New York, 1960.

PURI, R;; WONG, T. C.; PURI, R. K. Solasodine and Diosgenin: 'H and '*C
assignments by two-dimensional NMR spectroscopy, Magnetic Resonance in
Chemistry, 31, 278-282, 1993.

RADEGLIA, R.; ADAM, G.; RIPPERGER, H. 13CNMR Spectroscopy of Solanum
steroid alkaloids, Tetrahedron Lett., 18(11), 903-906, 1977.



150
REDDY, G. R. & SIGNS, M. W. Reversed-phase liquid chromatographic isolation
of lubimim and solavetivone from Hyoscyamus muticus “hairy” root cultures, Journat
of Chromatography A, 657, 440-444, 1993.

WHITEHEAD, |I. M.; THRELFALL, D. R.; EWING, D. F. 5-Epi-aristolochene is a
common precursor of the sesquiterpenoid phytoalexins capsidiol and debneyol,
Phytochemistry, 28(3), 775-779, 1989.



151

CAPIiTULO lll
ESTUDO QUIMICO DE SOLANUM CRINITUM LAM.
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lI-1. Isolamento e purificagao dos constituintes

Os ramos jovens de Solanum crinitum foram coletados em- maio de 2001 no
horto florestal do Km 50 da antiga estrada Rio-S&o Paulo, Seropédica, Rio de
Janeiro para retirada dos tricomas presentes no caule e folhas. Os tricomas (9,7 g)
foram extraidos com CHCIl; e MeOH em banho de ultrasom. Depois da evaporagdo
dos solventes obtiveram-se os extratos CHCl; (310 mg) e MeOH. O extrato MeOH
foi cromatografado em sephadex LH-20 fornecendo 13 fragbes. Nas fracdes 7 e 8
estavam 10 mg da substancia 38 e em 9 e 10, 25 mg de 39.

lii-2. Resultados e discussido

1i-2.1. Determinagdo estrutural dos constituintes

O espectro de RMN de 'H das substancias 38 (Figura 1l.1) e 39 (Figura 1il.4)
apresentam sinais tipicos de substituicdo para o padrdo kanferol. O anel A de 38
apresenta os dubletos em § 6,20 (J=2,0 Hz) e 6 6,43 (J=2,0 Hz) referentes a H-6 e
H-8, respectivamente. O sinal em 612,60 é atribuido a HO-5 em ponte com a
carbonila C-4. A substancia 39 apresenta o mesmo padrio de substituig&o, os sinais
em & 6,15 (d, J=1,7), 8 6,38 (d, J=1,7) e o singleto em § 12,58 sdo referentes aos
hidrogénios H-6, H-8 e OH-5, respectivamente. O anel B dos dois flavondides com
sistema AA-BB’ apresentou os dubletos em & 6,87 (2H-3',5"; J=8,8 Hz) e § 8,02
((2H-2',6"; J=8,8 Hz) para 38 e § 6,85 (2H-3',5’; J=8,8 Hz) e & 8,00 ((2H-2',6"; J=8,8
Hz) para 39. Os dois flavondides mostram sinais de absorcées no espectro de RMN
de 'H comespondentes a uma unidade de acucar representados pelos sinais de
hidrogénio ligados em carbono carbinélico, podendo destacar o sinal em & 5,44 (d,
7,2 Hz, H-1’ do carbono anomérico em 38) e 5 5,47 (s, 39). A unidade de carboidarto
pode ser localizada no C-3 com base na analise dos valores dos deslocamentos
quimicos dos carbonos [(38, Figura 1.2) e PENDANT (39, Figura 111.5)] e
comparagdo com a literatura (AGRAWAL, 1989; MARKHAM, 1989). As
desprotegbes verificadas nos carbonos C-2 (5A 10,0), C-4 (8A 1,7), 2H-2',6' (3A1,7) e
protecdo em C-3 (SA 2,0) quando comparados com o kanferol (AGRAWAL, 1989),

Figura 111.9. A unidade de agucar foi proposta como sendo a B-D-glicose pelo valor
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de J=7,2 Hz apresentado pelo hidrogénio anomérico H-1’ e pelos acoplamentos
verificados no COSY-"H-"H em 38 e 39 (Figuras Il.3 e 111.6, respectivamente).

Os espectros de RMN de 'H e de C do flavontide 39 possui sinais
adicionais com uma unidade coumaroila. A comparacdo dos 5CH, de 39 com o de
38 verifica-se uma desprotecéo de & 2,6 (carbono €’) e uma protegéo de & 2,6 no CH
vizinho (C-5’), AGRAWAL & BANSAL., 1989. Esta unidade adicional foi identificada
pelo sistema AA-BB’ observado no RMN de 'H em 5 6,80 (2H-3",5"; d, 86) e 6 7,37
(2H-2",6”; d, 8,6) e pelos os dubletos em 6,12 (J=16,1) e 7,34 (J=6,1) no espectro de
RMN de 'H (Figura 111.4).0 assinalamento completo foi feito com o auxilio dos

espectros de RMN 2D: HMQC (Figura 111.7), HMBC (Figura 111.8). A comparacdo com
dados da literatura permitiu identificar o flavondide 38 como sendo astragalina
(MARKHAM & GEIGER, 1994; AGRAWAL & BANSAL, 1989) e o 39 como tilirosideo
(MARKHAM, 1989). A astragalina ja havia sido isolada das espécies de Solanum:
Solanum chimperiarum (ANGENOT, 1969), S. dobium (AFIFI, 1999), S. dulcamara
(WALKOWIAK et al., 1990), S. elaegnifolium (CHIALE et al, 1991), S. interius
(SCHILLING, 1984), S. laciniatum (SHABANA & EL-ALFY, 1980), S. pinnatisectum
(WIETSCHEL & REZNIK, 1980), S. peseudocapsicum (BIARD et al., 1974), S.
pubescens (KUMARI et al., 1985) e S. Santolallae (HARBORNE, 1962). Esta é a
primeira vez que o flavonéide tilirosideo & registrado no género Solanum.



Tabela I1l.1. Dados de RMN de 'H
(astragalina) e RMN de 'H (200 Hz) e RMN de

DMSO-d;

OH O

164

(400 MHz) e RMN de ™C (100 MHz) de 38
3C (50 MHz) de 39 (tilirosideo) em

3B (Astragalina) 39 (Tilirosideo)
39 38
'H-"C-HMQC-"J., "H-"C-HMBC-"Jcy
8¢ 3m “Jen Sden 8¢ 8u
C
2 156,84 - 2H-2'.6 156,20
3 133,54 - 133,14
4 177,89 - 177,42
5 161,64 - HO-5; H-6 161,17
7 164,65 - H-6; H-8 164,17
9 156,92 - H-8 156,34
10 | 104,36 - HO-5;H-6;H-8 | 103,94
1 121,25 - 2H-3',5° 120,84
4’ 160,48 - 2H-2' 6 161,17
L 125,41 - 2H-3"" 5": H-8" -
4”7 | 160,28 - 2H-2" 6" -
9” | 166,66 - H-8" H-7" -
CH
6 99 26 8,15 (d, 1,7) HO-5; H-8 98,67 6,20 (d, 2,0)
8 94,16 6,38 (d, 1,7) H-6 93,63 6,43 (d,2,0)
2'6 | 131,32 8,00 (d, 8,8) 130,84 | 8,02(d, 8,8)
3.5 | 115,58 6,85 (d, 8,8) HO-4’ 115,07 6,87 (d, 8,8)
1” 101,45 5,47 (4,47 sl) 100,82 5,44 (d, 7,2)
2" 7461 74,12
37 76,60 H-1" 76,39
4 70,43 69,85
5 74,71 77.47
2”6 | 130,66 7,37 (d, 8,6) H-7"
375" | 116,24 6,80 (d, 8,6) OH-4"
7 | 145,09 7,34 (d, 16,1) 2H-2" ™
8" | 114,12 6,12 (d, 16,1)
CH,
6” 63,43 4,27 (dl, 11,2) 60,47 4,26 (tl, 10,8)
4,02 (dd, 11,2; 6,3) 3,55 (dd, 10,8; 6,4)
HO-5 - 12,58 (s)
HO-7 - 10,85 (sl)
HO-4' - 10,16 (s)
HO-4" - 10,02(s)
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Figura .9 Valores de *C mostrando o efeito do substituinte glicose nos
carbonos C-2, C-3, C-4 e 2CH-2’,6’ dos flavondides astragalina e tilirosideo em
relagdo ao Kanferol
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CAPITULO IV

