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RESUMO

Este trabalho relata o estudo da atividade bioldgica dos extratos brutos e das
fracdes glicoalcaloidais de seis espécies do género Solanum, S. crinitum, S.
seforthianum, S.capsicoides, S. variable, S. americanum, S. lycocarpum frente ao
microcrustaceo Artemia salina e ao caramujo Biomphalaria glabrata.

A fracao glicoalcaloidal de Solanum crinitum, foi monitorada por CLAE-EM
sendo verificada a presenca de trés diferentes glicoalcaloides, bem como foi realizada a
comparagdo quimica das fragdes de plantas coletadas em Jodo Pessoa-PB e Seropédica-
RJ observando-se o mesmo perfil. Desta espécie, isolou-se o alcaldide esteroidal
solasodina, com o qual foram realizadas reagdes de oxidacdo e esterificacdo, sendo que
na segunda utilizou-se a metodologia cldssica e também irradiacio em forno de
microondas, na presenca de diferentes catalisadores.

As técnicas espectroscopicas de IV, RMN de 'H e °C e também CG-EM, foram
utilizadas para identificar e caracterizar os produtos obtidos nas reacdes.

Os ensaios frente a Artemia salina mostraram que, tanto os extratos brutos como
as fragdes glicoalcaloiais apresentaram toxidez significativa, sendo as fracdes de S.
seaforthianum e de S. crinitum, as mais toxicas.

Diante do ensaio moluscicida, todos os extratos brutos ¢ algumas das fragdes
glicoalcaloidais ndo apresentaram atividade significativa. Porém, as fragdes de S.
seaforthianum e S. crinitum, mostraram bastante ativas, podendo este efeito ser

correlacionado aos resultados do ensaio de toxidez geral.



ABSTRACT

The biological activity of crude extracts and glycoalkaloidal fractions of six
Solanum species, S. crinitum, S. seafothianum, S. variable, S. capsicoide, S.
americanum and S. lincocarpum, was related in this work against Artemia salina
microcrustace and Biomphalaria glabrata snail.

The S. crinitum glycoalkaloidal fraction was HPLC-MS monitored and three
different glycoalkaloids were verified. The S. crinitum collected plants, from Jodo
Pessoa (PB) and Seropédica (RJ), were compared and a similar chemical profile was
observed.

The steroidal alkaloid solasodine was isolated from S. crinitum and utilized on
oxidation and sterification reactions. In the last reactions the microwave irradiation was
also utilized in the presence of several catalysts. The NMR 'H, °C and IR spectroscopic
techniques and the GC-MS were used to characterize the products.

The crude extracts and fractions of Solanum species were assayed against
Artemia salina and the result had showed a significant toxicity. The S. seaforthianum
and S. crinitum glycoalkaloidal fractions were the most actives.

All crude extracts of Solanum species and four glycoalkaloidal fractions haven’t
presented significant activity against Biomphalaria glabrata snails. However, the S.
seafothianum and the S. crinitum fractions showed effective moluscicidal activities and

these results have led us a good correlation ship with Artemia salina assays.



INTRODUCAO



1.0 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO E IMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais ¢ uma das praticas mais antigas e universais da
espécie humana. Nao importa que cultura ou sociedade se considere, até hoje € possivel
encontrar plantas sendo usadas no tratamento de enfermidades.

Muitos medicamentos usados pela populacdo até hoje t€ém sua origem nas

plantas medicinais, cujos principios ativos sdo usados como prototipo pela industria
farmacéutica, tais como a aspirina, efedrina, pilocarpina, apresentadas na Figura 1

(BOTSARIS, 1997).

H
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Figura 1. Estruturas da Efedrina e da Policarpina

Retornando a historia, sabe-se que os egipcios usavam além das plantas
aromaticas, muitas outras cujos efeitos bem conheciam, como por exemplo, a papoula
(sonifera), a babosa e o 6leo de ricino (cartatico). Os assirios também incluiam, no seu
receituario, nada menos que 250 plantas terapéuticas, entre elas: o agafrdo, a assa-fétida,
o cadamomo, a papoula, o tremoco, dentre outras. Na Grécia antiga, Hipocrates (460-
361 a.C.) considerado o pai da medicina, empregava centenas de drogas de origem
vegetal. Teofrastos (372- 285 a.C.), em Historia das Plantas, catalogou nada menos que
500 espécies. Cratets, que viveu no século I a.C. publicou a primeira obra de que se tem
conhecimento na histéria — Orhizo Tomikom- sobre plantas medicinais com ilustragdes

(BOTSARIS, 1997).

A palavra fitoterapia foi criada para designar tradi¢des populares de tratamento,
nas quais as plantas medicinais sdo usadas. O uso terapéutico dessas espécies ficou
restrito a abordagem leiga desde o salto tecnoldgico da industria farmacéutica, ocorrido

nas décadas de 50 e 60. A fitoterapia consiste em um tratamento das doengas e de



alteracdes organicas, por meio de espécies vegetais secas ou recém colhidas e seus

extratos (GONCALVES, 1994).

As espécies vegetais para uso medicinal tém recebido aten¢do especial, pelos
diferentes significados que as plantas medicinais assumem em nossa sociedade como
um recurso biologico e cultural, destacando-se seu potencial genético para o
desenvolvimento de novos farmacos. Além disso, as plantas medicinais representam
possiveis fontes de recursos financeiras através de sua comercializagdo resgatando o

fortalecimento da identidade cultural (SILVA, 2000).

As plantas medicinais representam a principal matéria médica utilizada pelas
chamadas medicinas tradicionais, ou nao ocidentais, em suas praticas terapéuticas,

sendo a medicina popular a que utiliza o maior numero de espécies diferentes.

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populagao
dos paises em desenvolvimento utilizam-se da medicina popular na aten¢do primaria a
saude. Essas populagdes dependem, em grande parte, dos chamados profissionais
tradicionais para a cura de seus problemas de saude, seja pelas dificuldades impostas ao
acesso a biomedicina, especialmente alopatica , seja por questdes de entendimento sobre
a realidade social e aspectos culturais deste tipo de populagdo, ou pela questdo

financeira (DA SILVA, 2000).

O conhecimento das propriedades medicinais das plantas, dos minerais e de
certos produtos de origem animal ¢ uma das maiores riquezas da cultura indigena, uma
sabedoria tradicional que passa de geracao em geracdo. Vivendo em permanente contato
com a natureza, os indios e outros povos da floresta estdo habituados a estabelecer
relacdes de semelhanca entre as caracteristicas de certas substancias naturais e seu

proprio corpo (GONCALVES, 1994).

E impossivel estabelecer precisamente quantas das 250.000-300.000 espécies de
plantas do mundo sdo utilizadas medicinalmente, mas sabe-se que pelo menos de 10-
20% de todas as espécies de uma determinada regido tem seu uso na medicina
tradicional. Entretanto, menos que 1000 sdo amplamente utilizadas, sendo estas também

de importancia comercial.



No Brasil, o uso de plantas medicinais pela populacao é bastante difundido, até
mesmo por ser muitas vezes o unico recurso terapéutico de algumas comunidades
(MACIEL et al., 2002). Nesse contexto inserem-se varias comunidades da regido do
norte e nordeste brasileiro. Apesar de considerada um centro mundial de biodiversidade,
os indicadores de desenvolvimento sustentavel destas regides, elaborados mostram que
em relacdo a equidade, saude e educacao, elas apresentam-se com menores indices do
pais em todos os indicadores analisados. Portanto, essa riqueza de biodiversidade ndo
tém sido traduzida como qualidade de vida para a sua populacdo, apesar de apresentar
comunidades detentoras do saber tradicional sobre o ambiente natural e que t€ém um
papel fundamental na manutencdo de espécies e variedades nativas e seus sistemas de

manejo (SILVA, 2000).

Estima-se que pelo menos a metade das espécies nativas do Brasil possui alguma
propriedade medicinal, entretanto nem 1% foi estudada adequadamente. Na regido
Amazodnica foram catalogadas em duas comunidades que vivem as margens da Baia de
Marajo-PA, 260 plantas entre nativas e cultivadas; 1200 sdo comercializadas no
mercado Ver-o-Peso, em Belém-PA; outras 242 espécies sdo cultivadas em quintais
residenciais, também em Belém. As observacdes populares sobre o uso e a eficicia de
plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes
terapéuticas dos vegetais, prescritos com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que
produzem, apesar de ndo terem ainda seus constituintes quimicos conhecidos (MACIEL

et al.,2002).

Os altos custos de producdo dos medicamentos sintéticos, a existéncia de
estudos cientificos para alguns produtos fitoterapicos comprovam sua eficacia clinica e
seguranga, ¢ a grande porcentagem da populacdo mundial que ndo tem acesso aos
medicamentos resultantes de sintese estdo dentre as razdes do crescente interesse por
terapias alternativas e o uso terapéutico de produtos naturais, especialmente os

derivados de plantas (SILVA, 2000).

Estes fatores somados ao limitado efeito dos medicamentos sintéticos em
doengas cronicas tém estimulado a pesquisa de plantas medicinais como alternativa

terapéutica, com resultados bastante satisfatorios (HIRUMA-LIMA, 1999).



Dados recentes na literatura demonstram a grande variedade de substincias
quimicas isoladas de plantas que apresentam atividade farmacoldgica. Isto pode levar a
descoberta de novos compostos uteis para o desenvolvimento de novos farmacos, e a

pregos mais acessiveis para a maioria da populacao (DA SILVA, 2000).
1.2 FAMILIA SOLANACEAE: O GENERO SOLANUM L.

A familia Solanaceae descrita por Antoine Laurent de Jussieu compreende 94
géneros, com 2.950 espécies subcosmopolitas, sendo 56 géneros espontaneos na
América do Sul, dos quais 25 sdo endémicos. Entre estes, encontram-se arvores,
arbustos, lianas e ervas, muitos desses com grande ocorréncia no Brasil

(MABBERLEY, 1997). Os principais géneros estao distribuidos em duas subfamilias:
a) Solanoideae, na qual se encontram os géneros:

e Capsicum, uma das inumeras pimentas vermelhas e amarelas usadas
como condimento, de onde se isolou, entre outros diversos compostos, a

capsaicina, apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura da Capsaicina

® Datura, como a Datura stramonium, € outras relevantes espécies de
importancia farmacolédgica pela presenca de inumeros alcaldéides como a hioscinamina e

hioscina que sao mostradas na Figura 3 (DI STASI et al, 2002).
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Figura 3. Estruturas da hiossiamina e da hioscina

e Solanum, com inumeros representantes no Brasil, como o jua-bravo, fumo-

bravo, cuvitinga e outras espécies, amplamente usadas como alimento e que possuem



elevado valor econdmico, como é o caso da batata-doce e das mais variadas batatas;

Lycopersicum, do famoso tomate.
b) Cestroideae, na qual se destacam os géneros:

® Nicotiana, da famosa espécie Nicotiana tabacum, fonte de nicotina,
usada como ferramenta farmacoldgica e, ainda do ponto de vista comercial e
social, uma importante espécie cuja indastria do fumo movimenta milhdes de
dolares anualmente, mas que causa problemas de satide extremamente sérios e

graves. A Figura 4 apresenta a estrutura da nicotina. (DI STASI et al., 2002).

Figura 4. Estrutura da Nicotina

Estes dados mostram a enorme importancia dessa familia botanica tanto do
ponto de vista farmacoldgico, visto que inclui inimeras espécies fontes de compostos
quimicos de grande relevancia na farmacologia ¢ na medicina moderna, como por
compreender espécies vegetais de amplo valor econdmico e de grande utilizagdo na
alimentacdo humana. Em estudos realizados muitas das espécies da familia Solanaceae

foram referidas como medicinais, sendo algumas delas:

® Brunfelsia grandiflora D. Don — Conhecida popularmente na regido
amazonica como maliaca. E, em outras regides, pelos nomes de manaca-da-

serra, managa-caa, gamba, manaca-agu e jerataca.

