1.3.1.2 Determinacéo estrutural da substancia 2

O espectro no IV (Figura 1.12, pag. 46) revela uma banda larga de absor¢ao de grupo
hidroxila (3.449 cm'l, estiramento OH), bandas de estiramento de CH; e CH; em 2.940 cm’le
2.870 cm™ e de deformagdio em 1.462 cm™ e 1.385 cm™, de vC=C (1.647 cm™) e de vC-O
(1.098 cm™ e 1.042 cm™).

O espectro de RMN de 'H (Figura 1.13, pag. 46) ¢ bem caracteristico de esteroide,
apresentando os sinais de grupos metilicos entre 03y 0,8 € 1,21, um multipleto em oy 3,57
para o hidrogénio carbindlico H-3, além de multipletos em Sy 5,12 correspondentes a
hidrogénios olefinico (Tabela 1.5, pag. 45).

O espectro de RMN "°C (Figura .14, pag. 47) e DEPT (Figura L.15, pag. 48) apresenta
sinais de carbono olefinico em d¢cy 138,38 € O¢ci 129,63 correspondente aos carbonos CH-22 e
CH-23 e 6¢ 139,75 e dcn 117,65 para uma dupla ligagdo tri-substituida. A comparagdo dos
deslocamentos quimicos desses carbonos olefinicos com valores da literatura registrados
(KOJIMA et al., 1990) permitiu localizarmos a duplas em C-8 ¢ CH-7 e CH-22 e CH-23. Os
demais sinais em 8¢ 71,22, Scma 38,17, dcn 49,63, d¢ 34,41, d¢ 43,48, dcu 55,30, dcmz 23,22
e dcus 13,25 foram comparados com os deslocamentos quimicos do espinasterol (KOJIMA et
al., 1990) e demonstraram serem semelhantes (Tabela 1.5, pag. 45).

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear de hidrogénio-carbono
(HETCOR, Figuras 1.16, pag. 49 e 1.17, pag. 50) permitiu a atribuicdo dos deslocamentos
quimicos dos carbonos metilicos e seus hidrogénios respectivos (Tabela 1.5, pag. 45).

O pico de massa m/z 412 (30%) presente no espectro de massas (Figura 1.18, pag. 51,
Esquema 1.3, pag. 51) serviu para confirmar a estrutura do espinasterol para substancia 2.
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Tabela 1.5. Dados de RMN 'H (200 MHz) e "*C (50 MHz) em CDCl; da substancia 2
(Espinasterol) comparados com a literatura (KOJIMA et al., 1990)

29

2
HETCOR KOJIMA et al., 1990

C dc O dc On
08 139,75 - 139,5 -

10 | 34,41 - 34,2 -

13 | 43,48 - 43,3 -
CH

03 | 71,22 3,57 (m) 71,0 | 3,59 (m)
05 | 40,45 - 40,2 -

07 |117,65 5,12 (m) 117,4] 5,15 (m)
09 | 49,63 1,85 (m) 49,4 -

14 | 55,30 1,95 (m) 55,1 -

17 | 56,09 - 55,8 -

20 | 41,02 - 40,8 -

22 ]138,38 5,12 (m) 138,75,15 (dd, 15.,9)
23 129,63 5,03 (m) 129,4 5,02 (dd, 15,9)
24 | 51,45 1,70 (m) 51,2 -

25 | 32,08 - 31,9 -
CHz

01 | 3735 1,30(m) 37,1 -

02 | 31,65 - 31,4 -

04 | 38,17 - 38,0 -

06 | 29,83 [a)1,9 (m), b)1,4 (m)| 29,6 -

11 | 21,74 - 21,5 -

12 | 39,66 - 39,4 -

15 | 23,22 - 23,0 -

16 | 28,71 - 28,5 -

28 | 25,59 - 254 -
CHs

18 | 12,25 0,80 (s) 12,0 0,55 (s)
19 | 13,25 1,02 (d) 13,0 0,80 (s)
21 | 21,59 1,21(s) 21,4 1,02 (d)
26 | 21,28 1,07 (d) 21,1 0,85 (d)
27 19,19 1,02 (d) 19,0 0,80 (d)
29 | 12,46 1,03 (d) 12,3 0,80 (1)
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1.3.1.3 Determinacéo estrutural da substéncia 3 e seus derivados 3a, 3b, 3c e 3d

O espectro no IV (Figura 1.19, pag. 55) revela uma banda larga caracteristica de
absor¢do em 3.430 cm™ correspondente a estiramento de hidroxila de élcool e 4cido.
Absor¢io em 2.930 cm™ e 2.860 cm™ correspondente a estiramento de grupos alquilas.
Absorcio intensa em 1.691 cm™ correspondente a C=0 de 4cido carboxilico e a banda em
1.100 cm™ de estiramento de C-O sugere a presenga de dlcool secundario na molécula.

O espectro de RMN 'H (Figura 1.20, pag. 55) apresenta cinco sinais de singleto
correspondentes a metilas ligadas a carbonos tercidrios: dy 0,88 (3H-25); oy 1,01 (3H-24); o
1,04 (3H-26); oy 1,22 (3H-27) e oy 1,24 (3H-23) e dois dubletos correspondentes a metilas
secundarias oy 0,95 (3H-30) e oy 0,98 (3H-29). O dubleto em &y 2,62 (J=11,3 Hz) pode ser
atribuido a proton metinico (H-18) desprotegido. Os sinais em &y 5,49 (m) e oy 3,5 (t) podem
ser atribuidos aos hidrogénios olefinicos e carbindlicos respectivamente. O sinal largo em oy
5,03 pode ser atribuido ao hidrogénio do alcool (Tabela 1.6, pag. 53). Estes ultimos sinais
confirmam as proposta para os sinais revelados no espectro de IV (Figura 1.19, pag. 55).

O espectro de RMN de °C (Figura 1.21, pag. 56) e DEPT (Figura 1.22, pag. 57)
permitiu identificar o nimero de C, CH, CH, e CHj (Tabela 1.6, pag. 53) e confirmar a
presenca de carbonila de acido em o¢ 179,55, correspondente a C-28 e carbono carbindlico
(CH-3) em 0¢ 77,6. O sinais em dcy 125,09 e d¢ 138,7 correspondem a uma dupla ligagao nos
carbonos CH-12 e C-13. A comparag@o dos sinais com dados da literatura permitiu verificar
que se trata de um triterpeno da classe ursano, por possuir grupo metila ligado ao CH-19
apresentando efeito y (protecdo) sobre o C-13 e B (desprotecao) sobre o CH-18 (6cn 52,97),
Veja os valores de deslocamentos na Tabela 1.6, pag. 53. Esses dados sdo semelhantes aos do
acido wursolico (acido 3-B-hidroxi-12-ursen-28-6ico), uma substidncia encontrada com
freqliéncia em plantas (KRIWACKI & PITNER, 1989) e, nesse trabalho, foi isolada uma
grande quantidade (4,0 g), nos galhos ¢ nas folhas de Plumeria lancifolia Miill. Arg..

A reacdo de oxidacdo do 4cido ursolico (3) originou o acido ursdnico (3a) confirmado
pelo espectro no IV (Figura .23, pag. 58) com as bandas em 1.765 cm™' referente a carbonila
de cetona e em 1.697 cm™ correspondente a C=0 de 4cido carboxilico. O espectro de RMN
'H (Figura 1.24, pag. 58) apresenta sinal de 2H-2 em &y 2,49 (m), sinal de H-18 em &y 2,17
(d, J=11,2 Hz) e auséncia dos sinais em 0y 5,03 e 0y 3,5 (t) do H-O e H-3 (Tabela 1.7, pag.
54).

O derivado metilado 3b (ursolato de metila) obtido da reagdo de metilagdo do acido
ursdlico (3), foi confirmado pelo espectro no IV (Figura 1.25, pag. 59) pela auséncia de banda
em 1.691 cm™ e presenca de uma banda intensa em 1.726 cm™ correspondente a carbonila de
éster. O singleto em 8y 3,58 (28-OCH3) no espectro de RMN 'H (Figura 1.26, pag. 59)
confirmou a formagao do produto (Tabela 1.7, pag. 54).

A reacdo de acetilagao do derivado 3b (Ursolato de metila) forneceu o derivado 3c (3-
O-acetil-ursolato de metila). Esse produto foi confirmado pelo espectro no IV (Figura 1.27,
pag. 60) pela auséncia de banda larga na regifio de 3.430 cm™ e banda intensa em 1.730 cm™
correspondente a carbonila de éster. No espectro de RMN 'H (Figura 1.28, pag. 60) os sinais
em Op 3,57 (28-OCHs), du 2,01 (3-OCOCHj3) e em 0y 4,47 (H-3) confirmaram também a
formacao do produto 3c (Tabela 1.7, pag. 54).

A reagdo de oxidagdo do derivado 3b (ursolato de metila) deu origem ao produto 3d
(3-oxo-ursolato de metila), confirmado por espectro no IV (Figura 1.29, pag. 61) pela auséncia
da banda de O-H e pela presenca das bandas intensas em 1.730 cm™ e 1.697 cm’
correspondentes a carbonila de éster e carbonila de cetona ciclica respectivamente. Este
produto foi confirmado por espectro de RMN 'H (Figura .30, pag. 61) pela auséncia do sinal
do H-3 e pela presenca do sinal de 2H-2 em 0y 2,50 (m) (Tabela 1.7, pag. 54).
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Tabela 1.6. Dados de RMN 'H (200 MHz) ¢ "*C (50 MHz) em Piridina-ds da substancia 3

(Acido ursélico) comparados com a literatura (KRIWACKI & PITNER, 1989)
30

C

04

08

10

13

14

17

28

CH

03 | 77.6 3,5 (1) 78,1 3,46

05 | 5525 - 55,8 0,88

09 | 47,45 - 48,1 1,62

12 [12509] 549 (m) | 1257 5,50

18 | 52,97 [2,62(d, 11,3)] 53,6 2,62

19 | 394 - 39,5 1,45

20 | 38,51 - 394 0,93
CH;

01 | 38,81 - 39,1 2)0,95; b)1,52

02 | 27,07 - 28,1 1,82

06 | 18,22 - 18,8 2)1,56; b)1,33

07 | 32,99 - 33,6 a)1,55; b)1,35

11 | 23,07 - 23,6 1,94

15 | 29,44 - 28,7 a)1,26; b)2,33

16 | 24,3 - 24,9 2)2,12; b)1,97

21 | 30,5 - 31,1 1,40

22 | 36,7 - 37,5 1,95
CH;

23 | 28,26 | 1,24(s) 28,8 1,23

24 | 15,1 1,01 (s) 16,5 1,01

25 | 16,04 | 0,88 (s) 15,7 0,87

26 | 16,89 | 1,04 (s) 17,5 1,04

27 |2335] 1,22(s) 23,9 121

29 [ 1698 | 0,98 (s) 17,5 0,98

30 [ 20,98 | 0,95(s) 214 0,93
3-0H| - 5,03 - -
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Tabela 1.7. Dados de RMN 'H (200 MHz) da substancia 3 (Acido ursélico) em Piridina-ds e
seus derivados 3a, 3b, 3c e 3d em CDCl;, comparados com valores da literatura (KRIWACKI
& PITNER, 1989)