ANALISE DE FLAVONOIDES DE SEIS ESPECIES DE SOLANUM DO
SUBGENERO LEPTOSTEMONUM POR CLAE: PARTES AEREAS DE SOLANUM
AGRARIUM SENDTN. E S. JABRENE AGRA & M. NEE, E TRICOMAS DE S.
RHYTIDOANDRUM SENDTN., S. PALUDOSUM MORIC., S. PARAIBANUM
AGRA. E S. STRAMONIFOLIUM JACQ.
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IV.1. Objetivos

a) Estabelecer uma metodologia eficiente para o isolamento de flavonéides
livres das partes aéreas de plantas do género Solanum;

b) Verificar se os flavonobides presentes no género Solanum estio localizados
nos tricomas e

¢) Fazer a correlacdo comparando a estrutura (esqueleto) dos flavonéides com a

posicéo seccional no subgénero Leptostemonum.

IV.2. Experimental
IV.2.1. Instrumental

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia consiste de uma bomba
de solvente modelo LC-10AS, equipado com um detector UV-VIS SPD-10A
(Shimadzu), Corp., Kyoto, Japan) e o integrador de dados modelo CR-6A
Chromatopac. As amostras foram injetadas em um injetor Rheodyne 7125i com um
loop de 20 uL. A separagdo cromatografica foi feita com uma coluna LiChrocart RP-
18 (125 mmx4mmx5um, Merck. Darmstadt, Germany), usando agua:acido férmico
(99:1, solvente A) e acetonitrila:metanol:acido férmico (48:48:1, solvente B) como
fase movel.

Depois de tentar diferentes gradientes de solventes, o melhor sistema de
eluicéo encontrado foi o seguinte: 0 min 30% B, 20 min. 50% B, 30 min 60% B e 40
min. 70% de B, fluxo de 1.5 mL/min. A eluigdo foi feita em 340 nm em temperatura
ambiente. Os picos cromatograficos foram identificados por comparagdo com os
tempos de retengdo das substancias padréo.

IV.2.2. Material vegetal e isolamento dos flavonéides

As partes aéreas de Solanum agrarium e as folhas de S. jabrense foram
coletadas na Paraiba, Nordeste do Brasil em janeiro e setembro de 2000,
respectivamente.

Os procedimentos desenvolvidos para o isolamento dos flavonéides totais dos
extratos foram: O p6 seco e moido de Solanum agrarium (179 g) e S. jabrense (34 Q)
foram extraidos com EtOH em temperatura ambiente até completa exaustio. A
solugédo extrativa foi concentrada sob pressdo reduzida fornecendo 58,3 g de extrato
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EtOH de S. agrarium e 5,3 g de S. jabrense. Uma parte do residuo de S.
agranum (3,8 g) e o extrato de S. jabrense foram suspensos em H,O:AcOH (8:2) e
extraidos com hexano:éter (1:1). Estes solventes foram evaporados e o extrato
hexano etéreo foi dissolvido em MeOH:H20 (4:1) e extraidos com hexano e AcOEt.
Os extratos acetato de etila (1,0 g de S. agranium e 1,2 g de S. jabrense) foram
cromatografados com sephadex LH-20 em CHCI;:MeOH (1:1) para remogdo da
clorofila dos flavonoéides totais. As fragdes flavonoidicas obtidas de S. agrariume S.
Jjabrense foram analisadas em placas cromatograficas de camada fina com silica gel
60 F254 e a visualizacao foi feita com a solugéo de difenilboriloxietilamina (NP, 1%)
em MeOH e AICIs-EtOH (1%), sendo observado na luz ultravioleta em 366 nm. As
fragcGes foram separadamente filtradas com CHCl; e MeOH em cartuchos de silica
C-18 (Sep-Pak C-18). As fracOes cloroférmicas foram evaporadas, redissovidas em
MeOH e filtradas sobre a membrana de 0,45 um (Millipore) antes da analise por
CLAE.

Os tricomas de Solanum paludosum (28,0 mg), S. paraibanum (70,0 mg), S.
rhytidoanadrum (698,0 mg) e S. stramonifolium (205,0 mg) foram separados dos
ramos jovens através de raspagem branda com uma lamina de vidro e depois foi
feita a extragdo com EtOH em banho de ultra-som. A solugdo extrativa foi
concentrada sobre vacuo e o residuo foi dados submetido a particdo com CHCl; e
MeOH. As duas fases foram separadamente filtradas em cartuchos de Sep-Pak C18
e depois concentradas. Os extratos resultantes forneceram para: S. paludosum
(CHCI3; 5,0 mg; MeOH 3,0 mg), S. paraibanum (CHCI; 3,9 mg; MeOH 5,0 mg), S.
rhytidoanadrum (CHCls 22,0 mg; MeOH 28,7 mg) e S. stramonifolium (CHCI; 3,0 mg;
MeOH 6,0 mg). Os residuos cloroférmicos foram dissolvidos em MeOH e filtrados
em membrana de 0,45 um (Millipore) antes da analise por CLAE.

IV.2.3. Reagentes e flavonoides padrdes

Todos os solventes utilizados eram de grau analitico e para CLAE (Tedia,
Brasil). O acido férmico (Merck) foi usado para ajustar o pH. Miricetina (1), Morina
(2), Quercetina (3), Kanferol (4) foram compradas da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Os outros seis padrbes de flavondides, 3,4’,7,8-tetra-O-metilgossipetina (§), 7-O-
metilkanferol (6), 3,7-di-O-metilkanferol (7), 7-O-metilapigenina (8), 3,3',4’,7,8-penta-
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O-gossipetina (9) e 3,3'.4’,7-tetra-O-metilquercetina (10) foram isolados de S.
paludosum. Todos os padrbes foram preparados em MeOH (solugédo estoque).

IV.3. Resultados e discussio

IV.3.1. CLAE dos flavonéides padroes

Na Figura IV.1 estdo as estruturas dos flavonéides padrdes: Miricetina (1),
Morina (2), Quercetina (3), Canferol (4) 3,4’,7,8-tetra-O-metilgossipetina (§), 7-O-
metilcanferol (6), 3,7-di-O-metilcanferol (7), 7-O-metilapigenina (8), 3,3',4’,7,8-penta-
O-gossipetina (9) e 3,34 7-tetra-O-metilquercetina (10). Todos foram
cromatografados separadamente ou em combinagdo para determinar o tempo de
retencdo. O cromatograma obtido por CLAE é mostrado na Figura IV.2.

N°. da Substincia R R R R: Ry Rs Rs

4 Canferol

8 7-O-methylapigenina OMe H H H H OH H
g :
10 3.3.4'7

O-tetrametllqueréétma OMe H OMe H OMe OMe H

Figura IV.1. Estruturas dos flavonéides
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Figura IV.2. Cromatograma dos flavonéides padroes. As condigdes
cromatograficas estio descritas na sec¢io experimental. Os compostos sdo os
seguintes: 1) miricetina; 2) morina; 3) quercetina; 4) Canferol; 5) 3,4',7,8-tetra-
O-metil gossypetina; 6) 7-O-metilcanferol; 7) 3,7-O-dimetilcanferol, 8) 7-O-
metilapigenina; 9) 3,3',4',7,8-penta-O-metilgossipetina e 10) 3,3'.4',7-tetra-O-
metilquercetina.

