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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo fitoquimico de Solanum campaniforme (Solanaceae), visando
o isolamento e elucidag@o estrutural de novos constituintes quimicos bioativos, bem como o
estudo do padrio de fragmentacdo por espectrometria de massas seqiiencial com ionizacao
por electrospray (IES-EM/EM) dos alcaldides obtidos. A investigagdo quimica realizada com
o extrato etandlico das folhas da referida espécie, através de métodos cromatograficos,
incluindo CLAE (fase reversa), resultou no isolamento e identificacio de dezenove
substancias, sendo quatro derivados fendlicos: éster etilico do acido caféico (SC-1), acido
caféico (SC-2), canferol-3-O-rutinosideo (SC-3) e tiramina (SC-4), e quinze alcal6ides
esteroidais: 22,23 a~epoxi-solanida-1,4,9-trien-3-ona (SC-5), 22,23 a~epoxi-solanida-1,4-
dien-3-ona (SC-6), 3,94-dihidroxi-22a,23 a+epoxi-9,10-seco-solanida-1,3,5(10)-trieno (SC-
7), 12f-acetiloxi-(25S5)-22 fN-espirosol-4-en-3-ona (SC-8), (25S5)-22N-espirosol-1,4-dien-3-
ona (SC-9), (255)-22/N-espirosol-4-en-3-ona (SC-10), 224,23 S-epoxi-solanida-1,4-dien-3-
ona (SC-11), 22,23 a-epoxi-10-epi-solanida-1,4,9-trien-3-ona (SC-12), 12f-hidroxi-(255)-
22 AN-espirosol-4-en-3-ona (SC-13), 22,23 a~epoxi-solanida-4-en-3-ona (SC-14), 22523 (-
epoxi-solanida-4-en-3-ona (SC-15), (E)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22a,23 a~epoxi-solanida-
1,4,9-trien-3-imina (SC-16), (E)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22@,23 a-epoxi-solanida-1,4-dien-
3-imina (SC-17), (Z£)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22a,23 aepoxi-solanida-1,4,9-trien-3-imina
(SC-18) e (2)-N-[8(4-hidroxifenil)etil]-22 &, 23 o~epoxi-solanida-1,4-dien-3-imina (SC-19).
Com excec¢do dos alcaldides SC-9 e SC-10, os quais estdo sendo relatados como produtos
naturais pela primeira vez, todos os demais sdo inéditos. As substancias isoladas tiveram suas
estruturas elucidadas por métodos espectrométricos (IV, IES-EM e RMN de 'He °C 1D e
2D), além de comparacdo com dados da literatura. O padrdo de fragmentacdo dos alcaldides
foi estabelecido com base nos experimentos EM/EM e os dados obtidos foram usados na
andlise de desreplicacdo destes compostos no extrato etandlico bruto das folhas da espécie em
estudo. O potencial citotéxico dos alcaldides majoritarios (SC-5 a SC-7) foi avaliado frente as
linhagens de células tumorais humanas: célon (HCT8), mama (MDA-MB-435), leucemia
(HL60) e cérebro (SF295), porém mostraram-se inativos. Estes compostos também foram
investigados quanto as suas propriedades antiofidicas frente ao veneno de Bothrops
pauloensis, mostrando significativos efeitos anti-miotdxico, anti-hemorrdgico e anti-
necrosante. Além disso, foi avaliado o efeito da tiramina sobre o metabolismo de animais com
dislipidemia e obesidade, a qual apresentou efeito terapéutico relacionado a redugdo dos
niveis de colesterol.

Palavras-chave: Solanaceae; Solanum campaniforme; alcal6ides esteroidais; derivados
fendlicos, desreplicacdo; atividade antiofidica.



ABSTRACT

This work describes the phytochemical investigation of Solanum campaniforme (Solanaceae),
aiming the isolation and structural elucidation of new bioactive chemical constituents, as well
as the study of their fragmentation pattern under electrospray ionization tandem mass
spectrometry (ESI-MS/MS) of the isolated alkaloids. The chemical investigation performed
with the ethanol extract from leaves of this species by chromatographic methods, including
HPLC (reverse phase), resulted in the isolation and identification of nineteen compounds,
being four of them phenol derivatives: caffeic acid ethyl ester (SC-1), caffeic acid (SC-2),
kaempferol-3-rutinoside (SC-3) and tyramine (SC-4), and fifteen steroidal alkaloids:
22,23 arepoxy-solanida-1,4,9-trien-3-one (SC-5), 22,23 a—epoxy-solanida-1,4-dien-3-one,
(SC-6), 3,94-dihydroxy-22a,23 o-epoxy-9(10)-seco-solanida-1,3,5(10)-triene (SC-7), 124-
acetoxyl-(255)-22 BN-spirosol-4-en-3-one (SC-8), (255)-22/N-spirosol-1,4-dien-3-one (SC-
9), (255)-22N-spirosol-4-en-3-one (SC-10), 22,23 f-epoxy-solanida-1,4-dien-3-one (SC-
11), 22a,23 a+epoxy-10-epi-solanida-1,4,9-trien-3-one (SC-12), 12f-hydroxy-(25S5)-22/N-
spirosol-4-en-3-one (SC-13), 22,23 a+epoxy-solanida-4-en-3-one (SC-14) and 225235
epoxy-solanida-4-en-3-one  (SC-15), (E)-N-[8’(4-hydroxyphenyl)ethyl]-22 ¢,23 o~epoxy-
solanida-1,4,9-trien-3-imine  (SC-16), (E)-N-[8’(4-hydroxyphenyl)ethyl]-22 ¢,23 a+epoxy-
solanida-1,4-dien-3-imine ~ (SC-17),  (Z)-N-[8’(4-hydroxyphenyl)ethyl]-22 ¢,23 a+epoxy-
solanida-1,4,9-trien-3-imine (SC-18) and (Z)-N-[8’(4-hydroxyphenyl)ethyl]-22 ¢,23 a+epoxy-
solanida-1,4-dien-3-imine (SC-19). Except the alkaloids SC-9 and SC-10, which are being
reported as natural products for the first time, all others are unknowns. The structure of all
isolated compounds were elucidated by spectral methods (IR, HR-ESI-MS, 'H and "°C NMR
1D and 2D) and by comparison with literature data. The fragmentation pattern of the alkaloids
was established based on MS/MS experiments and the data were used for the dereplication
these compounds present in the crude ethanol extract from leaves of S. campaniforme. The
cytotoxic potencial of the main alkaloids (SC-5 and SC-7) was evaluated against the human
tumor cell lines (HCT8, MDA-MB-435, HL6 and SF295), however, no one showed any
activity. The antiophidic properties of the same compounds were also investigated against
Bothrops pauloensis venom, showing anti-myotoxic, anti-hemorrhagic and anti-necrosis
effects. In addition, was evaluated the effect of tyramine on the metabolism of animals with
dyslipidemia and obesity, which exhibited therapeutic effect associated to reduction of the
cholesterol levels.

Keywords: Solanaceae, Solanum campaniforme; steroidal alkaloids; phenol derivatives;
dereplication; antiophidic activity .
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Introducdo

1 INTRODUCAO

O género Solanum, um dos maiores e mais complexos da familia Solanaceae,
compreende vdérias espécies com propriedades medicinais. Muitas plantas deste gé€nero sdo
nativas do pafs e amplamente investigadas, devido a importincia econdmica e terapéutica,
sendo a batata (S. fuberosum L) o principal representante. (DISTL & WINK, 2009;
FRIEDMAN, 2004).

No Brasil, o género € representado por inimeras espécies, distribuidas do norte ao
sul do pafs, muitas das quais, s@o popularmente conhecidas como “jurubebas”. Estas
“jurubebas” sdo largamente utilizadas na medicina tradicional, especialmente no tratamento
de doencgas de doencas relacionadas ao figado e bago (MATOS, 1999; LORENZI & MATOS,
2008). Plantas do género Solanum também sdo usadas na medicina tradicional como
antiinflamatdrio, antiespasmédico e calmante, bem como no tratamento de acidentes ofidicos
(CHIFUNDERA et al., 1998; DELPORTE et al., 1998; TIOSSI, 2010).

Do ponto de vista quimico, as plantas do género Solanum sdo reconhecidas por
biossintetizarem uma grande variedade de saponinas e alcaldides esteroidais, além de
compostos fendlicos, sendo os alcaldides esteroidais uma caracteristica dominante no género
e de amplo interesse, tanto na drea de ecologia como da saide humana (WINK, 2003). Na
natureza eles servem como defesas naturais contra fitopatogenos vegetal, incluindo fungos,
virus, bactérias, insetos e vermes (FRIEDMAN, 2004).

Alcaldides esteroidais, como a solasodina (1), solamargina (2) e solasonina (3) tém
sido comumente isolados de espécies de Solanum (Figura 1, abaixo) (CHAUHAN et al.,
2011; CORNELIUS et al., 2010), destacando-se a solasodina (1), a qual € bastante utilizada
como matéria-prima na sintese de esterdides de interesse da industria farmacéutica (NINO et
al., 2009). Os glicosideos dessa substancia, t€m se mostrado clinicamente e histologicamente

efetivos no tratamento de tumores da pele (USUBILLAGA et al., 1997).

D-gtose
OH

D-gactose
oHPH

:’H N
" Q %%
Solasodina (1) H )
H OH
H L-ramose D-gbose L-ramose
o L-rarmose I on
OH OH

Solamargma Solasonina (3)

Figura 1- Estruturas dos alcaléides esteroidais comumente isolados em plantas do género Solanum
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Os alcaldides esteroidais e seus glicosideos, também conhecidos como
glicoalcaldides, sdo reconhecidos por suas propriedades bioldgicas, particularmente anti-
cancer (KODURU et al., 2007a) e citotoxica contra uma variedade de linhagens de células
tumorais (SOUZA et al., 2002), bem como antiinflamatéria (EMMANUEL et al., 2006),
antimicrobiana e antiviral (FENNER etr al., 2006), anti-herpes (IKEDA et al., 2003),
moluscicida (SILVA et al., 2008), entre outras. Além disso, eles podem atuar como
antifingicos, inibidores da DNA topoisomerase I e II, e leishmanicida (NINO et al., 2009).
Isto demonstra a importancia do género, onde muitas espécies ainda podem ser estudadas,
culminando na descoberta de novas substincias bioativas, especialmente com atividade anti-
cancer.

Nos dltimos anos, a cromatografia liquida (CL) acoplada a espectrometria de massa
com ionizagd@o por electrospray (IES-EM) tornou-se uma importante técnica para andlise de
compostos bioativos presentes em materiais das mais variadas fontes de produtos naturais,
constituindo uma ferramenta analitica util e eficiente na andlise rdpida de constituintes
quimicos em matrizes complexas, devido a sua alta sensibilidade e rapidez (MORAIS et al.,
2007). A elucidag@o estrutural de substancias em pequenas quantidades de material vegetal ou
amostras bioldgicamente ativas tem sido possivel gracas ao desenvolvimento da
espectrometria de massas fandem ou seqiiencial (EM/EM), na qual fragmentos do fon de
interesse sdo gerados por dissociac@o induzida por colisdo (CID, do inglés collision-induced
dissociation), ou seja, pela colisdo de espécies moleculares i0nicas com uma molécula de gas
(tipicamente argdnio) em uma cimara de colisdo, fornecendo informacdes estruturais
fundamentais que possibilitam a identificacdo on line ou mapeamento do perfil quimico de
substancias conhecidas em extrato bruto (desreplicagdo) (GILBERT et al., 2005).

Estudos de desreplicacdo baseados no uso de CL-EM/EM fornecem informagdes
estruturais (massas moleculares de alta resolucdo, formulas molecular, entre outros) sem a
necessidade de isolamento dos compostos em todos os extratos estudados (LANG et al.,
2008; BLUNT et al., 2008). Os mecanismos de fragmentacdo obtidos podem ser utilizados
em conjunto com outras técnicas de andlise disponiveis para identificacdo de novos composto
e screening rapido, que podem auxiliar na busca de novas substancias bio-ativas.

Esta técnica tem sido substancialmente utilizada na andlise de glicoalcaléides
esteroidais presentes em batata (S. fuberosum) (JENSEN et al., 2008; SHAKYA &
NAVARRE, 2008; ZYWICKI et al., 2005; STOBIECKI et al., 2003; CHIVANOV et al.,

2001). No entanto, o estudo de desreplicacdo de alcaldides esteroidais ainda € limitado devido
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a falta de dados de fragmentacdes desses compostos, visto que poucos sdo os estudos nesta
area envolvendo alcaldides esteroidais (CAHILL et al., 2010; DISTL & WINK, 2009).

Deste modo, a fim de contribuir para o conhecimento quimico e taxondmico do
género Solanum, foi proposta a realizacdo do estudo quimico de Solanum campaniforme
Roemer & Schultes (Solanaceae), uma vez que ndo ha relato de estudos, visando o isolamento
e a caracterizacdo dos seus metabdlitos secundirios para serem usados como padrdes na
realizacdo de estudo de fragmentacdo por IES-EM/EM, assim como avaliar suas atividades
farmacoldgicas.

As folhas de S. campaniforme, coletado no municipio de Guaramiranga- CE foram
pulverizadas e submetidas a extracdo com etanol. Processos cromatograficos através de gel de
silica, Sephadex LH-20, SPE e CLAE, foram adotados para o isolamento e purificacdo das
substancias, sendo suas estruturas moleculares elucidadas por métodos espectrométricos
(espectroscopia na regido do infravermelho, ressondncia magnética nuclear de 'H e °C e
espectrometria de massas), além de comparag@o com dados da literatura.

A fim de evitar consumo de tempo e gastos com andlises convencionais, bem como o
isolamento destes compostos em outras espécies de Solanum, foi desenvolvido um estudo de
fragmentacdo por IES-EM/EM dos alcaléides isolado, assim como o estudo de desreplicagio
(ou mapeamento do perfil quimico) com o extrato etandlico bruto da espécie em estudo.

Este trabalho, confeccionado segundo o guia de normalizacdo da UFC, esta
organizado em quatro capitulos: Considera¢des Botanicas (cap. 1), Revisdo Bibliografica
(cap. 2), Resultados e Discussdo: Determinag¢do Estrutural, Estudo de Fragmentacdo dos
Alcaléides Esteroidais por IES-EM/EM e Atividades Farmacoldgicas (cap.3), Parte
Experimental (cap. 4) e Consideragdes Finais. Todas as referéncias utilizadas estdo dispostas

no final.

1.1 Objetivos

Motivados pelas propriedades terapéuticas e pela classe de composto peculiar ao
género, este trabalho teve como objetivo investigar Solanum campaniforme, com vista ao
isolamento e caracterizacdo dos alcaldides esteroidais, bem como a realizacdo de estudo de
fragmentacdo por IES-EM/EM que possa ser usado para identificar estes compostos em
espécies congéneres, através do estudo de desreplicagdo dos extratos, reduzindo a necessidade
de estudos fitoquimicos classicos.
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1.1.1 Objetivos especificos

i

Isolar os metabdlitos secundarios presentes nas folhas de S. campaniforme;

+ Caracterizar os compostos isolados empregando técnicas espectrométricas: IES-EM, 1V,
RMN de 'He °C (ID e 2D);

=+ Realizar o estudo de fragmentag@o por IES-EM/EM dos compostos isolados;

+ Através de estudo de desreplicacdo, usando IES-EM/EM, identificar estes compostos e/ou

andlogos no extrato bruto das folhas de S. campaniforme;

+ Disponibilizar os metabdlitos secundarios isolados para testes farmacoldgicos
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Consideracoes gerais sobre a familia Solanaceae

A familia Solanaceae, a qual pertence o género Solanum, é composta por
aproximadamente 96 géneros envolvendo 2500 espécies amplamente distribuidas por toda
regido tropical e de clima temperado no mundo, sendo mais freqiientemente encontrada nas
Américas Central e do Sul, bem como na Austrdlia e na Africa (WINK, 2003). E uma familia
cosmopolita que contém muitos dos vegetais e frutas essenciais a alimentagdo (POMILIO et
al., 2008).

Muitas solaniceas sdo endémicas no pais e amplamente pesquisadas devido a sua
importancia econdmica. Os principais representantes sdo: a batata (S. tuberosum); a berinjela
(S. melongena L.); o tomate (S. lycopersicum); jodbravo (S. aculeastissimum); erva moura (S.
americanum); o tomatinho (S. diflorum); as pimentas verdes e vermelhas (Capsicum spp.);
inclusive plantas ornamentais como as petinias (Petunia spp.) € os jasmins (S. jasminoides).
Também estdo incluidos o tabaco (Nicotiniana spp.) — uma das plantas mais nocivas, porém
economicamente mais importantes do mundo — e muitas outras plantas de valor toxicolégico e
medicinal como a beladona (Artropa belladona L.) (KNAPP et al., 2004; FRIEDMAN,
2004).

2.2 Consideracoes gerais sobre o género Solanum

z

Solanum L., um dos maiores gé€neros da familia Solanaceae, é constituido por
aproximadamente 1500 espécies, distribuidas preferencialmente nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (SILVA et al., 2003). As plantas deste género s@o representadas por
ervas e arbustos, sendo a América do Sul o maior centro de diversidade e distribui¢do. No
Brasil, sdo encontradas cerca de 350 espécies, muitas das quais sdo comumente conhecidas
como “jurubebas”, e utilizadas na medicina popular, especialmente como tonico e diurético
(SILVA et al., 2008).

Quimicamente, o género ¢ caracterizado pela ocorréncia de alcaldides esteroidais,
dos quais muitos sdo de interesse econdmico e terapéutico, por apresentarem uma ampla gama
de atividades bioldgicas, tais como anti-cancer, citotoxica, antifiingica, antiinflamatdria entre

outras (SOUZA et al, 2002; NINO et al., 2009; EMMANUEL et al., 2006).
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2.3 Consideracoes sobre Solanum campaniforme

Solanum campaniforme, pertencente a familia Solanaceae, é um arbusto
popularmente conhecido como “jurubeba brava”, o qual é encontrado em todas as regides
brasileiras, sendo no Nordeste, distribuido nos estados do Maranhdo, Ceard, Paraiba e

Pernambuco (STEHMANN et al., 2010).

2.3.1 Classificagdo botdnica: (FLORA BRASILIENSIS)

- Reino: Plantae

~ Ordem: Solanales;

Familia: Solanaceae;

Género: Solanum L.;

Secao: Pacifica;

Série: Megalopora,

| Espécie: Solanum campaniforme Roem. &

Schult.;

Foto: Prof. Edilberto R. Silveira
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os alcaloides esteroidais livres ou glicosilados representam a classe de substancias
quimicas de maior ocorréncia no género Solanum, sendo considerados marcadores
quimiotaxondmicos. Sua estrutura quimica € facilmente reconhecida pela presenca de um ou
mais dtomos de nitrogénio no esqueleto esteroidal do tipo colestano (C-27). Isso normalmente
confere basicidade ao alcal6ide, facilitando seu isolamento e purificagdo, uma vez que sais
soliveis em 4gua podem ser formados na presenca de &cidos minerais. Eles sdo
essencialmente andlogos nitrogenados das saponinas esterdides, no entanto, existem na forma
de isdmeros C-22R e C-228S, representados pela solasodina (1), amplamente empregada na
sintese de hormdnios esteroidais e a tomatidina (4), o principal alcaléide do tomate (L.

esculentum L.) (DEWICK, 2001), Figura 2, abaixo.

228 !

o H

Solasodina (1) Tomatidina (4)

Figura 2- Estrutura da solasodina (1) e tomatidina (4)

Nas plantas, os alcaldides esteroidais e seus glicosideos, s@o considerados
aleloquimicos de defesa exibindo efeitos contra grande nimero de patdgenos e predadores
(FUKUHARA et al., 2004). De importancia econdmica destaca-se a solasodina (1), utilizada
como matéria-prima na sintese de esterdides empregados na industria farmacéutica, tais como

progestagenos, androgenos, estrogenos, nor-esterdides e espirolactonas (NINO et al., 2009).

3.1 Biossintese dos alcaléides esteroidais

Sao obtidos pela via biossintética de formagao dos esterdides, sendo o colesterol o
principal precursor para a biossintese. Este processo envolve inicialmente a incorporagdo do
nitrogénio, a qual € precedida pela etapa de hidroxilacdo da cadeia lateral do colesterol,
conforme serd discutido posteriormente. A incorporacdo do nitrogénio a molécula pode

ocorrer via os mecanismos de oxi-reducgao (1), substituicao (2) ou adicdo (3) (Figura 3, p. 24).
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Quando a incorporagéo do nitrogénio ocorre pelo mecanismo de oxi-redugdo, a configuracéo
do carbono pode ou ndo ser mantida, j4 no mecanismo de substituicdo tem sempre como

resultado a inversdo da configuragdo absoluta (CHIESA et al., 2004).

1- Oxi-reducao

/l\\ NADP® %i\\ [NH3] N%i\\ NADPH /l\\
HO ™ T H % HN:

H  NADPH O NADP

2- Substituicao
HO™ : P—O": [NH3] H™:

H H NHz

3- Adicdo
X
_/ INHg]
@
X NH,

Figura 3- Seqiiéncia reacional de incorporacdo do nitrogénio na biossintese dos alcal6ides esteroidais (CHIESA
et al., 2004) (HOP: Fosfato ou pirofosfato).

Conforme mostra a Figura 4 (p. 25), a formacdo dos alcaldides esteroidais ocorre
inicialmente pela hidroxilacdo da cadeia lateral do colesterol, gerando o 26-hidroxicolesterol.
Na segunda etapa ocorre a substituicdo do grupamento hidroxila do 26-hidroxicolesterol por
um grupo amina, empregando o aminodcido L-argenina como fonte de nitrogénio, seguida
pela oxidacdo de C-22, gerando o 26-amino-22-hidroxicolesterol. Em uma terceira etapa
ocorre uma segunda substituicdo nucleofilica, a qual permite que o 26-amino-22-
hidroxicolesterol ciclize, gerando o anel piperidinico (anel F) (DEWICK, 2001).

Na quarta etapa ocorre a hidroxilacdo da posicdo C-16, a qual permite uma nova
ciclizagdo, resultando na formacdo do anel E. No entanto, essa ciclizacdo pode ocorre via
deslocalizag¢do nucleofilica da hidroxila pela amina ou pela adicdo nucleofilica & imina. A
deslocalizag¢@ao nucleofilica da hidroxila pela amina gera compostos com dois anéis fundidos
através de um dtomo de nitrogé€nio como ponte, caracterizando a formacdo dos alcaldides
esteroidais do tipo solanidano. Enquanto a adi¢do nucleofilica a imina dd origem aos
compostos unidos através de um dtomo de carbono caracterizando o sistema espiro presente

nos alcaldides esteroidais do tipo espirosolano. Nesta etapa a amina secunddria é oxidada a
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uma imina e o sistema espiro pode ser gerado como resultado de uma adi¢@o nucleofilica da
hidroxila na posi¢do C-16 na imina (ou fon iminium via protonagdo) gerando os isomeros C-

22R ou C-22§ (Figura 4) (DEWICK, 2001).

22

26

Oxidacao OH L-Arginina
—_—

27 >

Colesterol

NH2 NHg

Substituicao
nucleofilica
E—

! Oxidagao
T T

9
26-Amino-22-hidroxicolesterol

Deslocalizagé@o nucleofilica
da hidroxila pela amina
-

leidagéo
3
@oN

Adicéao
nucleofilica a imina %

P H

ESPIROSOLANO

Figura 4- Rota simplificada da biossintese dos alcaldides esteroidais (DEWICK, 2001)

A formacao dos alcaléides esteroidais do tipo solanidano é uma variagdo do modo de
ciclizagdo da cadeia lateral do colesterol, onde um processo de substituicdo permite a geragao

de um sistema de anéis condensados. A solanidina (5), a qual é encontrada na batata (S.
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tuberosum) na forma de glicosideo, parece ser produzida por uma ramificagdo da rota

principal para a sintese da solasodina (1)/tomatidina (4) (Figura 5, abaixo) (DEWICK, 2001).

Adicao
nucleofilica a imina HO

Deslocalizagéao nucleofilica
da hidroxila pela amina

Solanidina (5)

Figura 5- Ciclizagdes possiveis para a formagdo do anel E.

2.2 Classificacao dos alcaldides esteroidas

Os alcaldides esteroidais sdo classificados de acordo com a natureza do
hidrocarboneto esteroidal que melhor representa a estrutura geral do composto e sua
configuragdo em trés grupos principais: os aminopregnanos, 20-piperidilpregnanos e os
alcal6ides com esqueletos anomalos (CHIESA er al., 2004). A Figura 6 (p. 27) mostra os
principais grupos estruturais encontrados para os alcaldides esteroidais.

1) Aminopregnanos: sido compostos esteroidais com 21 &4tomos de carbono
produzidos pela degradacdo da cadeia lateral do colesterol, que contém o esqueleto do
pregnano. O nitrogénio pode estar presente formando uma amina aliftica nas posi¢des C-3 ou
C-20.

2) 20-Piperidilpregnanos: sio compostos que conservam a estrutura bdsica do
colesterol e apresentam um anel piperidina. Os alcaldides do tipo piperidilpregnano
classificam-se por sua vez em quatro subgrupos:

2.1) espirosolanos: caracterizam-se pela presenca de dois anéis heterociclicos unidos
através de um carbono espiro (C-22).
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2.2) solanidanos: a cadeia lateral do colesterol é ciclizada formando dois anéis
fundidos, com um atomo de nitrogénio como cabega de ponte.

2.3) solanocapsinas: sdo derivados do 22,26-epimino-hemiacetal, os quais possuem
um anel pirano e um piperidina, fundidos através de uma unido hemiacetalica.

2.4) 20-piperidilpregnanos simples: sdo derivados do piperidilpregnano, onde a
cadeia lateral do colesterol da origem a um unico anel piperidina.

3) Alcaldides com esqueletos anomalos: sio aqueles onde a estrutura do

cicloperidrofenantreno sofreu modificagdes.

Solanocapsinas 20-Piperidilpregnano simples

Figura 6- Principais grupos estruturais encontrados em alcal6ides esteroidais.

2.3 Ocorréncia de alcaléides esteroidais no género Solanum

Tendo em vista a revisdo envolvendo a quimica e a ocorréncia de alcaldides
esteroidais em espécies de Solanum no periodo 1981-1998, intitulado “Solanum Steroid
Alkaloids - an Update” (RIPPERGER, 1998), foi efetuada uma minuciosa revisdao

bibliografica de ocorréncia de alcaldides esteroidais no gé€nero Solanum, visando uma
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atualizac@o desses dados. O Scifinder, uma base de dados que retine informacdes registradas
no Chemical Abstracts, foi a ferramenta de pesquisa empregada para catalogar os alcal6ides
esteroidais isolados a partir de espécies de Solanum, descritos na literatura no periodo de
1998-2011.

Na revisdo bibliografica pode-se observar a presenca marcante de alcaldides
esteroidais, importantes indicadores quimiotaxondmicos do género Solanum e responsaveis
pela a maioria das atividades bioldgicas registradas no género, em especial pela atividade
citotoxica (Lu et al., 2011; Sun et al., 2010).