3 » » 0 e

KRIWACKI &
3 3a 3b 3¢ 3d PITNER, 1989
C y o 5 8 8 8
0l 2)0,95; b)1,52
02 2,49 (m) 2,50 (m) 1.82
03 3.5 (1) : 3.18 (1) 447 (1) 3.46
04 - . - - : -
05 0.88
06 )1,56; )1 33
07 a)1,55; b)1,35
08 . . : : : -
09 1,62
10 . . : : : -
1 1.94
12 5,49 (m) 523 (s) 522 (1) 5.3 (m) 5.3 (m) 5.50
13 . - - - - -
14 . . : : : -
15 2)1.26; 0)2.33
16 2)2,12; 0)1,97
17 . . : : : ;
18 2,62 (d, 11,3)| 2,17 (d, 11,2)| 2,20 (d, 11,6) | 2.20 (d, 11,3) | 2.21 (d, 11.2) 2.62
19 145
20 0.93
21 1.40
2 1.95
23 124 (s) 122 () 123 (5) 122 () 121 (s) 123
24 1,01 (s) 1,00 (s) 0,92(s) 0,84 (s) 1,00 (s) 1,01
25 0,88 (5) 0,81 (s) 0,71 (s) 0,71 (s) 0,75 (s) 0.87
26 1,04 (s) 1,02 () 0,96(s) 0,91 (s) 1,04 () 1,04
27 1,22 (s) 1,06 () 1,04 (s) 1,03 (s) 1,04 () 121
28 : : - - - -
29 0,98 (5) 0,93 (s) 0,75 (s) 0,83 (5) 0,83 (5) 0.98
30 0,95 (s) 0,85 (s) 0,81 (s) 0,82 (s) 0,81 (s) 0.93
3-OH 5.03 - - ;
3-Ac : ; ; 2,01 (s) : ;
28-OCH, : : 3,58 (s) 3,57 (s) 3,57 () }
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Figura 1.23. Espectro de IV do derivado 3a (Acido ursonico)
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Figura 1.26. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) do derivado 3b (Ursolato de metila)

59



3433.4.2925.3.2869.2.1730.4.1461.9,1370.9.1243.4.1202.2.1148.6=
1106.8.1027.2.975.2.902.1.864.7.805.8.756.2.706.1.656.2. 6@8 6.561. 9 516
H: AUMAC Marli KBr N:1S365 OF UFRR.

:Carlos 5:57

Figura 1.27. Espectro de IV do derivado 3c (3-O-acetil-ursolato de metila)
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Figura 1.28. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) do derivado 3c (3-O-acetil-ursolato
de metila)
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Figura 1.29. Espectro de IV do derivado 3d (3-oxo-ursolato de metila)
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1.3.1.4 Determinagéo estrutural da substéancia 4

O espectro no IV (Figura .31, pag. 62) da substancia 4 revela bandas de absor¢ao para
grupo hidroxila em 3.438 cm™ (vO-H), v=C-H de grupo vinilidina em 3.073 cm™, de grupos
alquilas em 2.942 e 2.869 cm™', vC=C em 1.643 cm” e confirmagdo de CH, ¢ CHj pelas
bandas de vC-H em 1.454 cm™ ¢ 1.377 cm™,

O espectro de RMN de 'H (Figura 1.32, pag. 62) possui sinais entre 83y 0,72, e 0,94
correspondentes as metilas e um sinal em &3y 1,66 (s) correspondente a freqiiéncia de metila
ligada em carbono spz. Os dois singletos largos em &y 4,71 e oy 4,58 s3o referentes a
hidrogénios vinilicos (H-29a ¢ H-29b) e o multipleto em oy 3,20 representa o hidrogénio do
carbono hidrogenado H-3. Estes valores em comparagdo com a literatura (AHMAD & ATTA-
UR-RAHMAN, 1994) e comparagao da amostra com um padrdo de lupeol por cromatografia
em camada fina estdo de acordo com a estrutura do lupeol.

3795.0.36687.3,3438.1.3@73. 9 2942.5,2869.9,1949.2,1688.9,1643.8, 1454 .0=
1377.9,1235.3,1191.8,11386. 1186 7,1082.2,1038.1,982.8,946.6,918.0=
883.5.793. 9 748.9,702.9,61 @ ,593. 9 547 3.455.6=

PLGDM Marli KBr n_u':‘?-;’_-‘., OP:Carlos UFRRJ 15: 81

QaE 2868 18935 cht

Figura I. 31 Espectro de IV da substanma 4 (Lupeol)
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Figura 1.32. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) da substancia 4 (Lupeol)
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1.3.1.5 Determinacéo estrutural da mistura das substancias 1 e 5

O espectro registrado na regido do I'V (Figura 1.33, pag. 63) revela bandas de absorc¢ao
para de grupos alquilas em 2.924 cm™ e 2.855, sinais de estiramento de carbonila de éster em
1.727 cm™ e de vC=C em 1.638 cm™. As bandas em 1.461 cm™ e 1.377 cm™ podem ser
atribuidas a deformacdo angular de CH; e CHj.

Os sinais presentes no espectro de RMN de 'H (Figura 1.34, pag. 64) sdo
caracteristicos de triterpenos. Os sinais de metilas entre o3y 0,77 (s) € &3y 1,55 (s). A presenca
de um tripleto em oy 5,16 pode ser atribuido ao hidrogénio da dupla ligagdo caracteristico de
B-amirina. Os sinais em oy 4,65 e Oy 4,54 podem ser atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-
29a e H-29b, caracteristico de lupeol. O multipleto em campo baixo entre oy 4,41-4,48 ¢
atribuido ao hidrogénios H-3 sugerindo a presenga de um grupo éster ligado no mesmo
carbono.

O espectro de RMN °C (Figura .35, pag. 64) confirma a presenca de grupo éster
através dos sinais de carbonila em d¢ 173,70 (C-1) e do carbono metinico em dcy 80,54 (C-
3). A presenca de sinais de carbonos olefinicos d¢ 150,4 (C-20) e dcpz 109,5 (CH,-29) sdo
atribuidos ao grupo vinila do lupeol e de ¢ 145,2 (C-13) e 6cy 121,6 (CH-12) a dupla ligagdo
caracteristico de B-amirina. A compara¢do desses dados com valores da literatura (AHMAD

& ATTA-UR-RAHMAN, 1994) confirmou a presenca de mistura das substancias 3-O-acil-[3-
amirina (1) e 3-O-acil-lupeol (5).

3422.8,2924.5,2855.4,1727.4,1638.7,1461.4,1377.1,1249 4=
1218.1,1178.6,1100.3,988.0,881.4,812.6,728.5,436.5=
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Figura 1.33. Espectro de IV de mistura de 3-O-acil-f-amirina (1) e 3-O-acil-lupeol (5)

T L]
ZEBEE 1iaiE ot

63



a 2668 €T
N ~ SOIFT
< #ear rl
= TOCET
= ELET AT
Ln - STECDT
L= g 2erL 01
T eerTEl S 91gp 21
iaia ) $oCE 2T
5T S #661 21
Izl = 7 .
_eebern L SOETEI peerop o
oser ﬁ.l.v FEEEOC S = ”Mﬂ
Tl & £E67EE 6T 2F =
| ! TI00TE L1y Mo
[T e) 0L E7 FELO LF — 5
— 1 B0 7 Emm@&l
60TLT[ o AT LEETOS
L Frile B .
=] )
SRCOL _ 2 E7EGTT rosrce— (DALD (o £
ot [~ = ol e =T~ &
S peeeos 4
—~—_r = GLFE T ] . r
EEC O]y S 22057 | [£r0 6 — _I
B [ -4 #5582 [
-4 g £7749 L
5 £E6967
LI DE
o S0 TE
F < G667 TE =
= P06 TE - o
(e o pEar I L _
Q #108 €€ QOCET S (= ) e
- A 2009 72 cLE19r C
— = Q T rE | crecor C
L saro] o £969 FE pErL9r i
[ & N EL8LFE Mmmmw L=
B [T L
(= = FEELOE pEETET C
= 0760 25 WET sl -
r o CPED L PEGEOE M
(E'De-H 3 210 75 EE6T 77 s
/_ =i I LERTRE 70 7E L
(Qasz-Hemmz TPy 002 5 | bidcEz L e
g7 - FIOFO[ DTG HE _| BLSY EE F
(Shegz-H—- BP0 an A fiere [
e B3l o
L= - —— [ _
S ozer st OPE 9T s - (nz1-0
(DZ1-H—==< 00007[ sea it | PELEOT —= [ e —
- Z #1728% BLRELT _ =
SERTHE a0 57 T ==t
CA m 7961 5% PECEET i
SLIESE £72087 M
[} 21065 £T69 6T =
he] 789897 ] m@ wm -
— L o000 22 -
= e~ LD 22 ] 6867 TE F
A3 28rc0e PG TE Lo o
3 e E r EEPCEE i (Del-0
— PE00TET PIOEEE L
[ & 8 0222 ¥ET < £99EE L Soz-o0—
M & FIOTTET ST #E [
. 5 zeos0sT
<t —
2
< S
— m )
=3 ﬁ_u 102521 .
ey |5 .nluu on - Am ._U.TO —
L o

0 70 50 50 <0 70 20 it
64

90

tepm)
Figura 1.35. Espectro de RMN de C (50 MHz, CDCl;) de mistura 3-O-acil-B-amirina (1) e

3-O-acil-lupeol (5)

16 150 140 130 120 1id 100

170



1.3.1.6 Determinacdo estrutural da mistura dos esteres 6

O espectro no IV (Figura 1.36, pag. 65) de 6 apresenta bandas de absor¢do intensas
em 2.919 cm™ e 2.850 cm™ de deformagdes axiais de C-H e 724 cm™ que sdo caracteristicas
de cadeia linear hidrocarbonica longa. As bandas em 1.736 cm™ ¢ 1.172 cm™ estdo de acordo
com a presenca de carbonila de ésteres alifaticos. O espectro de RMN 'H (Figura 1.37, pag.
66) apresenta um singleto intenso em oy 1,23 atribuido ao grupo (CH,),, um tripleto em oy
4,03 correspondente ao CH; ligado ao oxigénio do éster e um tripleto em oy 2,26 para o CH;
alfa a carbonila. Os sinais em o3y 0,85 (s) e d3u 1,54 (s) correspondem aos sinais da metila
terminal e grupos metilenos de cadeia carbonica normal.

Através da andlise do cromatograma obtido em cromatografo a gas, podemos dizer
que 6 trata-se de uma mistura de dois ésteres de cadeia alifatica (Figura .38, pag. 66).

