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RESUMO

A espécie Solanum paniculatum conhecida popularmente como jurubeba, €
amplamente usada pela populagao brasileira pelos seus usos medicinais para o
tratamento de disfungdes digestivas e doencgas do figado. A espécie € a uUnica dentro do
género Solanum que esta incluida na lista do Sistema Unico de Saude (SUS) de
espécies para o desenvolvimento de formulagées de fitoterapicos. Como parte de nossa
contribuicdo ao entendimento em relagéo ao uso e beneficio desta espécie, o objetivo
do presente trabalho consistiu no estudo quimico do extrato etanol 70 % obtido a partir
das folhas de S. paniculatum, através da identificacdo, isolamento e elucidagao
estrutural dos principais metabdlitos presentes no extrato, assim como avaliar as
atividades citotdxica do extrato etanol 70% para linhagens tumorais, antibacteriana,
leishmanicida, esquistossomosse e de viabilidade celular para células normais, tanto
para o extrato como para a fragao enriquecida de saponinas (f26). Diferentes técnicas
cromatograficas de isolamento e purificacdo (Sephadex LH-20, Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de Arranjo de Diodo (CLAE-DAD),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector de indice de Refracgéo
(CLAE-IR)) foram empregadas, o que possibilitou o isolamento de 11 substancias que
foram caracterizadas utilizando técnicas espectroscopicas (uni e bidimensionais) e a
espectrometria de massas. O fraccionamento do extrato etanol 70 % levou ao
isolamento de 8 saponinas esteroidais inéditas denominadas: 6-O-a-L-ramnopiranosil-
(1"—3’)-B-D-quinovopiranosil-(22S,23R,25S)-38,6a,23-triidroxi-5a-espirostano (1), 6-O-
a-L-ramnopiranosil-(1”—3’)-B-D-quinovopiranosil-(22S,23R,25R)-38,6a,23-triidroxi-5a-
espirostano  (2), 6-O-B-D-xilopiranosil-(1”"—3’)-3-D-quinovopiranosil-(22S,23R,25S)-
3B,6a,23-triidroxi-5a-espirostano (3), 6-O-B-D-xilopiranosil-(1"—3’)-8-D-
quinovopiranosil-(22S,23R,25R)-38,6a,23-triidroxi-5a-espirostano (4), 3-0-a-L-
ramnopiranosil-(1’—3’)-B-D-quinovopiranosil-(22S,23S,25R)-36,6a,23-triidroxi-5a-
espirostano  (5), 3-O-B-D-xilopiranosil(1”—3’)-B-D-quinovopiranosil-(22S,23S,25R)-
3B,6a,23-triidroxi-5a-espirostano (6), 6-0O-a-L-ramnopiranosil-(1"—3’)-B-D-
quinovopiranosil-(22S,25S)-18,30,6a-triidroxi-5a-espirostano (7), 6-O-B-D-xilopiranosil-
(1’—3’)-B-D-quinovopiranosil-(22S,25S)-36,46,6a-triidroxi-5a-espirostano  (8), assim
como a rutina (9), o acido cafeico (10) e o anidrido cafeico (10a). Os teores das
saponinas (1-8) no extrato etanol 70 % foram realizadas por quantificagdo por UPLC-
ESI-IT-MS, e demostrou-se os altos contetdos de saponinas que apresentou o extrato
etanol 70 % (333,6 + 0,09 mg.g™ do extrato). O ensaio de citotoxicidade do extrato etanol
70 % mostrou uma baixa toxicidade com valores de CIMs, superiores a 192,92 ug mL™"
para cada linhagem testada, no entanto, o extrato etanol 70 %, assim como a fragéo
(f26) mostraram-se ativos no estudo das atividades antibacteriana com valores de CIM
entre 6,25-100 ug/mL, leishmanicida (Clso menores de 15 ug/mL) e esquistossomosse
(CIM 12,5 pg/mL). Os testes de viabilidade celular mostraram uma baixa citotoxicidade
do extrato e da fragdo com valores de concentragdes superiores a 625 ug/mL e ICso de
316 pg/mL. Os resultados obtidos forneceram dados relevantes em relagédo a
composicao quimica da espécie, avaliagdo bioldgica, assim como dos teores das
saponinas presentes no extrato etanol 70 % das folhas de S. paniculatum.