IV.3.2. CLAE dos extratos de Solanum e identificacdo das substancias

As andlises por CLAE dos extratos cloroformicos das partes aéreas de S.
agrarium, folhas de S. jabrense e dos tricomas de S. paludosum, S. paraibanum e S.
stramonifolium s&o mostradas na Figura IV.3.

A identificacdo das substancias nos extratos foi feita por (1) comparag&o dos
tempos de retenc&o entre os picos desconhecidos e os flavonoides padrées e (2) co-
cromatografia dos extratos com os flavonéides padrées.
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Figura IV.3. Cromatogramas da CLAE dos extratos cloroférmicos de Solanum:
tricomas de S. paludosum (A), S. rhytidoandrum (C), S. paraibanum (D) e S.
stramonifolium (E), folhas de S. jabrense (B) e partes aéreas de S. agrarium (F).
As condigdes cromatograficas estio descritas na secido experimental.

As seis espécies de Solanum analisadas pertencem ao subgénero
Leptostemonum (Dunal) Bitter e s@o de quatro sec¢des diferentes. De acordo com
NEE (1999) este subgénero tem cerca de 450 espécies e 10 secbes. E
caracterizado pela pubescéncia estrelada, ervas espinhosas e apresenta anteras
atenuadas, esta bastante concentrado na América tropical, Africa e Australia
(WHALEN, 1984).

Solanum paiudosum, S. rhytidoandrum e S. jabrense pertencem a mesma
secdo Erythrotrichum Child e apresentam cromatogramas parecidos, mostrando a
similaridade quimica destas espécies. A espécie S. paraibanum é da sec¢éo
Micracantum Dunal e mostra apenas alguns flavon6ides metoxilados que s&o
semelhantes aos flavondides das espécies da segdo Erythrotricum. A substancia
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presente em S. stramonifolium, a (nica espécie estudada representante da
secdo Lasiocarpum (Dunal) D'Arcy, é o 3,47 ,8-tetra-O-metilgossipetina (5) que
também esta presente nas espécies de Micracantha e Erythrotrichum. As
substancias presentes em S. agrarium, se¢ao Acanthophora Dunal, séo totalmente
diferentes das outras se¢des estudadas do mesmo subgénero.

Esta andlise & de importancia quimiotaxonémica e confirma a presenca de
flavonodides agliconas nos tricomas estrelados (Figuras IV.4 e [V.5) da pubescéncia
das espécies de Solanum subg. Leptostemonum. No6s também encontramos um
método eficiente para o isolamento de flavondides livres dos extratos, bem como
uma simples e precisa andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia usando

fase reversa que permite a separag¢ao dos principais flavonéides.
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Figura IV.4. Tricomas estrelados presentes nas folhas de Solanum jabrense
(A) e (B); S. paludosum (C), (D) e (E); e S. rhytidoandrum (F) e (G).

A
|l
.Il
| | | |
| L/
I
“ Y
\s
¥ Y
[\ W
| e ‘l{ A ¥
/ [ U
| o V. /v
p/ N e ad
7.0 6.5 6.0 5.5 o 50 T 45 S ‘4‘0 . 3_‘
(ppm)

Figura IV.5. Espectro de RMN'H (200 MHz, CDCls) do extrato cloroférmico dos
tricomas de Solanum paludosum
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CAPITULO V
TESTES BIOLOGICOS
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Observagoes

-Todos os testes biolégicos foram feitos em colaboragdo com outros grupos de
pesquisa. Estes grupos e os respectivos testes séo relacionados abaixo:

a) Atividade moluscicida

Feito em colaboragdo com o Departamento de biologia, Laboratério de
Biologia Animal, UFRRJ, com a ajuda da bi6loga Dra. Solange Viana Paschoal
Blanco Brandoline e a graduanda Luciana da Silva Paschoal (aluna de iniciagdo
cientifica do curso de biologia)

b) Citotoxicidade frente ao carcinoma de Erhlich e inibigdo da enzima
topoisomarese

Realizado pelo grupo de pesquisa das professoras Dras. Noema F. Grynberg
e Aurea Echevarria do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Com a participagio da aluna de
doutorado Andressa Esteves-Souza (realizagio do teste toxicidade) e da Dra.
Marcia Cristina de Oliveira (Avaliagio da inibicdo da enzima topoisomerase)

c) Atividade espasmolitica

Realizado no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade
Federal da Paraiba, sob a coordenagédo da Professora Dra. Bagnélia Aradjo da Siiva.
Inclusive os resultados obtidos do extrato hexanico de Solanum jabrense e do
sesquiterpeno solavetivona fazem parte da tese de mestrado da aluna Fabiana de
Andrade Cavalcante intitulada: Mecanismo de a¢io espasmolitica de solavetivona,
sesquiterpeno isolado das partes aéreas de Solanum jabrense AGRA & NEE
(SOLANACEAE).
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V.1. Objetivos

V.1.1. Geral

Contribuir para o estudo das atividades farmacolégicas da familia Solanaceae
Testar a atividade biolégica das substancias isoladas em maior quantidade.
Sendo os testes direcionados de acordo com o esqueleto das substancias

V.1.2. Especifico

Avaliar a atividade moluscicida (Biomphalaria glabrata) dos extratos de quatro
espécies de Solanum do Nordeste: Solanum agrarium Sendtn., S. jabrense Agra &
M. Nee, S. paludosum Moric. e S. paraibanum Agra, utilizando as partes renovaveis
das espécies.

Avaliar a atividade citotoxica frente a células do carcinoma de Erhlich dos
flavondides: morina (19), morina tetrametilada (20), morina pentametilada (21) e
tilirosideo (39).

Verificar a atividade inibitoria da enzima topoisomerase da enzima humana {l-
a pelos flavonéides naturais: 7-O-metilkanferol (1), 3,7-di-O-metilkanferol (2),
3,7,3,4-tetra-O-metilquercetina (8), 3,7,8,4-tetra-O-metilgossipetina (12), 3,7,8,3 ,4'-
penta-O-metilgossipetina (13) e os derivados acetilados destes flavonoides 5, 10 e
15.

Avaliar as atividades espasmoliticas dos extratos de Solanum e do

sesquiterpeno solavetivona
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V.2. Atividade Moluscicida

V.2.1. Introducgio

A doencga parasitaria esquistosomose é o maior problema de saude em muitos
paises tfropicais e mais de 300 milhdes de pessoas estdo infectadas. Os caramujos
aquaticos s@o os hospedeiros intermediarios para o parasita e por causa disto, a
infecgdo é transmitida para os humanos através do contato com a agua contaminada,
principalmente em areas rurais com o fornecimento precario de 4gua para 0 consumo
domeéstico e pobres instalagdes sanitarias. A erradicagio da doenga é impossivel com
os recursos disponiveis, entretanto o objetivo imediato é o controle da mortalidade.
Apesar do sucesso de alguns programas de controle, a prevaléncia da esquistossomose
continua constante, devido principalmente ao crescimento da populagdo e ao aumento
de areas de irrigagao (WHO, 1993).

No Brasil 8 milhdes séo infectados, com distribuicdo em vastas regides, desde
Belém do Para até o Norte do Parana, com dois focos isolados em Santa Catarina
{KATZ, 1997) e um caso no Rio Grande do Sul (CARVALHO et al., 1998).