Na regidao amazonica, a infusdo das folhas ¢ considerada excelente para diminuir
a febre. Mabberley (1997) refere que as folhas e cascas da espécie sdo usadas na

Amazodnia como alucindgenas.

® Physalis angulata L. — Chamada, na regido amazodnica, de camapu. Em
outras regides também ¢ conhecida como bucho-de-ra, joa, jud-de-capote, mata-

fome, tomate silvestre e cereja-de-inverno.



Na regido amazodnica, o chd de sua raiz ¢ utilizada para o tratamento de
problemas do figado e contra maléria. O ché preparado com raiz de camapu misturada
com raiz de acai, jurubeba e pega-pinto ¢ utilizada contra doenca nervosa. A seiva dessa
espécie ¢ calmante e depurativa, util contra reumatismo; os frutos sdo desobstruintes,
diuréticos e resolutivos (CORREA, 1984); em Minas Gerais, sdo utilizados para os
mesmos fins (GAVILLANES et al., 1982); no Pard, o chad da raiz ¢ considerado util
contra problemas do figado, contra inflamacgdes, tosse e dores no corpo (AMOROZO &
GELY, 1988); na Paraiba, o uso interno da planta toda ¢ tido como util contra

problemas renais (AGRA, 1980).

® Solanum tuberosum L. — Na regido do Vale do Ribeira, a espécie ¢ conhecida
como batata e comumente denominada batata-inglesa ou batatinha. Na mata atlantica, a
infusdo das folhas ¢ usada contra disturbios do estomago (DI STASI & HIRUMA-
LIMA, 2002).

O género Solanum ¢é considerado um dos maiores e mais complexos entre as
angiospermas. Este ¢ compreendido por 1000 espécies (Darcy, 1991) e
aproximadamente 3000 variedades sdo descritas na literatura (NEE, 1991). O género ¢
bem representado no Brasil e estd amplamente distribuido no norte e sul e em diversas
regides fitogeograficas, sendo muitas das espécies endémicas destas regides (AGRA,

1999).

No nordeste do Brasil, muitas espécies de Solanum sdo usadas na medicina
popular e sdo comumente chamadas de jurubeba, sendo esta palavra originaria do tupi-
guarani, yu'beba, que se refere a presenga de espinhos em algumas delas (AGRA,

1999).

As primeiras descrigdes para o género foram realizadas por Linnaeus, no Species
Plantarum (1753), onde foram descritas 23 espécies, entre Europa e Africa sendo
algumas exoticas e outras cultivadas. Em 1813, Michel-Felix Dunal's descreveu 235

espécies, € em 1816 em uma 2° edigdo, foram incluidas 321 espécies (KNAPP, 2002).

George Don (1837) enumerou e descreveu 406 espécies de Solanum, sendo que
G.G. Walpers (1844) seguiu o sistema de Don's e listou 435 espécies e mais 72 das
quais se tinham informagdes incompletas. A maior descricao para o género Solanum foi

feita por Dunal em 1852, onde foram listadas 900 espécies.



Desde 1852 muitas novas espécies tém sido descobertas e descritas, elevando o
numero de nomes entre 3000 ¢ 5000, tornando a classificagdo do género um pouco
problemadtica, e fazendo com que o tratamento taxonOmico seja feito distribuindo o

género em pequenos grupos.

Linneaus (1753) dividiu o género em dois grupos o Inermia, ou espécie
desarmada, e Spinosa, ou espécie armada. Dunal (1813,1816) dividiu o género
similarmente. Suas categorias foram Inermia, ou Solanums desarmada, e Aculeata, ou
Solanums armada. No Prodromus (1852) ele dividiu o género Solanum dentro de duas
secdes (“sectio”) que foram basicamente as mesmas. Ele nomeou Pachystemonum,
espécies fortes com espinhos cilindricos e que ndo furam, e Lepfostemonum, espécies
com espinhos atenuados, tricomas e que freqlientemente furam. Novos tratamentos para
a taxonomia e classificagdo do género Solanum, desde o trabalho de Dunal em 1852,

tem sido relativamente poucos e limitados (KNAPP, 2002).

1.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DO GENERO SOLANUM L.

O género Solanum apresenta grande importancia econdomica. Espécies de
Solanum produzem uma grande variedade de saponinas esteroidais e alcaldides
responsaveis pela resisténcia contra alguns agentes patogénicos. Cerca de 200 alcaldides
com bases esteroidais diferentes (esqueletos colestano com 27 atomos de carbono
divididos em 5 tipos de estruturas) ja foram isolados e se apresentam na planta na forma

livre e como glicoalcaldide (ATTA-UR-RAHMAN & CHOUDHARY, 1998).

Dos muitos compostos que compdem o perfil dos metabodlitos especiais das
plantas, os glicoalcaldides estdo entre os mais interessantes ndo somente por razdes
quimicas e bioldgicas, mas também por exercerem uma importante influéncia em véarios
aspectos da atividade e comportamento humano. Cerca de 75 estruturas do tipo aglicona
que ocorrem naturalmente (alcaminas) s3o conhecidas e apresentam esqueleto colestano
C,7 com um anel adicional contendo nitrogénio ou grupos que dao basicidade e algumas

das atividades bioldgicas.



Esteroides alcaloidais e outros glicosideos ocorrem em numerosas espécies do
género Solanum que demonstram possuir diversas atividades bioldgicas, incluindo
antifungica, antiviral, moluscicida, teratogénica e embriotoxica. Preparacdes contendo o
glicosideo solasodina sdo atualmente utilizadas para certos tipos de cancer (CHAM et
al, 1980). Espécies deste género também possuem flavonoides, como o tilirosideo
(representado na Figura 5) extraido dos tricomas de Solanum crinitum Lam,
(ESTEVES-SOUZA et al, 2002) e s@o muito interessantes devido as suas atividades
farmacoldgicas como antimicrobiana e antivirais (ESTEVES-SOUZA, 2003). Em
adi¢do, uma porg¢ao significante das atividades bioldgicas dos glicoalcaloides originam-
se da porgao oligo sacaridica, incluindo cinco unidades monossacaridicas e usualmente

ligadas no carbono 3 (SILVA, 2002).

Figura 5. Estrutura do flavonoéide Tilirosideo

Embora sejam chamados glicoalcald ides, alguns destes compostos também
apresentam caracteristicas de saponinas. Muitos glicoalcloides exibem dois principais
tipos de atividades biologicas que refletem a natureza quimica ‘“dual”: Atividade
antiacetilcolinesterase remanescente de alguns alcaldides e a propriedade de lise da

membrana, similar as saponinas (DA SILVA, 2000).

Os glicoalcaldides causam efeitos toxicos, como por exemplo, em
microorganismos ¢ plantas, a toxidez ¢ geralmente manifestada prejudicando o
crescimento, desenvolvimento, permeabilidade ou metabolismo. Em animais inferiores
a atividade alimentar, crescimento, desenvolvimento e mortalidade sdo os parametros
mais comumente quantificados enquanto que, em mamiferos de laboratoério uma grande
variedade de parametros fisiologicos/farmacologicos sdo registrados os quais variam em
natureza e intensidade. Informagdes de toxidez em humanos aparecem principalmente
como casos de envenenamento acidental (somente poucos casos experimentais foram

registrados).



Embora uma variedade de efeitos seja produzida pelos glicoalcaloides, muitos
resultam de um limitado nimero de agdes bioquimicas. Um dos mais conhecidos destes
¢ a capacidade para romper a membrana celular e causar a perda dos solutos vitais, os
glicoalcaloides podem também inibir a acdo da enzima acetilcolinesterase, um efeito
que ¢ obviamente limitado a animais em que o sistema nervoso central ¢ bem
desenvolvido. Em organismos mais complexos ¢ dificil saber o exato modo da toxidez
devido a variedade de células diferentes e tipos de organismo que podem ser afetados,
tais como a presenca de sistemas de transportes, absor¢do diferente, metabolismo,

caracteristicas excretoras, etc (RODDICK, 1996).

Sobre o rompimento das membranas, a primeira opinido favorece as
propriedades surfactantes dos glicosideos anfipaticos como a base de atividades. Porém,
a demonstracdo de que o glicoalcaloide do tomate, a-tomatidina, forma in vitro um
complexo molecular estavel 1:1 com 3B-hidroxi esteroides, como o colesterol, veio
contribuir para resolver esta questdao. Os esteroides livres ajudam a estabilizar a camada
de lipideos de membranas eucaridticas, mas acredita-se que a ligagdo com os
glicoalcaloides comprometa este papel levando a perda de permeabilidade (RODDICK,
1996).

1.4 OS ESTEROIDES
1.4.1 Importancia Econémica e Farmacolégica

Os esterdides produzidos no mundo podem ser agrupados convenientemente do
seguinte modo: andrégenos (hormonios sexuais masculinos), estrégenos e progesteronas
(hormdnios sexuais femininos) e corticosterdides. Drogas esteroidais possuem uma
vasta gama de aplicacbes e s3o wusadas como antiinflamatorios e agentes
anticancerigenos, tratamento de desordens por deficiéncia hormonal, como
contraceptivos orais e agentes anabolicos. A industria de hormodnios esteroidais
empregou no passado substancias de origem animal como o colesterol e os acidos
biliares, como material de partida para a sintese de hormonios sexuais (progesterona e
testosterona, representados pela Figura 6, etc). e adrenocorticais (cortisona,
aldosterona, etc). A preemente busca por fontes alternativas de matéria-prima para a

sintese de hormonios esteroidais resultou, no final da década de 40, no desenvolvimento



das sapogeninas esteroidais obtidas de plantas com possibilidades inusitadas (OASHI,

1999).
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Figura 6. Hormonios sexuais Progesterona e Testosterona.

As sapogeninas esteroidais sdo de considerdvel importancia econdmica como
precursoras de muitos  esterdides  farmacologicamente  ativos, inclusive
anticoncepcionais de via oral, de corticosterdides e de hormonios sexuais. A sapogenina
de maior importancia econdmica ¢ a diosgenina, cuja extragdo ¢ feita quase que
inteiramente das espécies dioscoreas. Entretanto, a industria baseia-se na coleta de
plantas, que estdo se tornando raras em algumas areas e a cada dia torna-se mais dificil e

mais dispendioso explorar as fontes selvagens inexploradas anteriormente.

Figura 7. Estrutura da Diosgenina

Outra sapogenina esteroidal obtida comercialmente ¢ a hecogenina, a qual ¢
extraida do suco do sisal, o produto descartado durante o processo de desfibramento das
folhas da Agave sisalana Perrine. Devido ao grupo cetonico no C-12 a hecogenina ndo ¢
apropriada para a manufatura de anticoncepcionais de uso oral, mas ¢ ideal para a
sintese de corticosterdides. O consumo mundial de esterdides assume na época atual
grandes propor¢des. O movimento mundial de venda de hormdnios sexuais, drogas
antiinflamatorias, anovulatorios e outros medicamentos de natureza esteroidal é da

ordem de bilhdes de dolares por ano (OASHI, 1999).



Figura 8. Estrutura da Hecogenina

Por volta de 1940, com o trabalho pioneiro de Marker, surgiu o primeiro
processo industrial para a sintese de hormdnios esteroidais, a partir da diosgenina
isolada de tubérculos do género Dioscorea (espécie de inhame), notadamente D.
composita e D. floribunda, espécies selvagens encontradas no México. Apesar da
crescente demanda por diosgenina ocorrida nos anos seguintes, um impasse comegou a
surgir: o extrativismo predatorio da produgdo mexicana fez com que o pais ndo
acompanhasse o crescimento da demanda mundial de hormonios e isso concorreu para
que a produ¢do de diosgenina perdesse seu lugar de destaque na economia mexicana

(OASHI, 1999).