Palavras chaves: Solanum paniculatum, saponina esteroidal, quantificagdo LC/MS,
atividade leishmanicida, atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Solanum paniculatum popularly known as jurubeba, is a species widely used in the
Brazilian folk medicine for the treatment of liver and gastrointestinal disorders.
Remarkably important it is the fact that is the only species of the genus Solanum that
has been included in the Brazilian Health Unique System (SUS in Portuguese) list of
medicinal plants of interest for the development of phytotherapic formulations. As part of
our contribution toward understanding the uses and benefits derived from this species,
the aim of the present work was the study of the chemical composition of the ethanolic
70 % extract of the leaves of S. paniculatum, through the identification, isolation and
structural elucidation of the metabolites present in the extract. We also evaluated the
cytotoxic activity of the alcoholic tincture (70 %) as well as, the antibacterial,
antileishmanial, antischistossomal activities and cell viability test (normal cells) of the
ethanolic 70 % extract and the enriched fraction of saponins (f26). Different
chromatographic techniques for isolation and purification were performed (Sephadex
LH-20, High Performance Liquid Chromatography coupled to the Diode Array Detector
(CLAE-DAD), High Performance Liquid Chromatography coupled to the Refractive Index
Detector (HPLC-RI), which led to the isolation of 11 substances, that were characterized
using spectroscopic techniques (one and two dimensional) and mass spectrometry.
Fractionation of hydroalcoholic [ethanol (70%)] tincture led to the isolation of eight new
steroidal saponins named: 6-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1”"—3’)-8-D-quinovopyranosyl-
(22S,23R,25S)-38,60a,23-trihydroxy-5a-spirostane (1),  6-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1"—3’)-B-D-quinovopyranosyl-(22S,23R,25R)-383,6a,23-trihydroxy-5a-spirostane (2), 6-
O-B-D-xylopyranosyl-(1"—3’)-B-D-quinovopyranosyl-(22S,23R,25S)-36,6a,23-
trinydroxy-5a-spirostane  (3), 6-O-B-D-xylopyranosyl-(1"—3’)-3-D-quinovopyranosyl-
(22S,23R,25R)-306,6a,23-trinydroxy-5a-spirostane  (4),  3-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(17—3’)-B-D-quinovopyranosyl-(22S,23S,25R)-33,6a,23-trihydroxy-5a-spirostane (5), 3-
O-B-D-xylopyranosyl-(1’—3’)-8-D-quinovopyranosyl-(22S,23S,25R)-3,6a,23-
trihydroxy-5a-spirostane (6), 6-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1”—3’)-3-D-quinovopyranosyl-
(22S,258)-18,38,6a-trinydroxy-5a-spirostane (7), 6-O-B-D-xylopyranosyl-(1’—3’)-8-D-
quinovopyranosyl-(22S,25S)-36,48,6a-trinydroxy-5a-spirostane (8), as well as rutin (9),
caffeic acid (10) and caffeic anhydride (10a). Saponins (1-8) quantification in the 70%
ethanol extract were performed by UPLC-ESI-IT-MS, this procedure allowed to
determine the high content of saponins in the tincture (333.6 + 0,09 mg.g'). The
antitumor test for the ethanolic 70 % extract showed low activity against the cell tested
with MIC values higher than 192.92 ug/mL, nonetheless, the ethanolic extract as well as
the £26 fraction were active in the study of antibacterial (MIC values ranging between
6.25-100 pg/mL), leishmanicidal (values of 1Cso under 15 ug/mL) and schistosomicidal
activities (MIC 12.5 pg/mL). The cell viability test showed a low cytotoxicity of ethanolic
70 % extract and the saponin fraction, with concentrations values up to 625 pug/mL and
ICso values from 316 pg/mL. The obtained results provided evidence regarding the
chemical composition of the species, biological activities as well as the saponins content
in the tincture.