Como mostrado na Tabela 1 (p. 30), os alcaldides esteroidais presentes em espécies
de Solanum encontram-se glicosilados e sdo conhecidos como glicoalcaldides. A maioria das
agliconas encontradas pertence a classe dos espirosolanos e solanidanos, € em menor
freqiiéncia a classe dos solanocapsinas. Elas normalmente apresentam na posi¢do C-3 uma
funcdo oxigenada e/ou uma insaturacdo na posicdo C-5. Os agucares ligados a hidroxila do
carbono C-3 das agliconas consistem de combinacdes diferentes de D-glicose, D-galactose,
D-xilose e L-ramnose na forma di, tri, ou tetrassacaridicas. Os aguicares mais comuns ligados

a posicdo 3-hidrdxi das agliconas podem ser encontrados na Figura 7, abaixo.

D-glicose D-galactose
oH©CH

OH
%
L-ramnose % O\%
w L-ramnose D-glicose L-ramnose

! | OH
OH OH

CHACOTRIOSE SOLATRIOSE

Figura 7- Sacarideos normalmente ligados & posi¢do 3-hidréxi de agliconas do género Solanum

Na classe dos espirosolanos, a solasodina (1) e seus glicosideos, solamargina (2) e
solasonina (3), os quais contem os trissacarideos chacotriosa e a solatriose, respectivamente,
sdo os alcaldides majoritarios em espécies de Solanum. Adicionalmente, a solasodina e/ou
seus derivada ddo origem aos demais glicoalcaldides, exceto a fS-solamarina (14) e a
solaculina A (15). Outro tipo de aglicona comumente encontrada é a tomatidina (4), a qual
apresenta-se na forma 22N e serve com base para a formacdo do glicosideo f-solamarina

14).
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Os glicoalcaldides contendo a leptinidina (17) como aglicona, sdo os mais
freqiientemente relatados na classe dos solanidanos, seguindos pelos da solanidina (5). A
leptinidina (17) difere da solanidina (5) pela presenga de um grupamento hidroxila no carbono
C-23.

Os estudos fitoquimicos realizados com exemplares de espécies de Solanum, no
periodo pesquisado, resultaram no isolamento e caracterizacio estrutural de 35 compostos,

distribuidos em 21 espécies.
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Tabela 1- Estruturas dos alcaléides esteroidais encontrados no género Solanum

Estrutura Espécie de Solanum Referéncia
S. sisymbriifolium L. CHAUHAN er al., 2011
S. trilobatum Linn. PANDURANGAN et al., 2010
S. torvum SMITH et al., 2008
S. xanthocarpum SUTHAR et al., 2008
S. nigrum Linn. LUO et al., 2009
S. aculeastrum KODURU et al., 2007b
: . crini . SOUZA et al., 2002
Solasodina (1) S. crinitum Lam eta
S. lycopersicum L. AL-SOFANY et al., 2001
S. americanum Mill ALDANA et al., 1999
S. surattense Burm. F LU et al., 2011
S. crintum Lam. CORNELIUS et al., 2010
S jiifoli BAGALWA et al., 2010
D-gbose S. sisymbriifolium
OH S. xanthocarpum SHANKER et al., 2011;
0 MAURYA et al., 2009
o ) S. erianthum D. Don. NGUYEN et al., 2008
S. torvum SMITH et al., 2008
H L-rarmose
H S. asperum Rich. SILVA et al., 2008
OH ‘ OH
L-ramose OH“N-OH S. Iycocarpum NAKAMURA et al., 2008;
Solamargina (2) YOSHIKAWA et al., 2007
S. aculeastrum WANYONYI et al., 2002
S. crintum Lam. CORNELIUS et al., 2010; 2004;

H

H

D-gactose
oH O
OH
o
o
o
OH
D-gtose
|
OH

L-ranmose

OH
OH

Solasonina (3)

I R

. xanthocarpum

. erianthum D. Don.

torvum

. asperum Rich.

. lycocarpum

. americanum Mill

SOUZA et al., 2002

MAURYA et al., 2009
NGUYEN et al., 2008
SMITH et al., 2008
SILVA et al., 2008

NAKAMURA et al., 2008;
YOSHIKAWA et al., 2007
ALDANA et al., 1999

Tomatidina (4)

S. leucocarpum

S. aculeastrum

NINO et al., 2009
KODURU et al., 2007b
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S. surattense Burm. F. LU et al., 2011
S. xanthocarpum SHANKER et al., 2011
D-gtose
OH
(0]
(6]
H oH
H
HO L-ranmose
OH
2-Solamargina (6)
S. asperum Rich. SILVA et al., 2008
D-gtose
OH
m
(o]
H o)
H L-ranmose
H
OH ' OH
L-ranmmose OH OH
27-Hidroxisolamargina (7)
S. lycocarpum NAKAMURA et al., 2008
H q L-ranmose
OH ‘ OH
OH
L-ranmmose OH
12-Hidroxisolamargina (8)
S. lycocarpum YOSHIKAWA et al., 2007
D-gactose
oH OH
OH
(0]
(0]
H (0]
H OH
D-gtose L-rammose
‘ OH
OH OH

12-Hidroxisolasonina (9)
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H S. lycocarpum

NAKAMURA et al., 2008;
YOSHIKAWA et al., 2007

D-gtose
OH
(0]
OH 5
H L-rarmose
A
OH O— OH
L-ranmose OH OH
Robeneosida A (10)
S. lycocarpum NAKAMURA et al., 2008;
YOSHIKAWA et al., 2007
D-gactose
oH OH
OH
Q
Q O_%
H (0]
H OH
D-gtose L-ramose
] OH
OH OH
Robeneosida B (11)
S. arundo Mattei. FUKUHARA et al., 2004
H
H Hol P
O—
L-rarmose OH
OH\N-OH
HO i
Xiose  HG L-rarmose

Arudonina (12)

S. aculeastrum

D-gtose o
OH
H
o o
H
H OH H
OH
ot

L-ranmose

OH

L-ramose
(25R)-3 #-[O- orL-raminopiranosil-(1—2)-[O-B-D-glicopiranosil-(1—4)-O-
orL-raminopiranosil-(1—4)]-4-D-glicopiranosil]-22 ¢~espirosol-5-eno (13)

WANYONYTI et al., 2003
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= ;W\ S. sisymbriifolium BAGALWA et al., 2010
WS
B | S. aculeastrum WANYONYI et al.,2002

H L-rarmose
H

OH
L-ranmose
ﬁ-Solamarina (14)
- W\ S. aculeastrum WANYONYTI er al., 2003
H
B |
D-gtose (0] H
OH ;
(0]
(e
(0]
H
H Hol P
OH
OH
L-rammose OH OH
HO L-ranmose
HO Xiose
Solaculina A (15)
S. stipulaceum SILVA et al., 2007
S. orbignianum COELHO et al., 1998
S. chacoense Bitt SAGREDO et al., 2011
Leptinidina (17)
OCOCH;3 S. chacoense Bitt SAGREDO et al., 2011
S. orbignianum COELHO et al., 1998

Leptinidina 3-O-f-D-glucopiranosideo (19)
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OH S. orbignianum

COELHo et al., 1998

D-glicose y
OH
o
OHO 0
O
HO L-ramnose
HO o
OH i OH
L-ramnose OH OH
Leptinina I (20)
OH S. orbignianum COELHO er al., 1998
D-giicose N
OH
OH
o
O HO
HO o
HO OH
D-glicose L-ramnose
] OH
OH OH

Leptinina II (21)

S. torvum

Solanidina (5)

S. chacoense Bitt

SAGREDO et al., 2011
SMITH et al., 2008

B S. distichum

D-glicose
OH

]
O
HO o
HO.
HO'
OH
| OH
(0] OH

L-ramnose

L-ramnose
a-Chaconina (22)

ABOUZID et al., 2008

B S. distichum

) OH
D-glicose
(6]
O
HO OH

OH
L-ramnose

HO.
HO

2-Chaconina (23)

ABOUZID et al., 2008
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E S. torvum SMITH er al., 2008
D-gtose
OH
Q%
H 0
H
H
OH
] OH
L-rammose Ol OH
L-rammose
3-0O-[-O- orL-raminopiranosil-(1—2)-O- ¢+L-raminopiranosil-(1—4)-O-f
D-glicopiranosil]-254,12-hidroxisolanid-5-eno (24)
E S. torvum SMITH et al., 2008
D-gtose
OH
(0]
H 0
H L-ramose
H
OH
| OH
L-rarmose OH OH
3-O-[-O- orL-raminopiranosil-(1—2)-O- orL-raminopiranosil-(1—4)-O-f
D-glicopiranosil]-25/3,12-hidroxisolanidono (25)
B S. torvum SMITH et al., 2008
OH -
S. torvum SMITH et al., 2008
S. torvum SMITH et al., 2008

Demissidina (29)

S. leucocarpum

NINO et al., 2009
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S. hypomalacophyllum COLMENARES et al., 2010

D-gtose
OH

H
H OH

S. hypomalacophyllum COLMENARES et al., 2010

S. hypomalacophyllum COLMENARES et al., 2010

S. hypomalacophyllum COLMENARES et al., 2010

S. schlechtendalianum FERRER et al., 1998

S. schlechtendalianum FERRER et al., 1998

S. schlechtendalianum FERRER et al., 1998

HO
16,28-Seco-solanid-5-ene-3,16-diol (36)
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S. leucocarpum

HO'

NINO et al., 2009

S. pseudocapsicastrum

D-glicose
OH
o
(6]
HO Ho
HO
HO o
OH , OH
L-ramnose D-glicose o)
HO OH
L-ramnose
OH

HO
Solateinemina (38)

GAN et al., 1997
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Determinacao estrutural

O estudo das folhas de Solanum campaniforme resultou no isolamento de dezenove
compostos. Pelas analises dos seus dados de RMN de 'H e ">C, bem como revelagdo positiva
frente ao reagente de Dragendorff, quinze destes pertencentem a classe dos alcal6ides
esteroidais (SC-5 a SC-19), enquanto os demais sdo derivados fendlicos (SC-1 a SC-4). A

seguir serdo apresentadas as determinagdes estruturais das substancias SC-1 a SC-19.

4.1.1 Determinagdo estrutural dos alcaléides
4.1.1.1 Determinacdo estrutural de SC-6

A fracdo EESC-A originada da parti¢do liquido-liquido do extrato etandlico das
folhas de S. campaniforme, ap0s sucessivas cromatografias, incluindo extragdo em fase solida
(SPE) e purificacdo por CLAE (C-18), resultou na obtencdo de um sélido branco (34,0 mg)
(Item 5.4.3.1.3, p. 218, Fluxograma 1, p. 220), o qual foi denominado SC-6 [p.f. 168,9 —
170,7 °C; [a]”p = + 50 (MeOH, ¢ 0,04)].

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 8, p. 43) mostrou uma
banda em 2939 cm™, correspondente a deformacgdo axial de ligacdo C-H de carbono sp3 ;
absorcdo em 1654 cm relativa a deformacdo axial de ligagdo C=0, evidenciando a existéncia
de uma carbonila conjugada; absor¢dao em 1597 cm’ correspondente a deformacdo axial de
ligacdo dupla C=C; uma banda em 1452 cm’ caracteristica de deformacio angular de ligacdo
C-H de grupos metilénicos; absorcao caracteristica de deformacao axial assimétrica de C-O-C
em 1262 cm™; banda em 1177 cm™ referente 4 deformagcio axial e angular de C-(C-0)-C e
bandas em 1131 e 1043 cm™ referentes 2s deformacdes axiais de C-O e C-N, respectivamente
(SILVERSTEIN, 2007).

O espectro de massas de alta resolucdo (IES-EM, Figura 9, p. 43) exibiu o fon
correspondente a molécula a protanada [M + H]*" em m/z 408,2897 (calculado m/z 408,2897;
erro = 0 ppm) referente a férmula molecular C,7H37NOs.

O espectro de RMN de BC-CPD (125 MHz, MeOD, Figura. 10, p. 44) apresentou
sinais correspondentes a vinte e sete dtomos de carbono, evidenciando a natureza esteroidal

do composto, comum em espécies de Solanum. Comparagio deste espectro com o espectro de
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RMN de >C-DEPT 135° (Figura 11, p. 44) revelou a existéncia de sete carbonos metilénicos,
entre os quais o sinal em d¢ 52,2 (C-26), referente a carbono nitrogenado, onze carbonos
metinicos, incluindo os sinais de carbono sp2 em Oc 159,2 (C-1); 127,8 (C-2) e 124,2 (C-4) e
quatro carbonos metilicos. Os cinco carbonos nao-hidrogenados foram reconhecidos por
subtracdo dos espectros de RMN de BC-CPD e DEPT 135° (Tabela 2, p. 42).

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, MeQOD, Figuras 12 e 13, p. 45) mostrou dois
dupletos em dy 7,25 e 6,17, ambos com constantes de acoplamento de 10,0 Hz, compativel
com uma ligac@o dupla com configurag@o cis, bem como um simpleto em oy 6,02, o qual foi
inferido a uma ligag@o dupla trissubstituida. Adicionalmente exibiu um simpleto em dy 4,62,
o qual apresentou correlacdo com o sinal de carbono em d¢ 69,9 (C-16) no espectro HSQC
(Figura 14, p. 45), sinais caracteristicos de alcaldide esteroidal de esqueleto do tipo
solanidano (sub-estrutura I), (LAWSON et al., 21
1997). OQutra caracteristica dos esqueletos
esteroidais do tipo solanidano, é a presenca de
quatro metilas, sendo duas ligadas a carbono nao-

hidrogenado em oy 0,95 (s) e 1,27 (s), e as outras

duas ligadas a carbono metinico em oy 0,96 (d; J =
6,5 Hz) e 1,26 (d; J = 7,0 Hz). Neste espectro também verificou-se um sinal em 3,12 (d; J
=6,5 Hz; H-23), o qual apresentou correlagdo com o sinal de carbono em d¢ 60,1 (C-23) no
espectro HSQC (Figura 14, p. 46), compativel com presenca de hidrogénio oximetinico, além
de uma série de sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos sp’, corroborando a
natureza esteroidal do composto isolado.

Na Tabela 3 (p. 42) estdo apresentados os deslocamentos quimicos de RMN de 'He
3¢, correlacionados a partir de informacdes extraidas do espectro HSQC (Figura 14, p. 45),
bem como as correlagdes a longa distincia (Jen € “Jen) observadas no espectro HMBC
(Figuras 15 e 16. p. 47 e 48).

Com base na teoria de deslocamento quimico, os cinco sinais referentes a carbonos
sp2 em oc 188,8 (C-3); 173,5 (C-5); 159,2 (C-1); 127,8 (C-2) e 124,2 (C-4) foram compativeis
com a existéncia de um sistema conjugado formado por uma carbonila de cetona entre duas
ligacdes dupla, corroborando com o espectro de IV.

Este sistema foi confirmado com base nas correlagdes a longa distancia observadas
no espectro HMBC entre o sinal de hidrogénio em dy 7,25 (H-1) com os sinais de carbono em

Sc 188,8 (C-3); 173,6 (C-5); 54,8 (C-9); 45,6 (C-10) e 19,3 (C-19), do hidrogénio em &y 6,03
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(H-4) com os carbonos em ¢ 34,0 (C-6) e 45,6 (C-10), bem como do hidrogénio em dy 6,17
(H-2) com os carbonos em 3¢ 188,8 (C-3), 124,2 (C-4) e 45,6 (C-10). Outras correlagdes
importantes, a mais de uma ligacdo, estdo ilustradas nas sub-estruturas II e III, justificando as
atribuicdes inequivocas dos dtomos de carbono e hidrogénio desta sub-estrutura.

Os sinais em o¢c 93,7 (C-22) e 60,1 (C-23)
quando comparados com os valores de deslocamentos
quimicos atribuidos a estes mesmos carbonos d¢ 78,6

(C-22) e 64,9 (C-23) para a leptinidina, um alcal6ide

esteroidal solanidano contendo uma hidroxila em C-
23, mostraram diferencgas significativas nos valores de Leptinidina
deslocamento quimico (LAWSON et al., 1997). Em SC-6 o carbono C-22 mostrou-se mais
desblindado, na ordem de Ad 15,1 ppm, enquanto o carbono C-23 mais blindado, na ordem de
Ad 3,8 ppm. Estas diferengas foram compativeis com a presenca de um epdxido entre os
carbonos C-22 e C-23, em consondncia com o valor de IDH igual a dez, calculado através da
férmula molecular Cy;H37NO,, deduzida a partir do espectro de massas de alta resolucdo de
SC-6.

A localizagdo do epoxido em C-22 e C-23 foi corroborada através do espectro
HMBC pelas correlagdes do hidrogénio em oy 2,20 (H-20) com os carbonos em ¢ 43,1 (C-
13); 69,9 (C-16); 93,7 (C-22) e 60,1 (C-23), bem como do hidrogénio em dy 3,12 (H-23) com
os carbonos em d¢ 27,6 (C-25) e 93,7 (C-22) (sub-estrutura IV).

(I

A estrutura V  mostra alguns
acoplamentos entre  hidrogénios vicinais,
observados no espectro COSY (Figura 17, p.
49), que foram importantes para atribuicdes
inequivocas dos deslocamentos quimicos dos

atomos de carbonos e hidrogénios.
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A configuracdo relativa inferida para os centros estereogénicos existentes na
molécula foi deduzida através do espectro NOESY (Figura 18, p. 50), o qual revelou
interagdes espaciais entre o hidrogénio em oy 1,77 (H-8) e os hidrogénios metilicos em dy
1,27 (3H-19) e 0,95 (3H-18), bem como do hidrogénio em oy 2,20 (H-20) com os hidrogénios
em oy 3,12 (H-23) e 0,95 (3H-18). Exibiu ainda interagdes espaciais do hidrogénio em dy
3,12 (H-23) com o hidrogénio em oy 2,16 (H-25), bem como do hidrogénio em 6y 0,90 (H-14)
com os hidrogénios em oy 1,05 (H-9) e 1,17 (H-17) (estrutura VI). A configuracéo relativa
estabelecida com base no espectro NOESY estd de acordo com outros alcaldides solanidanos

reportados previamente (CHAKRAVARTY et al., 1984).

A reunido dos dados acima discutidos permitiu afirmar que SC-6 tratava-se do
alcal6ide esteroidal de esqueleto solanidano 22,23 a~epoxi-solanida-1,4-dien-3-ona. Um
minucioso levantamento bibliografico revelou que este composto estd sendo registrado pela

primeira vez.
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Tabela 2- Dados espectrais de RMN de 3C e DEPT 135° (125 MHz, MeOD) de SC-6, incluindo informacgdes
obtidas através do espectro IES-EM.

C CH CH, CH; Formula Molecular
188,8 (C=0) 159,2 (C=C) 52,2 (C-N) 19,3
173,6 (C=C) 127,8 (C=C) 45,6 19,0
93,7 (N-C-O) 124,2(C=C) 38,1 18,3
45,6 69,9 (C-N) 35,0 15,5
43,0 60,1 34,5
58,7 33,4
54,8 23,5
53,6
36,6
28,1
27,6
5C 11CH 7CH, 4CH; C,7H37NO,

Tabela 3- Dados de RMN de 'H e '*C (MeOD) de SC-6, incluindo as correlacdes obtidas através dos espectros
HSQC e HMBC.

SC-6 HSQC HMBC
#C & Oy (multip, Jyg) *Jen *Jen
1 159,2 7,25 (d; 10,0) 3H-19
2 1278 6,17 (d ; 10,0) H-4
3 188.,8 - H-1
4 1242 6,02 (s) H-2; H-6
5 173,6 - H-6 3H-19; H-7
6 334 2,56 (df): 2,37 (d: 13,0) H-4
7 35,0 1,98 (dl; 12,0) 1,04
8 36,4 1,77 H-7
9 54,8 1,05 2H-12; 3H-19
10 45,6 - H-1; 3H-19 H-2; H-4
11 23,5 1,78
12 38.0 1,80; 1,20 H-17; 3H-18
13 43,0 - H-17; 3H-18 H-16; H-20
14 51,6 0,90 (m) 3H-18
15 34,6 2,16; 1,38
16 69,9 4,62 (s]) H-17
17 58,7 1,17 (d; 6,5) 3H-18; 3H-21
18 15,5 0,95 H-17
19 193 1,27 (5) H-1
20 27.6 2,20 (m) H-17; 3H-21
21 19,0 1,27 (d: 7,0) H-17
22 93,7 - H-20; H-23 2H-24
23 60,1 3,12 (d; 6,5) H-20; H-25
24 45,6 1,83; 1,36 3H-27
25 28,1 2,16 3H-27, H-26
26 52,2 3,21 (dl; 12,0); 2,70 (t; 12,0) 3H-27
27 18,3 0,96 (d; 6,5)
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1

Figura 17- Espectro de RMN-COSY (MeOD, 500 x 500 MHz) de SC-6
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4.1.1.2 Determinacdo estrutural de SC-5

A fracdo EESC-A apds submetida aos mesmos tratamentos cromatograficos usado
no isolamento de SC-6, resultou na obtengdo de um sélido branco (127,0 mg) (Item 5.4.3.1.3,
p. 218, Fluxograma 1, p. 220), denominado SC-5 [p.f. 1652 — 166,3 °C; [a]*p = + 13
(MeOH, ¢ 0,04)]

Os espectros de IV (Figura 19, p. 54) de SC-5 e SC-6 exibiram uma estreita
semelhanca estrutural entre os dois compostos, confirmada pela identificacio dos mesmos
grupos funcionais: carbonila conjugada (1658 cm™), ligagdo dupla C=C (1603 cm™) e
carbonos oxigenados e nitrogenados (1129 e 1039 cm™), respectivamente (SILVERSTEIN,
2007).

Os espectros de RMN de 'H e C (500 e 125 MHz, MeOD, Figuras. 20 e 21, p. 54 e
55) também foram compativeis com um perfil estrutural semelhante ao de SC-6. O espectro
RMN de "“C-CPD também mostrou vinte e sete linhas espectrais, das quais seis foram
correspondentes a carbonos nao-hidrogenados, doze a carbonos metinicos, seis a carbonos
metilénicos e quatro carbonos metilicos, quando comparado com espectro de RMN de Bc
DEPT 135° (Figura 22, p. 55), conforme mostra a Tabela 4 (p. 53).

A andlise comparativa dos dados espectrais deste composto com aqueles de SC-6
(Tabela 5, p. 53), revelou que as principais diferengas no espectro de RMN de "*C sdo quanto
aos sinais adicionais de carbono sp2 em ¢ 145,0 (C-9) e 121,8 (C-11). No espectro de RMN
de 1H, no sinal extra em dy 5,6 (sl), o qual mostrou correlagdo com o carbono em 6¢ 121,8 (C-
11) no espectro HSQC (Figura 23, p. 56), evidenciando a existéncia de uma ligacdo dupla
trissubstituida adicional na estrutura de SC-5.

Esta hipdtese foi confirmada com o espectro de massas de alta resolucdo (Figura 24,
p. 57) ao exibir o ion correspondente a molécula protonada [M + H]" em m/z 406,2743
(calculado m/z 406,2741; erro = 0, 49 ppm), compativel com a férmula molecular C,7H3sNO,,
a qual apresenta IDH igual a onze, portanto, uma insatura¢do a mais do que a calculada para
SC-6.

A ligacdo dupla que difere SC-5 de SC-6 foi posicionada entre os carbonos C-9 (d¢
145,0) e C-11 (8¢ 121,8), no anel B do nicleo solanidano, baseado nos acoplamentos entre o
hidrogé€nio em 6y 5,61 (H-11) e os hidrogénios em oy 2,07 e 1,80 (2H-12) observados no
espectro COSY (Figura 25, p. 57) (sub-estrutura I), bem como através das correlagdes a longa

distancia observadas no espectro HMBC (Figura 26, p. 58) do hidrogénio em oy 5,61 (H-11)
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com os carbonos em &¢ 42,6 (C-13) e 47,9 (C-10); do hidrogénio em oy 2,07 (1H-12) com os
carbonos 6¢ 145,0 (C-9) e 121,8 (C-9), assim como dos hidrogénios metilicos em oy 1,47 (H-
19) com os carbonos 171,5 (C-5); 145,0 (C-9) e 47,9 (C-10) (sub-estrutura IT ).

@ (D)

A estereoquimica relativa estabelecida para SC-5 foi determinada através dos
acoplamentos dipolares exibidos no espectro NOESY (Figura 27, p. 59), conforme ilustrado

na estrutura III.

I1m
Os dados de RMN, uni- e bidimensionais, discutidos e apresentados na Tabela 4 (p.
66), permitiram elucidar a estrutura de SC-5 como o alcaléide 22 ¢,23 aepoxi-solanida-1,4,9-

trien-3-ona, relatado pela primeira vez.

\
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Tabela 4- Dados espectrais de RMN de 3C e DEPT 135° (125 MHz, MeOD) de SC-5, incluindo informacgdes

obtidas através do espectro IES-EM

C CH CH, CH; Formula Molecular
188,8 (C=0) 158,6 (C=C) 52,1 (C-N) 28,0
171,5 (C=C) 127,4 (C=C) 45,5 18,8
145,0 (C=C) 124,0 (C=C) 40,6 18,2
93,8 (N-C-O) 121,8(C=C) 36,2 15,2
47,9 69,8 (C-N) 355
42,6 60,1 33,3
58,4
51,6
37,7
28,1
27.8
6C 11CH 6CH, 4CH; C,7H3sNO,

Tabela 5- Dados de RMN de 'H e °C (MeOD) de SC-5, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro
HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-6

SC-5 SC-6
#C & oy (multip, Jyn) & o (multip, Jyp)
1 158.6 7,44 (d; 9,5) 159,2 7,25 (d; 10,0)
2 127.4 6,24 (d; 9,5) 127,8 6,17 (d ; 10,0)
3 188.,8 - 188.8 -
4 124,0 6,05 (s) 1242 6,02 (s)
5 171,5 - 173,6 -
6 33,3 2,70; 2,46 (d; 13,5) 334 2,56 (dn); 2,37 (d; 13,0)
7 36,2 2,28; 1,20 35,0 1,98 (dl; 12,0) 1,04
8 37,7 2,38 36,4 1,77
9 145,0 - 54,8 1,05
10 47,9 - 45,6 -
11 121,8 5,61 (sl) 23,5 1,78
12 40,6 2,07 (dd; 17,0); 1,80 (d; 17,0) 38,0 1,80; 1,20
13 42.6 - 43,0 -
14 51,6 1,16 51,6 0,90 (m)
15 35,5 2,38; 1,50 34,6 2,16; 1,38
16 69,8 4,69 (s]) 69,9 4,62 (s])
17 58,4 1,30 58,7 1,17 (d; 6,5)
18 15,2 0,95 (s) 15,5 0,95
19 280  147(s) 19,3 1,27 (s)
20 278 2727 27,6 2,20 (m)
21 18,8 1,31 (d; 7,0) 19,0 1,26 (d; 7,0)
22 93,8 - 93,7 -
23 60,1 3,18 (d; 5,5) 60,1 3,12 (d; 6,5)
24 45,5 1,90; 1,35 45,6 1,83; 1,36
25 28,1 2,26 28,1 2,16
26 52,1 3,26 (dl); 2,77 (m) 52,2 3,21 (dl; 12,0); 2,70 (¢t; 12,0)
27 18,2 1,00 (d; 6,0) 18,3 0,96 (d; 6,5)
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4.1.1.3 Determinacdo estrutural de SC-11

Sucessivas cromatografias, incluindo SPE-C18 e purificacio em CLAE (fase
reversa) da fracdo EESC-D forneceu SC-11 (8,1 mg) (Item 5.4.3.2.3, p. 222, Fluxograma 2, p.
225), que apresentou-se na forma de um resina branco ([0(]25 p=-793 —MeOH, ¢ 0,002 ).