Nesse sentido, a dificuldade no cultivo intensivo das dioscorias selvagens e as
restricdes do México a exportagao dos tubérculos e de diosgenina pura levaram os
grandes laboratorios a procurar novas fontes de matérias-primas. A Companhia Syntex,
de origem mexicana, foi a primeira industria de hormdnios esteroidais. Com a redugdo
de exploracao das dioscoreas pelo México, os laboratdrios comegaram a partir para a
busca de outras matérias-primas que pudessem oferecer esteroides, tanto a partir de
processos biotecnoldgicos (oxidagdes biologicas em posigdes estratégicas da molécula
de partida), como através do uso de outras fontes renovaveis e abundantes (OASHI,

1999)..

A Glaxo, de origem britanica, partiu para explorar a sua tecnologia quimica de
sintese parcial de hormonios esteroidais a partir de substancias isoladas do suco do
sisal. Foi assim que se deu inicio a utilizacdo de sapogeninas encontradas nas plantas,
como uma matéria-prima para a fabricacdo de fdrmacos tdo importantes (OASHI,

1999).



Entre as sapogeninas, a hecogenina ¢ a mais importante para a sintese de
corticoides. Ela ¢ matéria-prima na producdo de hormonios corticais, como cortisona,

cortisol, predinisolone, dexametasona, betametasona e outros (OASHI, 1999).

O aproveitamento da hecogenina a partir do sisal como alternativa de
diversificacdo do setor agricola brasileiro foi feito pelo professor Carl Djerassi, da
Universidade de Stanford, em 1966. A partir dai, nasceu a primeira tentativa nacional de

uma industria de hormonios esteroidais.

Os trabalhos sobre as sapogeninas existentes em plantas da familia das
Lilidceas, Amariliddceas e Discoridceas proporcionaram a descoberta de novas

substancias mais abundantes e mais adequadas para a sintese de hormdnios esteroidais.

Os hormonios hoje consumidos sdo produtos de transformagado de sintese parcial
cuja matéria-prima ¢ de origem vegetal ou animal. A matéria-prima que até
recentemente predominava no panorama mundial era a diosgenina (Figura 7), o
estigmasterol e o colesterol (representado na Figura 9). A hecogenina ainda ndo ocupa
um lugar relevante como matéria-prima para a sintese de esterdides, pois, como ponto
de partida, apresenta o inconveniente de ter sua molécula totalmente saturada. Esta
caracteristica obriga a incluir diversas etapas de transformagdes quimicas que levam aos

hormonios (OASHI, 1999).
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Figura 9. Estrutura do Colesterol

Dentre as substancias naturais, ja isoladas, destacam-se os glicoalcaloides
esteroidais e as saponinas esteroidais encontradas na maioria das plantas do género
Solanum. Estes s3o compostos de grande interesse na medicina tradicional, pois sdo
matérias-primas para a producdo de varios farmacos com diferentes aplicagdes

(BENTO).



Muitas das plantas da familia Solanaceae acumulam alcaldides esteroidais com
esqueleto basico colestanico (C,7), como encontrado na solasodina (Figura 12) e na
tomatidina (Figura 10), epimeros no atomo de carbono (Cj,). Estes alcaloides sdao
essencialmente andlogos nitrogenados das saponinas esteroidais, e estdo presentes como

glicosideos (SIMOES et al, 1986).
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Figura 10. Estrutura da Tomatidina

Os alcaldides esteroidais sao uma importante classe de metabolitos secundarios
que ocorrem em plantas e também em certos animais superiores e invertebrados
marinhos. Diferentemente de muitas outras classes de alcaldides, as bases esteroidais
ndo sdo derivadas de aminoéacidos. Biogeneticamente, eles sdo freqiientemente

chamados de “aminas esteroidais” ao invés de alcaloides propriamente.

Devido a similaridade estrutural com anabolizantes, hormonios esteroidais e
corticosterdides, os alcaldides esteroidais tém sido alvo de investigagcdes
farmacoldgicas. O interesse recente deve-se a demanda mundial de busca de material de
partida como os esteroides, devido a escassez de diosgenina. Muitos alcaldides
esteroidais podem ser convertidos em valiosos hormonios bioativos por reacdes
quimicas e microbianas. Muitos corticosteroides utilizados para o tratamento de doengas
de pele podem ser obtidos por conversio quimica de alcaldides esteroidais

estruturalmente parecidos (ATTA-UR-RAHMAN & CHOUDHARY, 1998).

Os alcaldides esteroidais sdao principalmente encontrados nas familias
Apocynaceae, Bruxaceae, Liliaceae e Solanaceae. A maioria dos alcaldides sdo toxicos
para mamiferos quando na forma glicosilada. Alguns glicoalcaldides encontrados no
género Solanum, freqiientemente presentes em quantidades relativamente pequenas,
podem provocar intoxicacdes alimentares quando em concentragdes maiores na dieta

humana normal, provocando problemas gastrointestinais e neuroldgicos. Esta toxidez



permitiu sugerir que os alcaldides participam do processo defensivo dos vegetais.

Virias atividades biologicas sdo atribuidas a tais produtos naturais.

Sdo conhecidos aproximadamente 1400 alcaldides esteroidais, que geralmente
ocorrem nas partes aéreas de muitas espécies do género Solanum. Os tipos mais comuns
sdo os espirolosanos, solanidanos, sendo que em muitos casos estes alcaldides sdo
glicosilados, como a solasonina, apresentada na Figura 11 (ATTA-UR-RAHMAN &
CHOUDHARY, 1996).

Figura 11. Estrutura do glicoalcaloide Solasonina

Nosso interesse no estudo de plantas medicinais na busca de novos principios
ativos, particularmente da familia Solanaceae, levou-nos a investigar as atividades
biologicas de diferentes espécies do género Solanum, bem como de suas fragdes ricas

em glicoalcaldides.



2.0 OBJETIVOS

Este trabalho tem como principais objetivos especificos:

* Coletar e enviar para identificacdo diversas espécies do género Solanum (Solanaceae),

visando as extra¢des das fragdes ricas em glicoalcaldides de seus frutos verdes.

e Isolar e caracterizar a presenca de solasodina da espécie com maior rendimento de
fracao glicoalcaloidal.

* Monitorar a fracdo glicoalcaloidal de Solanum crinitum Lam proveniente do Rio de

Janeiro e Paraiba utilizando a técnica de CLAE-EM.

* Realizar reagoes de esterificacdo e oxida¢ao com a solasodina

* Analisar a toxidez frente Artemia salina dos extratos brutos e fracdes glicoalcaloidais

das diferentes espécies de Solanum.

* Avaliar a acdo moluscicida frente ao Biomphalaria glabrata.



3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 EQUIPAMENTOS

* Espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H, "“C e correlagdes
Homonuclear e foram realizados em espectrometro Bruker modelo AC 200 (200
MHz, 'H e 50,3 MHz, 13C). Como referéncia interna foi usado tetrametilsilano
(TMS) e o solvente utilizado em todos os espectros foi CDCls;

* Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em espectrofotometro
Perkin-Elmer modelo 1605, série FTIR-1600, os valores das bandas de absorcao
foram medidos em niimero de nimeros de onda (cm™);

* Os espectros de massas (EM) acoplados aos correspondentes cromatogramas
foram obtidos através (CG-EM), aparelhos Hewlett-Packard, modelo HP-5890 e
HP-6890, operados a 70 eV (impacto de elétrons);

- Na cromatografia em camada fina (CCD) utilizou-se placas de aluminio com silica
Kieselgel 60 F 254, com 0,2 mm de espessura, com indicador de fluorescéncia
(Merck), reveladas com lampada ultravioleta de comprimento de onda 254 nm. Na
cromatografia em coluna utilizou-se como adsorvente silica gel 60, com particulas de

35-70 mesh (Merck);

* A remocdo dos solventes foi feita em evaporador rotatério, marca BUCHI,

* Os pontos de fusdo foram determinados utilizando-se aparelho Quimis Q-340s e
nao foram corrigidos;

 Utilizou-se balanga de precisdo com quatro casas decimais da OHAUS para a
pesagem do material;

* Foi utilizado aparelho de microondas Consul com 4500wats de poténcia.

*Para as analises de por CLAE, utilizou-se um Cromatografo da Shimadzu, Coluna
Slim-pack CLC-ODS (250 x 4.6 mm d.i.; tamanho de particula 5um), acoplado a
um espectrometro de massas triplo quadrupolo Quattro LC (Micromass,

Manchester, UK).



3.2 REAGENTES E SOLVENTES

Os solventes usados nas sinteses, recristalizacdes, extracdes, preparacao de
extratos, cromatografia em coluna e camada fina, foram todos de grau P.A. da Vetec,

Aldrich e MercK, sendo eles:

* Etanol * Eter etilico * DMSO
* Metanol * THF * Hexano
* Cloroformio *Piridina

* Diclorometano * Acetonitrila

Os reagentes utilizados nas sinteses foram das marcas Vetec e Aldrich:

*Acido acético * Cloreto de zinco

* Acido cinamico * Didxido de manganés

» Acido sulfurico * Hidréxido de aménio

* Anidrido acético * Hidréxido de soédio

* Acido cloridrico * Imidazol

* Celite * Oxido de Cromio (VI)

* Cloreto de benzoila * Permanganato de potéssio
* Carbonato de s6dio * Solasodina

* Ciclo pentanol * Sulfato de manganés

* Cloreto de sulforila * Trietilamina

Os solventes e as outras substancias utilizadas para os ensaios biologicos estao

descritas abaixo:

* Agua destilada * Gel de Silica * Cloreto de magnésio
* Agua mineral * Tween 80

* Cloreto de sodio ¢ Cloreto de potassio

* Cloreto de célcio * Sulfato de sédio

* Brometo de Potassio ¢ Carbonato de sodio



3.3 METODOLOGIA
3.3.1 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

3.3.1.a Solanum crinitum Lam

O extrato foi preparado a partir dos frutos verdes coletados no dia 31 de julho de
2003 em Seropédica, RJ. Depois de triturados obteve-se uma massa igual a 1,310Kg.
A planta foi identificada por comparag¢ao com escicata depositada no herbario do

Departamento de Botanica da UFRRJ.

3.3.1.b Solanum casico’ide

Os frutos foram coletados no dia 17 de maio de 2004 em Caieiras, SP. Depois de
triturados obteve-se uma massa igual a 86,59¢g utilizada na preparagao do extrato.

A planta foi identificada pela professora Maria de Fatima Agra, LTF-Setor de
Botanica da UFPB, e a escicata depositada no Herbario Prof” Lauro Pires Xavier
Jardim Botanico da Paraiba (JBP) UFPB.

3.3.1.c Solanum variable




Os frutos foram coletados no dia 17 de junho de 2004 em Seropédica, RJ.
Depois de triturados obteve-se uma massa igual a 35,27g que foi utilizada na preparacao
do extrato.

A planta foi identificada pela professora Maria de Fatima Agra, LTF-Setor de
botanica da UFPB, e a excicata depositada no Herbario Prof” Lauro Pires Xavier

Jardim Botanico da Paraiba (JBP) UFPB.

3.3.1.d Solanum lincocarpum -

Os frutos foram coletados no dia 17 de junho de 2004 em Seropédica, RIJ.
Depois de triturados obteve-se uma massa igual a 4,55g que foi utilizada na preparagdo
do extrato.

A planta foi identificada pela professora Maria de Fatima Agra, LTF-Setor de Botanica
da UFPB, e a excicata depositada no Herbario Prof” Lauro Pires Xavier Jardim

Botanico da Paraiba (JBP) UFPB.

3.3.1.e Solanum americanum

© USC Herbarium photo by Linda Lee

Os frutos foram coletados no dia 12 de fevereiro de 2004 em Seropédica, RJ.
Depois de triturados obteve-se uma massa igual a 341,29g que foi utilizada na

preparacdo do extrato.