Keywords: Solanum paniculatum, spirostanic saponins, LC/MS quantification,
leishmanicidal activity, antibacterial activity.
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1 INTRODUGAO

A biodiversidade brasileira abriga em seus variados ecossistemas uma
grande diversidade de plantas, constituindo-se uma das mais ricas floras do
mundo e, portanto, uma fonte promissoéria de produtos naturais, assim como um
arsenal de matéria-prima para a produgao de fitofarmacos e fitoterapicos
(PINTO, 2013).

Todavia até o momento pouco se conhece sobre a composicdo quimica
de aproximadamente 99,6 % das plantas que pertencem a flora brasileira (PINTO
et al., 2001), e segundo os pesquisadores estima-se que pelo menos a metade
das espécies vegetais existentes no Brasil, possui alguma propriedade medicinal
(CASTRO, GAVILANES, 2000). Portanto os estudos da composigao quimica das
espécies a partir da identificagdo dos grupos de substancias relevantes, assim
como o isolamento e elucidagao estrutural, constituem hoje o principal objetivo
de pesquisadores pertencentes a muitas areas do conhecimento como a
quimica, a farmacologia e a biologia (VERMA, SINGH, 2008).

De fato, diversas substancias com diversificadas e complexas estruturas
quimicas, ja foram identificadas como principios ativos de varios extratos
vegetais pesquisados pela farmacognosia mundial. Uma vertente de pesquisas
dentro da farmacognosia que tem sido utilizada com o objetivo de facilitar o
processo de descoberta de novas substancias é a etnofarmacologia. A
etnofarmacologia é o ramo da etnobiologia/etnoboténica que associa
informagdes obtidas de comunidades que fazem o uso da flora medicinal com
estudos quimico-farmacoldgicos realizados em laboratérios especializados. Nao
€ o interesse principal isolar todas as substancias de um determinado extrato
vegetal, e sim identificar as substancias responsaveis pela agdo farmacoldgica
(ELISABETSHY, 2001). Assim, existe o interesse em conhecer os principais
principios ativos das plantas com potencial uso tanto na medicina humana,

quanto na medicina veterinaria.
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1.1 A familia Solanaceae.

A familia Solanaceae € uma das maiores entre as Angiospermas,
apresentando uma ampla distribuicdo geografica em todos os continentes, desde
desertos até florestas tropicais, predominando em regides de clima tropical a
clima temperado. Muitas espécies pertencentes a familia sdo encontradas
especialmente nas Américas Central e do Sul, onde ha um grande centro de
diversidade e endemismo (SOARES et al., 2007). A familia contém 150 géneros
e cerca de 3000 espécies (SOUZA e LORENZI, 2012), apresentando uma alta
diversidade de espécies de importancia econbémica como a batata (S. tuberosum
L.), o tomate (S. lycopersicum. L) (FRIEDMANN et al., 2005), a berinjela (S.
melongena L.) (GONCALVES et al., 2006), 0jil6 (S. gilo L.), o tabaco (Nicotiana
tabacum L.) (FRIEDMANN et al., 2005), as pimentas verdes e vermelhas
(Capsicum spp), dentre outras (VAZ, 2008). Algumas espécies de importancia
medicinal pertencentes a familia Solanaceae encontram-se agrupadas nos
seguintes géneros (SHAH et al., 2013): Solanum, Atropa, Capsicum, Datura,
Withania, Hyoscyamus.