Os espectros de RMN de 'He BC (500 e 125 MHz, MeOD, Figuras. 28 a 30, p. 63 e
64) mostraram-se semelhantes aos de SC-6. O espectro de RMN de C-CPD (Figura 30, p.
64) também exibiu vinte e sete linhas espectrais, das quais cinco foram correspondentes a
carbonos ndo-hidrogenados, onze a carbonos metinicos, sete a carbonos metilénicos e quatro a
carbonos metilicos, quando comparado com espectro de RMN de '°C DEPT 135° (Figura 31,
p. 64), coincidente com o padrdo de hidrogenacdo encontrado para SC-6 (Tabela 6, p. 62).

A andlise comparativa dos deslocamentos quimicos de 'H e C, incluindo
informagdes obtidas do espectro HSQC (Figura 32, p. 64) de SC-11 com aqueles de SC-6 ¢
mostrada na Tabela 7 (p. 62) e aponta que os dois compostos diferem, principalmente, nos
deslocamentos quimicos dos dtomos de carbonos C-16 (3¢ 72,2); C-17 (6¢ 62,0); C-21 (8¢
16,3); C-22 (8¢ 95,8); C-23 (8¢ 62,7) C-24 (d¢c 41,2) e C-26 (d¢ 45,9) pertencentes aos anéis E
e F do esqueleto basico solanidano. Estas informacgdes aliadas ao fon correspondente a
molécula protonada [M + H]" em m/z 408,2895 (calculado m/z 408,2897; erro = -0,49 ppm),
observado no espectro de massas de alta resolucdo (Figura 33, p. 64), que indicou a férmula
molecular C,7H35NO,, revelou que o composto em questio tratava-se de um isomero de SC-6.

Os acoplamentos dipolares observados no espectro NOESY (Figuras 34, p. 66) entre
o hidrogénio em oy 3,16 (H-23) e os hidrogénios em 6y 4,37 (H-16) e 1,10 (3H-21)
confirmam a orientagcdo £ para o epéxido. No entanto, a falta de interagdo entre o sinal em 3y
1,10 (CH3-21) com outros sinais que pudessem confirmar a orientagdo ¢ para metila CHs-21,
nos levou a realizar este experimento utilizando desta vez piridina.

Este experimento (Figura 33 p. 65), além de confirmar a orientagdo f para o epéxido
através das interacdes entre o hidrogénio em dy 3,65 (H-23) e os hidrogénios em 6y 4,62 (H-
16) e 1,45 (3H-21), permitiu definir com seguranca a orientagdo & do grupo metila CH3-21
através das interacdes espaciais entre o hidrogénio em dy 1,23 (H-17) e os hidrogénios em oy
0,78 (H-14) e 1,45 (3H-21). E digno de nota mencionar que o epéxido em posi¢io S promove
a blindagem da metila CH3-21 em posi¢cdo ¢, devido ao efeito ¥ exercido pelo oxigénio do

grupo epoxido.
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Outros acoplamentos dipolares importantes utilizados para a atribuicdo da
estereoquimica relativa dos demais centros estereogé€nicos de SC-11 estdo sumarizados na

estrutura L.

@
A unido dos dados discutidos permitiu estabelecer a estrutura de SC-11 como o
alcal6ide esteroidal de esqueleto solanidano 22/,23-epoxi-solanida-1,4-dien-3-ona, o qual

esta sendo relatado pela primeira vez.
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Tabela 6- Dados espectrais de RMN de BC-CPD e DEPT 135° (125 MHz, MeOD) de SC-11, incluindo

informagdes obtidas através do espectro IES-EM

C CH CH, CH; Formula Molecular
189,0 (C=0) 159,5 (C=C) 45,9 (C-N) 19,2
173,5 (C=C) 127,8 (C=C) 41,5 18,3
95,8 (N-C-O) 124,2(C=C) 409 16,3
45,5 72,2 (C-N) 36,2 15,5
43,2 62,7 35,2
62,0 343
54,2 33,9
53,6
36,3
27,6
27,0
5C 11CH 7CH, 4CH; Cy7H37:NO,

Tabela 7- Dados de RMN de 'H e °C (MeOD) de SC-11, incluindo as correlagdes obtidas através do espectro
HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-6.

SC-11 SC-6
#C & oy (multip, Jyn) & oy (multip, Jupn)
1 159,5 7,28 (d; 10,0) 159,2 7,25 (d; 10,0)
2 127,8 6,21 (d; 10,0) 127,8 6,17 (d; 10,0)
3 189,0 - 188,8 -
4 124,2 6,06 (s) 1242 6,02 (s)
5 173,5 - 173,6 -
6 33,9 2,59; 2,39 334 2,56 (dr); 2,37 (d; 13,0)
7 35,2 2,03; 1,09 35,0 1,98 (dl; 12,0) 1,04
8 36,3 1,88 36,4 1,77
9 54,2 1,10 54,8 1,05
10 45,5 - 45,6 -
11 23,9 1,79 23,5 1,78
12 40,9 1,97; 1,29 38,0 1,80; 1,20
13 43,2 - 43,0 -
14 53,6 1,01 51,6 0,90 (m)
15 34,3 2,11; 1,29 34,6 2,16; 1,38
16 72,2 4,37 (dd; 7,2) 69,9 4,62 (sl)
17 62,0 1,29 58,7 1,17 d; 6,5)
18 15,5 1,00 (s) 15,5 0,95
19 19,2 1,26 (s) 19,3 1,27 (s)
20 27,6 2,10 27,6 2,20 (m)
21 16,3 1,10 d; 6,2) 19,0 1,26 (d; 7,0)
22 95,8 - 93,7 -
23 62,7 3,16 (d; 12,0) 60,1 3,12 (d; 6,5)
24 41,5 1,97; 1,53 (¢; 13,4) 45,6 1,83; 1,36
25 27,0 2,10 28,1 2,16
26 45,9 3,04 (dl; 11,0); 2,64 52,2 3,21 (dI; 12,0); 2,70 (¢; 12,0)
27 18,3 1,01 18,3 0,96 (d; 6,5)
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Figura 35- Espectro de RMN-NOESY (piridina-ds, 500 x 500 MHz) de SC-11
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4.1.1.4 Determinacdo estrutural de SC-12

O composto denominado SC-12 (4,0 mg) (Item 5.4.3.2.3, p. 222, Fluxograma 2, p.
225) apresentou-se como um resina de cor branca ([a]®p = -517 — MeOH, ¢ 0,002).

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 36, p. 70) mostrou o fon quasi
molecular [M + H]" com m/z 406,2757 (calculado m/z 406,2741; erro = 3,94 ppm),
compativel com a férmula molecular C,;H35NO,, a mesma encontrada para SC-5§, e portanto
um isdmero deste.

A andlise dos espectros de RMN de 'H e °C (500 e 125 MHz, MeOD, Figuras 37 e
38. p. 70 e 71) exibiu claramente a semelhanca estrutural do composto em discussdo com SC-
5. O espectro de RMN de BC-CcPD (Figura 38, p.70) também apresentou vinte e sete linhas
espectrais, das quais seis foram correspondentes a carbonos ndo-hidrogenados, onze a
carbonos metinicos, seis a carbonos metilénicos e quatro a carbonos metilicos, quando
comparado com o espectro de RMN de 3C DEPT 135° (Figura 39, p. 71), evidenciando o
mesmo padrdo de hidrogenagédo encontrado para SC-5 (Tabela 8, p. 69).

Através da andlise comparativa dos dados espectrais de RMN de *C de SC-12 com
aqueles de SC-5 (Tabela 9, p. 69), foi possivel identificar cinco sinais na regido de carbono
spz, que assim como em SC-5, indicaram a presencga de trés ligacdes duplas em 6¢ 160,1 (C-
1); 127,3 (C-2); 123,2 (C-4); 170,7 (C-5) 140,7 (C-10); 127,0 (C-11) e uma carbonila
duplamente conjugada em d¢ 189,9 (C-3) na molécula. Isto estd de acordo com os sinais
observados no espectro de RMN de "Hem ou 7,02 (d; J =9,8 Hz; H-1); 6,19 (d; J = 9,8 Hz;
H-2); 6,07 (s; H-4) e 5,91 (sl; H-11), os quais apresentaram correlagdes no espectro HSQC
(Figura 40, p. 72) com os sinais de carbono em d¢ 160,1 (C-1); 127,3 (C-2); 123,2 (C-4) e
127,0 (C-11), respectivamente. Pode-se ainda verificar que os deslocamentos quimicos de
RMN de "*C dos anéis D, E e F sdo semelhantes aos de SC-5, diferindo nos sinais em 8¢
160,1 (C-1); 27,2 (C-6); 41,9 (C-8) 140,7 (C-9); 42,9 (C-10); 127,0 (C-11) e 24,9 (C-19) dos
anéis A, Be C.

As interacdes espaciais observados no espectro NOESY (Figura 41, p. 73) entre o
hidrogénio em oy 1,59 (Ho~6) e os hidrogénios em oy 1,18 (3H-19) e 1,40 (H-14) e deste
ultimo com o hidrogénio em oy 4,72 (H-16), foram de extrema importincia para propor uma
orientacdo « para a metila ligada ao carbono C-10. A posicdo « do grupo metila justifica a
protecdo no carbono C-6 (Ad = 6,1) resultante da compressdo estérica da interacdo Y gauche e

a desprote¢@o do carbono C-8 (Ad = 4,2), quando comparado ao deslocamento quimico dos
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carbonos C-6 e C-8 em SC-5 (Tabela 9, p. 69). Outros acoplamentos dipolares importantes
estdo ilustrados na estrutura I, justificando a atribuicdo da estereoquimica relativa dos demais

centros estereogénicos presentes na molécula, igual aquela estabelecida para SC-5.

A combinacgdo dos dados espectrométricos discutidos acima permitiram estabelecer
que SC-12 trata-se do alcaldide 22,23 o~epoxi-10-epi-solanida-1,4,9-trien-3-ona, ainda nio

relatado na literatura.
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Tabela 8- Dados espectrais de RMN de BC-CPD e DEPT 135° (125 MHz, MeOD) de SC-12, incluindo

informagdes obtidas através do espectro IES-EM

C CH CH, CH; Formula Molecular
198,9 (C=0) 160,1 (C=C) 52,1 (C-N) 24.9
170,8 (C=C) 127,3(C=C) 45,4 18,8
140,7 (C=C) 127,0 (C=C) 40,7 18,2
93,8 (N-C-O) 123,2(C=C) 36,1 15,8
43,0 69,9 (C-N) 35,0
42,9 60,0 27,2
58,2
51,3
41,9
28,2
27,9
6C 11CH 6CH, 4CH; Cy7H3sNO,

Tabela 9- Dados de RMN de 'H e °C (MeOD) de SC-12, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro
HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-5

4C &
1 160,1
2 127,3
3 189.,9
4 123,2
5 170,8
6 279
7 36,1
8 41,9
9 140,7
10 427
11 1273
12 407
13 430
14 513
15 350
16 698
17 582
18 154
19 249
20 279
21 188
22 938
23 60,0
24 454
25 282
26 52,1
27 182

SC-12
oy (multip, Jypn)
7,02 (d; 9,8)
6,19 (d; 9,8)

_6,07 (s)

1,94; 2,1,59
1,96; 1,58
2,02

5,91 (sl)
2,16; 2,05

1,40

2,38; 1,40
4,72 (sl)
1,41

0,90 (s)
1,18 (5)
2,30

1,35 (d;7,3)

3,18 (d: 6,5)

1,89; 1,38

2,30

3,26 (d; 9,0) 2,77 (1, 11,5)
1,00 (d; 6,4)

oc
158,6
127.4
188.,8
124,0
171,5
333
36,2
37,7
145,0
47,9
121,8
40,6
42,6
51,6
35,5
69,8
58,4
15,2
28,0
27,8
18,8
93,8
60,1
45,5
28,1
52,1
18,2

SC-5
ou (multip, Jyn)
7,44 (d; 9,5)
6,24 (d ; 9,5)

_6,05 (s)

2,705 2,46 (d; 13,5)
2,28; 1,20
2,38

5.61 (sI)

2,07 (dd; 17,0); 1,80 (d; 17,0)
1,16

2,38; 1,50

4,69 (sl)

1,30

0,95 (s)

1,47 (s)

2,27

1,31 (d; 7,0)

3,18 (d: 5.5)

1,90; 1,35

2,26

3,26 (dl); 2,77 (m)
1,00 (d; 6,0)
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Figura 40- Espectro de RMN-HSQC (MeOD, 125 x 500 MHz) de SC-12
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Figura 41- Espectro de RMN-NOESY (MeOD, 500 x 500 MHz) de SC-12
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4.1.1.5 Determinacdo estrutural de SC-14

Denominado SC-14 (18,0 mg), o pico 5 com tg = 16,31 min. (Item 5.4.3.2.3, p. 222,
Fluxograma 2, p. 225), apresentou-se na forma de um resina branca ([a]ZSD =+ 151 — MeOH,
¢ 0,002).

O espectro de massas de alta resolugdo (Figura 42, p. 77), exibiu o ion correpondente
a molécula protonada [M + H]" em m/z 410,3057 (calculado m/z 410,3054, erro = 0,73 ppm),
indicando a férmula molecular C»7H39NO,, a qual apresenta IDH igual a nove.

A exemplo dos demais compostos ja isolados, os espectros de RMN de 'H e "*C (500
e 125 MHz, MeOD, Figuras 43 e 44, p. 77 e 78) também mostraram dados espectrais que
foram compativeis com um perfil estrutural semelhante ao de SC-6. O espectro de RMN de
Bc-cPD (Figura 44, p. 78) mostrou vinte e sete linhas espectrais, enquanto o espectro de
RMN de "*C DEPT 135° (Figura 45, p. 78) revelou a presenca de cinco carbonos nao-
hidrogenados, nove carbonos metinicos, nove carbonos metilénicos e quatro carbonos
metilicos (Tabela 10, p. 76).

A andlise comparativa dos dados espectrais de SC-14 com aqueles de SC-6 (Tabela
11, p. 76), revelou que as principais diferengas no espectro de RMN de °C residem nos sinais
de carbono metilénicos em d¢ 36,9 (C-1) e 34,8 (C-2), os quais apresentaram correlagdes no
espectro HSQC (Figura 46, p. 79) com os sinais em oy 2,07/1,69 (2H-1) e 2,48/2,30 (2H-2),
respectivamente. Outra diferencga foi com relagdo a presenca de apenas trés sinais na regido de
carbono spz, dois correspondentes a carbonos olefinicos em d¢ 124,4 (C-4) e 175,0 (C-5) e um
em &¢ 202,4 (C-3) compativel com uma carbonila de cetona ,f-insaturada, mais desblindado
(A 13,6 ppm) quando comparado com o sinal do carbono C-3 de SC-6 (Tabela 11, p. 76). O
espectro de RMN de 'H (Figura 43, p. 77) ao apresentar apenas um sinal referente a um
hidrogénio ligado a carbono sp2 em oy 5,7 (sl), corroborou a existéncia de uma tnica ligagao
dupla na estrutura de SC-14. Estes dados foram compativeis com uma estrutura contendo uma
ligacdo dupla em C-4/C-5.

Através das interagdes espaciais observadas no espectro NOESY (Figura 47, p. 80),
conforme ilustrado na estrutura III, foi possivel estabelecer para SC-14 a mesma

configuracdo determinada para SC-6.
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Com base nos dados de RMN uni- e bidimenssionais € comparagdo com dados de
SC-6 a estrutura de SC-14 foi estabelecida como 22,23 o~epoxi-solanida-4-en-3-ona, um

novo alcaldide solanidano.

~
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Tabela 10- Dados espectrais de RMN de BC-CDP e DEPT 135° (125 MHz, MeOD) de SC-14, incluindo

informagdes obtidas através do espectro IES-EM

C CH CH, CH; Formula Molecular
202.,4 (C=0) 124,4 (C=C) 52,1 (C-N) 19,0
175,0 (C=0) 70,0 (C-N) 45,5 18,2
93,7 (N-C-0O) 60,1 38,1 17,8
43,7 58,8 36,9 15,4
40,2 55,5 34,8
54,0 34,4
36,6 34,0
28,1 33,3
27,6 21,6
5C 9CH 9CH, 4CH; C,7H30NO,

Tabela 11- Dados de RMN de 'H e '*C (MeOD) de SC-14, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro
HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-6

SC-14 SC-6
#C & & (multip, Jyp) & Sy (multip, Jyp)
1 36,9 2,07; 1,69 159,2 7,25 (d; 10,0)
2 34,8 2,48; 2,30 127,8 6,17 (d ; 10,0)
3 202,4 - 188,8 -
4 1244 570 (s) 1242 6,02 (s)
5 175,0 - 173,6 -
6 34,0 2,51; 2,33 33,4 2,56 (dr); 2,37 (d; 13,0)
7 33,3 1,89; 1,05 35,0 1,98 (dI; 12,0) 1,04
8 36,6 1,69 36,4 1,77
9 55,9 1,07 54,8 1,05
10 40,2 - 45,6 -
11 21,9 1,61; 1,54 23,5 1,78
12 38,1 1,82; 1,08 38,0 1,80; 1,20
13 43,7 - 43,0 -
14 54,0 0,96 51,6 0,90 (m)
15 34,4 2,26; 1,38 34,6 2,16; 1,38
16 70,0 4,67 (sl) 69,9 4,62 (si)
17 58,8 1,21 (d; 6,2) 58,7 1,17 (d; 6,5)
18 154 1,00 (s) 15,5 0,95
19 17,8 1,26 (s) 19,3 1,27 (s)
20 27,6 2,30 27,6 2,20 (m)
21 19,0 1,30 (d; 7,0) 19,0 1,27 (d; 7,0)
22 93,7 - 93,7 -
23 60,1 3,14 (d; 9,6) 60,1 3,12 (d; 6,5)
24 455 1,89; 1,35 45,6 1,83; 1,36
25 28,1 2,30 28,1 2,16
26 52,1 3,25 (d; 9,6); 2,75 (1; 11,9) 52,2 3.21 (dl; 12,0): 2,70 (1; 12,0)
27 18,2 1,00 (d, 6,4) 18,3 0,96 (d; 6,5)
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4.1.1.6 Determinacdo estrutural de SC-15

O pico 6 com tg = 18,07 min. (Item 5.4.3.2.3, p. 222, Fluxograma 2, p. 225) mostrou-
se como uma resina branca (8,7 mg), a qual foi denominado SC-15 ([a]ZSD =-117 - MeOH, ¢
0,002).

O espectro de massas de alta resolugdo (Figura 48, p. 84) mostrou o fon
correspondente a molécula protonada [M + H]" em m/z 410,3059 (calculado m/z 410,3054,
erro = 1,22 ppm), revelando a férmula molecular Cy;H39NO;, a mesma encontrada para SC-
14.

Os dados espectrais obtidos pelos espectros de RMN de 'H e '°C (500 e 125 MHz,
MeOD, Figuras 49 a 51, p. 84 e 85) sugerem uma notdria similaridade com a estrutura de SC-
14. O espectro de RMN de Bc-cPD (Figura 50, p. 5) também mostrou vinte e sete linhas
espectrais, trés das quais na regidao de carbono spz, sendo uma em J¢ 202,4 (C-3), compativel
com uma carbonila @, f-insaturada e as outras duas em d¢ 124,4 (C-4) e 175,0 (C-5) revelando
uma dupla ligacdo conjugada a carbonila.

O espectro de RMN de BC-DEPT 135° (Figura 51, p. 85) revelou a presenca de
cinco carbonos nao-hidrogenados, nove carbonos metinicos, nove carbonos metilénicos e
quatro carbonos metilicos, destacando o mesmo padrdo de hidrogenacdo encontrado para SC-
14 (Tabela 12, p. 83).

A andlise comparativa dos deslocamentos quimicos de 'H e "*C, correlacionados a
partir de informagdes do espectro HSQC (Figura 52, p. 86) com os dados de RMN de BC de
SC-14 e SC-11 € mostrada na Tabela 13 (p. 83) e evidencia que SC-15 é um is6mero de SC-
14, no entanto, com a orienta¢do do ep6xido invertida, isto €, S-posicionado como em SC-11.
Como pode ser observado na Tabela 13 (p. 82) os carbonos que sofreram alteragdes em seus
deslocamentos quimicos com a mudancga de orientagcdo do ep6xido foram C-16 (3¢ 72,3); C-
17 (6¢ 62,1); C-21 (8¢ 16,4); C-22 (8¢ 95,8); C-23 (8¢ 62,8) C-24 (o¢c 41,5) e C-26 (3¢ 46,0) e
estdo em acordo com os valores atribuidos para SC-11, enquanto, os demais valores de
deslocamentos quimicos de carbono estdo em concordancia com aqueles de SC-14.

A orientagdo [ para o epoxido, ligado aos carbonos C-22 e C-23, foi deduzida
através das interagdes espaciais observadas no espectro NOESY (Figura 53, p. 87) entre os
hidrogénios em 06y 4,39 (H-16) e 3,16 (H-23). Outras interagGes importantes estdo ilustradas
na estrutura I, justificando a atribuicdo da estereoquimica relativa dos demais centros

estereogénicos presente em SC-15.
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A estrutura da substincia SC-15, nova na literatura, foi estabelecida ap6s analise dos

dados espectrométricos, como sendo o alcaléide 223,23 f-epoxi-solanida-4-en-3-ona.

a “Ho M I
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Tabela 12- Dados espectrais de RMN de BC-CPD e DEPT 135° (125 MHz, MeOD) de SC-15, incluindo

informagdes obtidas através do espectro IES-EM

C CH CH, CH; Formula Molecular
202,4 (C=0) 124,4 (C=C) 46,0 (C-N) 18,3
175,0 (C=C) 72,3 (C-N) 41,5 17,8
95,8 (N-C-O) 62,8 41,1 16,4
43,0 62,1 36,9 15,4
40,1 55,4 34,8
54,0 34,1
36,5 34,0
27,6 33,5
27,1 22,0
5C 9CH 9CH, 4CH; C,7H30NO,

Tabela 13- Dados de RMN de 'H e "°C (MeOD) de SC-15, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro
HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-6

SC-15 SC-11 SC-14

#C & ou (multip, Jun) o o

1 36,9 2,07; 1,69 159,5 36,9
2 348 2,46; 2,30 1278 34,8
3 202,4 - 189,0 202,4
4 124,4 5,71 (s) 124,2 124,4
5 175,0 - 173,5 175,0
6 340 2,48; 2,30 33,9 34,0
7 333 1,91; 1,05 35,2 33,3
8 36,5 1,77 36,3 36,6
9 554 1,00 54,2 55,9
10 40,1 - 45,5 40,2
11 220 1,60; 1,53 23,9 21,9
12 418 1,97; 1,30 40,9 38,1
13 430 - 43,2 43,7
14 540 1,01 53,6 54,0
15 344 2,27: 1,30 34,3 34,4
16 72,3 4,39 (sl) 72,2 70,0
17 62,1 1,30 62,0 58,8
18 154 0,96 (s) 15,5 15,4
19 17,8 1,25 (s) 19,2 17,8
20 276 2,07 27,0 27,6
21 164 1,10 (d; 5,75) 16,3 19,0
2 958 - 95,8 93,7
23 628 3,16 (d; 12,4) 62,7 60,1
24 415 1,97; 1,53 41,5 45,5
25 27,1 2,07 27,6 28,1
26 46,0 3,04 (d; 11,4); 2,65 (1; 12,2) 45,9 52,1
27 183 1,01 (d, 6,6) 18,3 18,2
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4.1.1.7 Determinacdo estrutural de SC-7

A fracdo EESC-A apds sucessivas cromatografias, incluindo purificacdo por SPE,
forneceu um sélido amarelo (193,7 mg) (Item 5.4.3.1.3, p. 218, Fluxograma 1, p. 220), o qual
foi denominado SC-7 [p.f. 167,8 - 168,3 °C; [0]”’p = - 21 (MeOH, ¢ 0,04].

O espectro de absor¢édo na regido do infravermelho (Figura 54, p. 94) mostrou uma
banda larga em 3261 cm™, correspondente 2 deformacio axial de ligacio O-H, caracterizando
a presenca de hidroxila; absor¢io em 2932 cm™, caracteristica de deformagdo axial de ligagdo
C-H de carbono sp3; bandas em 1609, 1501 e 1457 cm™ de C=Com., evidenciando a presenca
de uma por¢do aromdtica na molécula; absor¢do caracteristica de deformacgdo axial
assimétrica de C-O-C em 1259 cm™; banda em 1156 referente a deformacio axial de C-O;
absorcdo em 1040 cm™, correspondente a deformacao axial de C-N (SILVERSTEIN, 2007).

Uma andlise dos dados espectrais de RMN de 'H e BC (500 e 125 MHz, MeOD,
Figuras 55 e 56, p. 94 e 95) mostrou que SC-7 apresenta um perfil semelhante ao de SC-6,
somente quanto aos anéis D, E e F do nicleo solanidando. O espectro de RMN de BC-CcPD
(Figura 56, p. 95) também mostrou vinte e sete linhas espectrais, e este quando comparado
com o espectro de RMN de “C-DEPT 135° (Figura 57, p. 95) revelou cinco carbonos ndo-
hidrogenados, onze carbonos metinicos, sete carbonos metilénicos e quatro carbonos
metilicos. Entre os onze carbonos metinicos, trés eram correspondentes a carbonos sp2 (o¢
131,9; 116,8; 113,6), um era oxigenado (6¢ 75,3) e outro ligado a nitrogé€nio (3¢ 70,3).

A andlise comparativa dos dados espectrais deste composto com aqueles de SC-6
(Tabela 14, p. 93), revelou que as principais diferencas no espectro de RMN de 'H, sdo os
sinais em oy 3,09 (dl; J = 6,6 Hz); 6,84 (d; J = 8,1 Hz); 6,44 (dl; J = 8,1 Hz) e 6,55 (sl), os
quais exibiram correlagdes com os carbonos em d¢ 75,3 (C-9); 131,9 (C-1); 113,6 (C-2);
116,8 (C-4), respectivamente no espectro HSQC (Figura 58, p. 96).

Estas informagdes aliadas ao fon correspondente a molécula protonada [M + H]* com
m/z 426,3003 (calculado m/z 426,3003; erro = 0,00 ppm), observado no espectro de massas de
alta resolucao (Figura 59, p. 96) apontaram a férmula molecular C7H39NO5.