A planta foi identificada pela professora Maria de Fatima Agra, LTF-Setor de
Botanica da UFPB, e a escicata depositada no Herbario Prof”™ Lauro Pires Xavier

Jardim Botanico da Paraiba (JBP) UFPB.

3.3.1.f Solanum seaforthianum

Os frutos foram coletados no dia 07 de Julho de 2004 na UFRRIJ - Seropédica,

RJ. Depois de triturados obteve-se uma massa igual a 154,29¢g que foi utilizadas para
preparagao do extrato.

A planta foi identificada pela professora Maria de Fatima Agra, LTF-Setor de

boténica da UFPB, e a excicata depositada no Herbario Prof” Lauro Pires Xavier Jardim

Botanico da Paraiba (JBP) UFPB.

3.4 Preparacao dos Extratos e Obtencao das Fracgoes Glicoalcaloidais

Os frutos verdes foram triturados e adicionou-se EtOH (90%) contendo 2% de
AcOH, sendo a mistura mantida em repouso por no minimo dois dias. Apos este
periodo o extrato foi filtrado e concentrado em rota-evaporador. Este procedimento foi
realizado 3 vezes para exaustdo do extrato.

Ao extrato bruto, ja concentrado, foi adicionado o mesmo volume de AcOH 10% e
deixou-se pernoitar em resfriamento. Filtrou-se em celite a vacuo, e a solugdo foi
adicionado NH4OH (em banho de gelo) em quantidade suficiente para obter pH 10.
Apoés pernoitar, filtrou-se a vacuo, sendo o filtrado descartado e o precipitado ja
constituia a fracdo rica em glicoalcaloides. O procedimento acima descrito foi 0 mesmo
para a preparacdao de todos os outros extratos e obtencdo de suas respectivas fragdes
glicoalcaloidais.

Foi efetuado um teste simples, em bancada, para confirmar a presenga de

glicoalcaloides nas fracdes. Este teste consistia em solubilizar uma pequena quantidade



da fracdo em acido acético e logo ap6s adicionar 2 gotas de reagente de Dragendorff,
sendo para o resultado positivo observado a formacao de precipitado.

Para verificar a presenca de solasonina nas fra¢des, foram realizadas CCD,
comparando as fragdes glicoalcaloidais das outras plantas, com a fra¢do glicoalcaloidal

da Solanum crinitum.

3.4.1 Obtencao e Purificacao de Solasodina

Apenas a fracdo contendo o glicoalcaldide solasonina da S. crinitum foi
hidrolisada para obtencao do alcaldide esteroidal. A fragdo foi solubilizada em EtOH /
HClconc.) (8:2) e mantida em refluxo por 2 horas, logo apos filtrou-se, e deixou-se em
repouso por uma noite. No dia seguinte filtrou-se, e com o filtrado preparou-se uma
suspensdao em agua ao qual se adicionou NH4OH (conc.) e mantendo-se em banho-
maria por 30 minutos, ap6s resfriamento, obteve-se o extrato bruto da solasodina.

A solasodina foi solubilizada em MeOH a quente sendo adicionado

posteriormente carvao ativo. Aqueceu-se novamente e filtrou-se a vacuo utilizando terra

de infusodria. A solasodina (Figura 12) foi recristalizada em MeOH.

Figura 12. Estrutura da Solasodina
3.5 Deteccao dos Glicoalcaléides de Solanum crinitum utilizando CLAE-EM

A separagdo dos glicoalcaldides presentes na fragdo glicoalcaloidal de S. crinitum
foi realizada utilizando-se uma coluna Slim-pack CLC-ODS (250 x 4.6 mm d.i.
tamanho de particula Spum).

Como fase modvel foi utilizada a mistura H,O: acetonitrila segundo o gradiente

mostrado na Tabela 1, com fluxo de 1,0 mL/min.



TABELA 1 — Gradiente de elui¢do da coluna no equipamento de CLAE-EM

Tempo (min.) Agua (%) Acetonitrila (%)
0 80 20
20 10 90
21 80 20
25 80 20

3.6 Reacoes de Esterifica¢ao Utilizando MW

3.6.1 Reacao Catalisada por Imidazol

o o
\/lkOH + HO@ imidazol \/lk o /Q
3 MIN.
Mw

Pesaram-se 100 mg de imidazol e 635 mg de 4cido cinamico, sendo
posteriormente homogeneizados em almofariz. Transferiu-se para uma placa de Petri

e adicionou-se 0,133 mL de ciclopentanol.

A reagdo foi exposta a irradiagdo em forno de microondas por 3 minutos
divididos em 6 exposi¢des de 30 s, com intervalos de mesmo valor entre cada uma.
Posteriormente extraiu-se com éter etilico, adicionou-se a solugdo sulfato de magnésio,

filtrou-se e deixou-se evaporar o solvente. (HIROSE et al, 2002).

O produto da reacdo foi identificado, utilizando a técnica de CG — EM e o

rendimento calculado em percentual de area relativa dos picos.

3.6.2 Reacao Catalisada por ZnCl,




Pesaram-se 50 mg de acido cindmico e 35,8 mg de Na,CO3; bem misturados e
transferiu-se para uma placa de Petri e adicionando-se 0,214 mL de ciclopentanol. O

meio reacional foi levado ao aquecimento de maneira similar ao item 3.6.1 (LIAO et al,
2003).

O produto da reacdo foi identificado, utilizando a técnica de CG—EM e o

rendimento calculado em percentual de area relativa dos picos.

3.6.3 Reacdo Catalisada por Gel de Silica

0 i, 0
_ SiLICA _
OH + HO - > o
MW
3min.

Pesou-se 50 mg de acido cindmico e misturou-se com uma pequena por¢ao de

silica, previamente ativada, adicionando-se gotas de diclomentano, para obter uma

melhor homogeneizacao.

Apés evaporar o solvente, a reacdo foi exposta a irradiacdo em forno de

microondas realizando-se os procedimentos ja citados anteriormente.

Tentando obter melhores rendimentos, repetiram-se as reacgdes utilizando
imidazol e ZnCl,, aumentando a exposi¢do a irradiagdo de microondas para 6 min.

divididos em 12 tempos de 30s com intervalos de mesmo valor.

O produto da reagdo foi identificado, utilizando a técnica de CG — EM e o

rendimento calculado em percentual de area relativa dos picos.

3.6.4 Reacao Utilizando Na,CO;

° LD
X" 0H . HO _NayCO; _ X 0
MW
3min.




Pesaram-se 50 mg de 4cido cinamico e 35,8 mg de Na,CO; bem misturados,
transferiu-se para uma placa de Petri e adicionou-se 0,214 mL de ciclopentanol. O meio
reacional foi levado ao aquecimento de maneira similar ao item 3.6.1 (HIEH et al,

2002).

O produto da reacdo foi identificado, utilizando a técnica de CG — EM e o

rendimento calculado em percentual de area relativa dos picos.
3.7 Reacoes de Esterificacao com a Solasodina

3.7.1 Reacao com Suporte de Gel de Silica

H
P
o

z—x

(o] (o]
Q/VJ‘ oM SILICA \)]\o
+ —_—
3 MIN.
MW

Misturou-se 50 mg de solasodina com 21 mg de dcido cinamico e uma pequena
por¢do de gel de silica, previamente seca em estufa a uma temperatura de 150°C por
aproximadamente 2 horas. Adicionou-se gotas de diclorometano para melhor
homogeneizagdo dos reagentes. Apds evaporar o solvente, transferiu-se os reagentes

para uma placa de Petri que foi exposta a irradiacdo em forno de microondas por 3 min.

O produto da reagdo foi identificado, utilizando a técnica de CG — EM ¢ o

rendimento calculado em percentual de area relativa dos picos.

3.7.2 Reacao com Suporte de Gel de Silica e H,SO4

H
:
0

(0]

\)LOH Q
H2S04 / siLicA w

3 MIN.
MW




Os procedimentos experimentais e estequiométricos foram similares aos ja
citados no item 3.7.1, a unica diferenca foi a adigdo de gotas de acido sulfurico

concentrado ao meio reacional.

O produto da reacdo foi identificado, utilizando a técnica de CG — EM e o

rendimento calculado em percentual de area relativa dos picos.

3.7.3 Reacao Solido-Solido

[e]

e [o]
Silica \)J\
3 MIN. o

MW

A reagdo foi realizada de forma similar as j& citadas, porém nio ocorreu a

adi¢do de catalisador acido e nao foi utilizado suporte de gel de silica.

3.7.4 Reacao da Solasodina com Imidazol como Catalisador

imidazol

3 MIN. o
MW

Misturaram-se 50 mg de solasodina, 55,3 mg de acido cinamico, 8,5mg de
imidazol, e transferiu-se a mistura solida para uma placa de Petri, onde foram

adicionadas gotas de diclorometano para melhor homogeneizar o meio reacional.

A placa de Petri foi levada para a exposicdo a irradiacio em forno de
microondas por 3 min. Divididos em 6 tempos de 30 s, com intervalos de mesmo
valor. Apds o término deixou-se esfriar, lavou-se com éter etilico para extrair o

produto, filtrou-se e deixou-se evaporar.

O produto da reacao foi identificado, utilizando a técnica de CG — EM e o

rendimento calculado em percentual de area relativa dos picos.



3.7.5 Reacao da Solasodina com Cloreto de Cinamoila

\\V/ﬂ\\o
trietilamina
—_—
REFLUXO

11 horas

3.7.5.a Preparacio do Cloreto de Cinamoila

Pesou-se 300mg de acido cinamico, transferiu-se para um baldo de 50mL onde
foi adicionado 0,60mL de SOCI,. A reagdo foi mantida em refluxo por 8 horas. Apds,

fez-se a destilagdo do meio reacional para a retirada do excesso de SOCl,.

3.7.5.b Reacao de Esterificacao

Pesaram-se 100mg de solasodina e 40mg de do cloreto de acido recém
preparado, transferiu-se para um baldo de 50mL, adicionou-se 30mL CHCI;,
previamente seco, € trietilamina. A reacdo permaneceu em refluxo por 11 horas,

havendo um acompanhamento por CCD.

Apos esse periodo, deixou-se esfriar, evaporou-se o solvente e preparou-se uma
coluna filtrante para purificar o produto. Utilizou-se como eluente, Hexano ¢ CHCls,
nos seguintes gradientes: Hexano puro, Hex./CHCl; (9:1), Hex./CHCl; (8:2),
Hex./CHCl; (7:3), Hex./CHCl; (1:1).

3.7.6 Reacao da Solasodina com Cloreto de Benzoila

trietiamina
Cl —_—
REFLUXO
8 HORAS




Pesou-se 100mg de solasodina, transferiu-se para um baldo de 50mL, onde
foram dicionados 0,028mL de cloreto de benzoila, 30mL de CHCI; e 5 gotas de

trietilamina. A reagdo foi mantida em refluxo por 8 horas.

Para a purificagdo do produto da reacdo, preparou-se uma coluna filtrante
utilizando como eluentes Hexano e CHCls, nos seguintes gradientes: Hexano puro,

Hex./CHCI; (8:2), Hex./ CHCl; (7:3), Hex./ CHCl; (1:1), Hex./ CHCls (2:8).

3.7.7 Reacao da Solasodina com Anidrido Acético

Ac,O/PY
24h / Tamb

Foram adicionados em um baldo de fundo redondo 230mg de solasodina, 2mL de
piridina e SmL de anidrido acético. Esta mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura
ambiente, por 24h. Apds o tempo de reacdo, adicionou-se 10mL de agua destilada,
extraindo-se o produto com CHCls. O excesso de piridina foi eliminado pela adigdo de
ImL de H,SO4 10%. O produto foi entdo novamente extraido com CHCl; e, a solugdo
seca com Na,SO4 anidro (SHIRINER, 1979). A fase organica foi evaporada e o
derivado acetilado foi obtido com 40% de rendimento (92mg). A obtencdo do produto

foi confirmada por RMN "°C e 'H.