E uma doenca provocada pelo Schistossoma mansoni, caracteriza-se por uma
fase aguda, muitas vezes despercebida, e uma cronica, na qual podem surgir formas
graves, evidenciadas principalmente pela hipertensdo porta ou pulmonar (PRATA,
1987).

A esquistossomose é o fruto da pobreza e da ignorancia, mas em outras
circunstancias, o progresso e o desenvolvimento podem até certo ponto agrava-la, uma
vez que as areas de irrigagao constituem locais ideais para a transmissao desta doenca,
devido a criagdo de novos habitats para o caramujo e de sua migragdo promovendo o
aumento na populagéo deste planorbideo em areas antes nao infestadas (BERGQUIST,
1993).

Existe uma necessidade urgente para encontrar um moluscicida seletivo e
eficiente para o controle dos caramujos, especialmente porque os compostos utilizados
ou as formulagdes em geral sdo biocidas, afetando também muitos animais e plantas
{(ou ambos) onde os caramujos habitam. Por esta razéo, tem-se aumentado a procura
por substancias derivadas de plantas com atividade moluscicidas, na esperanga de que
plantas disponiveis localmente possam ser usadas para o controle da doeng¢a em areas
endémicas (KLOOS & MCCULLOUGH, 1982; MARSTON & HOSTETTMANN, 1985,
MARSTON & HOSTETTMANN, 1991).

Niclosamida é o moluscicida sintético mais utilizado desde 1960, promovendo

100% de mortalidade sobre o caramujo adulto, B. glabrata, na concentracdo de 1,5 ppm
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em 2 horas de exposigdo. Além disso o sal de niclosamida etanolamina promove

imobilizacdo e morte das larvas de S. mansoni, numa concentragdo de 0,3 mg/L em

minutos. A principal desvantagem da niclosamida é apresentar uma atividade piscicida

equivalente a moluscicida o que causa um sério problema, uma vez que os peixes sao

uma importante fonte alimentar nestas regides. Estudos sobre a toxicidade da

niclosamida em animais de laboratorio determinaram que esta ndo apresenta efeitos

toxicos cumulativos quando administrado via oral ou cuténea (PERRET & WHITFIELD

1995)

a)

b)

c)

d)

e)

9)

h)

O critério para uma planta apresentar atividade moluscicida é definido como:

O extrato bruto da planta (peso seco) é ativo quando mata 90% dos caramujos
expostos por 24h com a temperatura da agua constante e a concentragéo igual
ou menor a 100 pg mL™" (ppm)

O extrato aquoso frio ou quente da planta é ativo quando mata 90% dos
caramujos expostos por 24h com a temperatura da agua constante e a
concentraggo igual ou menor a 20 ug mL™”

Opcionalmente, um extrato de planta alcodlico (metandlico) € ativo quando mata
90% dos caramujos expostos por 24h com a temperatura da agua constante e a
concentragdo igual ou menor a 20 ug mL’

Opcionalmente, um extrato de planta lipofilico é ativo quando mata 90% dos
caramujos expostos por 24h com a temperatura da agua constante e a
concentracdo igual ou menor a 20 ug mL™,

As plantas devem ser de crescimento abundante na rea endémica ou de facil
cultivo. Além disso, é preferencial que as partes utilizadas sejam os frutos, folhas
ou flores

Visando a redugéo do custo financeiro, € preferivel que os constituintes ativos
sejam extraidos com agua ao invés de solventes orgénicos

O extrato da planta moluscicida deve apresentar uma baixa toxicidade para
organismos n#o alvos (incluindo o homem). Sendo vantajoso para o estudo do
impacto ambiental e toxicolégico, o isolamento dos principios ativos da planta

As técnicas de aplicagdo devem ser simples e seguras para o operador
(MARSTON & HOSTETTMANN, 1985)

A primeira tentativa para o controle da esquistossomose pelo uso de plantas
moluscicidas foi realizada em 1930, quando ARCHIBALD et al., 1933 e WAGNER, 1936

plantaram palma do deserto Balanites aegyptiaca e B. maughamii, ao longo do curso

das aguas do Sudao e Sudeste da Africa, respectivamente.



177
Testes no campo e em laboratério, realizados por estes cientistas, indicaram que
os frutos destas plantas derrubadas na agua inibiam o aumento da densidade
populacional dos caramujos (KLOOS & MCCULLOUGH, 1982). Desde entdo, mais de
1100 espécies de plantas foram testadas e muitas apresentaram atividade moluscicida
significativa.

Plantas de varias familias com diferentes classes de compostos véem sendo
testadas e os resultados s3o bastante promissores (MARSTON & HOSTETTMANN,
1991; SPARG et al. 2000).

No Brasil a pesquisa é intensificada pelo grupo da FIOCRUZ (Fundagéo Oswaldo
Cruz) com plantas da familia Euphorbiaceae, especialmente com o latex de Euphorbia
splendes var. histopii (N.E.B.), conhecida popularmente como “Coroa de cristo”.
Trabalhos realizados com esta planta mostram a atividade moiuscicida e os testes
experimentais estdo sendo feitos em Areas endémicas no Estado de Minas Gerais.
(SCHALL et al, 1991a; FREITAS et al, 1991; SCHALL, 1991b; SCHALL et al/, 1991c;
MENDES et al., 1992; BAPTISTA et al., 1992; BAPTISTA et al., 1994; MENDES et al.,
1997; BAPTISTA et al., 1997; SCHALL et al, 1998; SCHALL ef al, 2001; GIOVANELLI et
al, 2001).

O género Solanum apresenta grande importancia econdémica. Espécies de
Solanum produzem uma grande variedade de saponinas esteroidais e alcaloidicas
responsaveis pela resisténcia contra inimigos. Cerca de 200 alcaléides com bases
esteroidais diferentes (esqueleto colestano C27 divididos em 5 tipos de estruturas) ja
foram isolados e se apresentam na planta na forma livre e como glicoalcal6ides (ATTA-
UR-RAHMAN & CHOUDHARY, 1998).

Dos muitos compostos que compdem o perfil dos compostos secundarios das
plantas, os glicoalcaléides estdo entre os mais interessantes ndo somente por razbes
quimicas e biologicas, mas também por exercerem uma importante influéncia em varios
aspectos da atividade e comportamento humano. Os glicoalcaldides estdo presentes em
mais de 350 espécies de plantas principalmente da familia Solanaceae (e em menor
extensdo a familia Liliaceae). Cerca de 75 estruturas do tipo aglicona que ocorrem
naturalmente (alcaminas) sdo conhecidas e apresentam esqueleto colestano C,7 com
um anel adicional contendo nitrogénio ou grupos que dao basicidade e algumas das
atividades biolégicas. Em adigdo, uma porgdo significante das atividades biolégicas dos
glicoalcaléides originam da porgdo oligossacaridica (incluindo cinco unidades
monossacaridicas e usualmente ligadas no carbono 3 a qual faz a molécula anfipatica.

Algumas estruturas importantes estdo na Figura V.1. Deste modo, embora sejam
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chamados de glicoalcaldides, muitos destes compostos também apresentam
caracteristicas de saponinas de plantas monodesmosidicas. Muitos glicoalcalbides
exibem dois principais tipos de atividades biol6gicas que reflete muito a natureza
quimica ‘dual’, viz. atividade antiacetilcolinesterase reminiscente de alguns alcaldides e
a propriedade de lise da membrana, similar as saponinas.

A conseqiiéncia da atividade é considerada do ponto de vista da planta produtora
e dos humanos. O terceiro maior tema é sobre o sinergismo da atividade biolégica que
ocorrem entre certos glicoalcaldides, isto pode ter implicagdes importantes para o papel
desempenhado por estes alleloquimicos com a planta e para os efeitos que exercem em
humanos.