A férmula molecular C,7H39NOs3 foi compativel com um niicleo solanidano, o qual
difere de SC-6 pela presenca de duas hidroxilas adicionais, um anel aromatico trissubstituido,

bem como pela cis@o da ligacdo C-9/C-10 do anel B, levando a abertura do mesmo.
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As correlagdes observadas no espectro HMBC (Figuras 60
e 61, p. 97 e 98) confirmaram essa hipdtese estrutural e
evidenciaram a cis@o da ligacdo entre os carbonos C-9 e C-10 do
anel B, bem como justificaram as duas hidroxilas nas posi¢des C-3 e
C-9 e a por¢do aromatica no anel A (sub-estrutura I).

A configuragdo relativa inferida para a hidroxila em C-9,
bem como para os demais centros estereog€nicos existentes na

molécula foi deduzida através das interagdes espaciais observadas no

espectro NOESY (Figura 62, p. 99), sumarizadas na estrutura (II).

)
A estrutura de SC-7, foi estabelecida como 3,9f4-dihidroxi-22/4,23f-epoxi-9,10-
secosolanida-1,3,5(10)-trieno, um novo alcaléide solanidano rearranjado através da cisdao da
ligacdo C-9/C-10 e concomitante aromatizagdo do anel A. Este tipo de rearranjo incomum

"rearranjo dienona-fenol" ji foi observado durante a sintese de furoato de mometasona

levando a um subproduto semelhante a SC-7 (DRAPER ez al., 1998).
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SC-7 pode ser facilmente produzida a partir da hidratacdo de SC-5 (p. 52) seguindo
um rearranjo do tipo “dienona-fenona” (DRAPER et al., 1998) mostrando no esquema 1,

abaixo.

SC-5

[H]

OH OH

Esquema 1 — Prosposta de formacdo de SC-7 a partir da hidratagdo de SC-5 seguido de rearranjo dienona- fenol

Com o objetivo de confirmar a estrutura sugerida para SC-7, este composto foi
submetido a uma reagdo de acetilacdo com anidrido acético/piridina (Esquemas 2 e 3, p. 92),
obtendo-se um derivado tetracetilado SC-7a contendo uma carbonila adicional (¢ 206,9), em
conformidade com os dados de RMN de 'H e "*C (Tabela 14, p. 93) (Figuras 63 a 65 p. 100 e
101).

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 66, p. 101) exibiu o {fon
correspondente a molécula sodiada [M + Na]" com m/z 634,3370 (calculado m/z 634,3350;
erro = 3,15 ppm), o qual indicou a férmula molecular C35sH49NOs.

Uma minuciosa andlise dos dados de RMN (Tabela 14, p. 93), incluindo as
correlacdes observadas nos espectros HSQC e HMBC (Figuras 67 e 68, p. 102 e 103)
permitiu confirmar a acetilacdo das hidroxilas ligadas aos carbonos C-3 e C-9 e do grupo
amino, bem como a presenga de uma carbonila no carbono C-22, formada como conseqii€ncia

da cisdo da ligag@o entre o carbono C-22 e o nitrogénio levando a fusdo dos anéis E e F do
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nucleo basico do salanidano (estrutura I). A configuracdo relativa de SC-7a foi estabelecida
com base nas interacdes espaciais observadas no espectro NOESY (Figura 69, p. 104),

conforme sumarizada na estrutura (II).

Desta forma, a estrutura do derivado tetracetilado SC-7a foi estabelecida,

corroborando a estrutura de SC-7.
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Esquema 2- Reacdo de acetilagdo de SC-7
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Esquema 3- Proposta do mecanismo de acetilagdo para justificar a formagdo de SC-7a
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Tabela 14- Dados de RMN de 'H e "*C de SC-7 (MeOD) e SC-7a (CDCLy), incluindo as correlacdes obtidas
através do espectro HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-6.

SC-7 SC-7a SC-6
#C oc Su (multip, Jun) & Su (multip, Jun) & Su (multip, Ju 1)
1 131,9 6,84 (d; 8,1) 131,0 7,10 (d; 8,0) 1592 7,25(d; 10,0)
2 13,6  644(d; 8,1) 1189 6,80 (dd;8,0;2,0) 1278 6,17(d; 10,0)
3 156,5 - 1490 - 188,8 -
4 1168 6,55 (s]) 121,7 6,55 (sl) 1242 6,02 (s)
5 1439 - 42,7 - 1736 -
6 31,3 2,53 (m); 29,4 2,55 334 2,56 (df);
2,46 (m) 2,37(d; 13,0)
7 32,4 1,63 30,0 1,50 350  1,98(dl; 12,0)
1,04
8 44,1 1,49 40,1 1,80 364 1,77
9 75,3 3,31 (m) 76,0 4,67 (m) 548 1,05
10 1277 - 133,5 - 456 -
11 32,4 1,63 27,6 1,80 235 1,78
12 36,9 1,64; 1,05 37,7 1,78; 1,30 38,0  1,80;1,20
13 443 - 42,7 - 430 -
14 50,9 1,15 50,2 1.35 51,6 0,90 (m)
15 34,9 2,25; 1,41 35,5 2,38; 346 2,16;1,38
1,43 (dr;13,5; 4,0)
16 70,3 4,65 (m) 63,6 4,70 (sl) 69,9 4,62 (sl)
17 58,4 1,17 (£, 7,2) 56,7 1,66 (dd; 11,5;6,0) 58,7 1,17 (d; 6.5)
18 15,4 0,94 (s) 12,8 0,99 (5) 155 0095
19 19,0 2,16 (sl) 18,9 2,25 (s) 193 127 (s)
20 27,7 2,25 37,3 2,20 27,6 220 (m)
21 18,8 1,26 (d; 7,3) 16,2 1,09 (d; 7,0) 190 1,26 (d;7,0)
22 93,6 - 2069 - 93,7 -
23 60,1 3,09 (dI; 6,6) 71,9 4,65 60,1  3,12(d;6,5)
24 45,4 1,82: 1,26 473 2,50; 2,30 456  1,83;136
25 28,1 2,25 28,1 2,45 28,1 2,16
26 52,1 3,22:2,70 (; 12,3) 51,3 3,87 (dd;13,5;4,0); 522  3.21(dlL 12,0);
3,64 (dd: 13,5; 5,0) 2,70 (1; 12,0)
27 18,3 0,94 18,7 1,06 (d: 6.5) 183 0,96 (d; 6,5)
Ac-N 22,8 2,21 (s)
AcO-3 21,3 2,28 (s)
AcO-9 21,5 2,04 (s)
Ac0-23 21,5 2,04 (s)
AcN 171,6
AcO-3 169,9
AcO-9 171,1
AcO-23 171,1
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Figura 59- Espectro de massas (IES-EM) de SC-7
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4.1.1.8 Determinagdo estrutural de SC-16

A fracdo EESC-D apés sucessivas cromatografias, incluindo extragdo em fase sélida
(SPE) e purificacdo por CLAE, resultou na obten¢do de um composto puro, com aspecto de
uma resina amarela (Item 5.4.3.2.3, p. 222, Fluxograma 2, p. 225), o qual foi denominado SC-
16.

O espectro de IV (Figura 70, p. 109) mostrou uma banda em 3263 cm’,
correspondente 2 deformagio axial de ligagdo O-H; absorcdo em 2963 cm™, caracteristica de
deformacdo axial de ligacdo C-H de carbono sp3; absorcdo em 1673 cm’ de deformacio axial
de ligacdo C=N; bandas em 1517 e 1440 cm’ de C=Cyom; absor¢do caracteristica de
deformacdo axial assimétrica de C-O-C em 1256 cm’; banda em 1156 cm™ referente a
deformacdo axial e angular de C-(C-O)-C; banda em1039 cm’ referente as deformacdes
axiais C-N, (SILVERSTEIN, 2007).

O espectro de massas de alta resolu¢do (Figura 71, p. 109) exibiu o pico [M + H]*
com m/z 525,3487 (calculado m/z 525,3476; erro = 2,1 ppm), referente & férmula molecular
C35H44N>0,, bem como o pico [M + H,O + H]* com m/z 543,3610 (calculado m/z 543,3581;
erro 5,84 ppm).

No espectro de RMN de Bc-.cpD (125 MHz, MeQOD, Figuras 72 e 73, p. 110) foram
observadas trinta e trés sinais espectrais, dois dos quais com intensidade destacadas [6¢ 131,6
(C-2°/6’) e 116,8 (C-3’/5’)], correspondentes cada um a dois carbonos quimicamente
equivalentes de um anel benzénico p-substituido. Este espectro, quando comparado com o
espectro DEPT 135° (Figura 74, p. 111), revelou a presenca de oito carbonos néo-
hidrogenados, quinze carbonos metinicos, oito carbonos metilénicos e quatro carbonos
metilicos. Dos trinta e trés sinais observados, vinte e sete foram compativeis com um nicleo
solanidano, os quais mostraram uma estreita semelhanca estrutural com SC-5 (22,23 0+
epoxi-solanida-1,4,9-trien-3-ona) (p. 52).

Conforme anédlise dos deslocamentos quimicos de RMN de BC de SC-16 com
aqueles de SC-5 (Tabela 15, p. 108), a principal diferenga entre os dois compostos foi a
presencga de oito carbonos adicionais, sendo seis na regido de carbono sp2 [6c 158,5 (C-4"),
131,6 (C-2/6), 128,8 (C-1’) e 116,8 (C-3’/5’)] e dois na regido de carbono sp3 [6c 47,6 (C-
8’) e 35,5 (C-7")]. Adicionalmente, foi verificado a blindagem nos valores de deslocamento
quimico dos carbonos C-2 (d¢ 115,3), C-3 (3¢ 176,5), C-4 (6¢ 115,9) e C-5 (6¢ 165,6) do anel
A do niicleo esteroidal de SC-16.
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O espectro de RMN de 'H (Figuras 74 ¢ 75, p. 111) mostrou um par de dupletos em
ou 7,00 (J = 8,3 Hz; H-2°/6’) ¢ 6,67 (J = 8,3 Hz; H-3°/5’), caracteristicos de anel benzénico p-
dissubstituido, bem como os sinais em 0oy 3,92 (t, J = 6,2 Hz; 2H-8’) e 2,94 (m; 2H-7"), os
quais exibiram correlacdes com os carbonos metilénicos C-8 e C-7’, respectivamente, no
espectro HSQC (Figura 76, p. 112). Estes dados evidenciaram a existéncia de um grupo p-
hidroxifeniletilamina, o qual pode ser derivado da tiramina, substdncia comum em plantas do
género Solanum e inclusive isolado da planta em estudo, conforme pode ser observado
posteriormente (p. 185).

Portanto, SC-16 trata-se de uma imina provavelmente produzida pela condensacdo

de SC-5 (22,23 o~epoxi-solanida-1,4,9-trien-3-ona) e a tiramina (Esquema 4, abaixo).

@NL@ .

Tiramina
HO
HzO" -
HO H-O -
/@/\/NH % /@/\/N\@
HO HO
+ HZO
N~ % N %
J QR r
H
HO HO SC-16

Esquema 4- Proposta para formagdo de SC-16 a partir da condensagdo de SC-5 com a tiramina

O grupo p-hidroxifeniletilamina foi posicionado no carbono C-3, com base nas
correlacoes observadas no  espectro
HMBC (Figura 77, p. 113) dos
hidrogénios em oy 2,94 (2H-7") e 7,60 (H-
1) com o carbono em o¢c 176,5 (C-3).

Outras correlagdes importantes estdao
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sumarizadas na sub-estrutura (I). A formacio da imina justifica a blindagem dos valores de
deslocamento quimico dos carbonos C-2 (8¢ 115,3), C-3 (&¢ 176,5), C-4 (6¢ 115,9) e C-5 (6¢
165,6), quando comparados aos deslocamentos quimicos referentes aos carbonos equivalentes
de SC-5 (Tabela 15, p. 108), em funcdo da menor eletronegatividade do 4tomo de nitrogénio
em relacdo ao dtomo de oxigénio.

Através das interacdes espaciais observadas no espectro NOESY (Figura 78, p. 114)
entre o hidrogénio em oy 6,61 (H-2) e os hidrogé€nios em oy 3,92 (2H-8), foi possivel
estabelecer a posicdo anti para o grupo p-hidroxifeniletilamina e, portanto, determinar a
configuragdo E para a ligacdo dupla C=N. Outras interagdes espaciais importantes utilizadas
para a atribuicdo da estereoquimica relativa dos centros estereogénicos de SC-16 estdo

sumarizadas na estrutura II.

Os dados discutidos permitiram elucidar a estrutura de SC-16 como o alcaléide (E)-
N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22 ,23 o~epoxi-solanida-1,4,9-trien-3-imina, relatado pela primeira

VEZ.

-
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Tabela 15- Dados de RMN de 'H e '*C (MeOD) de SC-16, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro
HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-5.

SC-16 SC-5
#C & oq (multip, Jypn) o oy (multip, Jypn)
1 165,1 7,60 (d; 10,2) 158,6 7,44 (d; 9,5)
2 1153 6,61 (d; 10,2) 1274 6,24 (d; 9,5
3 176,5 - 188,8 -
4 1159 6,46 (s) 124,0 6,05 (s)
5 165,6 - 171,5 -
6 334 2,85(dt, 13,3;4,4); 2,58 (dl; 13,3) 33,3 2,70; 2,46 (d; 13,5)
7 36,6  2,30; 1,12 (m) 36,2 2,28;1,20
8 37,5 2,45 (m) 37,7 2,38
9 1443 - 145,0 -
10 504 - 479 -
11 123,4 5,49, 5,4) 121,8  5.61 (si)
12 40,7 2,07 (dd; 17,0; 5,2); 1,83 (dl; 17,0) 40,6 1,90; 1,35
13 427 - 426 -
14 51,1 1,20 51,6 1,16
15 35,5  2,40; 1,40 35,5 2,38; 1,50
16 69,8 4,68 (m) 69,8 4,69 (sl)
17 584 1,28 58,4 1,30
18 153 0,94 (s) 152 0,95 (s)
19 26,9 1,45 (s) 28,0 1,47 (s)
20 27,7 2,27 27,8 2,27
21 18,8 1,31 (d;7,2) 18,8 1,31 (d; 7,0)
22 93,8 - 93,8 -
23 60,0 3,18 (d; 6,6) 60,1 3,18 (d; 5,5)
24 45,5 1,88 (dl; 12,9); 1,36 (dl; 12,9) 45,5 1,88 (dl; 12,9);1,36 (dl; 12,9)
25 28,2 2,28 (m) 28,1 2,26
26 52,1 3,26 (dl; 12,15 3,0); 2,77 (t; 12,1) 52,1 3,26 (dD); 2,77 (m)
27 18,3 1,00 (d; 6,6) 18,2 1,00 (d; 6,0)
Unidade p-hidroxifeniletilamina
I 128,8 -
2’/6° 131,6 7,00 (d; 8,3)
3/5 116,8 6,67 (d; 8,3)
4 158,1 -
7 35,5 2,94 (m)
8 47,6 3,92 (1;6,2)
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Figura 78- Espectro de RMN-NOESY (MeOD, 500 x 500 MHz) de SC-16
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4.1.1.9 Determinacdo estrutural de SC-18

O pico 3, resultou no composto denominado SC-18 (11,7 mg) (Item 5.4.3.2.3, p. 222,
Fluxograma 2, p. 225), o qual apresentou-se com uma resina amarela.

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 79, p. 118) exibiu o {ion
correspondente a molécula protonada [M + H]" com m/z 525,3487 (calculado m/z 525,3476;
erro = 2,09 ppm), o qual permitiu a deducdo da férmula molecular C3sH44N,O,, a mesma
encontrada para o composto SC-16, e portanto, um isomero deste. Assim como em SC-16 o
espectro EM exibiu também o pico [M + H,O + H]" com m/z 543,3601 (calculado m/z
543,3581; erro = 3,68 ppm).

A andlise comparativa dos dados de RMN de 'He "C (Figuras 80 a 82, p. 118 e
119), incluindo informagdes dos espectros HSQC e HMBC (Figuras 83 e 84, p. 120 e 121) de
SC-18 com aqueles de SC-16 (Tabela 16, p. 117) revelou que os dois compostos diferem
apenas quanto aos deslocamentos quimicos dos dtomos de carbonos pertencentes ao anel A do
esqueleto solanidano SC-18/ SC-16: C-1 (6¢ 162,1/165,1); C-2 (6¢ 119,9/115,3); C-3 (d¢
180,4/176,5) e C-4 (&¢ 111,8/115,9). Estes dados indicaram que SC-18 é um isémero de SC-
16 contendo o grupo p-hidroxifeniletilamina na posicdo sin, forma estericamente mais
condensada do que o isdmero E, conformacgdo menos impedida (SILVERSTEIN, 2007). A
orientacdo sin do grupo p-hidroxifeniletilamina justificou a blindagem do carbono C-4 (Ad =
4,0) resultante da compressao estérica da interagdo ygauche e a desblinadagem do carbono C-
2 (Ad = 4,6), quando comparado aos deslocamentos quimicos dos carbonos equivalentes de

SC-16, conforme ilustrado abaixo.

HO

efeito y

SC-18 SC-16

As interagdes espaciais observadas no espectro NOESY (Figura 85, p. 122) entre o

hidrogénio em &y 6,27 (H-4) e os hidrogénios em oy 3,92 (2H-8’), corroboraram a posi¢ao sin
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para o grupo p-hidroxifeniletilamina. A estereoquimica relativa de SC-18 foi estabelecida
com base nas interacdes espaciais observadas no espectro NOESY, conforme mostra a

estrutura L.

@
A estrutura de SC-18, nova na literatura, foi intitulada (2)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-

22 a,23 o-epoxi-solanida-1,4,9-trien-3-imina, um isdmero configuracional de SC-16.
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Tabela 16- Dados de RMN de 'H e '*C (MeOD) de SC-18, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro
HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-16

SC-18 SC-16
#C & oq (multip, Jypn) oc ou (multip, Jyn)
1 162,1 7,60 (d; 10,0) 165,1 7,60 (d; 10,2)
2 119,9 6,61 (d ; 10,0) 115,3 6,61 (d ; 10,2)
3 180,4 - 176,5 -
4 111,8 6,27 (s) 115,9 6,46 (s)
5 1654 - 165,6 -
6 345 277,245 334 2,85 (dt, 13,3; 4,4); 2,58 (dl; 13,3)
7 36,6  2,24; 1,15 36,6 2,30; 1,12 (m)
8 37,5 2,38 37,5 2,45 (m)
9 144,8 - 1443 -
10 504 - 50,4 -
11 123,2 5,55 (sl) 123,4 5,49 (d, 5,4)
12 40,6  2,06; 1,82 40,7 2,07 (dd; 17,0; 5,2); 1,83 (dl; 17,0)
13 427 - 427 -
14 51,1 1,20 51,1 1,20
15 35,5  2,34;1,44 35,5 2,40; 1,40
16 69,8 4,69 (sl) 69,8 4,68 (m)
17 58,3 1,32 58,4 1,28
18 153 0,93 (s) 15,3 0,94 (s)
19 26,9 1,44 (s) 26,9 1,45 (s)
20 279 2,27 27,7 2,27
21 18,8 1,32(d; 7,2) 18,8 1,31 (d; 7,2)
22 93,8 - 93,8 -
23 60,1 3,17 (d; 6,7) 60,0 3,18 (d; 6,6)
24 45,5 1,87; 1,36 45,5 1,88 (dl; 12,9); 1,36 (dl; 12,9)
25 28,2 2,27 (m) 28,2 2,28 (m)
26 52,2 327,277 52,1 3,26 (dl; 12,1; 3,0); 2,77 (t; 12,1)
27 18,3 1,00 (d; 6,6) 18,3 1,00 (d; 6,6)

Unidade p-hidroxifeniletilamina

I 128,8 - 128,8 -
2’/6° 131,8 7,00 (d; 8,3) 131,6 7,00 (d; 8,3)
3/5 116,8 6,67 (d; 8,3) 116,8 6,67 (d; 8,3)
4 158,0 - 158,1 -
7 35,6 2,94 (m) 35,5 2,94 (m)
8 47,6 3,92 (1;6,2) 47,6 3,92 (t; 6,2)
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4.1.1.10 Determinacgdo estrutural de SC-17

O pico 2, denominado SC-17 (4,1 mg) (Item 5.4.3.2.3, p. 222, Fluxograma 2, p.
225), apresentou-se com uma resina amarela.

A férmula molecular C3sHysN,O,, deduzida a partir do fon [M + H]" com m/z
527,3673 (calculado m/z 527,3632; erro = 7,77 ppm) observado no espectro de massas (Figura
86, p. 125), apresentou indice de deficiéncia de hidrogénio igual a quatorze e, portanto, uma
insaturagcdo a menos do que a calculada para SC-16.

O espectro de RMN de BC-CPD (125 MHz, MeOD, Figura 87, p. 125) também
apresentou sinais correspondentes a trinta e cinco dtomos de carbono: sete carbonos nao-
hidrogenados, quinze carbonos metinicos, nove carbonos metilénicos e quatro carbonos
metilicos, deduzidos por comparacdo o com espectro de RMN de C DEPT 135° (Figura 88,
p. 126).

Os dados de RMN de 'H e "°C (Figuras 87 a 89, p. 125 e 126) de SC-17 foram
semelhantes aqueles de SC-16 (Tabela 17, p. 124), evidenciando um composto com 0 mesmo
perfil estrutural e funcionalidades. A comparacdo dos dados de RMN de BC dos dois
compostos mostrou que a principal diferenca entre ambos reside na auséncia dos sinais em 06¢
144.3 (C-9) e 123,4 (C-11), correspondentes a ligacdo dupla localizada entre os carbonos C-
9/C-11 em SC-16, e o aparecimento de dois sinais referentes a carbono sp3 em Oc 55,8 (C-9) e
23,9 (C-11), os quais exibiram correlacdes com os sinais de hidrogénios em oy 1,0 (H-9) e
1,80/1,69 (2H-11), respectivamente, no espectro HSQC (Figura 90, p. 127).

Uma anélise detalhada dos espectros HMBC e NOESY (Figuras 91 e 92, p. 128 e
129) permitiu elucidar a estrutura de SC-17 como (E)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22,23 o+

epoxi-solanida-1,4-dien-3-imina, nova na literatura.
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Tabela 17- Dados de RMN de 'H e '*C (MeOD) de SC-17, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro
HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-16

SC-17 SC-16
#C & oq (multip, Jypn) o ou (multip, Jyn)
1 166,1 7,38 (d; 10,0) 163,1 7,60 (d; 10,2)
2 115,3 6,55 (d; 10,0) 115,3 6,61 (d; 10,2)
3 178,8 - 176,5 -
4 116,2 6,45 (s) 115,9 6,46 (s)
5 1654 - 165,6 -
6 345  2,67;2,54 33,4 2,85 (dt, 13,3; 4,4); 2,58 (dl; 13,3)
7 35,5  2,08; 1,09 36,6 2,30; 1,12 (m)
8 36,2 1,86 37,5 2,45 (m)
9 558 1,0 144,3 -
10 48,7 - 50,4 -
11 23,9 1,83; 1,69 123,4 5,49 (d, 5,4)
12 37,8 1,81; 1,12 40,7 2,07 (dd; 17,0; 5,2); 1,83 (dl; 17,0)
13 440 - 42,7 -
14 534 0,94 51,1 1,20
15 34,6  2,25;1,40 35,5 2,40; 1,40
16 69,8 4,67 (s) 69,8 4,68 (m)
17 58,6 1,23 58,4 1,28
18 155 0,94 (s) 15,3 0,94 (s)
19 18,8 1,28 (s) 26,9 1,45 (s)
20 279 2,25 27,7 2,27
21 19,0 1,31 (d; 7,0) 18,8 1,31 (d; 7,2)
22 93,8 - 93,8 -
23 60,1  3,15(d; 6,4) 60,0 3,18 (d; 6,6)
24 45,5  1,89; 1,31 45,5 1,88 (dl; 12,9); 1,36 (dl; 12,9)
25 28,1 2,25 (m) 28,2 2,28 (m)
26 52,2 3,26;2,77 52,1 3,26 (dl; 12,1; 3,0); 2,77 (t; 12,1)
27 18,3 1,00 18,3 1,00 (d; 6,6)

Unidade p-hidroxifeniletilamina

I 128,7 - 128,8 -
2’/6° 131,8 7,00 (d; 7,6) 131,6 7,00 (d; 8,3)
3/5 116,7 6,68 (d;7,6) 116,8 6,67 (d; 8,3)
4 158,1 - 158,1 -
7 35,6 2,95;2091 35,5 2,94 (m)
8 47,4 391 47,6 3,92 (t; 6,2)
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Figura 91- Espectro de RMN-HMBC (MeOD, 125 x 500 MHz) de SC-17
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Figura 92- Espectro de RMN-NOESY (MeOD, 500 x 500 MHz) de SC-17
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4.1.1.11 Determinagdo estrutural de SC-19

Denominado SC-19, o composto resultante do pico 4 (11,2 mg) (Item 5.4.3.2.3, p.
220, Fluxograma 2, p. 223) mostrou-se na forma de uma resina amarela

O espectro de massas de alta resolagdo (Figura 93, p. 132) apresentou o pico [M +
H]" com m/z 527,3678 (calculado m/z 527,3632; erro = 8,72 ppm) correspondente a férmula
molecular C3sHyN,O, (IDH = 14), a qual possui uma insaturagdo a menos do que a
calculada para SC-18.

A notéria similaridade observada entre os espectros de RMN de 'H e "°C (500 e 125
MHz, Figuras 94 e 95, p. 132 e 133) de SC-19 e SC-18 (Tabela 18, p. 131), sinalizou uma
estreita semelhanca estrutural entre eles, confirmada pela identificacio de trinta e cinco
atomos de carbono no espectro de RMN de C-CPD (125 MHz, Figura 95, p. 133) e que de
acordo com o espectro DEPT 135° (Figura 96, p. 133) compreendiam sete carbonos nao-
hidrogenados, quinze carbonos metinicos, nove carbonos metilénicos e quatro carbonos
metilicos.

Os dados de RMN de 'H e C apresentados na Tabela 18 (p. 131), atribuidos
segundo as correlagdes obtidas do espectro HSQC (Figura 97, p. 134), apontaram a diferenca
estrutural entre os dois compostos, a auséncia da ligacdo dupla entre os carbonos C-9/C-11
presente em SC-18, justificada pelos sinais 6y 0,88 (H-9); 1,80/1,73 (2H-11); 6¢ 56,3 (C-9) e
24,0 (C-11) para SC-19.