3.8 REACOES DE OXIDACAO DA SOLASODINA
3.8.1 Reacio de Oxidacao Utilizando MnO,

3.8.1.a Preparac¢iao do MnO,

H,0
3Mn+2+2MnO4+OH- 2h20_>ra 5MIIOz+ 2H20




Adicionou-se simultaneamente, durante uma hora, uma solugdo de 2,8g de
sulfato de manganés em 3mL de dgua e 2g de NaOH em 5mL de agua em uma solugao
40% (p/v) de KMnOy, previamente aquecida. Este meio reacional ficou sob agitagao
por mais uma hora. O precipitado fino foi isolado por filtragdo a vacuo, sendo lavado
varias vezes com agua. O produto foi seco em estufa (100-200°) por duas horas antes

de ser utilizado.

3.8.1.b Reacio de Oxidacao

EtOH

MO
2 (9 4DIAS

TEMP. AMB.

Em um baldo de 50mL de capacidade, equipado com agitador magnético, ¢
septo de borracha, foi preparada uma solucao de solasodina 0,49g (0,0012mol) em SmL
de THF (seco) agitado sob atmosfera inerte (N,) e em seguida adicionou-se 103g (1,2
moles) de MnO,. Apds 3 horas sob agitagdo, fez-se andlise por CCF. A reacdo foi

mantida 4 dias, e o produto foi isolada por filtracdo, lavando com CH,Cl,.

3.8.2 Reacao de Oxidacao Utilizando PDC
3.8.2.a. Preparacio do PDC

Primeiro preparou-se o complexo adicionando 6,2x1072 moles de 6xido de
cromio (VI) em um baldo de 100mL e em seguida 50mL de piridina anidra
(previamente destilada). A solu¢do foi mantida sob agitacdo vigorosa por um periodo

de 10 a 15 minutos.

3.8.2.b. Reacio de Oxidacao

PDC o

15-22 HORAS

TEMP. AMB.




No préprio meio reacional em que foi preparado o PDC, em seguida adicionou-
se de uma so6 vez 0,3 mg (0,00073 moles) de solasodina diluida em 10mL de piridina
anidra. A mistura foi mantida em agitacdo por aproximadamente 30 minutos, e esta

permaneceu em repouso a temperatura ambiente por 15-22 horas.

A mistura foi despejada em 300mL de 4dgua destilada e extraida com 250mL de
éter divididos em trés porgdes. A extragdo com éter foi lavada sucessivamente com
acido hidrocloridrico 10% (em 3 parti¢cdes) e 25mL de carbonato de sdédio 10% e 25mL
de 4gua (HOLUM, 1961). Repetiu-se o mesmo procedimento, porém substituindo a

extragdo com éter por CHCl; na mesma quantidade.
3.8.3 Reaciao de Oxidacao Utilizando PCC
3.8.3.a Preparacio do PCC

Em um Becher contendo 61mL de HCI 6N, foram rapidamente adicionados 33g de
CrOs, sob agitacdo intensa. Apds 5 minutos, a solugdo homogénea foi resfriada a 0°C e
foram cuidadosamente adicionados 26,4mL de piridina. Quando se resfriou a mistura a
0°C, obteve-se um sdélido alaranjado (PCC) que foi filtrado e seco a vacuo durante 2

horas (CAREY, 1975).

3.8.3.b Oxidacao da Solasodina

H
ﬂl\IV\
PCC (0]
Refluxo -
3 Horas o

Em um baldo de fundo redondo de 250mL foram suspensos 40mg de PCC em
30 ml de CH,Cl, anidro. Dissolveu-se 870mg de solasodina em 40mL de CH,CI, e
adicionou-se a solu¢do de PCC com agitagdo magnética, e manteve-se em refluxo

durante 3 horas.



3.9 ENSAIOS BIOLOGICOS

Foram avaliadas a toxidez frente a Artemia salina Leach e a atividade moluscicida
frente ao caramujo Biomphalaria glabrata, dos extratos etandlico e das fragdes

glicoalcaloidais de 6 espécies do género Solanum, descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Espécies de Solanum utilizadas nos ensaios bioldgicos

Solanum variable

Solanum capsicoide

Solanum lycocarpum

Solanum crinitum

Solanum americanum

Solanum seaforthianum

3.9.1 Ensaio de Toxidez Frente a Artemia salina Leach

Para realizar o ensaio de toxidez, preparou-se uma solucdo salina artificial,
composta por (48g de NaCl, 3g de CaCl,.2H,0, 0,20g de KBr, 1,40g de KCL, 8¢g de
Na,S0y4, 0,4g de NaHCO; e 22g de MgCls.6H,0 para 2L de solugdo), que foi utilizada
como meio de cultura das ovas. Depois da solu¢do pronta, colocou-se as ovas no
criadouro e a solucdo até cobri-las totalmente. Tampou-se a parte contendo as ovas e
direcionou-se a luz para a parte descoberta, onde apds a eclosdo, as larvas passam por

fototropismo. As Artemias foram utilizadas ap6s 48 horas da eclosao.
3.9.1.a Procedimento para o Ensaio de Toxidez

Foram pesados 0,05g dos extratos e das fragdes glicoalcaloidais e solubilizados
em 2ml de DMSO, transferiu-se para um baldo de SmL e completou-se o volume com

3mL de solucdo salina. Desta solugdo, chamada de solugdo mae, retiraram-se 5



aliquotas de volumes diferentes que variaram de 38uL a 500uL. Transferiu-se a cinco

tubos de ensaio, sendo que cada dose foi preparada em quadruplicata.

A cada tubo, com a suas devidas doses, foram adicionados SmL de solugdo
salina medidos em uma bureta. Para comparacao dos resultados, utilizou-se uma
solucao controle, com os mesmos volumes que os ensaios com os extratos (500-38uL),
a partir de uma solugao estoque que continha 2mL de DMSO e 3mL de solu¢do salina,

também preparada em quadruplicata.

Utilizando-se uma pipeta Pasteur, pegou-se de 10-15 larvas que foram
colocadas nos tubos de ensaio. Elas ficaram expostas as amostras e ao controle por 24
horas, e apos este periodo realizou-se a contagem dos microcrustaceos vivos € mortos.

A Figura 13 ilustra o procedimento do ensaio.

l aliquotas

l J l l l Solugao estoque

Img/mL

Figura 13. Esquema para ensaio de toxidez geral frente a Artemia salina

Para o calculo da dose letal que mata 50% das larvas (DLs), utilizou-se o log da
concentragdo em funcdo da percentagem de microcrusticeos mortos (método
acumulativo) sendo obtidas curvas com perfil sigmoidal, fazendo-se necessario utilizar

a técnica estatistica de probitos (BIER, 1965).

As Tabelas de 3-8 apresentam os valores dos log das doses e dos
correspondentes probitos que foram utilizados para a confeccdo dos graficos e

posteriores calculos das DLs.



Tabela 3. Doses e porcentagens de larvas mortas para S. seaforthianum

Extrato Bruto Fragao Glicoalcaloidal
Dose (ul) | % de Mortos Probitos Dose (ul) | % de Mortos Probitos
125 84,00 5,99 50 54,00 5,10
120 63,00 5,33 47 25,00 4,33
115 39,00 4,72 45 6,00 3,36
110 15,00 3,96 40 2,00 2,67
100 2.00 2,95 38 0 0

Tabela 4. Doses e porcentagens de larvas mortas para S. lycocarpum

Extrato Bruto Fragao Glicoalcaloidal
Dose (ul) | % de Mortos |  Probitos Dose (ul) | % de Mortos | Probitos
500 100,00 7,33 500 81,00 5,88
300 91,00 6,34 300 34,00 4,59
200 70,00 5,52 200 11,00 3,77
100 45,00 4,87 100 3,00 3,12
50 9,00 3,66 50 2,00 2,95

Tabela 5. Doses e Porcentagens de larvas mortas para S. capsicoide

Extrato Bruto
Dose (ul) % de Mortos Probitos
500 100 7,33
300 96 6,75
200 76 5,70
100 13 3,87
50 0 0




Tabela 7. Doses e porcentagem de larvas mortas para S. crinitum

Tabela 6. Doses e porcentagem de larvas mortas para S. variable

Fracao Glicoalcaloidal
Dose (ul) % de Mortos Probitos
500 66 5,4
300 30 4,5
200 14 3,9
100 2 2,9
50 0 0

Extrato Bruto Fragao Glicoalcaloidal
Dose (ul) | % de Mortos | Probitos Dose (ul) | % de Mortos | Probitos
500 99 7,33 500 99 7,3
300 93 6,48 300 98 7,0
200 71 5,55 200 84 6,0
100 42 4,80 100 65 34
50 21 4,19 50 45 4.9

Tabela 8. Doses e porcentagem de larvas mortas para S. americanum

Extrato Bruto Fragao Glicoalcaloidal
Dose (ul) | % de Mortos |  Probitos Dose (ul) | % de Mortos |  Probitos
500 98 7,10 500 98 7,10
300 86 6,10 300 92 6,40
200 56 5,20 200 78 5,80
100 36 4,60 100 51 5,00
50 15 3,90 50 20 4,20




3.10 Ensaio Moluscicida Frente ao Caramujo Biomphalaria glabrata

Os ensaios para a avaliagdo moluscicida, consistiam basicamente na introducao
do extrato da planta ou fracao glicoalcaloidal em um recipiente contendo os caramujos.
Apo6s um determinado tempo, que para o ensaio preliminar foi de 24-48 horas, e para o
definitivo 24-72 horas, realizou-se a observacdo do numero de caramujos vivos e

mortos.

Aliquotas da Amostra

l
] =
@
@

Solugao Estoque

B

1mg/mL

N

Figura 14. Esquema para o ensaio moluscicida frente ao caramujo
Biomphalaria glabrata

3.10.1 Materiais e Procedimentos para o Teste Moluscicida

1- Utilizaram-se caramujos entre 8-10 mm de didmetro (adultos)
2- Agua desclorada (mineral)

3- Provetas

4- Copos de 125mL e de 250mL para cinco concentragdes, (n=5).
5- Tween 80 (detergente para ajudar na solubilizagdo da amostra)
6- Céapsula de porcelana

7- Baldes volumétricos



8- Solucdo estoque com concentragdo de Img/mL apds pesar a amostra, eram
adicionados 1-2 gotas de tween 80 e posteriormente agua ate completar o

volume para 125 mL.

9- Para o ensaio preliminar foi transferida uma aliquota da solucdo estoque
(comegando pelo volume referente a 100pug/mL) e completado o volume para
125mL, em seguida mergulhou-se 5 caramujos, (a relacdo ¢ sempre de 25ml de
solugdo por caramujo). Apds 48 horas de exposicao, foi verificado se a amostra
apresentou atividade, quando ativo, foram realizado ensaios nas concentragdes

de 80ug/mL, 70ug/mL, 50ug/mL e 10pg/mL.

10- Para o ensaio definitivo as concentracdes foram escolhidas de acordo com o
resultado do ensaio preliminar. Aliquotas da solu¢do estoque (também de
Img/mL) foram completadas com agua mineral para dois copos de 250mL, em
seguida 10 caramujos foram mergulhados. Cada concentragdao foi avaliada em

duplicata utilizando 20 caramujos por concentracao.

11- Depois de 24 horas observou-se o comportamento dos caramujos, € apos 48
horas os caramujos foram transferidos para um a placa de Petri e verificado se
havia reagdo aos estimulos provocados com uma espatula. Para confirmacao da
mortandade, os caramujos foram transferidos para um copo limpo, contendo

apenas agua e alimento. Depois de 24 horas, foi realizado um novo exame.

12- O controle foi feito com uma gota de tween 80 e agua, sendo os caramujos

transferidos para copos com 125mL ou 250mL (n=2).

13- O célculo da DLs foi realizado utilizando o log da concentracdo em fun¢ao da
percentagem de caramujos mortos, sendo obtidas curvas com perfil sigmoidal,

fazendo-se necessario utilizar a técnica estatistica de probitos (BIER,1965).