Os glicoalcaldides de Solanaceae sdo indiscutivelmente um dos grupos de
drogas mais pesquisados de produto secundario de plantas em termos de sua abilidade
para influenciar outros organismos. Isto & primariamente a consequéncia da presenca
de duas plantas colhidas de significancia global, batata e tomate, e das que causam
envenenamento em humanos. O impeto adicional veio também de seu papel proposto
como fator de resisténcia contra patégenos e pestes destas plantas. Por comparagéo,
muito pouco é conhecido sobre a atividade biolégica dos glicoalcaldides de plantas
selvagens.

Os glicoalcaldides causam efeitos prejudiciais principalmente em organismos
impedindo o espectrum biolégico de viroses em humanos e os efeitos variam com a
complexidade dos organismos. Em microorganismos e plantas a toxicidade é
geralmente manifestada prejudicando o crescimento, desenvolvimento, permeabilidade
ou o0 metabolismo. Em animais inferiores a atividade alimentar, crescimento,
desenvolvimento e mortalidade sdo os parameftros mais comumente quantificados
enquanto que em mamiferos de laboratério uma grande variedade de parametros
fisiologicos/farmacologicos séo registrados os quais variam em natureza e intensidade.
Informagdes de toxicidade em humanos sdo principalmente de casos de
envenenamento acidental (somente poucos casos experimentais foram registrados).

Embora uma variedade de efeitos seja produzida pelos glicoalcaléides, muitos
resultam de um limitado nimero de agbes bioquimicas. Um dos mais conhecidos destes
é a capacidade para romper a membrana celular e causar a perda dos solutos vitais. Os
glicoalcaléides podem também inibir a agdo da enzima acetilcolinesterase, um efeito que
é obviamente limitado a animais em que o sistema nervoso central &€ bem desenvolvido.
Em organismos mais complexos é dificil saber o exato modo da toxicidade devido a

variedade de células diferentes e tipos de organismos que podem ser afetados, a
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presengca de sistemas de transportes, absorgdes diferentes, metabolismo,
caracteristicas excretérias, etc.

Sobre o rompimento das membranas, a primeira opiniao favorece as
propriedades surfactantes dos glicosideos anfipaticos como a base da atividade. Porém,
a demonstracédo de que o glicoalcaléide do tomate a-tomatina (Figura V.1) forma um
complexo estavel 1:1 molecular com 3B-hidroxi esterdides como o colesterol in vitro foi a
maior descoberta para resolver esta questdo. Os esteréides livres ajudam a estabilizar a
camada de lipideos de membranas eucaridticas, mas acredita-se que a ligagdo com os

glicoalcaléides comprometa este papel levando para perda da permeabilidade.

Spirosolano
Solanidano | (22R, 25R)
1{(20S, 22R, 258) (228, 258)
Glicoalcaloide R=H = R=H Glicoalcaloide
Aglicona Oligossacarideo Aglicona
a-Solanina (1) Solanidina Solatriose (1) Solanidina Solasonina
(a%°) (A%
Leptina i {1) Acetilleptidina Solafriose (1) Tomatidenol o-Solamarina
(A% 23-acetil) (A% insat)
a-Chaconina (1) Solanidina Chacotriose (1) Solasodina Solamargina
(AS9) (A’ insat)
Leptina | (1) Acetilleptidina Chacotriose (1) Tomatidenol B-Solamarina
(A58, 23-acetil) (A% insat)
Demissina {1) Demissidina Licotetraose (1) Tomatidina o-Tomatina
Commersonina (I} Demissidina Commentetraose  (lIf) Tomatidina Sisunina

Figura V.1. Estruturas de alguns glicoaicaléides do tipo solanidano e
spirosolano



180

Consequéncias danosas tém sido freqlentemente correlacionadas a um
influxo de metabolitos secundarios. Entretanto um influxo de compostos
fisiologicamente potenciais (ex. ions calcio) pode ser prejudicial para algumas
células. A presenca de ester6ides nas membranas de células de muitos eucarioticos
provavelmente explica o largo espectrum de acdo dos glicoalcaléides (RODDICK,
1996).

Muitas plantas do género Solanum apresentam atividade moluscicida, e esta
atividade pode estar associada a presenca de glicoalcaldides esteroidais (Tabela
V.1)

Tabela V.1. Espécies do género Solanum com atividade moluscicida
(NAPRALERT, junho de 2001)

Espécies de Partes Conc. Mortalidade DLso, DLoo Moluscos Referéncias
Solanum testadas testada (%) testados
(Extrato*)
S.aculeastrum § Fruto (M) - - 33.21,50.29 Biomphalana ODYER et al.,
mg/mL pfeifferi 1992

S.aculeastrum | Fruto (M) - - 2603 4084  Lymnaea ODYERetal,
mg/mL natalensis 1992

S.aculeatum Fruto 50 83 - Builinus
seco (A) mg/L globulus

Lymnaea  MKOJl etal.,
atalensi 1989

et al., 1981

_cubensis ~ MEDINA &
WOODBURY,

Bulinus

S.nigum | ' ' ~ Cls=17.8 mg/L AHMED et al.,
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seco (A) truncatus 1997.

S. nigrum Fruto - - CLg=35.5 mg/L B. AHMED et al.,
seco (A) alexandrina 1997

anta int. - - &
fresca (A) WOODBURY,

1979

S. nodiflorum Folha - - DLse=40 ppm B. glabrata MEDINA &
RITCHIE, 1980

Fossaria MEDINA &
cubensis  RITCHIE, 1980

S. sodomeum Folha - - DLsp=14.5 Bulinus BEKKOUCHE
seca fruncatus et al., 2000

S. torvum Folha ‘DL4go=1000ppm L. columella ~ MEDINA &
fresca (A) WOODBURY,
1979

*M=metandlico, A=aquoso, E:D=Etanol:Diclorometano, E= Etanélico, SA= Suspensio aquosa

V.2.2. Materiais e métodos

V.2.2.1. Obtenc¢do dos extratos

Os extratos testados de Solanum jabrense e Solanum paludosum foram
obtidos de acordo com os esquemas 1.1 e Il.1, descritos nos capitulos | e I,
respectivamente.

Os outros extratos foram obtidos através de maceragdo com EtOH e/ou
MeOH. Apés evaporagédo dos solventes os extratos foram testados. Os extratos
obtidos foram: extrato etanédlico das folhas de Sofanum paraibanum, extratos
etandlicos das folhas e frutos de Solanum agrarium, extratos etanélico, metandlico,
metandlico aquoso e fase butanélica basica de Solanum jabrense, e etandlico de
fase cloroférmica basica de Solanum paludosum.
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V.2.1.2. Bioensaio com o Caramujo Biomphalaria glabrata

Testes para verificacdo da atividade moluscicida envolve basicamente a
introducdo da substancia ou extrato da planta em um recipiente contendo os
caramujos e depois observar a mortalidade. Para plantas, o ensaio pode ser feito
através da suspensio do extrato da planta em agua.

A OMS recomenda um método padrdo para ¢ screening da atividade
moluscicida em laboratério (WHO, 1965, citado no livro de HOSTETTMANN, 1991),
mas na pratica a procedéncia € dificil devido a avabialidade local dos caramuijos,
qualidade da agua, etc. (HOSTETTMANN, 1991).

V.2.2.3. Procedimento para o teste (modificado de HOSTETTMANN, 1991 e DOS
SANTOS, 1997)

Caramujos com 10-23 mm de didmetro (adultos)
Agua desclorada

Provetas

Copos de 125 mL e 250 mL para cinco concentracbes, n=4)
Cremophor (detergente para ajudar na solubilidade da amostra)
Capsula de porcelana.

BalGes volumétricos

® N O O A N =

Solucdo estoque de 100 pg/mL: era colocada uma gota de cremophor
(detergente) no extrato previamente pesado e adicionada agua até completar o
volume para 1L.