N 07

3448.8,2919.0,2850.9,2646.2,1736.8,1654.3,1466.1,1414.8, 1374 . 4=
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Figura 1.36. Espectro de IV de 6 (Mistura de ésteres alifaticos)
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1.3.1.7 Determinacéo estrutural da substancia 7

O espectro no IV (Figura 1.39, pag. 69) da substincia 7 apresenta absorgdes
caracteristica de estiramento de carbonila de éster em 1.732 cm™ e carbonila de cetona
conjugada em 1.651 cm™'. As absorgdes intensas em 2.920 cm™ ¢ 2.873 cm™' sdo relativas a
estiramento de C-H de CH, e CHj3 carbono sp3 sendo confirmado pelas bandas de deformacao
angular em 1.462 cm™ ¢ 1.387 cm™.

O espectro de RMN de 'H (Figuras 1.40, pag. 69 ¢ 1.41, pag. 70) mostra sinais entre Sy
0,80 e 1,17 e em 0y 1,36 caracteristicos de triterpeno com dupla ligacdo em H-12 (8y 5,59). A
presenga de H-3 em campo baixo 8y 4,52 (dd, J=11,7 e 4,6 Hz) sugere a presenca de grupo
ligado ao carbono carbindlico (CH-3). O sinal de tripleto em oy 2,30 (7,4 Hz) ¢
correspondente a um hidrogénio metilénico vizinho a carbonila. Os sinais dos hidrogénios H-
la em &y 2,79 (td, 13,7 e 3,2 Hz) e H-9 em 0Oy 2,7 (s) aparecem em regides bem
desprotegidas, o que sugere a presenca de grupo retirador de életrons préoximo (Tabela 1.8,
pag. 68).

Os espectros de °C (Figuras 1.42, 1.43, pags. 70 e 71) e DEPT 135° (Figuras 1.44 ¢
1.45, pags. 71 e 72) comprovam que o triterpeno pertence a classe dos oleananos com dupla
ligacdo nos CH-12 (dcy 128,30) e C-13 (&¢ 170,85). Apresenta sinais de carbonila de éster
alifatico em d¢ 173,91, referente ao C-1’ e de carbonila de cetona em d¢ 200,39, atribuida ao
C-11. O carbono carbinolico (CH-3) encontra-se desprotegido (6cy 80,52) devido a ligagdo
com C=0 do éster. A presenca de uma cadeia alifatica é confirmada pelos sinais de metilas
em Ocusz 14,28 e 14,13 e CH; na regido de Ocmz 29,92-29,15 ppm. Sinal em ¢ 130,63
corresponde a presenca de unidade acila com ligacao dupla (Tabela 1.8, pag. 68).

A analise do espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear de
hidrogénio-carbono (HMQC, Figuras 1.46, 1.47 e 1.48, pags. 72 a 74) permitiu a correlacio
entre os deslocamentos quimicos dos hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tabela 1.8,
pag. 68).

Os experimentos 2D de "H-"H-COSY (Figura .49, pag. 74) e NOESY (Figura 1.50,
pag. 75) confirmaram os deslocamentos dos hidrogénios H-3 (8y 4,52; dd, J=11,7 e 4,6 Hz),
H-5 (84 0,81; dd, J=10,2 e 1,7 Hz), H-9 (6n 2,37; s), H-18 (6n 2,13; dd, J=13,9 e 3,8 Hz), H-
12 (6 5,59; s) e 3H-28 (dy 0,86 s), veja os valores de deslocamento na Tabela 1.8, pag. 68.

A andlise do espectro de RMN bidimensional heteronuclear de hidrogénio-carbono
(HMBC, Figuras 1.51, 1.52, 1.53 e 1.54, pags. 76 a 78) permitiu definir as atribuigdes dos
deslocamentos quimicos dos carbonos quartendrios (Tabela 1.8, pag. 68). Os dados de
deslocamentos quimicos de 'H e ">C detectados nos espectros foram comparados com valores
da literatura (BARNES et al., 1984) e permitiram identificar a substancia 7 como sendo um 3-
O-acil de B-amirenonol.

n+l '
n+3 N

n+2 2
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Tabela 1.8. Dados de RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em CDCl; da substancia 7 (3-O-

acil de B-amirenonol) comparados com a literatura (BARNES et al., 1984)

n+l
n+3

n+2

29

HMQC NOESY BAR'R'QEgSLlet al,
C 8¢ Sy e
4 38,32 - H-3; 3H-23; 3H-24 38,0
3 45,67 - H-9; 3H-26 3H-27 433
10 37,20 - H-1a; H-9; 3H-25 36,9
11 200,39 - H-9 201,4
13 170,85 - 3H-27 170,2
14 43,64 - 3H-27; H-9; H-12; 3H-26 453
17 32,61 - 3H-28 323
20 31,27 - 3H-29; 3H-30 31,0
iR 173,91 - 2H-2’ H-3 170,6
CH
3 30,52 4,52 (dd, 11,7; 4.6) 3H-23; 3H-24 H-5 80,5
H-1a; H-9; 3H-23; .
5 55,27 0,81 (dd, 10,2; 1,7) 3H.24; 3H.25 H-3; H-9 54,9
9 61,91 2,37 (5) H-12; 3H-25; 3H-26 H5 61,5
12 128,30 5,59 (s) H-18 127,9
18 47,86 2,13 (dd, 13,9; 3.8) H-12; 3H-28 H-12; 3H-28 475
CH,
)2,79 (td, 13,7; 3,2) o
1 39,00 b)1.05 H-5; H-9; 3H-25 38,7
2 23,84 1,71/1,2 H-1a; H-3 234
6 17,62 1,0/1,5 18,4
7 32,94 1,8/12 3H-26 32,6
2)2,06 (dt, 13,7; 4,2)
15 26,68 b)1.82 (dt, 13.7, 4,2) 3H-27 26,4
16 26,62 a)1,18; b)0,95 3H-28 26,4
19 45,39 a)1,68; b)1,06 3H-29; 3H-30 45,0
21 34,68 a)1,36; b)1,18 3H-29; 3H-30 34,4
22 36,74 a)1,46; b)/1,30 3H-28 36,4
2" | 35,07/35,03 2,30 (1, 7,4) 2H-3’ -
3" | 25,40/25,05 1,62 20-2° -
n | 29,92-29,15 1,26 2H-2'
(n+1) | 31,9/31,60 1,30-1,22 -
(n+2) | 22,63/22,35 1,30-1,22 -
CH,
23 28,29 0,87 (s) H-3; 3H-24 28,0
24 16,98 0,88 (s) H-3; 3H-23 16,6
25 16,63 1,17 (s) H-1a; H-9 15,7
26 18,95 1,14 (s) H-9 17,3
27 23,61 1,36 (s) H-12 235
28 28,98 0,86 (s) H-18 28,7
29 33,28 0,90 (s) 3H-30 33,0
30 23,72 0,89 (s) 3H-29 23,5
(n+3) | 14,28/14,13 0,90-0,80 21,2
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Figura 1.39. Espectro de IV da substancia 7 (3-O-acil de B-amirenonol)
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Figura 1.47. Espectro de RMN HMQC ('H - 500 MHz, *C - 125 MHz, CDCls). Regides
ampliadas: A (8 1,6-2,4x44-64 ppm), B (6 1,7-2,9x25-41 ppm), C (5 1,0-1,8x28-40 ppm) e D
(6 1,1-1,8x21-27 ppm) da substancia 7 (3-O-acil de B-amirenonol)
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1.3.1.8 Determinacéo estrutural da mistura das substancias 8 e 9

O espectro no IV das substancias 8 e 9 (Figura 1.55, pag. 79) apresenta bandas de
absorgdo intensas em 2.921 cm™ e 2.852 cm™ de estiramento de C-H e 724 cm™ que sdo
caracteristicas de cadeia linear hidrocarbdnica longa. As bandas em 1.742 cm™ e 1.171 cm™
estdo de acordo com a presenca de carbonila de ésteres alifaticos. O espectro de RMN 'H
(Figura 1.56, pag. 80) apresenta um singleto intenso em oy 1,23 atribuido ao grupo (CHy)n,,
singleto em dy 3,64 de grupo metoxila de éster metilico. O tripleto em o,y 2,28 representa o
CH,; vizinho a carbonila. Os sinais em 33y 0,85 (s) e 1,63 (s) correspondem aos sinais da
metila terminal e grupos metilenos de cadeia carbonica normal. O espectro de RMN "°C
(Figura 1.57, pag. 80) apresenta sinal em dcy3 51,4 atribuido a metoxila. O sinal em d¢ys3 14,07
¢ atribuido a metila terminal da cadeia carbonica. Os demais sinais de deslocamento de
carbono-13 estdo de acordo com a da cadeia carbdnica majoritaria.

Os tamanhos das cadeias carbonicas dos componentes da mistura foram determinados
através da andlise dos picos dos M" detectados para cada sinal do cromatograma obtido em
espectrometro de massas, CG-EM (Coluna CP-SIL8CB, 30mx0,25x0,25mm e ionizacdo a 70
eV). Todos os espectros de massas (Figura 1.58, pag. 81) apresentam o pico m/z 74 (100%)
caracteristico de ésteres alifaticos devido ao rearranjo de MacLafetty, com quebra da liga¢ao
B em relacdo ao grupo C=0 e o pico m/z 87 (95%) correspondente ao ion [H;COCO(CH,),]".
Além dos picos m/z 143 [H;COCO(CH,)4CH,]" e m/z 199 [H3COCO(CH;)yCH,]".
Consideramos os picos em 298 (M, 30%) e 270 (M, 20%) como sendo M, o que permitiu
definir o valor de n. (Esquema 1.4, pag. 82). Os ésteres majoritarios sao o octadecanoato de
metila (8) e hexadecanoato de metila (9).

|
/Mo/

8: n=15, Octadecanoato de metila
9: n=13, hexadecanoato de metila

3457.1.2921.5.2852.6. 174 i
018 4 881.5.722 9. 582 ‘5%6163§83 LI 3371 it e

Fand

sl 13603

Figura 1.55. Espectro de IV da mistura de ésteres alifaticos (8 ¢ 9)
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CAPITULO I

ESTUDO QUIMICO DE Solanum crinitum Lam.
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I1.1 INTRODUCAO
11.1.1 Familia Solanaceae

A familia descrita por Antoine Laurent de Jussieu compreende 94 géneros, com 2.950
espécies distribuidas em regides tropicais e temperadas do mundo, sendo 56 géneros
espontaneos da América do Sul, dos quais 25 s3o endémicos. Entre estes, encontram-se
arvores, arbustos, lianas e ervas, muitos destes com grande ocorréncia no Brasil (DI STASI &
HIRUMA-LIMA, 2002).

Entre os géneros que formam a familia Solanaceae estao Nicandra (1 sp.), Lycium (80-
90 spp.), Atropa (4 spp.), Hyoscyamus (20 spp.), Physalis (100 spp.), Capsicum
(aproximadamente 50 spp.), Solanum incluindo Lycopersicon (1700 spp.), Mandragora (6
spp.), Datura (10 spp.), Solandra (10 spp.), Cestrum (150 spp.), Nicotiana (66 spp.), Petunia
(40 spp.), Salpiglossis (18 spp.), Schizanthus (15 spp.), Scopolia (6 spp.), Withania (10 spp.),
Duboisia (2 spp.), Acnistus (50 spp.) e Fabiana (25 spp.) (EVANS, 2002).