De acordo com os dados espectrais discutidos acima, bem como as interagdes
espaciais observadas no espectro NOESY (Figura 98, p. 135) a estrutura de SC-19 foi
estabelecida como (Z)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22 &, 23 a~epoxi-solanida-1,4-dien-3-imina,

um novo alcaldide solanidano.

s TUNTEEN

HO N
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Tabela 18- Dados de RMN de 'H e '*C (MeOD) de SC-19, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro

HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-18

SC-19 SC-18
#C & oq (multip, Jyn) oc oy (multip, Jypn)
1 163,2 7,41 (d; 9,7) 162,1 7,60 (d; 10,0)
2 120,1 6,68 119,9 6,61 (d ; 10,0)
3 182,3 - 180,4 -
4 112,0 6,25 (s) 111,8 6,27 (s)
5 165,2 - 165,4 -
6 354 2,56 34,5 2,77; 2,45
7 352 2,38 36,6 2,24; 1,15
8 36,2 1,82 37,5 2,38
9 56,3 0,88 144,8 -
10 483 - 50,4 -
11 24,0 1,80; 1,73 123,2 5,55 (sD)
12 38,0 1,86 40,6 2,06; 1,82
13 440 - 42,7 -
14 53,1 0,99 51,1 1,20
15 34,6  2,21;1,37 35,5 2,34; 1,44
16 69,9  4,66(s) 69,8 4,69 (sl)
17 58,6 1,23 58,3 1,32
18 155 0,99 (s) 15,3 0,93 (s)
19 18,8 1,26 (s) 26,9 1,44 (s)
20 27,6 2,30 27,9 2,27
21 19,1 1,32 (d; 7,2) 18,8 1,32 (d; 7,2)
22 93,8 - 93,8 -
23 60,1 3,15 (d; 6,0) 60,1 3,17 (d; 6,7)
24 45,5  2,01; 1,37 45,5 1,87; 1,36
25 28,1 2,28 (m) 28,2 2,27 (m)
26 52,2 327,276 52,2 3,27,2,77
27 18,3 1,01 18,3 1,00 (d; 6,6)

Unidade p-hidroxifeniletilamina

I 1289 - 128,8 -
2’/6° 132,0 7,01(d;7,9) 131,8 7,00 (d; 8,3)
3/5 116,8 6,66 (d;7,9) 116,8 6,67 (d; 8,3)
4 158,0 - 158,0 -
7 35,7  2,98;2,89 35,6 2,94 (m)
8 47,4  3,99;391 47,6 3,92 (t; 6,2)
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i

Figura 98- Espectro de RMN-NOESY (MeOD, 500 x 500 MHz) de SC-19
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4.1.1.12 Determinagdo estrutural de SC-10

A fragdo EESC-D apés sucessivas cromatografias, incluindo purificacdo em CLAE
(fase reversa) forneceu o pico 3 com tg = 9,12 min. (Item 5.4.3.2.2, p. 222, Fluxograma 2, p.
225), uma resina escura, a qual foi denominada SC-10 (11,1 mg).

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 99, p. 140) exibiu o {fon
correspondente a molécula [M + H]" em m/z 412,3216 (calculado m/z 412,3210, erro = 1,46
ppm) compativel com a férmula molecular Cp7H4NO,.

A andlise dos espectros de RMN de *C-CPD e DEPT 135 ° (125 MHz, piridina-ds,
Figuras 100 e 101, p. 140 e 141) permitiu determinar a presenca de sinais correspondentes a
vinte e sete dtomos de carbonos, sendo cinco carbonos ndo-hidrogenados, oito carbonos
metinicos, dez carbonos metilénicos e quatro carbonos metilicos (Tabela 19, p. 139).

Os sinais observados no espectro de RMN de BC-CPD em 8¢ 198,7 (C-3), 124,5 (C-
4) e 170,5 (C-5), sdo compativeis com um sistema contendo uma carbonila a,f-insaturada.
Isto estd de acordo com o simpleto observado no espectro de RMN de 'H (Figura 102, p. 141)
em Oy 5,86 (H-4) correlacionando com o sinal em 6c¢ 124,5 (C-4) no espectro HSQC (Figura
103, p. 142). O sinal em 6¢ 80,8 (C-16), o qual no espectro HSQC exibiu correlagdo com o
hidrogé€nio em oy 4,29 (H-16), bem como o sinal em 6¢ 97,5 (C-22) sdo tipicos de esqueleto
do tipo espirosolano (sub-estruturas I e IT), sendo o sinal em 6¢ 97,5 (C-22) caracteristico do
anel aminoespirocetal (RADEGLIA et al., 1977). Este tipo de composto € caracteristico e

predominante no género Solanum.

ey

Os valores de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e C foram atribuidos com
base na andlise do espectro HSQC e por comparagdo com os dados de RMN de BC dos
alcaldides esteroidais tomatidina e solasodenona (RADEGLIA er al, 1977), usados como

modelo, conforme pode ser observado na Tabela 20 (p. 139).
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Como pode ser observado na Tabela 20 (p. 139), toda a parte esteroidal
compreendendo C-1 a C-22 da molécula tem seus deslocamentos quimicos de RMN de "*C
semelhantes aos da solasodenona. A estrutura parcial proposta estd de acordo com as
correlacdes observadas no espectro HMBC
(Figuras 104 e 105, p. 143 e 144) do hidrogénio
em Oy 1,78 (H-1) com o carbono em &¢ 198,7 (C-
3); dos hidrogénios em dy 2,48/2,38 (2H-2) com o
carbono em d¢ 198,7 (C-3); do hidrogénio em oy
5,58 (H-4) com os carbonos em 6c 34,7 (C-2);
32,9 (C-6) e 39,0 (C-10), bem como outras

correlacdes as quais estdo ilustradas na sub-

estrutura III.

A configuracdo do carbono C-22 do anel aminoespirocetal, foi estabelecida por
comparagdo com os dados de RMN de 13C da tomatidina e solasodenona, (Tabela 20, p- 139)
(RADEGLIA et al, 1977). Conforme pode ser observado o deslocamento quimico em &¢ 26,5
(C-23) é compativel com o observado para a tomatidina, a qual apresenta o nitrogénio ligado
ao C-22 na posi¢do f, enquanto, o carbono C-23 da solasodenona é mais desblindado (Ad =
7,6 ppm), sendo esta diferenga de deslocamento quimico atribuida a forte interagdo y gauche
com o grupo metila CH3-21.

Estas informagdes foram corroboradas através das interacdes espaciais observadas no
espectro NOESY (Figura 106, p. 145) do hidrogénio em 6y 1,84 (H-23) com os hidrogénios
em oy 4,29 (H-16) e 1,25 (3H-21) (estrutura IV). A estrutura IV mostra também outras
interagdes espaciais importantes que justificam a estereoquimica relativa estabelecida para os

demais centros estereogé€nicos presentes na molécula.
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A estrutura do composto SC-10 foi elucidada com base nos dados analisados como o
alcal6ide esteroidal do tipo espirosolano, (255)-22/N-espirosol-4-en-3-ona. Levantamento
bibliogréfico realizado no SciFinder revelou que este composto estd sendo registrado pela
primeira vez como um produto natural, sendo reportado apenas como um dos subprodutos da
desidrogenacdo da tomatidina, (BELIC et al., 1972), no entanto, seus dados espectroscopicos

nao foram publicados.
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Tabela 19- Dados espectrais de RMN de BC-CPD e DEPT 135° (125 MHz, piridina-ds) de SC-10, incluindo

informagdes obtidas através do espectro IES-EM

C CH CH, CH; Formula Molecular
198,7 (C=0) 124,5 (C=C) 48,8 (C-N) 19,1
170,5 (C=C) 80,8 (C-0) 40,0 17,4
97,5 (N-C-O) 62,5 36,1 16,9
41,1 55,6 34,7 15,4
39,0 54,0 329
41,8 32,7
35,2 32,6
29,2 27,5
26,5
21,0
5C SCH 10CH, 4CH; C,7HuNO,

Tabela 20- Dados de RMN de 'H e *C (piridina-ds) de SC-10, incluindo as correlagdes obtidas através de
espectro HSQC e comparagdo com dados de 13C da tomatidina e solasodenona (CDCl;) (RADEGLIA et al.,
1977).

SC-10 Tomatidina Solasodenona

#C & oy (multip, Jyn) & dc

1 36,1 1,78; 1,46 37,0 35,7
2 34,7 2,38; 2,41 31,5 33,9
3 198,7 - 71,0 199,2
4 124,5 5,86 (s) 38,2 123,8
5 170,5 - 44,9 170,9
6 32,9 2,08;2,13 28,6 32,8
7 32,6 1,60; 0,81 32,3 32,1
8 35,2 1,46 35,0 35,2
9 54,0 0,73 54,4 53,8
10 39,0 - 35,5 38,6
11 21,0 1,36; 1,25 21,1 20,8
12 40,0 1,63; 1,07 40,2 39,8
13 41,3 - 40,9 40,6
14 55,6 1,02 55,8 55,6
15 32,7 2,08; 1,46 32,6 32,1
16 80,8 4,62 (d; 7,0) 78,5 78,5
17 62,5 1,71 62,0 62,7
18 16,9 0,77 (s) 16,9 16,5
19 17,4 0,94 (s) 12,3 17,4
20 41,8 2,48 43,0 41,2
21 15,4 1,25 (d; 6,5) 15,8 15,2
22 97,5 - 99,3 98,2
23 26,5 1,84 26,6 34,1
24 27,5 1,57; 1,45 28,6 30,3
25 29,2 2,08 31,0 31,3
26 48,8 3,28 (sl); 2,98 (1; 12,0) 50,2 47,6
27 19,1 0,77 19,3 19,3
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Figura 106- Espectro de RMN-NOESY (piridina-ds, 500 x 500 MHz) de SC-10
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4.1.1.13 Determinagdo estrutural de SC-9

Denominado de SC-9 (4,5 mg), o pico 2 com tg = 6,60 min. (Item 5.4. 3.2.2, p. 222,
Fluxograma 2, p. 225), mostrou-se com uma resina verde.

Os espectros de RMN de 'He BC (500 e 125 MHz, piridina-ds, Figuras 107 a 109, p.
149 e 150) exibiram dados espectrais semelhantes aqueles de SC-10. O espectro de RMN de
BC-CPD (Figura 106, p. 146) também mostrou vinte e sete linhas espectrais, cinco das quais
correspondentes a carbonos nao-hidrogenados, dez a carbonos metinicos, oito a carbonos
metilénicos e quatro a carbonos metilicos, quando comparado com espectro de RMN de Be-
DEPT 135° (Figura 110, p. 150) (Tabela 21, p. 148).

A andlise comparativa dos dados espectrais deste composto com aqueles de SC-10
(Tabela 22, p. 148), revelou que as principais diferencas no espectro de RMN de BC residem
nos sinais adicionais de carbono sp2 em Oc 156,2 (C-1) e 128,1 (C-2), os quais exibiram
correlagcdes com os sinais de hidrogénio em 6y 6,98 (d; J = 10,3 Hz) e 6,42 (d; J = 9,1 Hz),
respectivamente, no espectro HSQC (Figura 111, p. 151). Estes dados evidenciaram a
existéncia de uma ligacdo dupla adicional com configuracao cis, quando comparados com a
estrutura de SC-10. O sinal da carbonila em d¢ 186,2 (C-3) mais blindada (Ao = 12,5 ppm)
que aquele observado para o carbono C-3 (d¢ 198,7) em SC-10 € justificado pela conjugagio
adicional.

Isto estd de acordo com a férmula molecular Cy;H39NO,, a qual apresenta IDH igual
a nove e, portanto, uma insaturagdo a mais do que a calculada para SC-10. Esta férmula
molecular foi deduzida através do fon correspondente a molécula [M + H]" com m/z 410,3099
(calculado m/z 410,3086; erro = 7,8 ppm), exibido no de massas de alta resolucdo (Figura
112, p. 151).

A posicao da ligacdo dupla entre os carbonos C-1 e C-2 foi corroborada através das
correlacdoes a longa distancia observadas no espectro HMBC (Figura 113, p. 152) do
hidrogénio em &y 6,98 (H-1) com os carbonos em d¢ 186,2 (C-3); 170,0 (C-5); do hidrogénio
em oy 6,25 (H-4) com os carbonos oc 28,1 (C-2), 33,0 (C-6) e 44,0 (C-10), bem como dos
hidrogénios metilicos em dy 1,05 (3H-19) com os carbonos d¢ 156,2 (C-1); 170,0 (C-5) e 44,0
(C-10) (sub-estruturas I e II).
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Com base nos dados discutidos, incluindo andlise comparativa com dados descritos
para SC-10, a estrutura de SC-9 foi estabelecida como o alcaldide (255)-22 SN-espirosol-1,4-
dien-3-ona, o qual € relatado apenas como um dos subprodutos da desidrogenagdo da
tomatidina, (BELIC et al., 1972) e assim como SC-10 esta sendo registrado pela primeira vez

como um produto natural.

147



Resultados e Discussdo

Tabela 21- Dados espectrais de RMN de BC-CPD e DEPT 135° (125 MHz, piridina-ds) de SC-9, incluindo

informagdes obtidas através do espectro IES-EM

C CH CH, CH; Formula Molecular
186,2 (C=0) 156,2 (C=C) 50,4 (C-N) 19,3
171,7 (C=C) 128,1 (C=C) 40,1 19,0
98,4 (N-C-O) 124,5(C=C) 342 17,2
44,0 79,9 (C-O) 33,0 15,8
41,5 62,6 33,0
55,2 28,4
52,8 26,9
42,4 23,2
36,0
30,3
5C 10CH 8CH, 4CH; C,7H30NO,

Tabela 22- Dados de RMN de 'H e °C (piridina-ds) de SC-9, incluindo as correlagdes obtidas através de

espectros HSQC e comparacio com dados de RMN de SC-10 (piridina-ds)

SC-9 SC-10
#C & oy (multip, Jy.n) & oy (multip, Jyn)
1 156,7 6,98 (d; 10,4) 36,1 1,78; 1,46
2 128,1 6,42 (d; 9,1) 34,7 2,38; 2,41
3 186,2 - 198,7 -
4 124,5 6,25 (s) 124,5 5,86 (s)
5 171,7 - 170,5 -
6 33,0 2,25; 2,16 32,9 2,08; 2,13
7 34,2 1,68; 0,78 32,6 1,60; 0,81
8 36,0 1,60 35,2 1,46
9 52,8 0,84 54,0 0,73
10 44,0 - 39,0 -
11 23,2 1,68; 1,54 21,0 1,36; 1,25
12 40,1 1,68; 1,05 40,0 1,63; 1,07
13 41,5 - 41,3 -
14 55,2 0,98 55,6 1,02
15 33,0 2,02; 1,48 32,7 2,08; 1,46
16 79,9 4,23 (d; 7,4) 80,8 4,62 (d;7,0)
17 62,6 1,68 62,5 1,71
18 172 0,82 (s) 16,9 0,77 (s)
19 19,3 1,05 (s) 17,4 0,94 (s)
20 42.4 2,25 41,8 2,48
21 15,8 1,16 (d; 6,2) 15,4 1,25 (d; 6,5)
22 98,4 - 97,5 -
23 26,9 1,79; 1,62 26,5 1,84
24 28,4 1,54; 1,48 27,5 1,57; 1,45
25 30,3 1,90 29,2 2,08
26 50,0 3,10; 2,96 (1; 11,5) 48,8 3,28 (sl); 2,98 (1; 12,0)
27 19,0 0,78 (d, 6,0) 19,1 0,77
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4.1.1.14 Determinagdo estrutural de SC-8

Denominado de SC-8 (4,1 mg), o pico 2 com tg = 5,97 min. (Item 5.4. 3.2.2, p. 222,
Fluxograma 2, p. 225), mostrou-se como uma resina verde.

Os espectros de RMN de 'He BC (500 e 125 MHz, piridina-ds, Figuras 114 a 116, p.
156 e 157) indicaram uma estreita semelhanca estrutural com SC-10. O espectro de RMN de
BC-CPD mostrou sinais correspondentes a vinte e nove dtomos de carbonos, sendo vinte e
sete compativeis com um nucleo espirosolano do alcaléide esteroidal. A comparacdo deste
com o espectro DEPT 135° (Figura 116, p. 157) revelou a presenga de seis carbonos ndo-
hidrogenados, nove carbonos metinicos, nove carbonos metilénicos e cinco carbonos
metilicos (Tabela 23, p. 155).

A andlise comparativa dos dados espectrais dos dois compostos (Tabela 24, p. 155),
revelou que as principais diferencas no espectro de RMN de 'H residem nos sinais em 3y 4,76
(dd; J = 10,8 e 4,3 Hz; H-12) e 2,11 (s; CH3CO-12), os quais mostraram correlacdes com o0s
sinais de carbonos em oc¢ 81,4 (C-12) e 21,7 (CH3CO-12) respectivamente, no espectro HSQC
(Figura 118, p. 158). Enquanto, no espectro de RMN de BC na presenca de um carbono
oxigenado em o¢ 81,4 (C-12) e nos sinais adicionais em 6¢c 170,7 (CH3;CO-12) e 21,7
(CH;3CO-12), evidenciando a existéncia de um grupo acetiloxi na molécula.

Estas informagdes estio de acordo com o fon correspodente a molécula [M + H]"
com m/z 470,3273 (calculado m/z 470,3265 erro = 1,70 ppm) correspondente a férmula
molecular C,9H43NOy, exibido no de massas de alta resolugdo (Figura 119, p. 158).

O grupo acetiloxi foi posicionado no carbono C-12 com base nas correlacdes a longa
distancia observadas no espectro HMBC (Figura 120, p. 159) entre o hidrogénio em 6y 4,76
(H-12) com os carbonos em 6¢ 12,5 (C-18) e 61,2 (C-17); do hidrogénio em oy 2,28 (H-17)
com os carbonos em 6c 81,4 (C-12); dos hidrogé€nios em oy 1,83/1,38 (2H-11) com os
carbonos em d¢ 52,4 (C-9) e 81,4 (C-12), bem como dos hidrogé€nios metilicos em oy 1,01
(3H-18) com o carbono em ¢ 81,4 (C-12) (sub-estrutura I).
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@
A estereoquimica relativa de C-12, bem como para os demais centros estereogénicos
presente na molécula foi deduzida através das interacdes espaciais observadas no espectro

NOESY (Figura 121, p.160), conforme ilustrado na estrutura IIL.

Os dados de RMN 'H e ' C, incluindo técnicas uni- e bidimenssionais, permitiram
determinar a estrutura de SC-8 como o alcaldide 12f-acetiloxi-(25S5)-22N-espirosol-4-en-3-

ona, o qual estd sendo descrito pela primeira.
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Tabela 23- Dados espectrais de RMN de BC-CPD e DEPT 135° (125 MHz, piridina-ds) de SC-8, incluindo

informagdes obtidas através do espectro IES-EM

C CH CH,; CH; Formula Molecular
198,6 (C=0) 124,7 (C=C) 49,6 (C-N) 21,7
170,7 (C=0) 81,4 (C-0) 35,6 19,5
169,6 (C=C) 79,8 (C-0) 34,4 17,1
98,7 (N-C-O) 61,2 32,8 14,8
45,4 54,0 32,3 12,5
38,8 52,4 31,9
42.8 28,3
34,2 27,0
30,2 26,7
6C 9CH 9CH, 5CH; C0H43sNOy

Tabela 24- Dados de RMN de 'H e °C (piridina-ds) de SC-8, incluindo as correlagdes obtidas através do

espectro HSQC e comparagdo com dados de RMN de SC-10 (piridina-ds)

SC-8 SC-10
#C oc ou (multip, Jin) oc ou_(multip, Jin)
1 35,6 1,70; 1,42 36,1 1,78; 1,46
2 34,4 2,38; 2,27 34,7 2,38; 2,41
3 198,6 - 198.,7 -
4 124,7 5,85 (s) 124,5 5,86 (s)
5 169,6 - 170,5 -
6 32,8 2,14; 2,07 32,9 2,08; 2,13
7 31,9 1,65; 0,83 32,6 1,60; 0,81
8 34,2 1,60 35,2 1,46
9 52,4 0,91 (m) 54,0 0,73
10 38.8 - 39,0 -
11 27,0 1,83; 1,38 21,0 1,36; 1,25
12 81,4 4,76 (dd; 10,8; 4,3) 40,0 1,63; 1,07
13 45,4 - 41,3 -
14 54,0 1,15 (m) 55,6 1,02
15 32,3 2,10; 1,60 32,7 2,08; 1,46
16 79.8 4,27 (m) 80,8 4,62 (d; 7,0)
17 61,2 1,90 62,5 1,71
18 12,5 1,01 (s) 16,9 0,77 (s)
19 17,1 0,98 () 17,4 0,94 (s)
20 42,8 2,28 (m) 41,8 2,48
21 14,8 1,19 (d; 6,7) 15,4 1,25 (d; 6,5)
22 98,7 - 97,5 -
23 26,8 1,80; 1,60 26,5 1,84
24 28,3 1,60; 1,50 27,5 1,57; 1,45
25 30,2 1,86 29,2 2,08
26 49,6 3,11; 2,97 (£; 11,3) 48,8 3,28 (sl); 2,98 (t; 12,0)
27 19,5 0,79 (d, 6,4) 19,1 0,77
CH,CO-12 1707 -
CH;CO -12 21,7 2,11 (s)
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Figura 117- Espectro de RMN de ""C-DEPT 135° (piridina-ds, 125 MHz) de SC-8
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Figura 118- Espectro de RMN-HSQC (piridina-ds, 125 x 500 MHz) de SC-8
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Figura 119- Espectro de massas (EM-IES) de SC-8
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4.1.1.15 Determinagdo estrutural de SC-13

O pico 4* com tg = 14,06 min. (Item 5.4.3.2.3 p. 220, Fluxograma 2, p. 223), gerou o
composto denominado de SC-13 (4,5 mg), o qual mostrou-se como uma resina.

O espectro de massas de alta resolugdo (Figura 122, p.163) mostrou o fon
correspondente a molécula protonada [M + H]" em m/z 428,3156 (calculado m/z 428,3159;
erro = - 0,70 ppm), o qual permitiu a deducdo da férmula molecular Cy9Hy1NO3, com indice
de deficiéncia de hidrogénio igual a oito.

O espectro de RMN de "*C-CPD (Figuras 123 e 124, p. 164) exibiu vinte e sete
linhas espectrais, evidenciando uma estrutura esteroidal como os demais. Entre estes sinais
trés foram atribuidos a um sistema contendo uma carbonila de cetona ¢,f-insaturada em d¢
198,0 (C-3), 174,2 (C-5) e 124,6 (C-4) e dois caracteristicos [C-22 (&¢ 97,9) e C-16 (d¢ 82,5)]
de um sistema oxa-azaspirodecano de alcal6ide esteroidal do tipo espirosolano.

A andlise comparativa dos dados de RMN de 'He Bc (500 e 125 MHz, MeOD,
Figuras 123 a 125, p.164 e 165) de SC-13 com aqueles de SC-8 (Tabela 25, p. 163) mostrou
similaridade entre os dois compostos, sendo a principal diferenca a auséncia dos sinais em d¢
170,7 (CH3CO -12) e 21,7 (CH3CO-12), correspondentes a um com grupo acetiloxi localizado
no carbono C-12 para SC-8, sendo esta posicdo ocupada por um grupo OH, em consonancia
com a formula molecular C,9Hy;NO;3. A presenca da hidroxila foi confirmada através do
fragmento observado no espectro EM/EM (Figura 126, p. 165) m/z 410,3071 [(M + H) — 18],
correspondente a perda de uma molécula de dgua.

O espectro de HSQC (Figura 127, p. 166) revelou as correlagdes dos hidrogénios
ligados diretamente a seus respectivos carbonos.

A posi¢do da hidroxila em C-12 foi
confirmada através das correlacdes observadas no
espectro HMBC (Figura 128, p. 167) do hidrogénio
H-12 (0 3,31) com o carbono C-13 (¢ 47,6); dos
hidrogénios 3H-18 (dy 0,94) com os carbonos C-12
(6c 79,7), C-13 (3¢ 47,6) e C-17 (&¢ 62,7), bem como
do hidrogénio H-17 (8y 2,05) com o carbono C-12
(8¢ 79,7) (sub-estrutura I).
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A estereoquimica relativa de SC-13, bem como a orientacdo [ para hidroxila ligada
ao carbono C-12 foi deduzida através das interacdes espaciais observadas no espectro

NOESY (Figura 129, p.168), conforme ilustrado na estrutura II.

II

A estrutura da substdncia SC-13 foi determinada comol2/-hidroxi-(25S)-22/4N-

spirosol-4-en-3-ona, a qual estd sendo relatada pela primeira vez.
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Tabela 25- Dados de RMN de 'H e '*C (MeOD) de SC-13, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro
HSQC e comparagdo com os dados de RMN de SC-8 (piridina-ds)

SC-13 SC-8
#C & oy (multip, Jy.n) & oy (multip, Jyn)
1 36,9 2,05; 1,74 35,6 1,70; 1,42
2 33,9 2,50; 2,31 34,4 2,38; 2,27
3 198.0 - 198.6 -
4 1246  573s 124,7 5,85 (s)
5 174,2 - 169,6 -
6 34,8 2,50; 2,29 32,8 2,14; 2,07
7 33,0 1,91; 1,0 31,9 1,65; 0,83
8 354 1,80 34,2 1,60
9 54,3 1,17 52,4 0,91 (m)
10 40,1 - 38,8 -
11 31,4 1,74; 1,50 27,0 1,83; 1,38
12 79,7 3,31 81,4 4,76 (dd; 10,8; 4,3)
13 47,6 - 45,4 -
14 54,8 1,11 54,0 1,15 (m)
15 32,6 2,12; 1,57 32,3 2,10; 1,60
16 82,5 4,42 dd (15,0; 7,0) 79,8 4,27 (m)
17 62,7 2,05 61,2 1,90
18 11,6 0,94 s 12,5 1,01 (s)
19 17,7 1,27 s 17,1 0,98 (s)
20 43,0 2,18 42,8 2,28 (m)
21 13,1 1,18 d (6,8) 14,8 1,19 (d; 6,7)
22 97,9 - 98,7 -
23 27,1 2,05; 1,57 26,8 1,80; 1,60
24 27,4 1,70; 1,50 28,3 1,60; 1,50
25 29,8 1,80 30,2 1,86
26 49,5 3,15d(11,2); 2,93 (£; 12,6) 49,6 3,11;2,97 (t; 11,3)
27 18,8 1,0d (7,7) 19,5 0,79 (d, 6,4)
CH;CO-12 36,9 2,05; 1,74 170,7 -
CH;CO-12 33,9 2,50, 2,31 21,7 2,11 (s)
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Figura 122- Espectro de massas (IES-EM) de SC-13
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Figura 126- Espectro de massas seqiiencial (IES-EM/EM) de SC-13
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Figura 127- Espectro de RMN-HSQC (MeOD, 125 x 500 MHz) de SC-13
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Figura 128- Espectro de RMN-HMBC (MeOD, 125 x 500 MHz) de SC-13
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Figura 129- Espectro de RMN-NOESY (MeOD, 500 x 500 MHz) de SC-13
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4.1.2 Determinagao estrutural dos derivados fendélicos
4.1.2.1 Determinagdo estrutural de SC-2

A EESC-A2.1%*%, (Item 5.4.3.1.1, p. 216, Fluxograma 1, p. 220), apds sucessivas
cromatografias possibilitou o isolamento de um sélido amarelo (1,93 g), com ponto de fusdo
na faixa de 196,0 — 196,5 °C, o qual foi denominado SC-2.