9. Para o ensaio preliminar eram transferidos 125 mL da solug&o estoque para os
copos e em seguida mergulhados 5 caramujos. A relagéo era sempre de 25 mbL
de solugdo por caramujo. Se o extrato apresentasse atividade, o ensaio era feito
nas concentra¢des de 50 e 10 ug/mL

10.Para o ensaio final: as concentra¢des para o ensaio definitivo eram escolhidas de
acordo com o resultado preliminar. Aliquotas da solugdo estoque eram
completadas com agua desclorada para dois copos de 250 mL, em seguida 10
caramujos eram merguthados. Para cada concentragdo eram utilizados 20
caramujos

11.Depois de 24 h ou 48h os caramujos sdo tranferidos para uma placa de Petri e

verificado se havia reagdo aos estimulos provocados com espatulas. Para
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confirmagdo da mortalidade, os caramujos eram tranferidos para um becher
contendo apenas agua desclorada. Depois de 24 h, era feito novo exame.

12.0 controle era feito com 1 gota de cremophor € 4gua desclorada. Os caramujos
eram tranferidos para um copo com 125 mL ou 250 mL e n=2.

13.0 calculo da Clsp era realizado utilizando a concentragdo em fungdo da
percentagem de vivos pela reta da regress3o linear

V.2.3. Resuitados

V.2.3.1. Avaliagao da atividade moluscicida frente ao Biomphalaria glabrata

Os resultados dos testes preliminares (triagem) com os extratos de Solanum
sobre os moluscos, B. glabrata, sdo apresentados na Tabela V.2 e dos testes
definitivos dos extratos de Solanum jabrense (extrato metandlico e fase butandlica
basica) estdo na Tabela V.3.

Pela tabela Tabela V.2 pode ser verificado que os extratos etandlico das
folhas de S. agrarium; etandlico, metanélico e fase butanélica basica das partes
aéreas de S. jabrense; etandlico das partes aéreas de S. paludosum e metandlico
das folhas de S. paraibanum apresentaram atividade moluscicida, em andlise
preliminar. Estes extratos estdo sendo submetidos ao teste definitivo para encontrar
o valor da DLsg.

Os dois extratos de Solanum jabrense (Tabela V.3) que foram submetidos ao
ensaio definitivo apresentaram DLsc=30.3 pug/mL e 56.9 pg/mL para os extratos fase
butandlica basica e metandlico, respectivamente.
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Tabela V.2.Triagem da acdo moluscicida dos extratos de Solanum sobre
Biomphalaria glabrata (5§ caramujos por concentra¢do) em laboratério apos
exposigao de 48 horas, pH 6-7.

S.agrarium ~ Folhas(E)  10-12mm 100 60 lInativo

S.jabrense Parte aérea

S. jabrense

Parte aérea

S. paludosum ‘ S _ v
(E) 50 0]}

S. paraibanum Inativo

*M=metandlico, FBB=Fase Butanélica Basica, E= Etandlico, Mag=metandlico aquoso.
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Tabela V.3. A¢dao moluscicida dos extratos metandlico e fase butandlica
basica de Solanum jabrense sobre Biomphalaria glabrata (20 caramujos por
concentragao) em laboratério apds exposicdo de 48 horas, pH 6-7.

-S. jabrense

80
60
40

V.3. Estudo da citotoxicidade da morina (morina tetrametilada, morina
pentametilada e tilirosideo frente ao carcinoma de Erhlich

Os flavonéides sdo substancias fendlicas isoladas de uma grande variedade
de plantas. Apresentam cerca de 8000 compostos conhecidos. Eles agem nas
plantas como antioxidantes, antimicrobianos, fotoreceptores, atraentes visuais,
repelentes de insetos e protetores solar. Muitos estudos sugerem que os flavonoides
exibem uma vasta atividade bioldgica (PIETTA, 2000). Dentre as atividades
destacam-se as atividades antialérgica, antiinflamatéria, antiviral, antiproliferativa e
anticarcinogénica (MIDDLETON JR & KANDASWAMI, 1994).

V.3.1. Materiais ¢ métodos

V.3.1.1. Obtencdo dos flavondides
Os derivados da morina foram obtidos segundo descrito no capitulo |, item I-
1.1, e o tilirosideo de acordo com o capiltulo lil, item 111.1.



186

V.3.1.2. Procedimento experimental
A analise da citotoxicidade da morina (19), da morina tetrametilada (20), da
morina pentametilada (21) e do tilirosideo (39) foi realizada segundo o método do
MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) com células asciticas
de carconoma de Erhlich (1x10®cel/mL) mantidas em camundongos portadores do
tumor com 7-9 dias de crescimento. Os ensaios (em triplicata) foram feitos em
microplacas de 96 wells em meio RPMI 1640 suplementado 5% de soro fetal bovino.
As drogas foram adicionadas em doses ascendentes de 0 a 200 uM (até 0.5% de
DMSO). As culturas foram mantidas sob atmosfera de 5% de CO, a 37 °C por 48 h.
Apos isto, as culturas foram incubadas com 10 uL de MTT por 3 h, e ao final deste
tempo, adicionou-se 100 ul. de isopropanol acidificado para dissolver a formazana.

A leitura foi realizada por espectrofotémetro ELISA a 570nm.

V.3.2. Resultados
A Tabela V.4 mostra os valores das concentragGes que inibiram 50% o

crescimento das células tumorais, ICso. Pelos valores observa-se que dos quatro
flavonoides testados, apenas a morina (19) n4o apresentou atividade citotoxica.

Tabela V.4 Valores de ICs dos flavondides sobre o crescimento das células
tumorais (carcinoma de Erhlich)

V.4. Atividade espasmolitica dos extratos de Solanum e do sesquiterpeno
solavetivona isolado de Solanum jabrense Agra & M. Nee

O interesse em investigar plantas com atividade sobre a musculatura lisa
reside no fato de que as substancias espasmoliticas tém uma vasta aplicagdo em
varios processos fisiopatologicos com a asma, hipertensdo, diaméias, espasmos
tanto intestinais como uterinos, etc. Além disso como os mecanismos de contragdo e

relaxamento muscular envolvem mobilizacdes de ions calcio e este ion media
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grande parte das agbes das drogas no nosso organismo, 0 modelo do musculo
liso se apresenta como meio relativamente simples para se investigar mecanismos
de acdo de substancias que envolvem o metabolismo do célcio (CAVALCANTE,
2001).

Como ndo havia nenhum estudo farmacolégico realizado com a espécie
Solanum jabrense e baseado no critério de que outras espécies de Solanum
apresentam varios metabdlitos secundarios com atividade espasmolitica iniciou-se a
abordagem farmacologica sobre os musculos lisos isolados (aorta de rato, Gtero
rata, traquéia e ileo de cobaia).

V.4.1. Materiais e métodos

V.4.1.1. Obtencdo dos extratos e do sesquiterpeno solavetivona

Os extratos foram obtidos como indicado anteriormente neste capitulo. Os
extratos em andlise sdo: hexanico, cloroférmico, metandlico e metandlico aquoso
das partes aéreas de Solanum jabrense, metanélico das partes aéreas de Solanum

paludosum e etandlico do caule de S. paraibanum.
A substancia solavetivona (34) foi obtida do extrato hexanico de Solanum

jabrense como descrito no capitulo Il, Esquema I1.1.

V.4.1.2. Procedimento experimental

Os 6rgdos para os experimentos eram isolados de ratos (Rattus norvegicus) e
cobaias (Cavia porcelus)

Os tecidos eram suspensos em cubas (6 mL) contendo solu¢des nutritivas e a
temperaturas adequadas. As contragcdes isométricas eram monitoradas com um
transdutor de forca acoplado a um fisiégrafo e as contragbes isotbnicas eram
registradas por uma alavanca isotbnica de inscricdo frontal em cilindros

esfumagados de um quimégrafo.