Essa familia possui grande importancia econdmica por ser constituida de vérias
espécies usadas na alimentagao humana. Como exemplo podemos citar a batatinha (Solanum
tuberosum L.), o tomate (Solanum lycopersicum), a berinjela (Solanum melongena L.), o jilo
(Solanum gilo) e a pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.). Outras espécies sao toxicas e
muitas sdo produtoras de drogas de interesse farmacologico, como a atropina (Atropa
belladona), nicotina (Nicotiana tabacum L.), entre outras (AGRA, 2000).

Suas flores sdo bissexuais e raramente zigomorficas, embora o carpelo esteja
localizado obliquamente. Os ovarios sdo biloculares, mas freqiientemente chegam a ser falsos,
com trés a cinco loculos. As flores brotam da bifurcacdo dos ramos que saem em anexo as
folhas (EVANS, 2002).

A familia ¢ produtora de varias séries de alcaloides de grande interesse taxondmico.
Os alcaldides encontrados sao do tipo tropanicos, indoélicos, isoquinolinicos, purinicos,
pirrolicos, piridinicos, pirrolizidinicos, quinazolinicos, alcaldides esteroidais e glicoalcaloides.
Sao encontradas outras substdncias como saponinas esteroidais, withanolideos, cumarinas,
ciclitois, flavonoides, carotenodides e antraquinonas (EVANS, 2002).

11.1.2 O Género Solanum (L.)

Solanum (L.) é um género de plantas da familia Solanaceae, descrito pela primeira vez
por Linnaeus em 1753. O nome do género deriva de solamen "consolo, alivio", referindo-se
aos efeitos analgésicos e sedativos de inimeras de suas espécies.

E o género mais representativo da familia Solanaceae consistindo de cerca de 1.500
espécies e 5.000 epitetos publicados, sendo distribuido principalmente através de regides
tropicais e subtropicais em todo o mundo e com maior centro de diversidade e distribui¢do na
América do sul (AGRA, 1999)

O grupo inclui muitas espécies de plantas perenes arbustivas ou trepadeiras. A maioria
das espécies de Solanum s3o venenosas, mas o grupo inclui alguns dos vegetais mais
essenciais da alimenta¢do humana como a batata (Solanum tuberosum), o jilé (Solanum gilo),
o tomate (Solanum lycopersicum) e a berinjela (Solanum melongena), (FAMILIA
SOLANACEAE, 2006)

A maioria das espécies do género Solanum apresentam alcaldides esteroidais e
saponinas esteroidais que sdo compostos de grande interesse na medicina tradicional, pois s3o
matéria prima para a produg¢dao de varios farmacos com diferentes aplicacdes, tais como:

88



anabodlicos, antiinflamatdrio, antialérgicos, contraceptivos, diuréticos, imunossupressores €
tonicos (MOLA et al., 1997).

As saponinas, do grupo dos alcaldides esteroidais, sdo caracteristicas do género
Solanum. Possuem nitrogénio no anel F e sdo incluidas na classe dos piperidilpregnanos dos
alcaléides esteroidais (SIMOES et al., 2004). Diferentemente de muitas outras classes de
alcaloides, as bases esteroidais ndo sdo derivadas de aminoacidos, biogenéticamente eles sdo
considerados como derivados de esteroides e triterpenoides, sendo freqlientemente chamados
de “aminas esteroidais” ao invés de alcaldides propriamente (ATTA-UR-RAHMAN &
CHOUDHARY, 1998).

Piperidilpregnanos sdo compostos que conservam a estrutura de 27 carbonos do
colesterol, apresentando um atomo de nitrogénio fazendo parte de um ciclo de piperidina. Sao
classificados em quatro grupos (SIMOES et al., 2004):

a) Espirosolanos: O anel de piperidina encontra-se unido por um carbono espirostanico a
um anel tetraidrofurano formado por ciclizagdo na cadeia lateral. Compostos com nucleo
espirosolano podem existir nas coinfiguragdes 22R, 25R que corresponde a solasodina
encontrada na batata-inglesa, ou 22S, 25S, a tomatidina e a tomatina encontradas no
tomate (Figura I1.1, pag. 89)

b) Solanidanos: a cadeia lateral cicliza em dois anéis ligados por um atomo de nitrogénio
(o nitrogénio ¢ tercidrio), o mesmo pertence aos anéis E e F, simultaneamente, sendo
conhecidos como indolizidinas. Geralmente possuem configuragdo 22R, 25S, estando a
metila do carbono 25 em posi¢do equatorial, como a solanidina, solanina e a chaconina
que sdo os glicoalcaldides mais comuns da batata (Solanum tuberosum) (Figura I1.2,
pag. 90).

c) Solanocapsinas: sdo derivados de 22, 26 epimino-hemiacetal, por que possuem um anel
piranico e um anel de piperidina unidos por uma ligacdo hemiacetélica. A solanocapsina
foi o primeiro alcaldide deste tipo, foi obtido de Solanum pseudocapsicum L. A
esteroquimica da unido dos anéis heterociclicos podem ser Cis, como no caso da
pimpifolidina ou trans como na isopimpifolidina (Figura I1.3, pag. 90).

d) Piperidinas simples: sdo derivadas do piperidilpregnano, a cadeia lateral do colesterol
da origem a um unico ciclo de piperidina. S3o encontrados principalmente nos géneros
Solanum e Veratrum, sendo menos frequentes que os grupos anteriores e podem, em
alguns casos, representar percursores intermediarios biossintéticos de outros compostos.
Como exemplos temos a veralkamina isolada de Veratrum album e a oblinginina isolada
de Veratum oblongum (Figura I1.4, pag. 90).

R = H: tomatidina (22S, 25S)
R = licotetraose tomatina (22S, 25S)

licotetraose = 3-D-Glep-(172)-[B-D-Xylp-(1->3)]--D-Glcp-(1 —>4)-3-D-galactopiranosil
Figura I1.1. Estruturas de espirosolanos
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R = H: solanidina (22R, 2595)
R = solatriose: solanina
R = chacotriose: chaconina

RO

solatriose = 3-D-Glcp-(1—>4)-[a-L-Rhap-(1>2)]-pB-D-galactopiranosil
chacotriose = a-L-Rhap-(1—>4)-[a-L-Rhap-(1-22)]-p-D-glicopiranosil

Figura I1.2. Estruturas de solanidanos

solanocapsina pimpifolidina

isopimpifolidina

Figura I11.3. Estruturas de solanocapsinas

veralkamina oblinginina

Figura I1.4. Estruturas de piperidinas simples

Os alcaldides esteroidais constituem uma importante classe de metabolitos especiais
que ocorrem em plantas e também em certos animais superios e invertebrados marinhos. Em
geral s3o compostos toxicos € servem provavelmente como defesa para os organismos que os
produzem (SIMOES et al., 2004).

O grau de toxidade para os mamiferos ¢ variado. Alguns, como os alcaldides
glicosilados de Solanum, encontram-se presentes em pequenas quantidades na dieta humana
normal, mas podem provocar intoxicagdes alimentares em concentragdes maiores. Os
sintomas incluem desarranjos gastrointestinais e neurologicos. Em casos extremos podem
levar a um estado de coma e a morte. Por esta razdo foram estebelecidos limites méximos para
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a concentragdo de alcaldides em alimentos, que varia segundo a legislagdao de cada pais, entre
100 a 200 mg/Kg (MAGA, 1994).

A literatura descreve varias atividades biologicas para estes compostos. Em geral
possuem atividade antibacteriana leve e uma atividade antifingica mais pronunciada. Esta
atividade esta relacionada com a capacidade dos alcaldides glicosilados de desestabilizarem as
membranas biologicas. A tomatina (Figura II.1, pag. 89) possui um amplo espectro
antifingico e antimicrobiano, sendo ativa para varios tipos de fungos como Aspergillus,
Candida albicans ¢ Thichophyton, além de fungos saprofiticos, bactérias Gram-positivas e
protozoarios. Os alcaldides glicosilados da batata também sdo ativos contra fungos, entre eles
a Trichoderma virile, Helminthosporium carbonum, Fusarium caeruleum e Cladosporium
fulvum (HOSTETTMANN & MARSTON, 1995). A solanina e a chaconina (Figura I1.2, pag.
90), sdo encontradas como mistura nos vegetais e possuem atividade antifiingica leve. A
mistura das duas possui um efeito sinérgico, aumentando o poder de desestabilizar as
membranas bioldgicas como a sua atividade antifingica (RODDICK et al., 1988; FEWELL &
RODDICK, 1993).

Também sdo observadas atividades de inibicao alimentar e toxica em muitos insetos.
A tomatina (Figura II.1, pag. 89) e, em menor grau, a solanina e a chaconina (Figura II.1, pag.
90) sdo ativos contra Leptinotarsa decemlineata (escaravelho da batateira), (SANFORD et al.,
1996), Empoboasca fabae (cigarrinha) e Macrosiphum euphorbiae (pulgio), (GUNTNER et
al., 1997; VAZQUEZ, 1997) entre outras pragas.

O género Solanum também ¢é conhecido por produzir efeito alelopatico devido aos
alcaloides glicosilados espirosolanos, tais como, solamargina e solasonina (estruturas nas pag.
94 ¢ 97) que suprimem o crescimento das sementes de outras plantas (FUKUHARA &
KUBO, 1997; ALVES, et al., 2003a).

A atividade moluscicida encontrada no género Solanum, também esta associada a
presenca de glicoalcaldides esteroidais (SILVA, 2002).

Além de alcaldides, os flavonoides 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 nimero de espécies morfologicamente variavel
(D’ARCY, 1979). Porém, dados quimicos baseados nos padrdes flavonoidicos contribuiram
para uma compreensao sistematica dos taxons nos niveis mais baixos de classificacdo da
familia (STEINHARTER et al., 1986). Entre os artigos relacionados com o perfil quimico de
Solanum com base na freqiiéncia de flavondides (HARBORNE, 1962; WHALE, 1978;
HARBORNE & SWAIN, 1979; REZNIK & WIETSCHEL, 1979; WHALEN & MABRY,
1979; SCHILLING, 1984; ANDERSON et al.,1987; STEINHARTER, 1986), destacamos o
trabalho de nosso grupo (SILVA et al., 2003).

O género Solanum, destaca-se pela excepcional capacidade de suas espécies
produzirem 3-O-glicosil-flavonois ¢ uma quantidade significativa de canferol, quercetina e
miricetina (Figura IL.5, pag. 92) e seus éteres metilicos como agliconas, muitos dos quais
apresentam hidroxilagao/glicosilagdo no carbono 8 (STEINHARTER et al., 1986). A
ocorréncia de um padrao particular de substituigdo € freqiientemente usada como um
indicador de avanco filogenético (HARBONE, 1977; SWAIN, 1980). Steinharter (1986)
propds um “esquema evolutivo” hipotético, para alguns grupos infragenéricos de Solanum,
apoiado na complexidade biossintética dos flavonois.