O espectro de IV (Figura 130, p. 170) mostrou uma banda em 3418 cm™,
caracteristica de deformagdo axial da ligacio O-H, uma banda em 1662 cm™, relacionada 2
deformagdo axial da ligagio C=0; bandas em 1618 a 1461 cm™, caracteristicas de deformagdo
axial da ligagio C=C de aromaticos; além da banda em 1286. cm™, correspondente 2
deformacdo axial da ligacdo C-O.

Os espectros de RMN de *C-CPD e DEPT 135°(125 MHz, MeOD; Figuras 131 e
132, p. 171) apresentaram sinais correspondentes a nove dtomos de carbono na regido de sp®,
sendo quatro carbonos ndo-hidrogenados em d¢ 128,0 (C-1); 146,9 (C-3); 149,5 (C-4); 171,4
(C-9) e cinco carbonos metinicos em d¢ 115,3 (C-2); 116,6 (C-5); 122,0 (C-6); 147,1 (C-7) e
115,8 (C-8). O espectro de RMN de 'H (500 MHz, MeOD; Figura 133, p. 172) exibiu cinco
sinais na regido de hidrogénio ligada a carbono spz, dois deles compativeis com hidrogénio
ligado a carbono de ligagcdo dupla com configuragéo trans, em oy 7,54 (d; J = 15,8 Hz; H-7) e
6,23 (d; J = 15,8; H-8) e trés caracteristicos de um sistema aromatico de spin ABX em &y 7,03
(d; J = 1,8 Hz; H-2); 6,78 (d; J = 8,2 Hz; H-5) e 6,93 (dd; J = 8,2 e 1,8 Hz; H-6), este
conjunto de sinais é compativel com um derivado do é4cido cinamico. Esta suposi¢do foi
corroborada com o espectro de massas de alta resolucdo (Figura 134, p. 172), o qual forneceu
o pico [M + H]" em m/z 181,0498, (calculado m/z 181,0495; erro = 1,66 ppm), compativel
com a férmula molecular CoHgO4. A Tabela 26 (p. 170) apresenta os deslocamentos quimicos
de 'H e °C, correlacionando os hidrogénios aos seus respectivos carbonos, a partir de
informacdes extraidas do espectro HSQC (Figura 135, p.173).

Com base na andlise exposta acima e compara¢do com dados de RMN de 'He "C
descritos na literatura (JIANG et al., 2005) (Tabela 26, p. 170) SC-2 foi caracterizado como o

dcido 3,4-dihidroxi-cindmico mais conhecido por dcido caféico.
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Tabela 26- Dados de RMN de 'H ¢ '*C (MeOD) de SC-2, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro
HSQC e comparados com valores da literatura (JIANG et al., 2005) usando MeOD como solvente

SC-2 HSQC Literatura

#C & oy (multip, Jyn) & oy (multip, Jy.n)
1 128.,0 - 127.4 -
2 115,3 7,04 (d; 1,8) 115,1 7,04 (d; 2,0)
3 146,9 - 147,0 -
4 149,5 - 150,1 -
5 116,6 6,78 (d; 8,2) 116,6 6,76 (d; 8,0)
6 122,0 6,93 (dd; 8,2; 1,8) 123,1 6,94 (dd; 8,0; 2,0)
7 147,1 7,54 (d; 15,8) 1473 7,56 (d; 15,6)
8 115,8 6,23 (d; 15,8) 114,8 6,27 (d; 15,6)
9 171,4 - 168,8 -
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Figura 130- Espectro de absor¢do na regido do IV (KBr) de SC-2
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Figura 131- Espectro de RMN de "*C-CPD (MeOD, 125 MHz) de SC-2
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Figura 132- Espectro de RMN de "*C-DEPT 135° (MeOD, 125 MHz) de SC-2
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Figura 134- Espectro de massas (IES-EM) de SC-2
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Figura 135- Espectro de RMN-HSQC (MeOD, 125 x 500 MHz) de SC-2
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4.1.2.2 Determinacdo estrutural de SC-1

O fracionamento cromatografico de EESC-A2.1* culminou no isolamento de SC-1
(21,5 mg) (Item 5.4.3.1.1, p. 216, Fluxograma 1, p. 220), um sélido branco, com ponto de
fusdo na faixa de 142,3 — 143,1 °C.

Os espectros de RMN de 'H e "°C (500 e 125 MHz, CDCls, Figuras 136 a 138, p.
175 e 176) mostraram dados espectrais que foram compativeis com um perfil semelhante ao
de SC-2. O espectro RMN de "*C-CPD mostrou onze linhas espectrais que por comparago
com espectro DEPT 135° (Figura 138, p. 176) revelou a presenga de quatro carbonos néo-
hidrogenados em d&¢c 127,9 (C-1); 147,1 (C-3); 149,7 (C-4); 169,5 (C-9); cinco carbonos
metinicos em o¢c 115,3 (C-2); 116,6 (C-5); 123,0 (C-6); 147,8 (C-7) e 115,4 (C-8), um
carbono metilénico em o¢ 61,5 (C-1") e um carbono metilico em d¢c 14,8 (C-2).

A andlise comparativa dos dados espectrais de SC-1 com aqueles de SC-2 (Tabela
27, p. 175), revelou que as principais diferencgas residem nos sinais de carbonos sp3 adicionais
em oc 61,5 (C-1") e 14,8 (C-2’) no espectro de RMN de 13C—CPD, 0s quais apresentaram
correlagdes no espectro HSQC (Figura 139, p. 177) com os sinais em oy 4,2 (q; J = 7,1 Hz;
2H-1’)e 1,30 (t; J = 7,1 Hz; 2H-2’), respectivamente. Estes sinais apontaram para a existéncia
de um grupo etoxila na estrutura de SC-2 e, portanto, compativeis com a férmula molecular
C11H,04 deduzida a partir do fon correspondete a molécula protonada [M + H]" com m/z
207,0705 exibido no espectro de massas de alta resolucdo (Figura 140, p. 177).

A reunido dos dados analisados permitiu afirmar que SC-1 tratava-se do éster etilico

do 4acido caféico.
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Tabela 27- Dados de RMN de 'H e '*C (CDCl;) de SC-1, incluindo as correlacdes obtidas através do espectro

HSQC e comparag@o com dados de RMN de SC-2 (MeOD)

SC-1 HSQC SC-2
#C o Oy (multip, Jun) oc Oy (multip, Jy )
1 127,9 - 128,0 -
2 115,3 7,03 (d; 1,7) 115,3 7,04 (d; 1,8)
3 147,1 - 146,9 -
4 149,7 ; 1495 -
5 116,6 6,77 (d; 8,2) 116,6 6,78 (d; 8,2)
6 123,0 6,93 (dd; 8,2; 1,7) 122,0 6,93 (dd; 8,2; 1,8)
7 146,8 7,54 (d; 16,0) 147,1 7,54 (d; 15,8)
8 115,4 6,23 (d; 16,0) 115,8 6,23 (d; 15,8)
9 171,4 - 171,4 -
CH,-1’ 615 4,20 (¢;7,1)
CH;-2° 14,8 1,30 (; 7,1)
N\t BVZARY; v,
i
N G PN
HO
I i o
8 fa 0 : :
T T S N M AR

Figura 136- Espectro de RMN de H (CDCl;, 500 MHz) de SC-1
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Figura 137- Espectro de RMN de *C-CPD (CDCl;, 125 MHz) de SC-1
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Figura 138- Espectro de RMN de *C-DEPT 135° (CDCls, 125 MHz) de SC-1
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Figura 140- Espectro de massas (IES-EM) de SC-1
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4.1.2.3 Determinagdo estrutural de SC-3

A fracdo EESC-A2.2, apds sucessivas cromatografias possibilitou o isolamento de
SC-3 (9,7 mg), (item 5.4.3.1.2, p. 217, Fluxograma 1, p. 220) um s6lido amarelo com ponto
de fusio na faixa de 183,1 — 184,9 °C.

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, piridina-ds, Figura 141, p. 181) de SC-3
mostrou dupletos em oy 8,65 (J = 8,5 Hz; H-2°,6") e 8,43 (J = 8,5 Hz; H-3",5’) referentes a
um anel aromadtico para-dissubstituido, dois dupletos em 6y 6,74 € 6,76 (d; J =2,0 Hz; H-6 e
H- 8), atribuidos aos hidrogénios aromdticos meta-posicionados. Neste espectro foram
observados ainda sinais na regido de hidrogénios glicosidicos (g 5,95-3,95), bem como um
sinal em oy 1,47 com integracdo para trés hidrogénios.

O espectro de RMN de "*C-CPD (125 MHz, piridina-ds, Figura 142, p. 181) exibiu
vinte e sete linhas espectrais, das quais quinze na regido de carbono sp2 foram compativeis
com um esqueleto flavonoidico, sendo o sinal em &¢c 175,3 (C-4) atribuido a carbonila
flavonoidica e cinco foram associados a carbonos sp2 oxigenados: oc 166,4 (C-7); 163,1 (C-
5); 160,1 (C-4’); 159,0 (C-9); 158,2 (C-2) e 135,5 (C-3). No espectro de RMN de *C-DEPT
135° (Figura 143, p. 182), foram verificados sinais associados a carbonos sp® hidrogenados:
oc 132,3 (C-2,6’); 116,4 (C-3°,5°); 100,3 (C-6) e 94,9 (C-8). Da subtracdo dos espectros de
RMN de *C-CPD e DEPT 135° resultaram os sinais relativos aos carbonos sp2 nio-
hidrogenados: &¢ 123,4 (C-1°); 105,3 (C-10). Os demais sinais foram compativeis a uma
unidade de glicose e uma raminose, ligadas ao esqueleto flavonoidico.

O pico referente a molécula desprotonada [M — H]'com m/z 593,1465 exibido no
espectro de massas de alta resolucdo (Figura 144, p. 182) de SC-3 permitiu propor a férmula
molecular C,;H300¢5, com IDH igual a treze, compativel com um esqueleto flavonoidico
tetrassubstituido, incluindo a unidade dissacaridea.

Através do espectro HSQC (Figura 145, p. 183) foi possivel associar cada hidrogénio
ao seu respectivo carbono e construir a Tabela 28 (p. 180), bem como reforgar a presencga de
um anel benzénico para-dissubstituido, devido as correlacdes entre os dupletos em oy 8,65
(H-2’,6)/8,43 (H-3",5") e os carbonos em o¢ 132,3 (C-2°,6’)/116,4 (C-3",5), justificando a
maior intensidade dos seus sinais.

A unidade de glicose foi posicionada no carbono C-3 do esqueleto flavonoidico
através da correlacdo, observado no espectro HMBC (Figura 146, p. 184), entre o hidrogénio

em oy 5,95 (H-1") e o carbono em d¢ 135,5 (C-3), enquanto a posicdo da raminose foi
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corroborada através da correlacdo do hidrogénio em oy 5,21 (H-1°"") com o carbono em ¢

68,4 (C-6") (estrutua I).

A reunido dos dados espectrométricos e comparac¢do com dados de RMN de 'H, °C
descritos na literatura (Tabela 28, p. 180) (SLIMESTAD et al, 2008) permitiram identificar

SC-3 como canferol-3-rutinosideo ou canferol-3(6’’-a-raminopiranosil-#-glucopiranosideo).
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Tabela 28- Dados de RMN de 'H e "C (piridina-ds) de SC-3 comparados com valores da literatura
(SLIMESTAD et al., 2008) usando DMSO-d, como solvente

SC-8 HSQC Literatura
#C & oy (multip, Jy.pn) oc(pmm) &y (multip, Jupn)
2 158,2 - 156,9 -
3 135,5 - 133,3 -
4 175,3 - 177,5 -
5 163,1 - 161,3 -
6 100,3 6,74 (d; 2,0) 98,8 6,19 (d; 2,1)
7 166,4 164,2 -
8 94,9 6,76 (d; 2,0) 93,8 6,40 (d; 2,1)
9 159,0 - 156,6 -
10 105,3 - 104,1 -
I’ 123.4 - 121,0 -
2’ 132,3 8,65 (d, 8,5) 131,0 7,97 (d; 8,9)
3 116,4 8,43 (d, 8,5) 1152 6,87 (d; 8,9)
4 160,1 - 160,0 -
5 116,4 8,43 (d, 8,5) 1152 6,87 (d; 8,9)
6’ 132,3 8,65 (d, 8,5) 131,0 7,97 (d; 8,9)

3-O-glic
1”7 105,1 5,95 (d; 7,5) 101,4 5,30 (d; 7,6)
27 73,4 4,75 (¢, 9,0) 74,3 3,20 (m)
3 75,5 4,21 75,8 3,31 (m)
4 72,8 4,32 70,0 3,04 (m)
5 76,0 4,08 76,4 3,21 (m)
6"’ 62,3 4,42; 3,95 67,0 3,67 (dd; 1,80; 11,4)
6’’-O-rha

1’ 102,1 5.21 (s) 101,8 4,36 (d; 1,8)
2’ 69,9 4,38 70,4 3,37 (m)
3 69,9 4,17 70,8 3,33 (m)
4’ 74,1 4,08 71,9 3,07 (t;9,4)
5 72,4 4,35 68,3 3,25 (m)
6’ 18,8 1,47 17,8 0,97 (d; 6,3)
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Figura 144- Espectro de massas (IES-EM) de SC-3
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4.1.2.4 Determinacdo estrutural de SC-4

A fracdo EESC-A2.2, apds sucessivas cromatografias, incluindo purificacdo por
Sephadex-LH20 (Item 5.4.3.1.2, p. 217, Fluxograma 1, p. 220) forneceu o composto SC-4
(200,0 mg), um s6lido marrom com ponto de fusdo na faixa de 152,1 — 153,1 °C.

O espectro de IV (Figural47, p 186) mostrou uma banda em 3422 cm’,
correspondente 2 deformagdo axial simétrica da ligagio N-H; absorcio em 3104 cm™ de
deformagdo axial da ligagio O-H; além das bandas em 1611 a 1496 cm™, caracteristicas de
deformacdo axial da ligagdo C=C de arométicos (SILVERSTEIN, 2007).

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, MeOD, Figura 148, p. 187) de SC-4 exibiu
dupletos em 6y 7,09 (J = 8,0 Hz; H-2°,6’) e 6,78 (J = 8,0 Hz; H-3",5") compativeis com um
anel aromatico para-dissubstituido, além dos sinais em 6y 3,10 (d; J = 7,0 Hz; 2H-7) e 2,87
(t; J=7,0 Hz ; 2H-8).

A anidlise dos espectros de RMN de '*C-CPD e DEPT 135 ° (125 MHz, MeOD,
Figuras 149 e 150, p. 187 e 188) revelou a presenca de seis dtomos de carbono, sendo dois
ndo-hidrogenados em &¢ 128,8 (C-1) e 157,7 (C-4), dois carbono metinico em ¢ 131,0 (C-2 e
C-6); 116,8 (C-3 e C-5), que pela intensidade dos sinais foram associados a dois dtomos de
carbono, bem como dois carbonos metilénicos em o¢ 42,4 (C-7); 33,8 (C-8).

Estas informacdes juntamente com o fon [M + H]" com m/z 138,0906 (calculado m/z
138,0913; erro = -5,07 ppm), correspondente a férmula molecular CsH;NO, exibido no
espectro de massas de alta resolugdo (Figura 151, p. 188) permitiram propor para SC-4 a
estrutura da tiramina.

A concordincia entre os deslocamentos quimicos de 'He "C apresentados por SC-4
e os descritos na literatura para a tiramina reforcaram a proposta estrutural (DANELUTLE et

al., 2005) (Tabela 29, p. 186).
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Tabela 29- Dados de RMN de 'H e '*C (MeOD) de SC-4 comparados com valores da literatura (DANELUTLE
et al., 2005) usando MeOD como solvente

SC-4 Literatura
#C & ou (multip, Jun) oc o (multip, Jun)
1 1287 - 128,5 -
2 131,0 7,08 (d; 8,5) 130,8 7,02 (d; 8,5)
3 116,8 6,78 (d; 8,5) 116,7 6,68 (d; 8,5)
4 157,7 - 157,7 -
5 116,8 7,08 (d; 8,5) 116,7 7,02 (d; 8,5)
6 131,0 6,78 (d; 8,5) 130,8 6,68 (d; 8,5)
7 33,8 3,10 (d; 7,0) 33,9 2,90 (t; 6,5)
8 42,4 2,87 (t;7,0) 423 2,70 (t; 6,5)
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Figura 147- Espectro de absor¢ao na regido do IV (KBr) de SC-4
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Figura 151- Espectro de massas (IES-EM) de SC-4
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4.2 Atividades farmacoldgicas

Na busca por fontes naturais de moléculas com atividades farmacoldgicas os
alcal6ides majoritérios isolados das folhas de S. campaniforme (SC-5) (SC-6) e (SC-7) foram
submetidos a teste de atividade citotoxica no Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da
Universidade Federal do Ceard, sob coordenacdo da Profa. Dra. Leticia Veras Costa-Lotufo,
frente a linhagens de células tumorais humanas: célon (HCTS8), mama (MDA-MB-435),
leucemia (HL60) e cérebro (SF295), no entanto, estes compostos mostraram-se inativos.

Estes compostos tiveram também suas atividades antiofidicas investigadas através da
inibi¢do das principais alteracdes locais (miotdxicas, hemorragicas e necrosantes) induzidas
pelo envenenamento com Bothrops pauloensis em camundongos, no Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceard, sob orientacdo da Profa. Dra.
Helena Serra Azul Monteiro. A atividade anti-miotoxica dos compostos SC-5 a SC-7
(representados na Figura como 1-3), testadas contra o veneno total de B. pauloensis induzido
em camundongos, ¢ mostrada na Figura 152 (p. 190), e como pode ser observado quando o
veneno foi administrado sozinho, a atividade de creatina quinase (CK) plasmética aumentou
apds 2, 4 e 8 horas, retornando aos niveis normais apds 24 e 48 horas de administracdo
intramuscular. Quando o veneno foi pré-incubado com cada composto, a atividade plasmética
de creatina quinase permaneceu em niveis normais, indincando assim um bloqueio dos efeitos
miotéxicos do veneno de B. pauloensis.

Os efeitos anti-hemorrdgico e anti-necrosante dos compostos SC-5 a SC-7
(representados na figura como 1-3) sdo mostrados nas Figuras 153 e 154 (p. 190),
respectivamente. A extensdo da drea hemorrdgica do veneno (Figura 154a) foi reduzida com
os trés alcaldides, e a intensidade da hemorragia (Figura 154b) diminuiu quando o veneno foi
pré-incubado com SC-5 (1) e SC-6 (2). A lesdo cutinea necrética foi significativamente
inibida com a presenca de SC-5 (1) e SC-6 (2), conforme mostrada na Figura 154.

Os resultados obtidos mostram que produtos naturais isolados de plantas, podem ser
uma boa alternativa na busca de novos farmacos para melhorar o tratamento do
envenenamento e minimizar as seqiielas das vitimas.

O efeito da tiramina (SC-4) sobre o metabolismo de animais com dislipidemia e
obesidade foi avaliado, no Laboratério de Pesquisa Bioquimica Clinica, da Universidade
Federal do Ceard, sob a orientagdo da Profa. Dra. Maria Goretti Rodrigues de Queiroz e

apresentou efeito terapéutico relacionado a redugéo dos niveis de colesterol.
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Figura 152- Inibicdo da atividade miotéxica do vBp pelos compostos SC-5 a SC-7 (1-3). Atividade da creatina

quinase (CK) plasmadtica é mostrada em unidades por litro (U/L). Resultados expressos como média + S.E.M.

com nivel de significincia de p <0,05. *Significdncia em relagdo ao grupo controle, # significAncia em

comparacdo com o grupo VBp (controle positivo). A andlise foi realizada por ANOVA, com pds-teste de

Dunnett com nivel de significancia de * p <0,05.
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Figura 153- Atividade anti-hemorrdgica dos compostos SC-5 a SC-7 (1-3) contra o VBp. A: Area Hemorragica

calculado em mm?, e B: Intensidade da Hemorragia em units/'mm’ .Resultados expressos como média = S.E.M.

A andlise foi realizada por ANOVA, com pds-teste de Dunnett com nivel de significancia de * p <0,05.
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Figura 154- Atividade antinecrosante dos compostos SC-5 a SC-7 (1-3) contra o vBp. Area da pele necrética

mostrada em mm’. Resultados expressos como média + S.E.M. A andlise foi realizada por ANOVA, com p6s-

teste de Dunnett com nivel de significancia de * p <0,05.
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4.3 Estudo de fragmentacao dos alcaléides esteroidais isolados de S. campaniforme por
IES-EM/EM

Conforme ja descrito, neste trabalho foram isolados quinze alcal6ides esteroidais, dos
quais quatro possuem ntcleo do tipo espirosolano (SC-8 a SC-10 e SC-13), enquanto os
demais (SC-5 a SC-7, SC-11, SC-14 a SC-19) sdo de niicleo do tipo solanidano (Figura 155).

A ionizacdo destes alcaldides foi investigada utilizando as fontes de ioniza¢do por
electrospray (IES) e ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI), operando no modo
positivo e negativo. No modo positivo, ambas as técnicas de ionizacdo geraram praticamente
0 mesmo espectro, apresentando os picos correspondentes a molécula protonada [M + H]".
Estes resultados estdo em acordo com estudos prévios utilizando IES-EM- para a andlise de
alcaldides esteroidais (CAHILL et al., 2010). Por esta razdo, estes ions foram os escolhidos
para serem usados nas andlises de espectrometria de massas seqiiencial (EM"). A dissociagdo

induzida por colisdo (CID) dos fons [M + H]" foi estudada através da obtengio dos espectros

EM? e EM®.
= 0 = 0

SC-5 CHg-19p SC-6  22,23f-epoxi SC-14  22,23B-epoxi
SC-12 CHz-190. SC-11  22,230-epoxi SC-15 22,230-epoxi

21,

SC-8 R=O0Ac
SC-18 R=OH

SC-7

HO
\©\/‘\/_N¢

Figura 155- Estruturas dos alcaléides esteroidais isolados de S. campaniforme

SC-16 (EN) SC-17 (EN)
SC-18 (ZN) SC-19 (ZN)

191



Resultados e Discussdo

A titulo de informacéo adicional, com relacdo aos fons moleculares e fragmentacio,
os espectros IE-EM (70 eV) foram também obtidos para os referidos compostos, embora os
mecanismos envolvidos na fragmentacdo IE-EM desses compostos ndo sejam o foco deste
trabalho. O espectro IES-EM/EM do composto SC-5 (Figura 156a, p. 192) mostrou, conforme
esperado, que os principais fons produtos [m/z 391 (CysH33NO,) e 265 (Ci9H,0)] sdo
observados no correspondente espectro APCI-EM/EM- (Figura 156b, 192), os quais também
foram observados no espectro IE-EM. Isto demonstrou que ambas as técnicas (IES e APCI )
apresentam-se como uma ferramenta util para estudos de fragmentagdes de alcaldides

esteroidais, no entanto, o estudo de fragmentacdo apresentado neste trabalho foi realizado

apenas por IES.
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Figura 156- Espectros EM/EM de SC-5 obtidos por IES (a) e APCI (b). (Ion precursor m/z 406)

O estudo de fragmentacdo de SC-5 a SC-19 foi realizado em um espectrometro de
massas de alta resolu¢do onde a energia de colisdo relativa pode atingir até 400%. Neste
estudo a energia de colisdo relativa foi investiada de 50 em 50% num intervalo de 50 a 250%
em ambos os experimentos, EM? e EM’. Observou-se que quando a energia de colisdo foi
elevada de 50 para 100% houve um aumento na intensidade dos fons produtos obtidos, no
entanto, a partir de 100% o padrdo de fragmentagdo e intensidade dos fons mantiveram-se
constantes. Desta forma, a energia de colisdo relativa de 100% foi selecionada para a
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realizacdo do estudo de fragmentacdo. A precisdo dos dados de massas obtidos dos
experimentos EM, EM? ¢ EM® dos compostos protonados, sdo mostrados na Tabela 30, (p.
194), e como pode ser observado todos os fons [M + H]* apresentaram erro >10 ppm.