V.4.2. Resultados

Foi realizada uma triagem preliminar farmacolégica com extratos de varias
espécies de Solanum e com um sesquiterpeno isolado da espécie Solanum
jabrense. Os orgdos utilizados foram aorta isolada de rato, utero isolado de rata,
traquéia e ileo isolados de cobaia. Os resultados com os extratos de Solanum sé&o
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mostrados na Tabela V.5 e os resultados obtidos com a solavetivona estio na
Tabela V.6

Tabela V.5. Efeito espasmolitico dos extratos de Solanum sobre 6rgdos
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*M=metandlico, H=Hexanico, E= Etanélico, M=Metandlico, Mag=Metanélico aquoso

Tabela V.6. Efeito espasmolitico de solavetivona sobre 6rgaos isolados

ORGAQ TESTADO AGENTE CONTRATIL Clso[uG/ML] N
Aorta com endotélio Fenilefrina NS 4
Aorta sem endotélio Fenilefrina NS 4
Utero Ocitocina 3,1+07x10° | 6

Utero Carbacol 29+05x10° 6
Traquéia Carbacol NS 4
Traquéia Ténus espontaneo NS 4

fleo (pré incubado) Carbacol 58+0,7 x 107 6
lleo (pré incubado Histamina 52+06x10° 6
lieo (ténica) KCI 1,4+03x10° | 6

lleo (tBnica) Carbacol 1,2+0,1x10% 6

ileo (tonica) Histamina 1,340,1x10° | 6

NS = efeito ndo significante

V.5. Avaliagdo da inibicdo da enzima humana DNA-topoisomerase li-o

As enzimas DNA-topoisomerases s&o necessarias para a viabilidade de todos
0s organismos desde as bactérias até o homem, devido ao seu papel vital em varios
processos no metabolismo do DNA, como transcrigéo, replicagdo, recombinagéo e
segregacdo dos cromossomos durante a divisdo celular. As topoisomerases esto
envolvidas no controle e na interconversdo de diferentes formas topologicas do
DNA, por catalizar a quebra concertada de uma ou de ambas as fitas. Elas alteram o
estado topolégico do DNA circular, mas ndo a sua estrutura covalente (LIU, 1989;
SCHNEIDER et al., 1990; LIU, 1994; GUPTA et. al. 1995; WANG, 1996).

O interesse nas topoisomerases se deve a que, muitas drogas, intercalantes
ou ndo do DNA e que possuem atividades antitumorais, antifungicas, antivirais e
antibacterianas tém como alvo tais enzimas e influenciam etapas chaves do seu
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ciclo catalitico (CHEN & LiU, 1994; CAPRANICO & ZUNINO, 1995; CAPRANICO
et. al., 1997).
Os produtos naturais vém sendo testados na UFRRJ para avaliagdo da
inibicdo da enzima topoisomerase (GRYNBERG et al., 1999) e os flavonoides tém
despertado grande interesse (GRYNBERG, 1999)

V.5.1. Materiais e métodos

V.5.1.1. Obtencdo dos flavonéides

A obtencdo dos flavondides naturais: 7-O-metilkanferol (1), 3,7-di-O-
metilkanferol (2), 3,7,3 4-tetra-O-metilquercetina (8), 3,7,8 4-tetra-O-
metilgossipetina (12), 3,7,8,3',4’-penta-O-metilgossipetina (13) e os derivados
acetilados destes flavonoides §, 10 e 15 esta descrita no capitulo |, Esquema |.1.

V.5.1.2. Procedimento experimental

O efeito sobre a topoisomerase foi medido pelo desanelamento do kDNA
formando minicirculos. O kDNA anelado (0,125 pg) e duas unidades de
topoisomerase Il foram incubados com as drogas na concentragcio de 200uM, numa
reacdo contendo tampéo tris (10mM pH 7.8), Mg++ (10mM) e ATP (1mM) por 30
minutos a 37°C. Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a

1%. Os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz UV.

V.5.2. Resultados

Os resultados mostraram que as substancias 12, 15, 1, 2 e 10 na
concentragdo de 200uM inibiram a atividade da topoisomerase il-a (Figura V.2),
linhas 1,2,3,4 e 6, comparadas com a etoposida (100uM), linha 10. As substancias
13 e 8 n&o inibiram a atividade da topoisomerase (linhas 5 e 7). As linhas 8 e 9
correspondem ao KDNA e ao DNA na presenca da topoisomerase |,
respectivamente.
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Figura V.2, Eletroforese em gel de agarose mostrando a acdo dos flavonéides
no relaxamento do DNA de fago por topoisomerase Il. O kDNA (0,125 ng) foi
incubado com duas unidades de topoisomerase Il na auséncia (8) ou na
presencga de drogas (200uM): 12, 15, 1, 2, 13, 10 e 8 (1-7) e etoposida 100M
(10).
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Conclusodes

a) O estudo quimico das partes aéreas de Solanum paludosum resultou no
isolamento de catorze substancias, sendo oito flavondides, dos quais seis estdo
sendo registrados pela primeira vez neste género.

b) O estudo de uma nova espécie, S. jabrense, resultou no isolamento de dez
substancias, sendo duas novas no género, o alcaléide Nb-metil-tetrahidro-beta-

carbolina e o flavonoéide ombuina.

c) O isolamento dos flavonobides glicosilados dos tricomas de S. crinitum, mostra ser
possivel a obtencdo de substancias de uma fonte ainda ndo explorada neste género.

d) A anélise dos flavonéides por CLAE com asespécies de Solanum de diferentes
segbes mostrou que espécies da mesma secéo apresentam a mesma COmMpoOSi¢ao
quimica e de segbes diferentes as substancias sdo diferentes. Portanto este estudo
demonstra a importdncia de cormrelacionar as substancias com estudos

quimiotaxondmicos.

e) O estudo biolégico dos extratos de Solanum, substancias naturais e dois
derivados mostraram resultados promissores para utilizacdo destas plantas como
fonte de drogas que possam ser usadas na terapéutica como moluscicidas,
tratamento de doencas relacionadas com o musculo liso (asma, hipertenséo,

diarréias, etc) e no combate ao cancer.

f) Os derivados iodados foram obtidos através de uma reacdo simples, com
reagentes baratos, sendo novos na literatura, e também excelentes substratos para

a sintese de diversos derivados, incluindo-se biflavonas.
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Figura A.24. Espectro de PENDANT (300 MHz, CDCI,) da mistura 16 e 22
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Figura A.26. Espectro de RMN-2D HMQC (300 MHz, CDCI,) de 16 e 22
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Figura A.29. Espectro de RMN'H (400 MHz, Acetona-d;) da mistura 6 (7,4'-O-
dimetilquercetina) e 1 (7-O-metilkanferol)
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Figura A.30. Espectro de RMN de '3C (400 MHz, Acetona-d;) da mistura 6 (7,4™-O-
dimetilquercetina) e 1 (7-O-metilkanferol)
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Figura A.31. Espectro de NOESY (400 MHz, Acetona-d;) da mistura 6 (7,4-O-
dimetilquercetina) e 1 (7-O-metilkanferol)
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Figura A.32. Espectro de massas da mistura 6 (7,4-O-dimetilquercetina) e 1 (7-O-

metitkanferol)
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Figura A.34. Espectro de RMN de 3C (125 MHz, Acetona-d,) da mistura 7 (3-O-
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Figura A.35. Espectro de DEPT (6=135°, 125 MHz, Acetona-d;) da mistura 7 (3-O-