No esquema evolutivo proposto, a presenga do flavonol com substitui¢ao 3-O- e 3,7-
O-glicosidio (Figura IL.5, pag. 92), foi usado para definir os grupos basais, que sao
considerados menos evoluidos, encontrados nas espécies de Solanum dos subgéneros
Solanum e Potatoe, que se caracterizam morfologicamente pelos tricomas simples, auséncia
de actleos e anteras elipticas. Por outro lado, a presenga da metoxila em 3,4°, ¢ 7 ¢
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hidroxila/metoxila em C-8 (Figura II.5, pag. 92) foi empregada para definir os estados de
caracteres avangados, encontrados em espécies de Solanum das segdes Anisantherum,
Androceras e Erythrotrichum, pertencentes ao subgénero Leptostemonum (SILVA et al.,
2003).

Os flavondis livres ocorrem em um numero menor de espécies. Derivados da
gossipetina (3,5,7,8,3’,4’-hexaidroxiflavona) e a herbacetina (3,5,7,8,4’-pentaidroxiflavona)
(Figura IL.5, pag. 92) foram relatados somente uma vez cada um. Relativamente poucos
derivados das flavonas apigenina (5,7,4’-triidroxiflavona), luteolina (5,7,3,4’-
tetraidroxiflavona) e crisoeriol (5,7,4’-triidroxi-3’-metoxiflavona) (Figura IL.5, pag. 92)
encontram-se descritos na literatura (SILVA et al., 2003). Segundo SCHILING (1984), o
acumulo de flavondides ndo glicosilados estd relacionado com a existéncia de estruturas
secretoras, como também com a formagdo de outros tipos de produtos naturais lipofilicos.

A literatura evidencia uma correlacdo entre o grau de complexidade dos flavondides e
o tipo de tricoma existente na planta. As espécies com tricomas simples s6 apresentam
flavondides com estruturas mais simples, como por exemplo S. sarrachoides e S.
angustifolium. Nas espécies de tricomas estrelados e estrelados-glandulares (S. paludosum, S.
crinitum e S. jabrense), caracteristico do subgénero Leptostemonum, considerados mais
complexos, também foram encontrados flavondides com estruturas mais complexas (SILVA
etal., 2003)

R =H, canferol OH O OH O
R = OH, quercetina R = OH, gossipetina
R =H, herbacetina

OCHs

R =H, apigenina oeriol
R = OH, uteolina crisoerio

Figura I1.5. Estruturas de flavondides isolados do género Solanum
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11.1.3 A Espécie Solanum crinitum Lam.

A espécie Solanum crinitum Lam. (Figura I1.6, pag. 93) conhecida vulgarmente como
jurubeba, se apresenta na forma de arbusto a arvoreta de 2,0-4,0 m de altura com ramos
lenhosos, tomentosos. As folhas sdo solitarias, fortemente armadas; com peciolo cilindrico,
indumentoso lanoso a cerdoso. Tricomas estrelado-estipitados, estipes pluricelulares,
multisseriadas; alguns com os raios deciduos; os aculeos sdo aciculares, cada um com 1,0 cm
de comprimento na venacdo principal. As inflorescéncias em cimeiras paucifloras, 5-10
flores; calice campanulado, cerdoso, aculeado; corola rotaceo-estrelada, plicada, 6,0-10,0 cm
de diametro, certlea lilds a margenta; anteras amarelas, atenuadas para o apice. Ovario
supero; estilete com 2,0 cm de comprimento, estigma glanduloso. Fruto globoso, tomentoso-
velutino, 4,0-5,0 cm de diametro; sementes subreniformes, com 5,0 mm de comprimento,
testa bege a marron (AGRA, 2000). Sua area de dispersdo estende-se desde o Amazonas até a
Regido Sul do pais, sendo encontrada com facilidade em alguns quintais onde ¢ cultivada com
fins medicinais, comum como planta invasora de pastagens, em areas agricolas abandonadas e
clareiras em areas de floresta na Amazonia brasileira (DIAS-FILHO, 1997).

Segundo Evans (2002), a posicao sistemdtica desta espécie ¢€:

Reino: Plantae

Divisao: Angiospermas

Classe: Dicotiledoneas
Subclasse: Simpetalae

Ordem: Tubiflorae

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Espécie: Solanum crinitum Lam.

Figura 11.6. Solanum crinitum Lam.
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Estudos realizados anteriormente descrevem o isolamento do flavonoéide tilirosideo (3-
O-glicopiranosil-6-O-cumaroil-canferol) de tricomas presentes nas partes aéreas (caule
jovem e folhas novas) e nos frutos verdes de Solanum crinitum Lam., sendo esta substancia
isolada pela primeira vez no género Solanum (ALVES, 2003b; SILVA, 2002). Foi isolado
também o flavondide astragalina dos tricomas presente nas partes aéreas (caule jovem e folhas
novas) (SILVA, 2002).

Além dos dois flavondides citados acima, foi isolado o alcaldide glicosilado,
solasonina, dos frutos verdes (ALVES, 2003b), o qual apresentou efeito antiproliferativo
sobre as células do carcinoma de Ehrlich e da leucemia humana K562 (SOUZA et al., 2002) e
atividade alelopatica frente ao crescimento de outras plantas (ALVES, 2003a).

tilirosideo astragalina

solasonina
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I1.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

O material vegetal em estudo da espécie Solanum crinitum Lam., constituiu-se de
frutos verdes e de tricomas presentes nos frutos verdes.

Os frutos verdes foram coletados em setembro de 2001, no campus da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRuralRJ), BR 465, Km 7, cidade de Seropédica, Rio de
Janeiro, Brasil. A coleta foi realizada pelo agronomo M.Sc. José Milton Alves e a Dra. Céssia
Cristina Fernandes Alves. A identificacdo foi realizada pela professora Dra. Maria de Fatima
Agra, Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa
- PB, e a amostra do material vegetal (Sarmento s.n., JP-28000), encontra-se depositado no
Herbario Lauro Pires Xavier (JPB) da Universidade Federal da Paraiba.

11.2.1 Frutos Verdes

Os frutos verdes (2,6 Kg) de Solanum crinitum Lam. foram triturados ¢ tratados com
etanol contendo 2% de acido acético. A solug¢do (900,0 mL) foi submetida a uma extragdo
acido-base, sendo adicionada a mesma quantidade de uma solugdo aquosa de AcOH 10% e
pernoitado sob resfriamento. Esta solugdo acida foi filtrada a vaicuo com uma camada de celite
sobre o papel de filtro. Ao filtrado foi adicionado NH4OH (pH 9-10) e pernoitado sob
resfriamento, ocorrendo formacdo de um precipitado. Filtrou-se a solucdo descartando o
filtrado e recolhendo o precipitado (96,36 g) contendo uma fragdo rica em glicoalcaldides
totais (SCFVGT — Solanum Crinitum Frutos Verdes Glicoalcaldides Totais), ver Esquema
II.1 na pag. 96.

Parte deste extrato (78,0 g) foi investigado anteriormente (ALVES, 2003b), de onde
foi isolado a solasonina 12. Da outra parte 17,46 g, foram separados 1,2 g para realizacao de
testes bioldgicos (T.B.) e os restantes 16,26 g, foram incorporados em gel de silica formando
uma pastilha, a qual foi cromatografada em funil de filtragcdo de gel de silica, utilizando
solventes em ordem crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona
e metanol). Foram obtidas 14 fragdes de 500,0 mL cada. A fracdao 8 (1,0 g), extraida com
acetato de etila (F:8) foi cromatografada em CC de gel de silica onde foram obtidas 96
fragdes. O residuo da fracdo 84 desta coluna cromatografica (F:84), tendo 52,6 mg, foi
filtrada em Sephadex LH-20 e purificada em placa preparativa onde obteve-se 5,3 mg da
substancia 10 (estrutura pag. 97) com P.F. 268-270°C. A fracdo 10 (8,67 g) extraida com
metanol (F:10) apresentava em placa de CCF vdrias substincias com Rf proximos, que
reveladas apresentavam coloracdo laranja para Dragendorff e rosa para Libermann Burchard,
sendo possivelmente os alcaldides esteroidais. A fim de separar estes alcaloides esteroidais
esta fragdo foi incorporada em pastilha de gel de silica e submetida a coluna cromatografica
sob pressdo contendo silica preparativa, tendo como eluente inicial CH,Cl,/MeOH (3:1),
foram obtidas 79 fragdes reunidas em grupos de fragdes com base nas analises de CCF
utilizando como reveladores os reagentes Liebermann Burchard e Dragendorff. A fragdo 24-
29 (F:24-29; 1,2 g), filtrada em Sephadex LH-20 forneceu 225,8 mg da substancia 11
(estrutura pag. 97), tendo P.F. 238-250°C. Através de uma reagdo de acetilagdo da substancia
11 (49,7 mg) obteve-se 44,5 mg do produto 1la (estrutura pag. 98) com P.F. 128-130°C. A
fragdo 39-44 (F:39-44; 1,3 g) foi filtrada em Sephadex LH-20 onde obteve-se 93,5 mg da
substancia 12 (estrutura pag. 97), tendo P.F. 244-246°C. Através de uma reagdo de acetilagdo
da substancia 12 (79,7 mg) obteve-se 27,6 mg do produto 12a (estrutura pag. 98), com P.F.
148-150 °C (Esquema II.1, pag. 96).
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S. crinitum frutos verdes
(2,6 Kg)

Extrag¢do com etanol
2% de 4cido acético

SCFVE
(900,0 mL)

Extragdo 4cido/base

SCFVEGT |
(96,36 2)

—3

SCFVEGT

Residuo

(ALVES, 2003b)

SCFVE
(460,0 g)

(17,46 g)

T.B.(1,2 g)
‘ Atividade muluscicida

Funil de filtra¢do

F:8
(1,08
CC gel de silica

A 4

96 fragoes

Sephadex LH-20
CCP

10
(5,3 mg)

F: 10
(8,67 g)

CC gel de silica preparativa
¥ com pressdo

. )
79 fragdes

[
>

Sephadex LH-20
12
Sephadex LH-20 (93,5 mg)
11 Acetilagido (79,7 mg)
(225,8 mg) l
l Acetilagdo (49,7 mg) 12a
(27,6 mg)
1la
(44,5 mg)

Esquema I1.1. Marcha quimica para o isolamento das substancias presentes nos frutos verdes

de Solanum crinitum Lam.
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11.2.1.1 Substancias isoladas dos frutos verdes de S. crinitum Lam.