4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de diversas espécies da familia Solanaceae foi motivado pela grande
diversidade de atividades bioldgicas apresentadas pelo género Solanum. Assim, foram
estudadas seis espécies do género Solanum sendo elas: S. crinitum, S. variable, S.

americanum, S. lycocarpum, S. capsicoides e S. seaforthianum.

4.1 Obtenc¢ao dos Extratos, Fracoes Glicoalcaloidais, e da Solasodina de

Solanum crinitum Lam

A partir dos frutos verdes moidos das seis espécies foram preparados os
respectivos extratos em etanol e 4cido acético (8:2). Posteriormente, reservou-se uma
parte dos extratos brutos para a realizacdo de ensaios biologicos, € a outra parte foi
utilizada para a obtencdo das fragdes glicoalcaloidais, utilizando uma metodologia
especifica ja citada anteriormente na Parte Experimental.

A avaliacdo da presenga de glicoalcaldides foi realizada utilizando acido acético
e o reagente de Dragendorff que mostrou resultado positivo quando houve aparecimento
de precipitado, das seis espécies, a Uinica que ndo apresentou resultado positivo foi a S.
capsicoides. A presenga de solasonina foi investigada nas fracdes glicoalcaloidais, por
CCD em comparagdo com a fragdo de Solanum crinitum, cuja presenga ¢ majoritaria.

Os rendimentos dos extratos brutos foram calculados em relacdo ao peso dos
frutos moidos, e os rendimentos das fragdes glicoalcaloidais em relagdo aos extratos
brutos obtidos. Os respectivos valores de pesos e rendimentos estdo descritos na Tabela
3, sendo que as espécies S. crinitum e S. seaforthianum apresentaram-se mais ricas nas

fracdes glicoalcaloidais.



Tabela 9. Peso (g) dos frutos, extratos e fracdes glicoalcaloidais das espécies de

Solanum e respectivos rendimentos.

Espécies Peso frutos Extrato bruto Fracdo de glicoalcaloide
(g) Peso (g) | Rendimento (%) | Peso (g) | Rendimento (%)
S.variable 4,55 0,4 8,1 0,10 25
S.capsicoide 86,59 25,0 29,0 - -
S.lincocarpum 35,27 17,0 48,2 0,40 2,3
S.crinitum 1031 600 58,2 324,00 54
S.americanum 341,29 70,0 20,1 0,60 0,9
S.seaforthianum 154,29 30,0 19,4 13,00 43

Diante da maior disponibilidade dos frutos de S. crinitum encontrados em

abundancia no municipio de Seropédica, e em fun¢ao do maior rendimento obtido para

sua fracdo glicoalcaloidal esta espécie foi escolhida para o isolamento do alcaldide

esteroidal solasodina.

Apds a hidrolise da fragdo glicoalcaloidal de S. crinitum, obteve-se 29,50g de

solasodina, em estado seco e ndo purificada. A purificagdo da solasodina bruta foi

realizada por recristalizacgdo em metanol e carvao ativo sendo obtidos 22,50g do

alcal6ide puro, apresentando um rendimento de 3,73% em relagdo ao extrato bruto, a

estrutura da solasodina esta representada na Figura 15.
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Figura 15. Estrutura da solasodina




A solasodina obtida foi comparada com amostra padrao por CCD e, apresentou

ponto de fusdo na faixa de 200-202°C (201-202°C, SIGMA, 2001). Além disso, sua

estrutura foi confirmada por técnicas espectrocopicas.

A analise do espectro de RMN de 'H permitiu atribuir os seguintes sinais: dois
dubletos correspondentes a duas metilas secundarias (H-21 e H-27) em dy 0,81 ¢ 0,91,

e dois singletos para duas metilas terciarias, H-19 e H-18, que apareceram em 6y 0,99

e 0,78, respectivamente.

Os alcaldides do tipo espirosalanos tém dois anéis piperidinicos e tetra-
hidrofurano peculiares ligados em espiro, fornecendo perfil caracteristico ao espectro
de RMN de '"H. O multipleto com deslocamento quimico em campo baixo, em &y 4,24
corresponde ao hidrogénio metinico geminal (H-16) ao oxigénio do anel tetrafuranico.
Os hidrogénios metilénicos geminais ao nitrogénio (H-26 e H-26") t€ém deslocamentos

quimicos em & 2,61 (H-0) ¢ 2,56 (H-P). A Figura 16 mostra o espectro de RMN 'H.
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Figura 16. Espectro de RMN 'H da solasodina



No espectro de RMN de "°C foi observado a presenca do C-22, um carbono
quaternario com deslocamento em & 98,10 caracteristico de todos os alcaldides do tipo
espirosolano (RADEGLIA, 1977). A Tabela 10 mostra os valores dos deslocamentos
quimicos encontrados na literatura em comparacdo com os valores obtidos para o

produto isolado neste trabalho. A Figura 17mostra o espectro de °C.
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Figura 17. Espectro de RMN "°C da solasodina



Tabela 10. Atribui¢des para os deslocamentos quimicos de RMN °C para a solasodina
(RADEGLIA, 1977)

C Literatura (5) | Solasodina isolada (J)
1 37,3 37,4
2 31,5 31,5
3 71,7 71,8
4 423 424
5 140,9 140,9
6 121,3 121,5
7 32,1 32,3
8 31,5 32,2
9 50,2 50,2
10 36,7 36,8
11 20,9 19,5
12 40,0 40,0
13 40,5 40,6
14 56,6 56,7
15 32,1 32,2
16 79,0 78,9
17 62,9 62,5
18 16,4 16,5
19 19,3 19,5
20 41,3 42,4
21 15,2 15,4
22 98,4 98,4
23 34,1 34,2
24 30,3 30,4
25 31,5 31,8
26 47,7 47,8
27 19,3 19,4




4.2. Monitoramento dos Glicoalcaldides de Solanum crinitum por CLAE-EM

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (CLAE-EM) ¢ uma poderosa técnica analitica para identificar e/ou
monitorar a presenga de metabodlitos especiais de plantas. O trabalho de
fracionamento de um extrato vegetal pode ser abreviado pela obtencdo do perfil
cromatografico do respectivo extrato ou fragdo. Assim, através do tempo de retengdo
dos compostos eluidos no sistema cromatografico, o qual ¢ regido por parametros,
tais como: polaridade e peso molecular, ¢ possivel identificar ou monitorar suas

presengas.

Por outro lado, a obtencdo dos espectros de massas dos picos presentes nos
respectivos cromatogramas permitem inferir sobre os metabodlitos presentes na espécie
em estudo, e finalmente fazer a identificacdio dos mesmos (BRANCO e
PIZZOLATTI, 2002).

Diante disso, foram realizadas as analises por CLAE-EM da fragdo
glicoalcaloidal de Solanum crinitum, que de acordo com as placas de CCD,
apresentava trés diferentes glicoalcaloides. Apds a hidrélise da fracdo glicoalcaloidal
observou-se apenas um alcaldide com estrutura esteroidal: a solasodina (aglicona),
indicando a provavel diferenga apenas nas unidades de agucar.

O cromatograma referente a fracdo glicoalcaloidal de Solanum crinitum,
apresentou 3 picos de abundancias significativas com tempos de retencdo em 13,04,
13,66 e 14,39 s, sendo obtido o espectro de massas que forneceu fragmentos
correspondentes aos possiveis ions moleculares (M) com m/z = 868,74, 884,73 e
900,72. Esses ions moleculares poderiam ser atribuidos a trés diferentes estruturas
glicosiladas, sendo o pico m/z = 884,73 referente a solasonina (CHEN et a/, 1994).

Comparando-se os valores dos possiveis ions moleculares 868,74 e 900,72 com
a solasonina, pode-se sugerir que as estruturas dos glicoalcaloides apresentavam
diferengas apenas na natureza das unidades de a¢ticar. Complementando, os fragmentos
m/z 394,09 e 396,28 caracterizam a presenga do esqueleto esteroidal para os trés
glicoalcaloides.

Assim, as estruturas sugeridas para os glicoalcaldides podem apresentar trés
unidades de glicose (M = 868,74), duas de glicose ¢ uma ramnose (solasonina, M =

884,73) e o outro glicoalcaldide com uma glicose ¢ duas raminoses (M™ = 900,72). As



estruturas ndo foram propostas devido a dificuldade na separacdo dos glicoalcalodides e,
em funcdo da pequena quantidade da mistura ndo foi possivel a obtencdo de espectros
de RMN para a provavel elucidacdo. A Figura 18 apresenta o espectro de massas da

fracao glicoalcaloidal.
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Figura 18. Espectro de massas da fragao glicoalcaloidal de Solanum crinitum

Diante da possibilidade de coletar a espécie S. crinitum na cidade de Jodo Pessoa
(PB), tornou-se fato interessante realizar a comparacdo do perfil de metabdlitos
especiais com a coletada em Seropédica (RJ), devido as diferencas morfoldgicas
observadas e também em funcdo das variagdes de solo e clima. Através dos
cromatogramas e dos espectros de massas obtidos para as fragdes glicoalcaloidais dos
frutos das duas plantas foi possivel verificar que estas apresentavam caracteristicas
quimicas semelhantes, apesar das visiveis diferengas como a maior presenga de
espinhos e tricomas pela espécie do nordeste.

A comparagao dos cromatogramas e espectros de massas (Figura 19) permitiu

visualizar a semelhanca dos metabolitos da classe dos glicoalcaloides.
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Cromatograma de Solanum crinitum de Joao Pessoa (Paraiba)

Figura 19. Cromatogramas e espectros de massas das plantas coletadas no

Rio de Janeiro € em Jodo Pessoa




4.3 Reacoes Utilizando a Solasodina

O interesse em realizar modificagdes estruturais na solasodina, deveu-se a
estudos anteriores, onde se avaliou sua atividade citotoxica frente a células do
carcinoma de Ehrlich e da leucemia humana K562. Os ensaios também foram
realizados com o glicoalcaldide solasonina. Os resultados indicaram atividade
citotoxica significativa para a solasonina, e baixa atividade para a solasodina,
indicando assim, a importancia da presenca dos agucares na estrutura do glicoalcadide
(ESTEVES-SOUZA, 2002), justificando assim, o interesse na busca de novos

derivados da solasodina.

As reagOes de esterificacao classica, envolvendo a solasodina ¢ o cloreto do
acido cindmico ndo forneceram resultados positivos, como também, as reagdes entre a
solasodina e o 4cido cindmico que foram realizadas com suporte s6lido de gel de silica,
com ou sem catalisador acido (H,SO4) sob irradiagdo de microondas. Este fato foi
confirmado por CCD, em que se comparou o produto da reacdo com o padrio de
solasodina e &cido cinamico, tendo como eluente CHCl;:MeOH (9,5:0,5). O resultado
negativo também foi verificado para a mesma rea¢do sem suporte de gel de silica

(reacgdo solido-solido). A Figura 20 ilustra as equagdes para as reacdes realizadas.
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Figura 20. Equacdes das reacdes da solasodina com acido cinamico

Esses resultados negativos motivaram-nos a buscar novas alternativas para a

possivel esterificagdo da solasodina sob irradiagcdo em forno de microondas.



4.3.1 Estudo da Metodologia para as Reacoes de Esterificacio

Inicialmente foram realizadas reag¢des utilizando o sistema ciclopentanol e acido
benzoico com diversos catalisadores como ZnCl,; imidazol; Na,COs; gel de silica e
H,SO4, expostas a irradiacdo em forno de microondas, como modelo para posterior

utilizagdo com a solasodina.