metilquercetina) 24 (acido protocatecuico)
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Figura A.36. Espectro de RMN COSY (500 MHzAcetona-d;) da mistura 7 (3-O-
metilquercetina) 24 (acido protocatecuico)
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Figura A.39. Espectro de massas da mistura 7 (3-O-metilquercetina) 24 (acido
protocatecuico)
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Figura A.41. Espectro de RMN de 3C (500 MHz, CDCl;) de 8 (3,7,3'4-0O-
tetrametilquercetina)
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Figura A.42. Espectro de RMN COSY (500 MHz, CDCl;) de 8 (3,7,3 ,4-0O-
tetrametilquercetina)
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Figura A.43. Espectro de RMN HMQC (500 MHz, CDCl,) de 8 (3,7,3,4-0O-

tetrametilquercetina)
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Figura A.44. Espectro de RMN HMBC (500 MHz, CDCI,) de 8 (3,7,3',4"-O-
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Figura A.46. Espectro de NOESY (500 MHz, CDCl,) de 8 (3,7,3,4-O-
tetrametilquercetina)
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Figura A.48. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI,) de 9 (3,5,7,3.4-0-

pentametilquercetina)
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Figura A.49. Espectro de RMN de '3C (A) [100 MHz, CDCI,] e PENDANT (200
MHz, DMSO-d;) de 9 (3,5,7,3'4-O-pentametilquercetina)
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Figura A.51. Espectro de RMN HMBC (200 MHz, DMSO-d;) de 9 (3,5,7,3',4-O-
pentametilquercetina)
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Figura A.53. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCL,) de 10




Silva, T.M.S, Estudo Quimico de Espécies de Solanum, UFRRJ, 2002 54
Anexo A- Espectros de flavondides do Capitulo |

20.8 30.0 4.0

1.0

s

1706 1600 15006  140.0 1300 1200 1766 1008 WL 86.0 70.0 s0.0 50.0 44.6 36.0 20.0

{Miltions)
]

w . s i o mes I o
Eg § Fgpg32 ¢ EE F8E8 @8 §3% 41 g £
<28 § SEEET & g% 5388 ¢ ng S € =
L B B 1 5 - % Enf b s
rE B b iRBE% 8 ®A nosE = NN E88 g b
Yo qowey - ok ek e o bl g gt ook o] qoaed g}

X : parts per Million : 13C

Figura A.54. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCl,) de 10
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Figura A.56. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCI,) de 11 (quercetina

peracetilada)
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Figura A.57. Espectro de PENDANT (50 MHz, CDCIl,) de 11 (quercetina
peracetilada)
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Figura A.58. Espectro de RMN HMQC (400 MHz, CDCI,) de 11 (quercetina

peracetilada)
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Figura A.59. Espectro de RMN HMBC (400 MHz, CDCl,) de 11 (quercetina
peracetilada)
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Figura A.60. Espectro de massas de 11 (quercetina peracetilada)
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Figura A.61. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d,) da mistura 1 (7-O-
metilkanferol) e 17 (7-O-metilapigenina)
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Figura A.62. Espectro de RMN COSY (5600 MHz, DMSO-d;) da mistura 1 (7-O-
metilkanferol) e 17 (7-O-metilapigenina)
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Figura A.63. Espectro de RMN de °C (A) e DEPT 135° (B) [125 MHz, DMSO-d] da
mistura 1 (7-O-metilkanferol) e 17 (7-O-metilapigenina)
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Figura A.64. Espectro de RMN HMQC (500 MHz, DMSO-d,) da mistura 1 (7-O-

metilkanferol) e 17 (7-O-metilapigenina)
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Figura A.65. Espectro de RMN HMBC (500 MHz, DMSO-d,) da mistura 1 (7-O-
metilkanferol) e 17 (7-O-metilapigenina)
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Figura A.66. Expansao do espectro de RMN HMBC (500 MHz, DMSO-d;)) da mistura
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Figura A.68. Espectro de RMN COSY (500 MHz, DMSO-d;) de 2 (3,7-di-O-
metilkanferol)
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Figura A.69. Espectro de RMN de '3C (A) e DEPT 135° (B) [125 MHz, DMSO-d,] de
2 (3,7-di-O-metilkanferol)
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Figura A.70. Espectro de RMN HMQC (500 MHz, DMSO-dy) de 2 (3,7-di-O-
metilkanferol)
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Figura A.71. Espectro de RMN HMBC (500 MHz, DMSO-d,) de 2 (3,7-di-O-

metilkanferol)
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Figura A.72. Expansao do espectro de RMN HMBC (500 MHz, DMSO-d,) de 2 (3,7-
di-O-metilkanferol)
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Figura A.75. Espectro de RMN de 13C (500 MHz, DMSO-d,) de 3 (7,4'-di-O-
metilkanferol)
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Figura A.76. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl,) de 4
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Figura A.84. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d;) da mistura 18 (3,7,8-tri-
O-metilherbacetina) e 2 (3,7-di-O-metilkanferol)
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Figura A.85. Espectro de RMN de '3C (A) e DEPT 135° (B) [125 MHz, DMSO-d;] da
mistura 18 (3,7,8-tri-O-metilherbacetina) e 2 (3,7-di-O-metilkanferol)
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Figura A.86. Espectro de RMN COSY (500 MHz, DMSO-d,) da mistura 18 (3,7,8-tri-
O-metilherbacetina) e 2 (3,7-di-O-metilkanferol)
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Figura A.87. Espectro de RMN HMQC (500 MHz, DMSO-d;) ) da mistura 18 (3,7,8-
tri-O-metilherbacetina) e 2 (3,7-di-O-metilkanferol)



Silva, T.M.S, Estudo Quimico de Espécies de Solanum, UFRRJ, 2002
Anexo A- Espectros de flavondides do Capitulo |

i -
1 s
- 75
|
—— (3
............. w : 3 3 i
) TR L 100
e 88 ¢ !
' 5
3 4 Ve
*3 g ¢ 8
7 : 150
! a
— ) " 0
........ . T _,
™ : 8
1 ' %y;:;;m
pprm B 7 & §

Figura A.88. Espectro de RMN HMBC (500 MHz, DMSO-d;) ) da mistura 18 (3,7,8-
tri-O-metilherbacetina) e 2 (3,7-di-O-metilkanferol)
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Figura A.89. Espectro de NOESY (500 MHz, DMSO-d;) ) da mistura 18 (3,7,8-ri-O-
metilherbacetina) e 2 (3,7-di-O-metilkanferol)
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Figura A.90. Espectro de massas de 18 (3,7,8-tri-O-metilherbacetina) e 2 (3,7-di-O-

metilkanferol)
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Figura A.91. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d,) de 19 (morina)
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Figura A.92. Espectro de PENDANT (200 MHz, DMSO-d;)) de 19 (morina)
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Figura A.93. Espectro de RMN HMQC (200 MHz, DMSO-d,) de 19 (morina)
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Figura A.94. Espectro de RMN HMBC (200 MHz, DMSO-d;) de 19 (morina)
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Figura A.95. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIl,) de 20 (morina tetrametilada)
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Figura A.96. Espectro de PENDANT (200 MHz, CDCI,) de 20 (morina tetrametilada
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Figura A.97. Espectro de RMN COSY (200 MHz, CDCl,) de 20 (morina tetrametilada
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Figura A.98. Espectro de massas de 20 (morina tetrametilada)
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Figura A.99. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) de 21 (morina
pentametilada)
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Figura A.100. Espectro de RMN de '*C (400 MHz, CDCl,) de 21 (morina
pentametilada)
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Figura A.101. Espectro de RMN COLOC (400 MHz, CDCl,) de 21 (morina

pentametilada)
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Figura A.103. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCL,) de 1 (7-O-metilkanferol)
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Figura A.104. Espectro de RMN de '3C (500 MHz, CDCl,) de 1 (7-O-metilkanferol)