I
N

OH
ﬁ
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o L7 T
HO
OH 0
HO

HO HO 10: solamargina

OH
ﬁ
(0]
o L7 T
HO
OH 0]
HO

HO HO 11: epi-solamargina H
|
N
HO OH _OH
0] (0]
HO 0
HO OH 0
)
HO
OH

OH 12: solasonina
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11.2.1.2 Derivados obtidos dos frutos verdes de S. crinitum Lam.

OAc
0 )
o AcO
AcO o O
AcO
OAc 0
11a: peracetil-epi-solamargina

AcO
A
O Ac

AcO OAc OAc
0 0
AcO o 0
AcO OAc 0
0

AcO
OAc OAc

Ac

""-.z_

12a: peracetil solasonina
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11.2.2 Tricomas dos Frutos Verdes

Os tricomas dos frutos verdes (66,71 g) de S. crinitum Lam. foram raspados com uma
lamina de vidro e submetidos a extragao com diclorometano ¢ metanol, obtendo-se o extrato
diclorometano (SCTFVD) e metanolico (SCTFVM). O extrato de diclorometano foi
trabalhado anteriormente (ALVES, 2003b) onde foi isolado o tilirosideo (3-O-glicopiranosil-
6”-O-cumaroil-canferol). O extrato metandlico (3,0 g) foi cromatografado em CC de gel de
silica, usando metanol como eluente, obtendo-se trés fracdbes SCTFVM 1; SCTFVM 2 ¢
SCTFVM 3 (120,0 mg). Veja o Esquema 11.2, pag. 100.

A fragdo SCTFVM 1 (2,0 g) foi dissolvida com metanol e acrescentado diclorometano
ocorrendo a formacdo de um precipitado que foi removido através de filtracdo em funil de
Buchner, obtendo-se uma solu¢do denominada agua-mae (SCTFVM 1 AM) e um precipitado
(SCTFVM 1 Ppt). A solugdo SCTFVM 1 AM (360,0 mg) foi submetida a uma coluna
cromatografica contendo gel de silica onde foram obtidas 15 fracdes de 250,0 mL. As fragdes
8 a 12 (F:8-12: 48,9 mg) apresentavam coloracdo esverdeada e foram reunidas com base em
analises em CCF e submetidas a CCP onde foram obtidos 1,2 mg da mistura dos isomeros 13
e 14 (estruturas pag. 101). O precipitado SCTFVM 1 Ppt (1,6 g) foi cromatografado em
Sephadex LH-20, usando metanol como eluente onde foram obtidos 1,1 g da substancia 15
com P.F. 282-284 °C. A substancia 15 (65,0 mg) foi metilada com diazometano, ocorrendo a
formagdo dos produtos 15a (36,6 mg) com P.F. 128-130 °C e 15b (16,1 mg) com P.F. 140-
142 °C. O produto 15c (14,8 mg) com P.F. 166-168 °C foi obtido através da reagdo de
acetilacdo de 20,3 mg da substancia 15a (Esquema I1.2, pag. 100, estruturas pag. 101).

A fragdo SCTFVM 2 (850,0 mg) foi submetida a uma coluna cromatografica
contendo gel de silica onde foram obtidas 130 fragdes de 50,0 mL reunidas em grupos de
fragdes com base em analises por CCF. A fracao 32-40 (F:32-40: 33,5 mg) foi submetida a
coluna cromatografica em gel de silica onde foram obtidas 40 fracdes de 50,0 mL sendo
reunidas em grupos de fracdes com base em andlises em CCF. Desta CC a fracdo 11-32
(F:11-32: 12,0 mg) foi submetida a uma CCP onde foi obtido 7,5 mg da mistura das
substancias 16, 17 e 18 (estruturas pag. 101). A fracdo 94-114 (F:94-114: 202,3 mg)
submetida a coluna cromatogréafica em gel de silica forneceu 38 fragdes de 125,0 mL reunidas
em grupos de fracdes com base em andlises em CCF. A fragdo 3-5 desta CC (F:3-5: 68,6 mg),
foi cromatografada em Sephadex LH-20 tendo como eluente metanol. Foram obtidas 15
fragoes de 3,0 mL reunidas em grupos de fragcdes com base em analises em CCF, sendo que a
fragao 3-4 (F:3-4: 31,4 mg), ap6s cromatografada em CCP forneceu 3,8 mg da substancia 19
(estruturas pag. 101) e 9,8 mg da substancia 20 (estrutura pag. 101). Veja marcha quimica de
isolamento no Esquema I1.2 na pag. 100.
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S. Crinitum tricomas dos
frutos verdes (66,71 g)

Extragdo com diclorometano

Residuo

SCTFVD

i

Extracdo com metanol

'

\4

SCTFVM
3,02 [ (ALVES, 2003b) ]
CC gel de silica
SCTFVM 1 SCTFVM 2 SCTFVM 3
(2,09 (850,0 mg) (120,0 mg)
Diclorometano CC gel de silica

130 fragdes

SCTFVM 1
AM
(360,0 mg)

SCTFVM 1

Ppt.
(1,6 g)

F:32-40
(33,5mg)

F:94-114
(202,3 mg)

CC gel de silica Sephadex LH-20
N CC gel de silica CC gel de silica
40 fracoes 38 fragoes
(1,1g
F:8-12 Metilagdo
(48,9 mg) (65,0 mg)
lCCP l C. filtragdo gel l Sephadex LH-20
de silica
13e¢ 14 15a 15b
(1,2 mg) (36,6 mg) (16,1 mg) 16,17 ¢ 18
Acetilagio (7,5 mg)
(20,3 mg)
15c
(14,8 mg) 19 20

(3,8 mg) (9,8 mg)

Esquema 11.2 Marcha quimica para o isolamento das substancias presentes nos tricomas dos

frutos verdes de Solanum crinitum Lam.
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11.2.2.1 Substancias isoladas nos tricomas dos frutos verdes de S. crinitum Lam.

BepUlienndt

13: cis-cumarato de etila 14: trans-cumarato de etila
15: canferol
0 O
/@/\k(m /O/j\ X" 0oH
HO HO O OH HO
16: acido benzdico 17: cis-p-acido cumarico 18: trans-p-acido cumarico

OH RO 0
HO 0 ‘
/" OH O
OH —© OMe

19: biochania A em mistura
com unidades de carboidrato

HO Q 20 biochanina A 7-O-B-D-apiofuranosil-(1->5)-
-D-apiofuranosil-(16)- -D-glicopiranosidio

OMe

11.2.2.2 Derivados obtidos nos tricomas dos frutos verdes de S. crinitum Lam.

OCH;,
CH; OCH: 0o o O
H4CO. o) ‘ |
O | OCHs
0 o
0:<

OCH;

OCH; O

15a: 3,7,4'-trimetil-canferol

15b: 3,5,7,4'-tetrametil-canferol 15c¢: 3,7,4'-trimetoxi-5-acetoxi-flavonol
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11.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
11.3.1 Determinacdo estrutural das substancias 10 e 11

Os espectros no IV da substancia 10 (Figura IL.8, pag. 109) e da substancia 11 (Figura
I1.9, pag. 109) sdo semelhantes, ambos mostram bandas de absorc¢des intensas em 3.417 cm’
caracteristicas de alcoois (Vo.n); ve.y em 2.936 cm’! para 10 e 2.927 cm’! para 11 e bandas de
deformacgdes de dc.y em 1.453 cm’! e 1.384 cm™ de CHs; e de grupo C-O em 1.044 cm’™,

Os espectros de RMN de 'H das duas substancias 10 (Figuras I1.10, IL.11 e II.12, pags.
110e 111) e 11 (Figuras 11.13, I1.14 e I1.15, pags. 111 e 112) sao semelhantes e apds analise e
correlacdo com informagdes da literatura, verificou-se serem tipicos de alcaldides esteroidais
do tipo espirosolano. Esta deducdo foi baseada nas seguintes observacoes: a) Dois dubletos
para duas metilas secundérias (10: &3y 0,83 e O3y 1,09; 11:835 0,79 e O3u 1,28); b) Dois
singletos para duas metilas terciarias (10: &3y 0,88 e O3y 1,07; 11: 835 0,85 e d3y 1,00); ¢)
Sinais de dupla ligagdo (10: oy 5,32; 11: oy 5,33), d) Dois dubletos com J=6,0 Hz (10 e 11:
Osn 1,64 e O3 1,78) que foram atribuidos a metila das ramnoses. A opg¢ao pelo esqueleto do
alcaldide com dois anéis piperidinico e tetrahidrofurano ligados em espiro foi baseada nas
observagoes adicionais: a) A presenca de um multipleto com deslocamento quimico em
campo mais baixo (10: dy 4,42; 11:6y 4,82) que ¢ atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono
oxigenado do anel tetrahidrofuranico, b) Os hidrogénios metilénicos proximos ao nitrogénio
(2H-26) possuem deslocamentos quimicos distintos, aparecendo em &y 2,78 (2H) para 10 e oy
3,04 (Ha) e 2,89 (Hb) para 11. Os espectros de RMN de Bc (o: Figuras I1.25, 11.26, 11.27 ¢
I1.28; , pags. 121 e 122; 11: Figuras 11.32, 11.33, 11.34 e I1.35, pags. 124 a 126) e DEPT (10-
Figuras 11.29, 11.30 e I1.31, pags. 123 e 124; 11-Figuras 11.36, 11.37, 11.38 e 11.39, pags. 126 a
128) permitiram observar as multiplicidades e valores dos deslocamentos quimicos dos
carbonos; d) Foi observado a presenga do C-22, um carbono quaternario com deslocamento
em Oc¢ 98,72 para 10 e 98,54 para 11, que € caracteristico dos alcaldides tipo espirosolanos
(RADEGLIA et al., 1977). Veja os valores de deslocamento para 10 na Tabela II.1, pag. 106
e para 11 na Tabela I1.2, pag. 107.