As aplicagdes do aquecimento de irradiagao sob microondas tem sido utilizadas
em pesquisas de diferentes areas. Estas incluem a preparacdo de amostras para analise,
tecnologia em polimeros, cerdmica e decomposicdo de alcanos. A técnica tem também
uso estabelecido em processos de decomposicdo como na hidrélise de proteinas e
peptideos. Aplicagdes em sinteses inorganicas e organicas, em estado solido, t€ém sido

também muito beneficiadas por esta tecnologia (CADDICK, 2001).

As reagdes com os cinco catalisadores (ZnCl,, imidazol, Na,COs3, gel de silica e
H,S0,), foram realizadas em forno de microondas doméstico, mantendo-se sempre a
mesma poténcia e o tempo de exposicao a irradiagdo. Dentre os cinco catalisadores
testados as reacdes que forneceram resultados satisfatorios foram aquelas em que se

utilizaram o ZnCl, , imidazol ou 0 H,SOs.

Estas reagdes foram monitoradas por cromatografia gasosa, ¢ a formacao dos
produtos foi confirmada por espectrometria de massas (CG-MS). Pode-se confirmar a
formacdo do éster proveniente do 4cido cinamico e ciclopentanol, através da analise
dos espectros de massas que apresentaram pico de ion molecular M' 216, e alguns
sinais correspondendo aos fragmentos: m/z = 103, 131, 149, comuns nas reagdes
utilizando-se os trés catalisadores citados acima. A Figura 21 apresenta a estrutura do
¢éster do cinamato de ciclopentila e as Figura 22 e 23 mostram o espectro de massas e
os principais fragmentos sugeridos para o éster cinamato de ciclopentanila obtido na
reacdo de esterificacdo utilizando o ZnCl,, escolhido dentre os trés catalisadores que

apresentaram o mesmo perfil.



Figura 21. Estrutura do cinamato de ciclopentila
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Figura 22. Espectro de massas do éster cinamato de ciclopentila
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Figura 23. Principais fragmentos para o éster cinamato de ciclopentila




Os calculos dos rendimentos dessas reagOes foram realizados através da area
relativa percentual para o pico do produto, em relacao a area do pico do reagente com
estequiometria limitante, obtendo-se 77% para a reagdo catalisada por ZnCl, em area
relativa, 47% para a catalisada por imidazol e 62% para a reagdo com H,SO4 como
catalisador, sendo que todas foram realizadas em poténcia maxima do forno de

microondas.

Tentando melhorar os rendimentos das rea¢des utilizando o imidazol e o ZnCl,
como catalisadores estas foram repetidas mantendo-se os meios reacionais expostos as
irradiacdes de microondas por mais tempo, porém diminuindo a poténcia do aparelho.
Os resultados observados ndo foram satisfatorios, pois, ndo houve um aumento nos

rendimentos, ocorrendo em alguns casos até uma diminui¢do da formag¢ao do produto.

Os rendimentos das reagdes do ciclopentanol e 4cido benzdico frente aos

diversos catalisadores estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Rendimentos das reagdes do ciclopentanol com acido benzoico com

diferentes catalisadores.

Catalisador Tempo Poténcia Rend. em
(min.) (W) area relativa
(%)
ZnCl, 3 10 77
ZnCl, 6 10 36
ZnCl, 6 5 35
Imidazol 3 10 47
Imidazol 6 10 17
Imidazol 6 5 0,5
H,SO4 6 5 62
Na,CO; 3 10 Nao reagiu
Gel de Silica 3 10 Nao reagiu

4.3.2. Reacoes de Esterificacio da Solasodina

Assim, a reagdo da solasodina com o acido cindmico foi realizada sob irradia¢ao
de microondas utilizando os catalisadores que apresentaram melhores resultados, ou
seja, na presenca de imidazol e ZnCl,. Os produtos foram isolados através da extragao
com CHCI; e foram analisados por CG-EM, sendo que puderam ser observados
fragmentos importantes provenientes da fragmentacdo do éster formado entre a

solasodina e o 4cido cinamico.



O ion molecular nao pode ser observado nos espectros de massas. A Figura 24 mostra

os principais fragmentos sugeridos para o éster cindmico da solasodina.
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Figura 24. Principais fragmentos para o Ester cindmico da solasodina

A solasodina também foi submetida a reacdo de esterificacdo frente ao anidrido
acético utilizando piridina como catalisador. A reagdo apresentou-se bem eficiente, apos
48 horas de reagdo, foi possivel extrair o produto com facilidade obtendo-se 92mg do
acetato, o que correspondeu a um rendimento de 40%. A estrutura do produto obtido

esta representada pela Figura 25.

Figura 25. Estrutura da solasodina acetilada.

A solasodina acetilada foi caracterizada através dos espectros de RMN 'H e de
BC. O espectro de RMN de "*C mostrou deslocamento quimico para o C-3 em & 70, 12,
caracteristico de alcool secundario acetilado em esqueleto esteroidal (BREITMAIER &
VOELTER, 1987), enquanto que o C-3 da solasodina em 6 71,7 (RADEGLIA, 1977),
além de absorcoes em o 170,13 e 21, 7, referentes aos carbonos carbonilico e metilico

do grupo acetila, respectivamente. A Figura 26 mostra o espectro obtido.
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Figura 26. Espectro de RMN °C da solasodina acetilada
4.3.3. Reacgoes de Oxidacao da Solasodina

Foram realizadas reagdes de oxidacao da solasodina utilizando-se trés reagentes
oxidantes diferentes o PDC, MnO; e o PCC, com o intuito de avaliar a técnica mais

eficiente tanto no rendimento quanto no isolamento.

A primeira reagdo de oxidac¢do foi realizada utilizando PDC, sendo que a
mistura reacional foi analisada por CCD observando-se a formacao do produto. Porém,
o processo de extracdo e de isolamento do produto foi muito dificultoso, fazendo-se
necessario a utilizagdo de uma coluna filtrante, o que acarretou em um rendimento
muito baixo. A formagdo da solasodina oxidada, que foi chamada de solasodinona, foi
confirmada pela espectroscopia de infra-vermelho que apresentou uma banda de
absor¢do em 1729cm™, caracteristica do grupo carbonila em cetonas. No entanto, a
banda larga de absor¢do em 3200cm™, indicou ainda a presenca do grupamento OH,

evidenciando a reagdo parcial de oxidagao.



A segunda técnica foi a oxidagdo utilizando MnO; onde, através de CCD pdde-
se verificar que esse oxidante ndo se apresentou muito eficiente devido a presenca de
muitas impurezas no produto formado, e da grande quantidade de solasodina que nao
havia reagido. Confirmou-se a formacdo do produto, através do espectro de infra-
vermelho que apresentou uma pequena banda de absorgdo em 1670cm™, confirmando a

presenca da carbonila.

A técnica em que se utilizou o PCC como agente oxidante foi a que forneceu
melhores resultados, tanto no rendimento como na pureza do produto. A formagdo do
produto foi confirmada por CCD, que apresentou uma mancha intensa atribuida a
solasodinona. O espectro de infra-vermelho também foi obtido, e apresentou uma
intensa banda de absorgdo em 1677cm’™, que confirmou a presenca da carbonila. A

Figura 27 mostra o espectro de infra-vermelho e a estrutura da solasodinona.
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Figura 27. Espectro de infra-vermelho e estrutura da solasodinona.



Os valores dos rendimentos obtidos nas reacdes de oxidacao da solasodina estdao

indicados na Tabela 12.

Tabela 12. Rendimento das reagdes de oxidacao da solasodina.

Oxidante Rendimento (%)
PDC 7,5
MnO, 25
PCC 30

Os espectros de RMN 'H e de °C foram obtidos para a solasodinona,
confirmando sua estrutura, através da comparacdo dos valores dos
deslocamentos quimicos com os correspondentes descritos na literatura
(RADEGLIA, 1977). O deslocamento quimico observado para o C-3 foi de o
199,40, e 125,7 para o C-4, valores tipicos de cetona o,B-insaturada
(BREITMAIER & VOELTER, 1987), indicando a ocorréncia do rearranjo
alilico para o H em posicao y a carbonila. A Figura 28 mostra os deslocamentos
quimicos da literatura para os carbonos envolvidos, e a Figura 29 o rearranjo

alilico
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Figura 28. Deslocamentos quimicos para a cetona 3,y (MAHATO &
KUNDU, 1994) e cetona a,p-insaturadas (BREITMAIER & VOELTER, 1987) ¢ os

valores, em vermelho e entre parénteses, obtidos neste trabalho.
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Figura 29. Rearranjo alilico sugerido para a solasodinona

4.4. Atividade Biologica

Foram realizados ensaios para a avaliacdo da toxidez geral frente a Artemia
salina Leach e atividade moluscicida frente ao caramujo Biomphalaria glabrata, dos
extratos brutos e das fragdes glicoalcaloidais das seis espécies de plantas do género

Solanum estudadas nesse trabalho.
4.4.1. Atividade Frente a Artemia salina Leach

Os laboratdrios de produtos naturais ou de sintese organica tém inserido dentro
de suas rotinas de isolamento ou monitoramento, diversos ensaios biologicos simples.
Geralmente, esses ensaios sdo pouco viaveis em laboratorios de quimica, pois estes ndo
estdo devidamente equipados para a realizacdo de bioensaios de rotina utilizando
animais tecidos ou oOrgdos isolados, fazendo-se necessario realizar ensaios com

procedimentos simples e rapidos (CAVALCANTE et al, 2000).

A letalidade de organismos simples tem sido utilizada para um réapido e

relativamente simples monitoramento da resposta bioldgica, onde existe apenas um



parametro envolvido: morte ou vida, e os resultados podem ser facilmente tratados
estatisticamente. O ensaio de letalidade permite a avaliagdo da toxidez geral e, portanto
¢ considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com

potencial atividade bioldgica (SIQUEIRA ef al, 1998).

Dentre esses bioensaios, encontra-se a toxidez sobre Artemia salina Leach
(TAS), que se caracteriza por ser de baixo custo e rapido. A Artemia salina ¢ um
microcrustaceo de 4gua salgada que ¢ utilizada como alimento vivo para peixes. O
primeiro trabalho relativo ao uso da TAS em bioensaios foi para avaliar residuos de
pesticidas. E a partir dai, inimeros artigos tém sido publicados na literatura em estudos
ambientais, utilizando produtos e toxinas naturais, além de extratos de plantas

(SIQUEIRA et al, 1998).

Os extratos brutos e fragdes glicoalcaloidais dos frutos verdes de S. crinitum, S.
americanum, S. lincocarpum e S. seaforthianum, como também o extrato bruto de S.
capsicoides, ¢ a fracdo de glicoalcaldides de S. variable, foram submetidos ao ensaio
frente a Artemia salina.

Foram preparadas solugdes-mae de 40% (v/v) de DMSO e solucdo salina.
Destas solu¢des foram retiradas aliquotas que variaram entre 500 — 38 pl que foram
adicionadas aos tubos de ensaio para a realizacdo dos testes. Os ensaios foram
realizados em quadruplicata para cada concentragdo. Os valores dos log das doses
versus os percentuais de larvas mortas permitiram a obtengdo de graficos com perfil
sigmoidal, que foram tratados estatisticamente pelo método dos Probitos (BIER, 1965)
e posteriormente submetidos a regressao linear. As equagdes assim obtidas permitiram
a obtencdo dos valores da dose letal que mata 50% (DLso). As Figuras 30 — 35
apresentam os graficos dos probitos dos porcentuais de larvas mortas versus log doses

ensaiadas e as equagdes que permitiram a obtencao dos valores de DLsy.
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Figura 30. Gréfico do probitos do % de larvas mortas x log dose ensaiada para

o extarto bruto e fragdo glicoalcaloidal de S. seafortheanum.