Como pode ser observado na Tabela 30 (p. 194) para todos os alcaléides solanidano
observou-se, além do {on correspondente a molécula protonada, o fon correspondente a adi¢do
de uma molécula de H,O formando um complexo [M + H,O + H]*, o qual foi representado
através da abertura do anel epdxido. Vale ressaltar que estes fons ndo foram observados nos

alcaléides do tipo espirosolano, provavelmente devido a auséncia do anel epdxido.
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Tabela 30- Principais fons observados nos espectros EM e EM" (energia de colisdo relativa 100%) para os

alcaldides esteroidais SC-5 a SC-19

m/z observado  m/z calculado erro (ppm) foérmula do fon  {on gerado

SC-5

406,2741 406,2741 0,00 CyH3NO, M + H]*

4242797 4242846 -11,55% CxH3sNO; M+ H,O + H]
391,2536 391,2506 +7,67 Ca6H33NO, [M+H--CH;]"
265,1589 265,1587 +0,75 CoH,,0 [M + H - CgH;sNOJ*
250,1349 250,1352 -1,20 CisH 50 [M + H - GoH;sNOJ*
237,1269 237,1274 -2,11 C7Hy,0 [M + H - C;(H;uNOJ*
223,1116 2231117 0,45 C,¢H,50 [M + H - C,,H,NOJ"
185,0960 185,0961 - 0,54 Ci3H;50 [M + H - C14Hs;3NOJ*
171,0790 171,0804 - 8,81 C,H;,0 [M + H - C;5sHsNOJ*
147,0797 147,0804 -4,76 CoH;,0 [M + H - C;HsNOJ*
SC-6

408,2897 408,2897 0,00 C,;H3sNO, [M + H]*

426,2949 426,3003 -12,67* CxH4NO; M+ H,O + H]
267,1742 267,1743 - 0,37 Ci9H2;0 [M + H - CgH,;sNOJ*
239,1419 239,1430 - 4,60 C7H;s0 [M + H - C,,H;iNOJ"
225,1275 225,1274 + 0,44 CysHi70 [M + H - C;H,;NOJ*
185,0954 185,0961 -3,78 Ci3H;50 [M + H - C;4HsNOJ*
171,0801 171,0804 - 1,75 CpH,,0 [M + H - C;5H,,NOJ*
147,0807 147,0804 + 2,04 CloHuO [M+H - (:17H27I\IO]+
SC-11

408,2898 408,2897 +0,24 CxH;3sNO, M+ HJ"

426,2962 426,3003 -9,62 CxH4NO; M+ H,O + H]
267,1747 267,1743 + 1,50 CioH,;0 [M + H - CgH;sNOJ*
239,1432 239,1430 + 0,84 C17H190 [M+H - C10H19NO]+
185,0956 185,0961 -2,70 Ci3H;50 [M + H - C;4;HsNOJ*
171,0792 171,0804 7,01 C,,H, 0 [M + H - C,sH,,NOJ"
147,0784 147,0804 -2,04 CyoH;;0 [M + H - C;;H;;NOJ*
SC-12

406,2757 406,2741 + 3,94 CxH3sNO, M + H]

4242816 4242846 -7,07 CxH;3sNO; M + H,O + H]
265,1594 265,1587 + 2,64 CoH,,0 [M + H - CgH;5sNOT*
237,1268 237,1274 -2,54 Cy;H;,0 [M + H - C,oH;sNOJ"
223,1110 223,1117 -3,14 Ci6Hi50 M+ H - C;H;NOJ*
185,0955 185,0961 -3,24 C;3H;;0 [M + H - C;;H;;NOJ*
171,0791 171,0804 - 7,60 CuH;,0 [M + H - C;5H,sNOJ*
147,0796 147,0804 - 5,44 CyoH;;0 [M + H - C;;H,sNOJ*
SC-14

410,3057 410,3054 +0,73 Cy7HyNO, M +HJ"

4283117 428,3159 29,81 CyH,NO, [M + H,O + H]*
269,1907 269,1900 + 2,60 CoHps0 [M + H - CgH;sNOJ*
173,0973 173,0961 +6,93 C12H13O [M+H - C15H27NO]+
SC-15

410,3059 410,3054 +1,22 CxH4NO, M+ HJ"

4283127 4283159 747 CyH,NO, [M + H,O + H]*
269,1910 269,1900 +3,71 CioH,50 [M + H - CgH;sNOJ"
173,0965 173,0961 + 2,31 C,H;50 [M + H - C;sH»;NOJ*
SC-16

525,3487 525,3476 +2,09 C3sHisN,O, M+ HJ"

543,3610 543,3581 +5,84 C3sHy7 N, O, M+ H,O + H]
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507,3362 507,3370 + 1,58 C35Hy3N,O [M + H - H,O1*
423,3011 423,3006 +1,18 C27H39N202 M + HQO +H - CgHgO]+
405,2928 405,2900 + 6,91 C»H37N,O M + H - CgHzO]*
403,2781 403,2744 +9,17 C,7H35N,0 M +H - CgH,,01*
266,1586 266,1539 + 17,66* CsH,)NO [M + H - C;;H,sNOT*
SC-17

527,3673 527,3632 + 7,77 C35H47N,0, M +H]"

545,3737 5435,3738 -0,18 C35H N, O; M + H,0 + HJ*
509,3545 509,3526 +3,73 C35HysN,O M + H - H,01*
425,3145 425,3163 -4,23 Cy7Hy1 N0, [M + H,O + H - CgHO]*
407,3052 407,3057 -1,23 C»H3N,O M + H - CgHzO]*
240,1392 240,1383 + 3,37 CcH;sNO M + H - C;0H,0NOJ*
SC-18

525,3505 525,3476 +5,52 C35HysN, O, M+ H]"

543,3601 543,3581 + 3,68 C35H47N,O; M + H,0 + H]*
507,3401 507,3370 +6,11 C3sHy3N,O M+ H - H,0]*
423,3003 423,3006 -0,71 C,y7H39N,0, M + H,0 + H - CgH01"
405,2912 405,2900 +2,96 C,7H37N,O M + H - CgHzO1*
403,2740 403,2744 - 0,99 Cy7H;35N,0 M + H - CgH,,01"
266,1586 266,1539 + 17,66* CsHoNO [M + H - C;;H,sNOJ*
SC-19

527,3678 527,3632 + 8,72 C35H47N202 M + H]+

545,3742 5435,3738 +0,73 C35HyoN>O; M + H,0 + H]*
509,3532 509,3526 + 1,18 C35HysN,O M+ H - H,0]"
425,3177 425,3163 + 3,29 Cy7Hy N, O, M + H,0 + H - CgH01"
407,3052 407,3057 -1,23 Cy7H30N,O M + H - CgHO*
240,1395 240,1383 +2,08 C,cH;sNO M + H - C;oH,sNOT"
SC-7

426,3014 426,3003 +2,58 Cy7H4NO;3 M+ H]"

4443062 444.3138 - 10,35* C,7HpNO, M + H,0 + H]*
267,1739 267,1743 - 1,50 C1oH,0 [M + H - CsH;NOT*
157,0633 157,0648 - 9,55 C;Hs0O M + H - C(H;,0]"
SC-8

470,3271 470,3265 + 1,28 CoHyNO, M+ H]"

410,3073 410,3054 +4,63 Cy7HyoNO, [M + H - CH;CO0,H]"
392,2956 392,2948 + 2,04 C7H3sNO [M + H - CH;C0,H - H,0]*
267,1739 267,1743 - 1,50 CoHp;0 M + H - CoH;NOs]"
SC-9

410,3076 410,3054 + 5,36 Cy7HyoNO, M+ H]"

392,2966 392,2948 +4,59 C,7H;3sNO M+ H - H,0]*
267,1758 267,1743 + 8,61 C19H23O [M+H - C8H17NO]+
171,0819 171,0804 + 8,77 CpH;,0 M + H - C;sH,,NOT"
SC-10

412,3216 412,3210 + 1,46 C,7HoNO, M+ H]"

394,3137 394,3104 + 8,87 Cy7HyoNO M+ H - H,0]*
269,1892 269,1900 +2.97 C19H,50 M + H - CgH;;NOJ*
173,0970 173,0961 - 5,20 C,H;;0 M + H - C;5H,0NOT"
SC-13

428,3156 428,3159 -0,70 CyoHyNOs M+ H]"

410,3085 410,3055 + 7,56 C,,HyNO, M + H - H,0]*
392,2985 392,2948 +9,43 Cy7H3sNO M+ H - 2H,0]*
267,1739 267,1743 - 1,50 C1oHp;0 M + H - CgH;oNO,]"

* BErro > 10 ppm para o complexo [M + H,O + H]"
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A comparag¢do dos fons produtos gerados no espectro EM/EM de SC-5 (Figura 157a,
p- 198) com aqueles de SC-12 (Figura 157b, p. 198) revelou que a maioria dos fons sdo iguais
(m/7 265, 237, 223, 171 e 147), exceto pela presenca do fon m/z 391, o qual néo foi observado
para SC-12. Tal ion, formado via eliminagdo do radical metila (+CHs3) através da clivagem
homolitica da ligacdo alilica C-10/C-19 (Esquema 5, (etapa I), p. 197), indicou que a
orientacdo da CHj3-19 exerce influéncia no processo de fragmentagdo desses compostos. Em
geral, a maioria dos fons gerados por CID apresentam um nimero par de elétrons, entretanto,
espécies radicalares podem ocorrer, gerando fons com ndmero impar de elétrons
(HOFFMANN & STROOBANT 2007; CHENG et al., 2011). Neste contexto, foi observado
para SC-5 a perda de -CH; gerando um fon com niimero impar de elétrons (SC-5: m/z 391,
Esquema 5, (etapa I)). A formacdo deste fon foi favorecida, uma vez que o elétron
desemparelhado remanescente € estabilizado por ressonancia, produzindo uma espécie estavel
(etapa Ia).

Como pode ser observado no Esquema 5 (p. 197), a formagéo do fon produto m/z 265
ocorreu via eliminagdo de CsH;30 e concomitante elimina¢do de H, (etapa II). Este ion
quando perdeu um *CHj3 forneceu o fon m/z 250 (etapa Ila) e através da fragmentag@o do anel
D e concomitante eliminacdo de H, (etapa IIb) gerou o fon m/z 223. A formacgéo do fon m/z
237 envolveu a migracdo 1,5 de hidrogénio de C-12 para C-6 com concomitante eliminacio
de C,Hy, (etapa Ilc), enquanto os fons produtos m/z 171 e 147 foram formados pela perda de
C;Hy (etapa IId) e CoH;j (etapa IId), respectivamente.

O espectro EM? (Figura 157¢, p. 198) do fon precursor m/z 265 forneceu os mesmos
fons produtos (m/z 250, 237, 223, 171 e 147) observados no espectro EM? do fon precursor
m/z 406 (Figura 157a, p. 198), enquanto, o espectro EM® do fon precursor m/z 391 (Figura
157d, p. 198) mostrou o fon produto m/z 250, o qual foi atribuido a eliminacdo de CsH;sNO
(etapa Ib).
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Esquema 5- Proposta de mecanismo de fragmentacdo para os principais fons produtos de SC-5 e SC-12.
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Os espectros EM?” dos pares de compostos SC-6 ¢ SC-11 (Figura 158a-b, p. 200) e,
SC-14 e SC-15 (Figura 159a-b, p. 200) exibiram, entre si, 0 mesmo padrio de fragmentacao,
sugerindo que a orientacdo dos anéis epoxido ndo exerce influéncia na fragmentacdo desses
compostos. Como esperado para SC-6 e SC-11 os ions produtos m/z 267 possuem 2 unidades
de massa atdmica a mais que os correspondentes ions de SC-5 (Tabela 30, 194), enquanto,
para SC-14 e SC-15 os fons produtos m/z 269 possuem 4 unidades de massa atOmica a mais
que os correspondentes fons de SC-5. Esta diferenca pode ser justificada pela auséncia de
uma/duas liga¢des dupla nos compostos SC-6 ¢ SC-11/SC-14 e SC-15. Como pode ser
observado no Esquema 6 (abaixo), o mecanismo de formagado desses fons, bem como daqueles
m/z 171 e 147, ocorrem de forma semelhante a proposta de mecanismo apresentada para SC-5
(Esquema 5, p. 197). Contrariando nossas expectativas o fon em m/z 393 nédo foi observado
nos espectros EM? de SC-6 e SC-11 como observado no espectro EM* de SC-5. Isto indicou

que a formacgdo deste fon depende da presenca da ligacdo dupla no anel C.

SC-6 A"22223p-epoxi m/z 408 SC-6, SC-11 m/z 267

SC-11 A2 22,230-epoxi m/z 408 $C-14,SC-15 m/z269

SC-14 22,23B-epoxi m/z410
SC-15 22,23a-epoxi m/z410

-C15Ho7NO
’/-017H27NO N 27
+
/C@ﬂ
0~ o)

SC-6, SC-11 m/z 147 SC-6, SC-11 m/z 171
SC-14, SC-15 m/z173

\ +
AN M

Esquema 6- Proposta de mecanismo de fragmenta¢fo para os principais fons produtos de SC-6/SC-11 e SC-
14/SC-15.
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Os compostos de SC-16 e SC-18, os quais diferem apenas quanto a orientagdo do
grupo p-hidroxifeniletilamina [SC-16 (anti) e SC-18 (sin)] mostraram o mesmo padrdo de
fragmentacdo, sugerindo que a orientagdo do grupo p-hidroxifeniletilamina ndo exerce
influéncia no processo de fragmentagdo. O mesmo comportamento foi observado entre os
isdmeros SC-17 e SC-19, os quais diferem de SC-16 e SC-18 por apresentarem apenas duas
ligacdes dupla na porgao esteroidal.

Os espectros EM? de SC-16 ¢ SC-18 (Figura 160a-b, p. 203) exibiram os fons
produtos m/z 405 e 507, os quais foram formados via elimina¢do de CsHyO e H,O (Esquema
7, etapas L e II, p. 202), respectivamente. O fragmento m/z 266, pode ser justificado pela perda
de C,7H2sNO a partir do fon precursor m/z 525 (etapa III). Para SC-17 e SC-19, os fragmentos
observados nos espectros EM* (Figura 160c-d, p. 203) correspondem ao mesmo padrdo de
fragmentacdo de SC-16 e SC-18, no entanto, com duas unidades de massa atomica adicionais,
conforme esperado.

Considerando os pares SC-16/SC-18 ¢ SC-17/SC-19, observou-se que a principal
diferenca no padrio de fragmentagdo foi o aparecimento do fragmento em m/z 266 para o
primeiro par e o fragmento em m/z 240 para o segundo par, entretanto, ambas as propostas sao
justificadas pela fragmentagdo do anel B (Esquema 7, p. 202).

E importante ressaltar que o padrio de fragmentagio do fon correspondente ao
complexo [M + H,O + HJ", para cada composto, também foi realizado e como pode ser
observado no Esquema 8 (p. 202), os padrdes de fragmentacdes exibidos nos espectros EM?
(Figuras 16la-d, p. 204), foram semlhantes aqueles correspondentes aos compostos

protonados, acima discutidos.
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O composto SC-7, assim como os demais compostos ja discutidos nesse estudo,
também exibiu no espectro EM? (Figura 162) o fon produto referente a fragmentago do anel
E (m/z 267). Como pode ser observado no Esquema 9, a proposta de formacdo deste fon
ocorreu via eliminagdo de CsH;30 e concomitante perda de H, e H,O (etapa I), enquanto, o

fon em m/z 157 foi formado via eliminacio de CsH;» seguido pela eliminag¢do de H, (etapa II).
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Esquema 9- Proposta de mecanismo de fragmentacao para os principais fons produtos protonados de SC-7
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Figura 162- Espectro EM? de SC-7 (ion precursor m/z 426)
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Os alcaléides SC-8, SC-9, SC-10 e SC-13, estruturalmente diferentes dos compostos
ja examinados nesse estudo pela presenca de um sistema espiro nos anéis E-F (espirosolanos)
ao invés de anéis fundidos (solanidanos), foram caracterizados pela presenca dos fons
produtos m/z 392 e 394 nos espectros EM? (Figura 163a-d, 208).

Para os compostos SC-8 e SC-13 a fragmentag@o foi iniciada com a eliminag¢do de
CH;3CO,H e H,O0, respectivamente, gerando o fon produto m/z 410 (Esquema 10 (etapa 1), p.
206). Este fon, bem como aquele em m/z 412, geraram os fragmentos com m/z 392 (SC-8,
SC-9 e SC-13) e 394 (SC-10) através de eliminac¢do de H,O (etapa II). Os fons em m/z 267
(SC-8, SC-9 ¢ SC-13) e 269 (SC-10), foram formados via rearranjo de hidrogénio 1,5 (C-14
para C-20) e concomitante eliminac¢io de CsH;sN (etapa III) a partir dos fons precursores m/z
392 e 394. Como pode ser observado no Esquema 10 (p. 206), os ions em m/z 267 e 269, apos
perderem C;H;,NO, geram os fragmentos com m/z 171 e 173 nos espectros EM?> de SC-9 e
SC-10, respectivamente (etapa VI).

Para os espirosolanos os fons em m/z 392 e 394, formados pela eliminacdo de H,O a
partir do oxigénio funcdo éter, serviram como diagndsticos em relagdo aos alcaldides do tipo
solanidano, cujos fons chaves foram formados com a fragmentagéo do anel E (m/z 265, 267 e

269).
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Figura 163- Espectros EM? de SC-8 (a), SC-9 (b), SC-10 (c) e SC-13 (d) (fons precursores m/z 470, 410, 412 ¢
428, respectivamente).
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4.4 Estudo de desreplicacao do extrato etandlico de S. campaniforme por IES-EM/EM

O espectro EM-IES do extrato etandlico das folhas de S. campaniforme (Figura 164,
p- 210), obtido no modo positivo, apresentou uma série de sinais entre m/z 400-550.
Comparacdo das medidas de massas exatas com os dados relatados neste trabalho (Tabela 30,
p- 194) indicou a presenca dos alcaldides esteroidais: SC-5/11 (m/z 406,2755; +3,45 ppm),
SC-6/12 (m/7 408,2913; +3,92 ppm), SC-7 (m/z 426,3010; +1,64 ppm), SC-9 (m/z 410,3062;
+1,71 ppm), SC-10 (m/z 412,3218; +1,94 ppm), SC-13 (m/z 428,3136; -5,37 ppm), SC-14/15
(m/z 410,3062; + 1,71; ppm), SC-16/18 (m/z 545,3753; +2,75 ppm), SC-17/19 (m/z 543,3592;
+ 2,02 ppm). Uma vez que a medida de massas exatas fornece apenas a férmula molecular do
composto e ndo dispde de informagdes estruturais, a confirmagdo desses compostos s6 foi
possivel através de experimentos EM’.

Os espectros EM” foram adquiridos usando como fons precursores os fons destacados
no espectro EM do extrato bruto (Figura 164, p. 210). Com base nos espectros EM?, foi
possivel confirmar a presenca dos alcaldides SC-5 a SC-19, previamente isolados neste
trabalho, bem como sugerir a presenga de dois novos compostos (m/z 414,3371; +0,97 ppm e
547,3935; +7,49 ppm). O espectro EM?do fon m/z 414 apresentou o fon m/z 396,3229 (-8,07
ppm) atribuido a perda de H,O, processo freqiiente na fragmentagdo de compostos
hidroxilados, mas considerado como diagndstico no processo de fragmentacdo dos alcal6ides
do tipo espirosolano. Os dados observados no espectro EM” do fon m/z 414 sdo semelhantes
aqueles de SC-10, com massa mais elevada em duas unidades, considerando os
correspondentes fons de SC-10. Esta diferenca foi atribuida a auséncia de uma ligacdo dupla
na estrutura do composto em questdo, o qual foi denominado de SC-20 e identificado com
sendo 22N-espirosolan-3-ona. O espectro EM’ do fon m/z 547 mostrou o fon diagndstico em
m/z 409, correspondente a eliminacdo de CgHyoO e concominate perda de H,O, similar aos
compostos SC-16 a SC-19. Tal fon possue massa com duas unidades adicionais, em
comparag@o ao ion correspondente em SC-17/19 (m/z 407), indicando que o composto em
discussdo difere de SC-17 e SC-19 apenas pela auséncia de uma ligagcdo dupla. Este composto
foi denominado SC-21 e identificado como sendo N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22,23-epoxi-
solanida-4-en-3-imina. Embora a estrutura tenha sido proposta, a orientacdo do grupo p-
hidroxifeniletilamina ndo pode ser definida, uma vez que sua influéncia sobre os processos de

fragmentacdes nao foi evidenciada neste estudo.
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Outros compostos, cujos padroes de fragmentacdes diferem daqueles ja investigados
foram também detectados, no entanto, os dados obtidos ndo foram suficientes para chegar as

suas estruturas.

(iJUD()(IJ_: SC-5/12 P SC-74:A.;nr.
5000000 SC-6/11 SC-14/15/9 SC-13
] 1BPE ai030 SC-10 4242845 4283136
4123218 S I ‘
i } |
4000000 SC-20 i '
pio: il SC-17/19
UL LT
3000000 5433392
] 410 415 |
' n.i. \
] 73,3285 Sc_21
2000000 | serams
- A i I||
1000000 i s
i —— ‘ 4443154 ARTY 522.6004 s
2020 sdef, L SSASLL L,, gl oy W Lgsoaams .l!”"w“"_“ 1], 5613797 576,402
325 350 3"?5 400 425 450 475 500 .‘55 550 5}5
mz

Figura 164- Espectro IES-EM do extrato etandlico das folhas de S. campaniforme
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S PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Métodos cromatograficos
5.1.1 Cromatografia de adsor¢do

Nas cromatografias de adsorcéo foi empregada gel de silica 60 da Merck ou da Vetec
[@ um 70-230 (cromatografia gravitacional) e @ pum 230-400 (cromatografia flash)]. As
colunas sob média pressao (cromatografia flash) foram realizadas empregando-se uma bomba
de ar comprimido modelo Inalar Compact N° 682403 de Ind. de aparelhos médicos Ltda. O
comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das amostras e as
quantidades de gel de silica utilizadas. Para cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) utilizou-se cromatoplacas de gel de silica 60 (@ 5-40 um) sobre aluminio da Merck.
Os eluentes utilizados foram: hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol
puros, ou combinados em proporg¢des crescentes de polaridade.

A revelacdo das substincias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposi¢do a
luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (312 e 365 nm) emitidos por lampada modelo
CN-15LM da Vilber Lourmat, bem como pela pulverizagdo com reagente de Dragendorff ou
por aspersdo com solucdo de vanilina (CgHsO3;) e acido perclérico (HCIO4) em etanol

(C,Hg0), seguido de aquecimento (100 °C) por aproximadamente 5 minutos.

5.1.2. Cromatografia de exclusdo

Os fracionamentos por cromatografia de exclusdo foram efetuados em gel de

dextrana Sephadex LH-20, utilizando-se metanol como fase mével.

5.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE = HPLC)

As andlises por CLAE foram realizadas em aparelho da marca SHIMADZU, modelo
UFLC, equipado com detector UV—Vis com arranjo de diodo (SPD-M20A) e um sistema de
bomba terndrio. As separacdes foram efetuadas em coluna semi-preparativa Phenomenex®
(4,6 x 250 mm, 5 pm), mantidas num forno termostatico a 40°C. As amostras foram eluidas

com 4gua (levemente acidificada com 4cido trifluoracético -TFA) e metanol ou acetonitrila.
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Os solventes empregados apresentaram grau HPLC (MeOH ou ACN-Tedia e H,O-
Milli-Q) e foram adequadamente filtrados através de membranas de nylon com poros de 0,45
pm (Millipore). As amostras foram dissolvidas nas fases mdveis empregadas em cada analise

e filtradas através de membranas de nylon com poros de 0,45 pm (Whatman).

5.1.4.Extracd@o em fase solida (SPE)

As extracdes em fase sdlida das fragdes de S. campaniforme, com fins de isolamento,
bem como na etapa de preparo das amostras submetidas a andlise por CLAE (clean-up),
foram realizadas em cartuchos de fase reversa (Strata C18-E, 20 g/60 mL, 55 pm, 70 10\) da
Phenomenex. O uso dos cartuchos foi precedido por ativacdo do adsorvente com metanol,
seguida de acondicionamento com dgua Milli-Q, utilizando aliquotas equivalentes a trés vezes

o volume do cartucho.

5.2 Métodos fisicos
5.2.1 Ponto de fusdo

Os pontos de fusdo das substincias isoladas foram obtidos em aparelho digital MQ
APF-301, pertencente a central analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica
da Universidade Federal do Ceard (DQOI/UFC). As determinagdes foram realizadas a uma

velocidade de aquecimento de 3 °C/min e ndo foram corrigidos.

5.2.2 Rotagdo optica

As rotacdes Opticas foram obtidas em Polarimetro digital da Perkin- Elmer 341,
pertencente a central analitica do Departamento de Quimica Orgéinica e Inorgénica da

Universidade Federal do Ceara (DQOI/UFC), a temperatura de 25 °C.

5.3. Métodos espectrométricos
3.3.1 Espectroscopia na regido de absor¢do do infravermelho (IV)

Os espectros na regido de absorcdo do infravermelho, obtidos numa faixa de 4000 a

400 cm’' foram realizados em espectrometro ABB-BOMEM, modelo FT-LA 2000-102,
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utilizando-se pastilhas de brometo de potassio (KBr) ou em espectrometro um Perkin-Elmer,
modelo SPECTRUM 100 FT-IR usando o aparato UATR (universal attenuated total
reflectance), ambos pertencentes a central analitica do Departamento de Quimica Organica e

Inorgénica da Universidade Federal do Ceara (DQOI/UFC).

5.3.2 Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos em espectrémetro
SHIMADZU, modelo LCMS-IT-TOF, equipado com uma fonte de ionizacdo por electrospray
(IES) ou ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) pertencente ao Laboratério de
Espectrometria de Massas do Nordeste, da Universidade Federal do Ceard (LEMANOR-
UFC), sendo os scans adquiridos no modo positivo ou negativo. Condi¢des gerais das
andlises: voltagens do capilar 3500V; temperatura e fluxo do gis secante: 150°C e 150uL/h.
Nitrogénio foi utilizado como gis de nebulizagio e solu¢do de NaTFA foi usada como padrio
para calibracdo do IT-TOF. As moléculas protonadas ((M + H]") foram selecionadas e
submetidas a fragmentacdo por CID (collision induced disssociation) usando argdnio como
gds de colisdo. Os espectros EM/EM foram obtidos variando de 50 até 250% a energia de
colisdo relativa. As amostras (5 pL) dissolvidas em solvente grau HPLC [acetonitrila (ACN)
ou metanol (MeOH)] numa concentragdo de 1pg/mL foram introduzidas por inje¢do direta na
fonte de ionizacdo. Os valores de massas observados, bem como os cdlculos de erros foram

obtidos através do software Formula Predictor.

5.2.3 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
carbono 13 (RMN de 13C), uni- e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker,
modelo DRX-500, operando na freqiiéncia de 500 MHz para hidrogénio e 125 MHz para
carbono-13, pertencente ao Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso da Ressondncia Magnética
Nuclear da Universidade Federal do Ceara (CERAUREMN-UFC) .

Os solventes deuterados utilizados na dissolu¢do das amostras e obten¢do dos
espectros foram: cloroférmio (CDCl;), metanol (CD3;0OD) ou piridina (CsDsN).

Os deslocamentos quimicos (3) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de RMN de 'H pelo pico de hidrogénio pertencente 2 fragdo ndo

deuterada dos solventes: cloroférmio (oy, 7,27), metanol (dy, 3,31) e piridina (8y, 8,74; 7,58;
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7,22) e para os espectros de RMN de "*C pelos picos de carbono-13 dos solventes:
cloroférmio & (77,23), metanol & (49,15) e piridina o (123,87; 135,91 e 150,35).

As multiplicidades das absor¢des foram indicadas segundo a convencdo: s
(simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), dl (dupleto largo), dt (duplo
tripleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto).

O padrao de hidrogenagdo dos carbonos foi determinado através da utilizagdo da
técnica DEPT 135° e expressado segundo a convengdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH

(carbono metinico), CH, (carbono metilénico) e CHj (carbono metilico).

5.4 Estudo fitoquimico das folhas de S. campaniforme
5.4.1 Material vegetal

As folhas de S. campaniforme foram coletadas durante o estidgio de floracdo no
municipio de Guaramiranga-CE em outubro de 2007, pelo professor Edilberto Rocha Silveira,
do Departamento de Quimica Orgénica e Inorgénica da Universidade Federal do Ceara.

A identificacdo da planta foi realizada pelo professor Edson Paula Nunes do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard. A exsicata da planta (# 41038)

encontra-se depositado no Herbario Prisco Bezerra (EAC) daquele Departamento.

5.4.2 Preparacdo do extrato

As folhas (3,14 kg), obtidas apds secagem a temperatura ambiente e trituragdo, foram
extraidas através de maceracdo com etanol e apds concentracdo do solvente, a pressdo

reduzida, forneceu o extrato etanélico das folhas (357,83 g), o qual foi codificado por EESC.

5.4.3 Particdo liquido-liquido do extrato etandlico (EESC)

O extrato etandlico (357,83 g) obtido das folhas de S. campaniforme foi dividido em
duas por¢des de aproximadamente 170,00 g e cada por¢ao foi dissolvida em 150 mL de uma
mistura de MeOH/H,O 30%. Apds este procedimento foram individualmente submetidas a
parti¢do liquido-liquido, utilizando-se os solventes hexano (5 x 100 mL), DCM (5 x 100 mL),
AcOEt (5 x 100mL) e n-BuOH (5 x 50) cujas massas resultantes estdo descritas na Tabela 31
(p. 215).
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Tabela 31- Dados referentes ao fracionamento de EESC

Solvente Fracao Massa (g) Rendimento (%)
Hexano EESC-H 72,65

DCM EESC-D 109,90

AcOEt EESC-A 59,51

n-BuOH EESC-B 88,97

TOTAL 331,03 92,51

5.4.3.1 Fracionamento da fracdo EESC-A (Fluxograma 1, p. 220)

Das fracdes obtidas da parti¢do liquido-liquido de EESC, a fracdo AcOEt, apds
andlise por CCDA, apresentou teste positivo frente ao reagente de Dragendorff, sugerindo a
presenca de alcaldides e justificando assim seu estudo. Logo, a fragio AcOEt (EESC-A;
58,51 g) foi misturada a 98,1 g de gel de silica (desativada em metanol), pulverizada em gral
de porcelana e cromatografada sobre 50,45 g de gel de silica (desativada em etanol) em funil
de Buchner. A eluicao foi realizada a véacuo utilizando AcOEt, MeOH e H,0O puros ou em
mistura bindrias em escala crescente de polaridade. Foram obtidas 6 fragées com 500 mL
cada, as quais foram concentradas sob pressdo reduzida para obtencdo das suas respectivas

massas, conforme sumarizada na Tabela 32, abaixo.