As andlises dos espectros de HMQC (10: Figuras 11.40, 11.41, 11.42 e 11.43, , pags. 129
a 132; 11: Figuras 11.44 e 11.45, pags. 133 e 134) ¢ HMBC (10: Figuras 11.46, 11.47, 11.48,
I1.49, 11.50 e IL.51, pags. 135 a 139; 11: Figuras I1.52, 11.53 e I1.54, pags. 140 a 142)
permitiram verificar os deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos respectivos
carbonos, mesmo nos casos dos hidrogénios cujo sinal de absor¢do estd dentro de um
multipleto contendo absorgdes de outros hidrogénios. O sinal do H-1°(10-6y 4,95; 11-6y 4,96)
¢ observado através do sinal 1JCH com CH-1°(10-8¢y 100,64; 11-6¢cy 100,33). A comparagao
dos valores de deslocamentos quimicos da ramnose e da glicose permitiram determinara os
valores das freqiiéncias dos carbonos com Oy dos respectivos hidrogénios ligados a cada
carbono. Associados a essa analise, os espectros 'Hx'H-COSY permitiram descobrir a
freqiiéncia do H-2’ que acopla com H-1" e confirmar o deslocamento quimico do CH-2’ (8¢
78,15) para 10 e dcy 77,85 para 11. Dessa forma pode-se justificar cada sinal nos mapas de
acoplamento entre hidrogénios, confirmando com precisdo os respectivos valores dos
carbonos dos acucares do esterdide. Os mapas de contorno contendo sinais de acoplamento a
longa distancia HMBC permitiram deduzir a forma de ligagdo entre as unidades de agucar e
confirmar o deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios. A substancia 10 apresentou
sinais de interacdo de acoplamento a longa distancia **Jcy dos carbonos anoméricos CH-17(8
100,64) com os H-2’ (dy 4,24) e H-3 (du 3,89) (Figura I1.50M, pag. 138), confirmou que a
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glicose esté ligada ao CH-3. Os sinais de interacdo *Jcy (Figura IL50M, pag. 138) de CH-1”
com H-4’(que acopla com H-5" e H-3’, Figuras I1.16, pag. 113 e II.18D, pag. 114) e H-5”
(que acopla com 3H-6, Figura. 11.17B, pag. 113) e do H-2" (8y 4,24) com CH-1""" (8cn
102,37). A Figura IL.51 (pag. 139) mostra *Jcy do H-17" (8y 6,41) com CH-2" (8cy 78,15),
CH-3""" (8¢cu 73,15) e CH-5"" (d¢cu 69,88), confirmando a ligagdo rham-O-2’e rham-O-4’. Os
sinais de NOE observados no espectro 2D (NOESY, 10: Figuras I11.21 e 11.22, pags. 117 e
118) serviram, também para confirmar essa deducdo. Essas andlises permitiram a atribui¢do
dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios aos seus respectivos carbonos conforme
representados na Tabela I1.1 (pag. 106) para 10.

A substancia 11 apresentou sinais de interacdo de acoplamento a longa distancia >3 )en
(Figuras 11.52, pag. 140 e I15.4F, pag. 142) dos carbonos anoméricos CH-1’(d 100,33) com os
H-2’ (6u4,22), H-3’ (du4,35) e H-3 (61 3,89), confirmando que a glicose esta ligada ao CH-3.
Os sinais de interagdo **Jcy (Figura I1.54F, pag. 142) de CH-1" com H-4’(que acopla com H-
5’ e H-3’, Figuras II1.19, 11.20B e I1.20C, pags. 115 e 116), H-2"’ (que acopla com H-3”,
Figura. I1.20C, pag. 116) e H-5" (que acopla com 3H-6", Figura. I1.19, pag. 115) e do H-2’
(0y 4,22) com CH-1""" (8cy 102,06), mais os sinais de interacdo de 3JCH do H-1"" (dy 6,41);
com CH-2" (0cu 77,85), CH-3""" (8cu 72,87) e CH-5"" (dcu 69,54) (Figura 11.54G, pag. 142)
serviram para confirmando a ligagdo rham-O-2’e rham-O-4’. Os sinais de NOE observados no
espectro 2D (NOESY, 11: Figuras 11.23 e I1.24, pags. 119 a 120) serviram, também para
confirmar essa dedu¢do. Essas andlises permitiram a atribuicdo dos deslocamentos quimicos
dos hidrogénios aos seus respectivos carbonos conforme representados na Tabela I1.2 (pag.
107) para 11.

As interpreta¢des dos espectros 'H-'"H-COSY (10: Figuras I1.16, I1.17 e IL.18, pags.
113 e 114; 11: Figuras I1.19 e I1.20, pags. 115 e 116) e NOESY (10: Figuras 11.21 e 11.22,
pags. 117 e 118; 11: Figuras 11.23 e I1.24, pags. 119 e 120) e comparacao com dados da
literatura foram usadas para a atribuicao dos oy das duas substancias. A Tabela I1.1 (pag. 106)
apresenta os valores de oy 10 e a Tabela I1.2 (pag. 107) os valores de 6y 11.

Outra informagao relevante que confirmou essas unidades de agucar presente na
molécula sdo os valores dos picos observados nos espectros de massas de 10 (Figura IL.55,
pag. 143) e 11 (Figura I1.56, pag. 145) que correspondem as respectivas perdas de ramnose ¢
glicose. Esses espectros de alta resolugdo, ioniza¢ao elétron spray (IES),foram obtidos
utilizando detecc¢ao de ions positivos (Solu¢do MeOH/4acido formico 0,1%, cone 40 eV), onde
apresentaram sinais semelhantes. O pico m/z 868 (100%) corresponde ao M +H. O pico m/z
722 ¢ M+H com saida de uma ramnose (M-146) com rearranjo de um hidrogénio e 2H ligados
no nitrogénio da aglicona. O pico m/z 576 ¢ a aglicona com 2H no nitrogénio mais glicose. O
pico m/z 413 corresponde ao esterdide com hidroxila em CH-3 e 1H no nitrogénio. O pico m/z
550 corresponde a um aducto das unidades de acticares mais duas unidades de acido formico
mais 2H. Pico m/z 522 foi observado apenas na substincia 10, sendo proposto como um
aducto entre o esterdide com carbonila em CH-3 mais uma unidade de acido férmico e duas
unidades de metanol. Pico m/z 446 corresponde a um aducto do esterdide tendo OH-3 mais
uma unidade de metanol, a saida de um hidrogénio ligado ao nitrogénio justifica a proposta
para o pico m/z 445. Para m/z 288 foi proposto um rearranjo do H-8 ¢ H-11 tendo a saida do
primeiro anel do esterdide. Dados da literatura confirmam os mesmos valores para o espectro
de massas (RIPPERGER, 1995; WEISSENBEG, 2001). Os Esquemas I1.4 (pag. 144) e IL.5
(pag. 146), respectivamente, apresentam o mecanismo de fragmentacdo proposto para
justificar os picos resultantes da ionizacdo em ions positivos detectados no espectro de massas
de alta resolugdo das substancias 10 e 11.

As substancias 10 e 11 apresentaram Rf. diferentes em placa de CCF de silica gel. Por
isso, fez-se analise mais detalhada dos espectros de RMN de 'He C (Tabelas I1.1, I1.2 ¢ 11.3,
pags. 106 a 108) para justificar essa diferenga. Apresentaram propriedades espectroscopicas
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semelhantes para os carbonos e hidrogénios dos aguicares e para os anéis A, B e C da aglicona.
Observaram-se diferencas nos valores dos deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio
no CH-16 (10: 8¢y 79,16; 11: dcy 81,13) e H-16 (10: oy 4,42; 11:0y 4,82), outra diferenga
significativa observada foi no deslocamento de H-21 (10: 6y 1,09; 11: oy 1,28). Inicialmente
foi proposto como 10 sendo B-solamarina (22S, 25S) e 11 o seu isomero solamargina (22R,
25R). Porém comparado com valores da literatura (Tabela I1.3, pag. 108) observou que 10 nao
poderia ser a -solamarina, pois apresentava deslocamento para CH»-23 (Scm2 35,04) maior
que a literatura (dcpz 27,0) e deslocamento para CH,-26 (dcuz 48,24) menor que a literatura
(Ocmz2 50,6) e os valores de carbono e hidrogénio de CH-16 (dcy 79,16; 6 4,42), CH3-21 (Scp3
16,05; &3y 1,09) e CH-26 (dcm2 48,24; 021 2,78) sdo semelhantes aos valores da literatura da
solamargina. Com essas informagdes propomos que 10 seja a solamargina e que 11 seja um
novo epimero da solamargina tendo H-16 na posi¢ao 3, isso pode justificar o deslocamento de
CH-16 (0cy 81,13; oy 4,82) que fica em trans com H-17 (6cy 63,03; oy 2,02) e ndo sente o
efeito de protecdo 3H-21 (o 1,28).

A Tabela I1.3 (pag. 108) faz uma comparagiao de 10 e 11 com valores da literatura da
B-solamarina e solamargina. A Figura I.7 (pag. 107) abaixo mostra em proje¢ao de Newman
as estruturas com os valores dos deslocamentos quimicos, onde permite perceber a diferenca
entre 10 e 11. As atribui¢des constantes das Tabelas II.1 e I1.2 (pag. 106 e 107) foram feitas
com analise dos espectros 2D de interagdo de acoplamento 'Jcy e **Jcy ¢ NOE garantindo as
atribuicdes dos valores de deslocamentos quimicos. Além da discussdo acima, andlise da
Tabela I1.3 (pag. 108), a comparacdo com dados da literatura (LOREY et al., 1996;
WANYONYTI et al., 2002; WEISSENBEG, 2001) permitiram determinar a substiancia 10
como solamargina e a substancia 11 os seu epimero da solamargina.

O Esquema I1.3 (pag. 105), adaptado de DEWICK (2002) apresenta uma proposta de
biossintese desses alcaloides da classe espirosolano, eles derivam do colesterol que sofrem
modifica¢des durante a formagdo do anel. A aminacdo acontece através da substituicao de 26-
hidroxicolesterol por um nitrogénio sendo a L-arginina a fonte. A oxigenacao no carbono 22
permite que o 26-amino-22-hidroxicolesterol ciclize ocorrendo a formag¢dao do anel de
piperidina. Ap6s hidroxilacdo do carbono 16, a amina secundaria se oxida em imina e sofre
adi¢dao nucleofilica da hidroxila em 16 formado o anel de tetrahidrofurano que pode ter a
configuragdo 22R ou 22S. A hidroxilagdo no carbono 16 geralmente ocorre em [3 (10), mas
para justificar os valores de deslocamento quimico de 11 propomos que ele ocorra em o
também.