Apos a regressao linear foram obtidas as seguintes equagdes:

Extrato de S. seafortheanum

Probitos do % de larvas mortas = -65,43 (£5,72) + 34,10 (£2,79) log dose
R=0,9901 dp=0,1908 p=0,0012

Log DLso = 5-(-65,43) / 34,10 = -2,07 DLsp = 23,6 pg/mL

Fragdo de S. seafortheanum

Probitos do % de larvas mortas = -74,10 (£1,85) + 46,92 (+1,12)log dose
R=09994 dp=0,0929 p=5,69.10"

Log DLsyp = 5-(-74,10) / 46,92 =-1,69  DLsy= 1 ug/mL
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Figura 31. Grafico do probitos do % de larvas mortas x log dose ensaiada para

o extrato bruto e fracdo glicoalcaloidal de S. lycocarpum.

Ap0s a regressao linear foram obtidas as seguintes equagdes:

Extrato de S. lycocarpum

Probitos do % de larvas mortas = -2,28 (+1,47) + 2,84 (£0,65)log dose
R=0,9903 dp=0,2193 p=0,0012

Log DLso = 5-(-2,28) / 2,84 = 2,60

DLso = 80 png/mL

Fragdo de S. lycocarpum

Probitos do % de larvas mortas = -2,42 (+1,40) + 2,89 (+0,62)log dose
R=0,9296 dp=0,5123 p=0,0222

Log DLsp = 5-(-2,42) / 2,89 = 2,56

DLsy =70 pg/mL
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Figura 32. Grafico do probitos do % de larvas mortas x log dose ensaiada para
o extarto bruto e fracdo glicoalcaloidal de S. crinitum.

Apos a regressao linear foram obtidas as seguintes equagdes:

Extrato de S. crinitum

Probitos do % de larvas mortas = -1,21 (£0,68) + 3,07 (£0,30)log dose

R=0,9861 dp=0,2375 p=0,0020

Log DLso=5-(-1,21) / 3,07 = 2,02

DLsp = 52,7 pg/mL

Fragao de S. crinitum

Probitos do % de larvas mortas = 0,46 (£0,65) + 2,53 (£0,29)log dose
R=0,9810 dp=0,5123 p=0,0030

Log DLso = 5-(0,46) / 2,53 = 1,80

DLso =13 pg/mL
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Figura 33. Grafico do probitos do % de larvas mortas x log dose ensaiada para

o extarto bruto e fracdo glicoalcaloidal de S. americanum.

Ap0s a regressao linear foram obtidas as seguintes equagdes:

Extrato de S. americanum

Probitos do % de larvas mortas = -1,55 (+0,85) + 3,09 (+0,38)log dose
R=0,9786 dp=0,2982 p=0,0037

Log DLso = 5-(-1,55) / 3,09 = 2,09

DLso = 25,20 pg/mL

Fragdo de S. americanum

Probitos do % de larvas mortas = -0,72 (+0,21) + 2,86 (£0,09)log dose
R=0,9984 dp=0,0737 p<0,0001

Log DLso = 5-(0,72) / 2,86 = 1,97

DLso = 18,70 pg/mL
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Figura 34. Grafico do probitos do % de larvas mortas x log dose ensaiada para

o0 extrato bruto de S. capsicoide.

ApOs a regressao linear foi obtida a seguinte equagao:

Extrato de S. capsicoide

Probitos do % de larvas mortas = -11,49 (£2,43) + 7,28 (£1,08)log dose
R=0,9686 dp=0,8481 p=0,0067

Log DLsp = 5-(-11,49) / 7,28 = -2,26

DLso = 40,00 pg/mL
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Figura 35. Gréfico do probitos do % de larvas mortas x log dose ensaiada para

a fracdo glicoalcaloidal de S.variable.

Apos a regressao linear foi obtida a seguinte equagao:

Fracdo de S. variable

Probitos do % de larvas mortas = -7,97 (+1,75) + 5,09 (£0,77)log dose
R=0,9667 dp=0,8473 p=10,0073

Log DLsyp = 5-(-7,97) / 5,09 =-2,90

DLsp = 160,00 pg/mL

Os valores de DLsy (ug/mL) obtidos nos ensaios de toxidez frente a Artemia
salina para os extratos brutos e fragdes glicoalcaloidais das diversas espécies de
Solanum estudadas estdo indicados na Tabela 13. Observou-se que todos os extratos
mostraram atividade significativa, sendo o de S. seafortheanum o mais ativo (DLsy =
23,6 ng/mL), enquanto que as fracdes alcaloidais foram mais ativas quando
comparadas aos respectivos extratos brutos. A fracdo de glicoalcaldides mais ativa
também foi de S. seaforthianum que apresentou DLsy = 1 pg/mL, e a menos ativa foi a

S. variable com DLsy= 160 ng/mL.



Tabela 13. Valores de DLs frente a Artemia salina para os extratos brutos e

fracdes glicoalcaloidais das espécies de Solanum.

Extrato Fracao
Espécie DLso ng/mL DLsp pg/mL Atividade®

S.seaforthianum 23,60 1,00 Ativa
S. lycocarpum 80,00 70,00 Ativa
S. capsicoide 40,00 n.t° Ativa
S. variable n.t. 160,00 Ativa

S. crinitum 57,70 13,00 Ativa

S. americanum 25,20 18,70 Ativa

*Considera-se ativa DLso < 1000 ug/mL; ®h. t.: ndo testada.

A Figura 36 mostra o grafico comparativo dos valores de DLs, para a toxidez

frente a Artemia salina das espécies de Solanum avaliadas.
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Figura 36. Grafico comparativo dos valores de DLsy para as espécies de

Solanum frente a Artemia salina.




4.4.2 Atividade Moluscicida Frente ao Caramujo Biomphalaria Glabrata

A doenca parasitdria esquistossomose ¢ o maior problema de saude em muitos
paises tropicais e mais de 300 milhdes de pessoas estdo infectadas. Os caramujos
aquaticos sdo os hospedeiros intermediarios para o parasita e por causa disto, a infec¢ao
¢ transmitida para os humanos através do contato com a agua contaminada,
principalmente em 4reas rurais com o fornecimento precario de 4gua para o consumo
doméstico e pobres instalagdes sanitdrias. A erradicacdo da doencga é impossivel com os
recursos disponiveis, entretanto o objetivo imediato € 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

irrigagdo (WHO,1993).

No Brasil 8 milhdes de pessoas sdo infectadas, com distribuicdo em vastas
regioes, desde Belém do Para até o Norte do Parand, com dois focos isolados em Santa

Catarina e um caso no Rio Grande do Sul ( CARVALHO et al, 1998).

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

1987).

Existe uma necessidade urgente de 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 estes habitam. Por esta razdo, tem-se aumentado a procura por substancias
derivadas de plantas com atividade moluscicida, na esperanga de que espécies
disponiveis localmente possam ser usadas para o controle da doenga em areas
endémicas (KLOOS & MCCULLOUGH, 1982; MARSTON & HOSTETTMANN,
1985, MARSTON & HOSTETTMANN, 1991).



Os extratos dos frutos verdes e as fracdes glicoalcaloidais de S. crinitum,, S.
americanum, S. lincocarpum e S. seaforthianum, bem como o extrato bruto S.
capsicoides e a fragdo glicoalcaloidal de S. variable, foram submetidos ao ensaio
moluscicidada frente ao caramujo Biomphalaria glabrata. Primeiramente foram
realizados ensaios preliminares (triagem, conforme Parte Experimental) para verificar a
existéncia ou ndo de atividade significativa. Os resultados dessa triagem estdo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Triagem da acdo moluscicida dos extratos brutos e fragdes

glicoalcaloidais das seis espécies do género Solanum

Espécies de Amostras Diametro dos | Concentragdes | Mortalidade | Atividade
Solanum testadas caramujos | testadas (ng/ml) (%)
(mm)
S. seaforthianum Extrato 12-13 100 0 Inativo
50 0
S. seaforthianum Fracao 12-13 100 100 Ativo
50 40 Ativo
S. crinitum Extrato 11-12 100 100 Ativo
50 0 Inativo
100
S. crinitum Fracao 11-12 80 100 Ativo
70
50
S. lincocarpum Extrato 9-10 100 0 Inativo
S. lincocarpum Fragdo 9-10 100 0 Inativo
S. americanum Extrato 9-10 100 0 Inativo
S. americanum Fracao 9-10 100 0 Inativo
S. variable Fracao 9-10 100 0 Inativo
S. capsicoides Extrato 9-10 100 0 Inativo

De acordo com os resultados observados na Tabela 14, verificou-se que apenas

as fragdes glicoalcaloidais de S. seaforthianum e S. crinitum, apresentaram atividade
moluscicida significativa, o que nos levou a realizacdo dos ensaios definitivos com
essas amostras.

Os ensaios definitivos foram realizados, segundo metodologia detalhada
descrita na Parte Experimental, utilizando concentra¢des que variaram entre 40 a 1
ug/mL, em duplicata para cada dose, sendo cada experiéncia realizada com 20
caramujos. A contagem dos caramujos mortos € vivos foi realizada apds 48 horas,

mantendo-se os ensaios em observacgao por mais 24 horas. Os graficos dos valores dos



log das doses versus os percentuais de caramujos mortos possibilitaram a obten¢do dos
valores de DLs, apOs o tratamento estatistico pelo método dos Probitos (BIER, 1965),
sendo posteriormente submetidos a regressdo linear. A Tabela 15 mostra os valores de
DLs, obtidos para as fragdes glicoalcaloidais de S. crinitum e S. seaforthianum frente

aos caramujos.

Tabela 15. Valores de DLs( para as fragdes glicoalcaloidais de S. crinitum e S.

seaforthianum frente a Biomphalaria glabrata.

Coeficiente de
Espécie DLso (ng/mL) correlagio”
S. crinitum 34,70 0,9647
S. seaforthianum 4,90 0,9358

a . ~ . ’ ~ . ~ .
Coecficiente de correlagdo obtido, apds regressdo linear, na equago para determinar

o valor de DLs,

As fragdes glicoalcaloidais das espécies S. crinitum e S. seaforthianum
apresentaram atividade moluscicida significativa que pode ser correlacionada com a
maior toxidez frente a Artemia salina, uma vez que estas também foram as mais ativas

frente a esse microcrustaceo, indicando a importancia do ensaio de toxidez geral.



5.0 CONCLUSAO

De acordo com os objetivos desse trabalho, pode-se concluir que:

1 — Das seis espécies de plantas do género Solanum estudadas, apenas Solanum
capsicoides ndo apresentou fragdo de glicoalcaldides e Solanum crinitum forneceu o

maior rendimento da fracao glicoalcaloidal.

2 - Através de CLAE-EM pode-se verificar que a fragao glicoalcaloidal de S. crinitum ¢é
constituida por trés diferentes glicoalcalédes, que possuem o mesmo esqueleto
esteroidal, variando apenas nas suas unidades de agucar. Esta técnica também permitiu
confirmar a semelhanga quimica entre as fracdes de glicoalcaldédes de S. crinitum
coletada em Seropédica-RJ e em Jodo Pessoa-PB, pois os cromatogramas apresentaram

o mesmo perfil.

3 - Nas reagdes de esterificagdo da solasodina realizadas pela técnica tradicional ndo foi
observado a formacao do produto, o que nos levou a buscar novas metodologias. Das
metodologias sintéticas testadas, as reagdes em que foram utilizados ZnCl,, imidazol e
H,SO4 sob irradiagdo em forno de microondas, respectivamente, forneceram o éster

cinamico da solasodina, que foi confirmado através de CG-EM.

4 - Os ensaios frente a Artemia salina Leach mostraram que, tanto os extratos brutos
como as fragdes glicoalcaloidais apresentaram toxidez significativa, sendo as fracdes de

S. seaforthianum e de S. crinitum, as mais toxicas.

5 - Diante do ensaio moluscicida frente & Biomphalaria glabrata, todos os extratos
brutos e algumas das fracdes glicoalcaloidais ndo apresentaram atividade significativa.
Porém, as fragdes de S. seaforthianum e S. crinitum, mostraram-se bastante ativas,

podendo este efeito ser correlacionado aos resultados do ensaio de toxidez geral.
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