Tabela 32- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo EESC-A

Eluente Volume ( mL) Fracao Massa (g) Rendimento (%)
AcOEt/100% 500 EESC-A1 2,10

AcOEt/ MeOH 20% 500 EESC-A2 19,78

AcOEt/ MeOH 50% 500 EESC-A3 27,63

AcOEt/ MeOH 70% 500 EESC-A4 4,41

MeOH 100% 500 EESC-A5 2,79

MeOH/H,0 20% 500 EESC-A6 0,82

TOTAL 57,53 79,19

A andlise comparativa por CCDA revelada sob 1ampada de UV (365 nm) seguida por
borrifamento com vanilina e aquecimento ou por deteccdo com reagente de Dragendorff das
fracdes obtidas do fracionamento cromatografico da fracio EESC-A, revelou que a fracdo
EESC-A2 além de apresentar teste positivo frente ao reagente de Dragendorff, mostrou
semelhanca com a fragdo EESC-A1 (sélido amarelo), quando revelado com vanilina, sendo
esta a fragdo inicialmente selecionada para prospec¢do fitoquimica. Os 19,78 g da fragdo

EESC-A2 foram adsorvidos a 46,66 g de gel de silica e disposto sobre 56,68 g de gel de silica
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em funil de Buchner. A eluicio foi realizada a vicuo com os solventes AcOEt e MeOH puros
ou/em misturas bindrias em ordem crescente de polaridade, conforme sumarizada na Tabela

33, abaixo.

Tabela 33- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracio EESC-A2

Eluente Volume (mL) Fracao Massa (g) Rendimento (%)
AcOEt/100% 300 EESC-A2.1 4,07

AcOEt/ MeOH 20% 300 EESC-A2.2 4,49

AcOEt/ MeOH 50% 300 EESC-A2.3 7,96

MeOH 100% 300 EESC-A2.4 1,09

TOTAL 17,61 89,10

5.4.3.1.1 Fracionamento de EESC-A2.1%: isolamento de SC-1 e SC-2

Ap6s andlise por CCDA, a fracio EESC-A2.1 (4,07 g) foi reunida com a fracdo
EESC-A1 (2,10 g) fornecendo 6,17 g de material, o qual foi codificado por EESC-A2.1*.
Este material foi misturado a 18,42 g de gel de silica e recromatografado sob 84,79 g de gel
de silica em coluna de 500 mL e 6,00 cm de didmetro, utilizando como eluente os solventes
DCM, acetona e MeOH puros ou em misturas binarias em escala crescente de polaridade.
Foram coletadas 39 fra¢des de aproximadamente 50 mL cada, as quais apds andlise em
CCDA foram agrupadas conforme descrito na Tabela 34 (p. 217).

A fracdo 4 (0,13 g), foi submetida a uma coluna do tipo flash. Os 0,13 g foram
misturados a 0,14 de gel de silica e cromatografados em coluna de 125 mL e 1,5 cm de
didmetro interno, usando como eluente uma mistura isocratica de DCM/MeOH 2%. As
fracdes obtidas (93 com aproximadamente 5 mL cada) foram agrupadas com base na
semelhanca de perfis, ap6s andlise por CCDA. A subfracdo 8-17 (39,6 mg), na qual observou-
se a presenca de um material solido, foi submetida a adicdo de hex/AcOEt 50%, sob
sonicagdo e ap6s filtracdo forneceu 21,5 mg de um material slido de cor branca, com ponto
de fusdo na faixa de 142,3 — 143,1 °C, codificado por SC-1.

Enquanto a fracdo 13-33, a qual se apresentou na forma de um material sélido
amarelo, foi purificada por adi¢do de AcOEt, que apos centrifugacio e filtracdo forneceu 1,93
g de um sélido amarelo, com ponto de fusdo na faixa de 196,0 — 196,5 °C. Este material foi

codificado por SC-2.
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Tabela 34- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracio EESC-A2.1%*

Eluente Fracao Massa (g) Rendimento (%)
DCM/acetona 10% 1-3 0,16

DCM/acetona 10% 4 0,13

DCM/acetona 10% 5-6 0,14

DCM/acetona 10% 7-12 0,29

DCM/acetona 20, 30 e 50% 13-33 4,30

DCM/acetona 70% 34-35 0,09

Acetona 100% 36-37 0,66

MeOH 100% 38-39 0,29

TOTAL 6,06 98,22

5.4.3.1.2 Fracionamento de EESC-A2.2: isolamento de SC-3 e SC-4

A fracio EESC-A2.2 (4,49 g) , obtida do fracionamento cromatografico da fracao
EESC-A2 (p. 39), foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica (72,34 g) (500
mL e 6,0 cm didmetro interno) utilizando um gradiente de eluicdo com os solventes em ordem
crescente de polaridade: AcOEt, AcOEt/ MeOH e MeOH, fornecendo as fragdes descritos na
Tabela 35, abaixo.

Tabela 35- Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fracio EESC-A2.2

Eluente Volume (mL) Fracéo Massa (g) Rendimento (%)
AcOEt/100% 200 1 0,78

AcOEt/ MeOH 20% 200 2 1,98

AcOEt/ MeOH 40% 200 3 0,97

AcOEt/ MeOH 60% 200 4 0,12

MeOH 100% 100 5 0,08

TOTAL 3,91 87,08

A fragdo 2 (1,98 g), resultante da eluicdo com AcOEt/MeOH 20%, foi misturada a
6,73 g de gel de silica e recromatografada sob 29,2 g de gel de silica em coluna de 250 mL e
5,0 cm de diametro interno, usando como eluente um gradiente de AcOEt, AcOEt/MeOH 5,
10, 20 e 50 %, seguida por lavagem com MeOH. Apds andlise por CCDA das fracdes obtidas
(6 fracdes com aproximadamente 200 mL cada), a fracio AcOEt/MeOH 10 % (1,03 g),
contendo um material mais polar que SC-2, foi submetida a sucessivas colunas

cromatograficas do tipo flash usando como eluentes misturas bindrias dos solventes
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DCM/ACcOEt, resultando no isolamento de SC-3 (9,7 mg), um sélido amarelo com ponto de
fusdo na faixa de 183,1 — 184,9 °C.

A fracdo AcOEt/MeOH 40%, (3; 0,97 g), contendo um material sélido de coloracdo
marrom, apds duas coluna cromatografica por exclusdo molecular (Sephadex-LH20) usando
como eluente MeOH forneceu o composto SC-4 (200,0 mg), um sélido marrom com ponto de

fusdo na faixa de 152,1 — 153,1 °C.

5.4.3.1.3 Fracionamento de EESC-A2.3: isolamento de SC-5 a SC-7

A fracdo EESC-A2.3 (7,96 g), a qual apresentou teste positivo frente ao reagente de
Dragendorff, foi misturada a 13,4 g de gel de silica e recromatografada sob 50,23 g de gel de
silica em coluna de 500 mL e 6,0 cm de didmetro interno. Os solventes utilizados na eluicao
foram hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas bindria, aumentando gradativamente a
polaridade. As fracdes resultantes (58 fragdes com aproximadamente 30 mL) foram agrupadas
em sete subfracdes apds andlises por CCDA, usando como reveladores: reagente de
Dragendorff para deteccdo de alcaldides e vanilina capaz de detectar um maior nimero de
compostos, (Tabela 36, abaixo). A escolha da subfracdo f19-40 para purificacdo foi feita
frente & deteccdo positiva desta frente ao reagente de Dragendorff, indicando possivel

presenga de alcal6ides.

Tabela 36- Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico da fracio EESC-A2.3

Eluente Volume Fracoes Fracoes Massa (g) Rend. (%)
(mL) coletadas Reunidas

Hexano/AcOEt 90% 200 1-6 1-6 0,27

AcOEt/100% 200 7-14 7-16 0,26

AcOEt/ MeOH 10% 500 15-32 17-18 0,59

AcOEt/ MeOH 20% 500 33-47 19-40 4,57

AcOEt/ MeOH 40% 200 48-53 41-44 0,22

AcOEt/ MeOH 60% 100 54-57 45-53 0,34

MeOH 100% 50 58 54-58 0,06

TOTAL 6,31 79,27

A subfracdo 19-40 (4,57 g) foi dissolvida em 5 mL de MeOH e submetida a
cromatografia em Sephadex LH-20 (60 g em coluna de 4,0 cm de didmetro), resultando em
43 fragcdes com aproximadamente 10 mL. As fracdes obtidas foram monitoradas por CCDA,

com revelacdo com reagente de Dragendorff, possibilitando a reunido das fragdes f1-7; £8-9;
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f10-11;, £12-13; f14-15; £16-30 e f31-43. Apenas as fragdes £8-9, f10-11, ambas constituidas
de uma mistura de alcaldides, foram selecionadas para investigacao.

A fragéo £8-9 (1,15 g) foi dissolvida em 3 mL de MeOH/H,O (1:9) e adicionada a
um cartucho SPE-C18 (20 g/60 mL), ja ativado e condicionado com MeOH/H,O (1:9). O
cartucho foi eluido com MeOH/H,O (1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4 ¢ 10:0) , resultando em 8
fracdes com aproximadamente 50 mL. A fracio MeOH/H,0 3:7 (250,0 mg) foi purificada
por CLAE, injetando-se aliquotas de 200 pL da amostra dissolvida em MeOH/H,O 1:1 numa
concentracdo de aproximadamente 10 mg/1 mL. A separacdo, utilizando uma coluna semi-
preparativa de fase reversa, foi efetuada em condicdes isocriticas: MeOH/H,0 (57:43) 0,3%
de TFA, com fluxo de 4,72 mL/min durante 12 minutos e monitorada em 242 nm. Foram
coletados 2 picos (Figura 165, abaixo) registrados com tempos de retengdo de 7,76 min (pico
1) e 9,05 min (pico 2), que apds liofilizados forneceram 127,0 mg (pico 1; SC-5) e 34,0 mg

(pico 2: SC-6) ambos na forma de um sélido branco.
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Figura 165- Cromatograma de isolamento das substancias SC-5 e SC-6

A fracdo f10-11 (1,38 g), previamente solubilizada em 3 mL de MeOH, foi reaplicada
numa coluna Sephadex LH-20 (60 g em coluna de 4,0 cm de didmetro) e eluida com MeOH,
resultando na obtencdo de 36 fracdes de 8 mL, as quais foram agrupada em sete subfracoes
(f1-10; f15; f16-17; £19-22; £23-29 e £30-36) apds andlise por CCDA. A subfracdo f16-17
(565,4 mg) foi purificada em cartucho SPE-C18, utilizando como fase mével MeOH/H,0 1:9
(f1-2), 2:8 (3-5), 4:6(f6-11), 5:5 (f12-17), 6:4 (22) e 10:0(f23). Coletadas em aliquotas de 8
mL, as fracdes da coluna foram monitoradas por CCDA, através do qual verificou-se que a
fracdo f6/7 (193,7 mg), um sdlido amarelo, apresentava-se pura. Esta fracdo foi denominada

de SC-7.
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Fluxograma 1- Metodologia de isolamento das substincias obtidas da fracdo AcOEt do extrato etandlico das

folhas de S. campaniforme (EESC-A)
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5.4.3.2 Fracionamento da fracdo EESC-D (Fluxograma 2, p. 225)

Uma aliquota (50 g) da fragdo DCM (EESC-D) foi inicialmente tratada com uma
mistura de MeOH/H,0 (1:5) e mantida num refrigerador durante 6 horas para eliminar
principalmente a clorofila. O material praticamente livre de clorofila (29,40 g) foi misturado a
40,5 de gel de silica e cromatografado em coluna de gel de silica (73,8 g) usando como
eluente os solventes DCM, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas bindrias de escala de

polaridade crescente, obtendo-se as fragdes sumarizadas na Tabela 37, abaixo.

Tabela 37- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdio DCM (livre de clorofila)

Eluente Volume (mL)) Fracao Massa (g) Rendimento (%)
DCM/AcOEt 10% 100 EESC-D1 0,01

DCM/ AcOEt20% 200 EESC-D2 0,43

DCM/ AcOEt 50% 200 EESC-D3 0,64

AcOEt 100% 200 EESC-D4 1,00

AcOEt/MeOH 50% 400 EESC-D5 20,68

MeOH 100% 200 EESC-D6 3,04

TOTAL 25,80 87,76

5.4.3.2.1 Fracionamento da fracdo EESC-D5

Ap6s andlise por CCDA das fragdes descritas na Tabela 37, a fragdo EESC-D5S
apresentou-se positiva frente a deteccao com reagente de Dragendorff e, portanto, submetida a
coluna cromatografica em gel de silica. Numa coluna de 500 mL (5,0 cm de diametro interno)
contendo 68,20 g de gel de silica, acondicionou-se a fragdo EESC-DS5 (20,68 g) previamente
adsorvida com 30,90 g de gel de silica. A eluicdo foi realizada com os solventes DCM, AcOEt
e MeOH, puros ou em misturas bindrias de polaridade crescente, coletando-se 38 aliquotas de

50 mL, as quais foram agrupadas ap6s andlise por CCDA (Tabela 38, abaixo).

Tabela 38- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragio EESC-DS

Eluente Volume Fracoes col. Fracoes Massa (g) Rend.
(mL) reu. (%)

DCM/AcOEt 50% 100 1-4 1-2 0,02

DCM/ AcOEt 70% 200 5-8 3-12 0,54

AcOEt 100% 200 9-12 13-17 0,53

AcOEt/MeOH 10% 100 13-14 18-20 2,98

AcOEt/MeOH 20% 200 15-29 21-25 5,99

221



Parte Experimental

AcOEt/MeOH 40% 200 30-34 26-33 2,60
AcOEt/MeOH 40% 200 35-38 34-38 6,41
TOTAL 19,07 92,21

5.4.3.2.2 Fracionamento da fracdo EESC-D5/18-20: isolamento de SC-8 a SC-10

Dentre as fragdes obtidas do fracionamento cromatografico de EESC-DS, somente as
subfracdes 18-20 e 34-38, ambas constituidas de uma mistura de alcal6éides, foram
selecionadas para investigacdo fitoquimica. A subfracdo 18-20 (2,98 g), apds sucessivos
tratamentos cromatogréficos em coluna do tipo flash, usando como eluente mistura bindrias
AcOEt/MeOH forneceu uma fragio rica em alcaléide (fA23-30; 134,4 mg).

A fracdo fA23-30 foi purificada por CLAE, utilizando-se uma coluna de fase reversa
semi-preparativa e uma fase mével composta por MeOH/H,O (62:38) num fluxo de 4,72
mL/min., durante 12 minutos. O cromatograma (Figura 166, abaixo) exibiu trés picos
detectados a 242 nm, sendo o pico 1 (tz 5,97 min; 4,1 mg) denominado SC-8, pico 2 (tz 6,60
min; 4,5 mg;) demoninado SC-9 e pico 3 (£ 9,12 min; 11,1 mg) demoninado SC-10.
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Figura 166- Cromatograma de isolamento das substancias SC-8, SC-9 e SC-10

5.4.3.2.3 Fracionamento da fracdo EESC-D5/34-38: isolamento de SC-11 a SC-19

A fracdo EESC-D5/34-38 (6,41 g) mostrou-se semelhante a fragio EESC-D6 (3,04
g), estas fracdes foram reunidas totalizando 9,45 g de material, no qual foi adsorvida com
10,32 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 63,76 g de

gel de silica numa coluna de 500 mL e 5,0 cm de didmetro interno. A eluicdo realizada com
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misturas binarias de polaridade crescente dos solventes DCM e MeOH, forneceu 41 fracdes
coletadas com aproximadamente 50 mL, das quais foram reunidas apds andlise com CCDA e
escolhidas para estudo com base na detecgdo frente ao reagente de Dragendorff (Tabela 39, p.
224).

A fracdo 11-20 (632,8 mg), dissolvida em 2 mL de MeOH/H,0 (5:5), foi submetida a
pré-purificacdo utilizando-se cartucho de SPE-C18. O cartucho foi eluido com MeOH/H,0
5:5 (f1-16), 6:4 (f17-24) e 8:2 (f25) , resultando em 25 fra¢des com aproximadamente 5 mL,
das quais foram agrupadas: f1, {2-3, f4-5, £6-13, f14-17 e f18-25, ap6s andlise por CCDA com
detecc¢do frente ao reagente de Dragendorff.

A fracdo f6-13 (221,1 mg), obtida pela MeOH/H,0O 5:5 do cartucho foi purificada
por CLAE. A separacgdo, utilizando uma coluna semi-preparativa de fase reversa, foi efetuada
isocraticamente com MeOH/H,O (52:48) 0,3% de TFA, com fluxo de 4,72 mL/min durante
20 minutos e injetando-se aliquotas de 200 pL da amostra dissolvida com a fase movel usado
no processo de separacdo, numa concentracdo de 10 mg/1 mL. Foram obtidos 7 picos (Figura
167, abaixo) detectados na faixa de 210-350 nm e registrados com tempos de retengdo de 9,65
min (pico 1; 26,5 mg), 11,10 min (pico 2; 13,4 mg), 12,30 min (pico 3; 8,1 mg), 13,12 min
(pico 4; 4,0 mg), 14,06 min (pico 4* ; 4,5 mg), 16,31 min (pico 5; 18,0 mg) e 18,07 min (pico
6; 8,7 mg). Os picos foram denominados de SC-5 e SC-6, previamente isolado da fracdo

acetato de etila, SC-11, SC-12, SC-13, SC-14 ¢ SC-15, respectivamente.
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Figura 167- Cromatograma de isolamento das substancias SC-11 a SC-15

A fragcdo 21-34 (3,30 g), apds sucessivos tratamentos cromatograficos em coluna
flash, usando como eluente mistura bindrias DCM/MeOH forneceu uma fragcdo rica em
alcaléide (fA16-21; 406,7 mg). Esta fracdo foi dissolvida em 3 mL de MeOH/H20 (2:8) e
cromatografada em cartucho de SPE-C18, utilizando-se como fase mével um gradiente de
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MeOH/H20 nas proporcdes 2:8 (f1-11), 4:6 (f12-17) 6:4 (£23-36) 8:2 (f37-38). Coletadas em
aliquotas de 5 mL, as fragdes da coluna foram monitoradas por CCDA, reveladas com
reagente de Dragendorff e reunidas da seguinte forma: f1, f2, £3-6, £7-9, f10-15, f16-25, £26-
36 e £37-38. A subfracao (f3-6; 91,8 mg) eluida com MeOH /H,O 2:8 foi selecionada para ser
purificada por CLAE.

A subfracdo (f3-6; 91,8 mg) foi submetida a andlise por CLAE utilizando coluna
semi-preparativa de fase reversa. A separagdo foi efetuada empregando-se como fase mével
ACN/H,O (25:75) 0,2% de TFA, com fluxo de 4,72 mL/min e tempo de corrida de 15
minutos. O cromatograma (Figura 168, abaixo), visualizado na faixa de 210-350 nm, mostrou
a separacao de 4 picos, cujos tempos de retencdo foram de 9,51 min (pico 1; 12,9 mg), 10,07
min (pico 2; 4,1 mg), 10,62 min (pico 3; 11,7 mg) e 11,63 min (pico 4; 11,2 mg). Os picos
separados foram denominados de SC-16, SC-17 e SC-18 e SC-19, respectivamente.

Tabela 39- Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracio EESC-D5/34-38

Eluente Volume Fracao Fracoes Massa (g) Rend.
(mL) (coletadas) (reunidas) (%)
DCM/MeOH 10% 700 1-14 1-6 0,15
DCM/MeOH 15% 300 15-20 7-10 0,25
DCM/MeOH 20% 400 21-28 11-20 0,63
DCM/MeOH 30% 400 29-36 21-34 3,30
DCM/MeOH 50% 300 37-41 35-42 2,84
MeOH 50% 100 42-43 43 0,99
TOTAL 8,16
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Figura 168- Cromatograma de isolamento das substancias SC-16 a SC-19
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Fluxograma 2- Metodologia de isolamento das substincias obtidas da fragio DCM (livre de clorofila) do extrato
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5.5 Obtencao do derivado acetilado SC-7a

Uma aliquota do composto SC-7 (20,0 mg) foi dissolvida em piridina (0,5 mL) e
misturada a 1 mL de anidrido acético. A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente
por 24 hs sob agitacdo magnética e depois desse procedimento forneceu o composto SC-7a

(28,9 mg).

5.6 Avaliacao das atividades farmacolégicas

Os compostos majoritarios isolados das folhas de S. campaniforme (SC-5) (SC-6) e
(SC-7) foram submetidos a testes preliminares para avaliacdo da atividade citotdxica, frente a
linhagens de células tumorais humanas: célon (HCT8), mama (MDA-MB-435), leucemia
(HL60) e cérebro (SF295), no Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Universidade
Federal do Cear4, sob coordenagdo da Profa. Dra. Leticia Veras Costa-Lotufo (MOSMANN,
1983), e da atividade antiofidica através da inibicdo das principais alteragdes locais
(miotéxicas, hemorrdgicas e necrosantes) induzidas pelo envenenamento com Bothrops
pauloensis em camundongos, no Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da
Universidade Federal do Cear4, sob orientacdo da Profa. Dra. Helena Serra Azul Monteiro.

A tiramina foi submetida a avaliacdo do seu potencial sobre o metabolismo de
animais com dislipidemia e obesidade, no Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicoldgicas, da Universidade Federal do Ceard, sob a orientacdo da Profa. Dra. Maria

Gorete Rodrigues de Queiroz.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

A prospeccio quimica do extrato etandlico das folhas de S. campaniforme resultou no
isolamento e caracterizacdo estrutural de dezenove compostos, dos quais quatro sdo derivados
fendlicos, enquanto os demais sdo alcaldides esteroidais, classe de compostos comuns no
género Solanum (Figura 167, p. 227).

Os constituintes quimicos obtidos da fracdo acetato de etila, originada da parti¢do
liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de S. campaniforme, foram identificados como:
éster etilico do acido caféico (SC-1), acido caféico (SC-2), canferol-3-rutinosideo (SC-3) e
tiramina (SC-4), e trés novos alcaldides esteroidais de esqueleto solanidano, 22,23 a+epoxi-
solanida-1,4,9-trien-3-ona (SC-5), 22,23 aepoxi-solanida-1,4-dien-3-ona (SC-6) e 3,94-
dihidroxi-22 /3,23 f-epoxi-9,10-seco-solanida-1,3,5(10)-trieno (SC-7).

Da fracdo diclorometano do extrato etandlico das folhas de S. campaniforme foram
identificados doze alcaldides esteroidais, sendo quatro de esqueleto espirosolano: 12-
acetiloxi-(25S5)-22 SN-espirosol-4-en-3-ona (SC-8), (25S5)-22 SN-espirosol-1,4-dien-3-ona (SC-
9), (255)-22N-espirosol-4-en-3-ona (SC-10), 12/-hidroxi-(255)-22/N-spirosol-4-en-3-ona
(SC-13) e oito de esqueleto solanidano: 22/23[-epoxi-solanida-1,4-dien-3-ona (SC-11),
22,23 o-epoxi-10-epi-solanida-1,4,9-trien-3-ona (SC-12), 22,23 a~epoxi-solanida-4-en-3-
ona (SC-14), 22/23[-epoxi-solanida-4-en-3-ona (SC-15), (E)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-
22,23 o-epoxi-solanida-1,4,9-trien-3-imina (SC-16), (E)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22 ;23 o+
epoxi-solanida-1,4-dien-3-imina  (SC-17),  (£)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22 &,23 a+epoxi-
solanida-1,4,9-trien-3-imina (SC-18) e (Z)-N-[8’(4-hidroxifenil)etil]-22 ¢,23 a+epoxi-solanida-
1,4-dien-3-imina (SC-19).

Todos os alcaldides isolados, exceto SC-8 e SC-9, os quais s@o relatados como
subprodutos da desidrogenagdo da tomatidina, estdo sendo descritos pela primeira vez.

Conhecendo o potencial citotoxico dos alcaldides isolados de Solanum, as substancias
SC-5 a SC-7 foram submetidas a teste de atividade citotoxica frente as linhagens de células
tumorais humanas de célon (HCT8), mama (MDA-MB-435), leucemia (HL60) e cérebro
(SF295), no entanto, nenhum destes compostos mostrou-se ativo. Estes compostos também
foram avaliados quanto as suas atividades antiofidicas e apresentaram efeitos interessantes,
uma vez que reduziram os efeitos miotdxicos, hemorrdgicos e necrosantes induzidos pelo
veneno total de B. pauloensis em camundongos. Também foi avaliado o potencial da tiramina
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sobre o metabolismo de animais com dislipidemia e obesidade apresentando potencial
terapéutico relacionado a reducéo dos niveis de colesterol.

O estudo de fragmentacdo realizado com os alcaldides esteroidais isolados usando
espectrometria de massas seqiiencial com ionizacédo por electrospray (IES-EM/EM), mostrou
que o processo de fragmentacdo desses compostos envolve, principalmente a abertura dos
anéis B e/ou E como resultado de rearranjos de hidrogénios. A eliminag¢do de radical metila
foi observada para SC-5, processo impulsionado pela estabilizag¢do do elétron desemparelhado
por ressonancia, gerando um fon diagndstico que pode ser usado para atribuir a
estereoquimica relativa do carbono C-10. No entanto, ndo foram encontrados {ons
diagnésticos que possam ser usados para definir a orientagdo dos grupos epodxido e p-
hidroxifeniletilamina. Para os espirosolanos foi observado um fon diagnéstico formado pela
elimina¢do de uma molécula de dgua.

Este estudo também mostrou que as medidas de massas exatas, aliadas as informacdes
do padrdo de fragmentacdo foram uteis para a desreplicacdo do extrato etandlico bruto das
folhas de S. campaniforme, permitindo identificar os alcaléides previamente isolados, bem
como sugerir a estrutura de dois novos, SC-20 e SC-21.

O padrao de fragmentacdo proposto neste trabalho para os alcaldides esteroidais
podera ser adotado, em estudos futuros, para andlises destes compostos e/ou a identificacio de
andlogos em extratos brutos de outras espécies de Solanum. Este tipo de andlise pode ser
vantajosa na reducdo de tempo e materiais gastos nas andlises convencionais de isolamento e

caracterizacdo de compostos conhecidos.
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Figura 169- Estruturas dos metabdlitos secunddrios isolados de S. campaniforme
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