354 47,10

1,90/1,65 3,04/2,89
H 33,97

1,92/1,78

Figura I1.7. Proje¢ao de Newman de 10 (Solamargina) e 11 (epi-Solamargina)
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NH,

26-hidroxicolesterol
[O]

OH

colesterol
NH,

"z—m

B e TTRr—
substituigdo
nucleofilica ’{H

26-amino-22-hidroxicolesterol

H

adi¢do nucleofilica na imina,
essa reagéo ¢ que determina
a esteroquimica do C-22

>

adicdo de uma unidade de
glicose (C-3) e duas ramnose .
(C-2'e C-4) 10 Solamargina

11 epi-Solamargina

Esquema 11.3. Proposta de biossintese para formagdo de 10 (Solamargina) e 11 (epi-
Solamargina) adaptado de DEWICK, 2002
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Tabela I1.1. Dados de RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em Piridina-ds da substancia 10
(Solamargina) comparados com a literatura (RIPPERGER, 1995)

10 (Solamargina)

RIPPERGER, 1995

HMQC HMBC NOESY HMQC
Sc o e Jen Sc o

C

5 141,16 - 2H-4 Hla; 3H-19 140,8

10 37,52 - H-1b; 3H-19 H-6 37,2

13 | 41,00 - 3H-18 H-15a; H-16; H-20 40,7

22 98,72 - H-20 3H-21; H-26 98,5
CH

3 78,46 3,89 (m) H-lax 78,1 3,87

6 122,19 5,32 (sD) H-4 H-7; H-4eq | 121,9 5,31

8 31,99 1,48 2H-7 H-6 31,8 1,57

9 50,72 0,90 H-8 H-12b; 3H-19 50,4 0,90

14 57,04 1,10 H-15a; H-15b H-12a;3H-18 56,8 1,08

16 79,16 4,42 H-17; H-15b 78,9 4,43

17 63,91 1,78 H-20 H-15a; 3H-18; 3H-21 63,6 1,77

20 | 41,98 1,98 3H-21 41,7 1,96

25 32,07 1,65 3H-27 H-23 31,7 1,57
CH,

1 37,88 a)1,73; b)1,00 3H-19 37,6 a)1,74; b)1,0

2 30,53 2)2,10; b)1,87 30,3 2)2,08; b)1,85

4 39,34 a)2,82; b)2,75 39,0 a)2,79; b)2,72

7 32,15 1,90 H-14 32,7 a)2,05; b)1,49
11 21,52 1,45 21,3 a)1,45; b)1,41
12 | 40,46 a)1,63; b)1,05 402 | a)1,71;b)1,13
15 32,93 2)2,08; b)1,45 H-8 32,5 a)1,87; b)1,47
23 | 35,04 )1,90; b)1,65 H-20 34,8 1,72

24 | 31,44 1,52 31,2 1,63

26 48,24 2,78 3H-27 48,2 2,77
CH;

18 16,89 0,88 (s) H-17 16,7 0,87

19 | 19,77 1,07 (s) H-1la; H-9 19,5 1,05

21 16,05 1,09 (d, 6,9) H-20 15,8 1,09

27 20,13 0,83 (d, 4,8) H-24; 2H-23 19,9 0,81

aclcar

1’ 100,64 4,95 H-2’ H-3 H-5’; H-3 100,3 4,97

2 78,15 4,24 H-3’ H-1"; H-4’ 78,0 4,26

3 78,32 4,23 (t) H-2’ H-1I’ H-5° 77,8 4,25

4 78,97 4,42 (t) H-5° H-1> 78,6 4,44

5’ 77,29 3,65 (dl, 9,2) 77,0 3,66

6’ 61,66 | 2)4,22; b)4,10 (dl, 12,0) H-2”; H-5’ 61,3 a)4,24; b)4,11

. it o H-4’; H-6’b;

1 103,26 5,86 (s) H-4’; H-5 H-27: H-57 102,1 6,44

2” 72,92 4,69 (sl) H-4> 72,6 4,86

3 73,09 4,55(dd, 9,1,2,9) H-2 H-1’; H-5” H-5” 72,9 4,66

4> 74,30 4,38 H-3”; H-5” H-2"’; 3H-6” H-3” 74,6 4,39

5 70,78 4,92 H-4’; 3H-6’ H-1” 69,6 4,99

6 18,86 1,64 (d, 5,9) H-5 H-4 18,8 1,79

1’ 102,37 6,41 (s) H-2’; H-5"" H-2’ 102,9 5,90

2’ 72,90 4,84 (s]) H-4"" 72,6 4,71

3 73,15 4,64 (dd, 9,1, 2,9) H-2"” H-1""’; H-5” H-5"" 72,8 4,57
4 74,50 4,34 H-3>’; H-5> H-2""’; 3H-6"’ H-3>” 74,0 4,36

5 69,88 4,96 H-4’; H-6°” H-1" 70,5 4,99

6 19,00 1,78 (d, 6,0) H-5"" H-4"" 18,6 1,66
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Tabela 11.2. Dados de RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) em Piridina-ds da substancia 11
(epi-Solamargina) comparados com a literatura (RIPPERGER, 1995)

11 (epi-Solamargina) RIPPERGER, 1995
HMQC HMBC HMQC
dc On “Jew Jcn dc On
C
5 140,82 - H-4a H-1a; 3H-19 140,8
10 37,16 - 2H-1; 3H-19 H-4a; H-6 37,2
13 | 40,82 - H-12a; H-14; 3H-18 H-15b 40,7
22 | 98,54 - 3H-21; H-26b 98,5
CH
3 77,99 3,89 (m) H-1° 78,1 3,87
6 121,90 5,33 (sD) H-4a 121,9 5,31
8 31,73 1,58 H-6 31,8 1,57
9 50,26 0,89 (m) H-8 3H-19 50,4 0,90
14 56,51 1,09 (m) H-15a; H-8 3H-18 56,8 1,08
16 81,13 4,82 H-15b 78,9 4,43
17 63,03 2,02 H-15a; 3H-18; 3H-21 | 63,6 1,77
20 | 41,99 2,14 3H-21 41,7 1,96
25 31,73 1,58 31,7 1,57
CH,
1 37,54 a)1,75; b)1,02 37,6 | a)1,74;b)1,0
2 30,19 2)2,08; b)1,85 H-1 30,3 | a)2,08; b)1,85
a)2,81 (dd, 11,6; 3,1), ]
4 39,00 ) b)2,(73 (t, 11.6) ) 39,0 |a)2,79;b)2,72
7 32,26 1,85 H-8 32,7 | a)2,05; b)1,49
11 21,10 1,42 21,3 |a)1,45;b)1,41
12 39,69 2)1,68; b)1,09 3H-18 40,2 |a)l,71;b)1,13
15 | 32,59 a)2,08; b)1,48 H-14 32,5 | a)1,87;b)1,47
23 | 33,97 a)1,92; b)1,78 34,8 1,72
24 30,02 1,65 H-26b; 3H-27 31,2 1,63
26 | 47,10 | a)3,04 (m); b) 2,89 (t, 11,5) 3H-27 482 2,77
CH;
18 16,37 0,85 (s) 16,7 0,87
19 19,43 1,06 (s) 19,5 1,05
21 15,69 1,28 (d, 6,7) 15,8 1,09
27 19,20 0,79 (d, 6,5) H-26b 19,9 0,81
aclcar
1’ 100,33 4,96 H-2’ H-3; H-3 100,3 497
2’ 77,85 422 H-4>; H-1"” 78,0 426
3’ 78,12 4,23 77,8 4,25
4’ 78,78 4,40 H-2’; H-1” 78,6 4,44
5’ 76,94 3,66 (td, 9,2) 77,0 3,66
6’ 61,34 |a)4,23; b)4,10 (dd, 12,1; 3,2) 61,3 | a)4,24; b)4,11
17 102,95 5,87 (s) H-2” H-4’; H-5"’ 102,1 6,44
2 72,55 4,69 (d, 1,4) H-1" H-4"° 72,6 4,86
3 72,77 4,55 (dd, 9,2; 3,2) H-2” 72,9 4,66
4 73,94 4,34 (t,9,2) H-3” H-2’; 3H-6"’ 74,6 4,39
5 | 70,46 4,93 (m) H-4>’; 3H-6" H-1’; H-3” 69,6 4,99
6"’ 18,52 1,64 (d, 6,1) H-5” H-4" 18,8 1,79
1’7 102,06 6,41 (s) H-2’; H-5"" 102,9 5,90
27 72,58 4,84 (d, 1,8) H-4>"° 72,6 4,71
3 72,87 4,64 (dd, 9,2; 3,2) H-2>" H-1"" 72,8 4,57
4 | 74,17 432 (t,92) H-3"" H-2""’; 3H-6"" 74,0 436
5 69,54 4,98 (m) H-4"’; 3H-6""’ H-1""’; H-3> 70,5 4,99
6’ 18,67 1,78 (d, 6,2) H-5"" H-4"° 18,6 1,66
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Tabela 11.3. Valores de RMN 'H (500 MHz) ¢ °C (125 MHz) em Piridina-ds das substincias
10 (Solamargina) e 11 (epi-Solamargina) comparados com dados da literatura da B-

solamarina e solamargina

Mod-2 Mod-4
CD;sN CD;sN 10 1
8¢ 8¢ Ad¢ (2-1) S¢c S¢c Ad¢ (10-11)
CH-16 78,8 78,9 78,6 783 -0,2 79,16 81,13 -1,97
CH-17 63,5 63,6 62,2 62,22 -1,3 63,91 63,03 0,38
CH-20 41,6 41,7 43,0 43,01 1,4 41,98 41,99 -0,01
CH;-21 15,7 15,8 16,2 16,91 0,5 16,05 15,69 0,46
C-22 98,4 98,5 99,4 99,44 1,0 98,72 98,54 0,20
CH,-23 34,7 34,8 27,0 27,07 -7,7 35,04 33,94 1,10
CH,-24 31,1 31,2 29,3 29,26 -1,8 31,44 30,02 1,42
CH-25 31,6 31,7 31,4 31,42 -0,2 32,07 31,73 0,34
CH,-26 48,0 48,2 50,6 50,58 -2,6 48,24 47,10 1,14
CH;-27 19,8 19,9 19,8 19,80 0,0 20,13 19,20 0,93
[ [ A8 (4-3) Oy Oy A3y (10-11)
H-16 4,44 4,43 - 4,11 (H-160) -0,32 4,42 4,82 -0,40
H-17 - 1,77 - - 1,78 2,02 -0,24
3H-21 1,09 1,09 - 1,08 -0,01 1,09 (d, 6,9) 1,28 (d, 6,7) -0,19
2H-26 - 2,77 - 2,95 0,18 2,78 3,04 (m) -0,26
2,89 (t, 11,0) -0,11

Mod-1 (22R) (25R) (22aN)
(LOREY et al., 1996)
Mod-3 (22R) (25R) (22aN)
(REPPERGER, 1995)

Solamargina

B -solamarina

Mod-2 (22S) (25S) (22BN)
(LOREY et al., 1996)
Mod-4 (22S) (25S) (22BN)
(WEISSENBERG, 2001)
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Figura 11.8. Espectro de IV da substancia 10 (Solamargina)
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Figura 11.9. Espectro de IV da substancia 11 (epi-Solamargina)
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Figura I11.11. Espectro de RMN de 1H (500 MHz, Piridina-ds) ampliagdo da reglao 8H 3,5-5,3
ppm da substancia 10 (Solamargina)
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Flgura 1. 12 Espectro de RMN de 1H (500 MHZ P1r1d1na d5) amphagao da regido oy 0 8 2,1
ppm da substancia 10 (Solamargina)
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Figura 11.13. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, Piridina-ds) da substancia 11 (epi-
Solamargina)
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Flgura 11.14. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, Piridina-ds) ampliacdo da regido 8y 0,7-3,2
ppm da substancia 11 (epi-Solamargina)
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Flgura 11.15. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, Piridina-ds) amphag:ao da regido oy 3,6-5,0
ppm da substancia 11 (epi-Solamargina)
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Figura 11.16. Espectro de RMN COSY (500 MHz, Piridina-ds) da substancia 10

(Solamargina)
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Figura II. 17 Espectro de RMN COSY (500 MHz, Piridina-ds) da substancia 10
(Solamargina). Regides ampliadas: A (0y 0,5-2,2x0,5-2,2 ppm) e B (dy 3,8-5,5x1,4-2,2 ppm)
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Figura 11.18. Espectro de RMN COSY (500 MHz, Piridina-ds) da substancia 10
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