Tem sido relatado o uso de muitas espécies pertencentes a estes
géneros para o tratamento de doencgas relacionadas com a artrite, problemas
gastricos (uUlceras gastricas), problemas no intestino, do figado, cancer de mama,
dores de cabecga e nauseas, como analgésicos, como antiviral, dentre muitas
outras (SHAH et al., 2013).

1.2 Género Solanum.

O género Solanum é um dos mais importantes e complexos dentro da
familia Solanaceae (PEREIRA et al., 2016), estando entre os mais numerosos
do mundo em numero de espécies (cerca de 1500 espécies). Além das espécies
cultivadas, sao relatadas cerca de 200 espécies selvagens, algumas nativas do
Brasil. Essas espécies selvagens também apresentam relevéancia comercial na
medida em que podem constituir plantas invasoras ou apresentar potencial
medicinal (SILVA et al., 2003)
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Estas espécies fazem parte dos sistemas ecolégicos pertencentes as
regides tropicais e subtropicais e tém na América do Sul seu centro de
diversidade e distribuicdo (NEE, 1999).

Muitas destas espécies sao utilizadas na medicina popular brasileira
(AGRA; BHATTACHARYYA, 1999), devido as propriedades bioldgicas
mostradas por varias espécies do género, como a atividade antioxidante (S.
tuberosum e S. lyratum), protecdo contra as ulceras gastricas (S. nigrum),
atividade antineoplasica (S. nigrum, S. lyratum, S. dulcamara, S. capsicastrum,
S. trilobatum, S. indicum) (AMIR, KUMAR, 2006). As plantas do género Solanum
tém a capacidade de biossintetizar esteroides, alcaloides, livres ou na forma de
heterosideos, saponinas, flavonoides glicosilados, assim como outros
metabdlitos secundarios estruturalmente diversificados e complexos, (IKEDA et
al., 2003).

Estudos fitoquimicos preliminares das folhas de espécies
pertencentes ao género Solanum forneceram substancias do tipo saponinas
esteroidais (LI et al., 2014) e alcaloidais com atividade citotéxica (ARTHAN et al.,
2002), antiviral (NOHARA, 2004), anti-inflamatéria (EMMANUEL et al., 2007) e
antifungica (ROWAN et al., 1983). As substancias isoladas das folhas de
Solanum torvum com atividade citotoxica (LU et al., 2009) sdo mostradas na
Figura 1.

Figura 1. Substancias isoladas das folhas de Solanum torvum.
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ram. ramnose. gli: glicose.

qui: quinovose. 3: 1Cs0: 25,2 + 1,6 (MGC3-803).

xil: xilose. MGC3-803: células de cancer gastrico
humano.
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Estas descobertas sugerem que o estudo fitoquimico de algumas destas
especies possam levar a descobertas de novas substancias com potencial

farmacoldégico para uso da populagéo.
1.3 Solanum paniculatum L.

Solanum paniculatum L. (Figura 2) conhecida popularmente como
“‘jurubeba” (LORENZI e MATOS, 2002) ¢ uma planta medicinal de sabor amargo
usada em todo o Brasil como tonico e aperitivo ha varias décadas. A espécie €
a unica do género Solanum que esta na relagéo de plantas do Sistema Unico de
Saude (SUS) para o desenvolvimento de fitoterapicos pela farmacopeia
Brasileira (FARMACOPEIA, 1988).

Figura 2. Espécie de Solanum paniculatum L. (jurubeba).

Fonte: Imagem fornecida pelo autor.

Esta espécie € muito conhecida pela populacao brasileira e destaca-se
pelos seus diferentes usos medicinais (MIRANDA et al, 2013) e por sua ampla

distribuigao.
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Nativa do Brasil, a espécie é encontrada nas regides: Norte (Para),
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio
Grande do Norte, Sergipe), Centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
S&o0 Paulo), Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (MINISTERIO DE
SAUDE, ANVISA, 2012).

Solanum paniculatum L. € muito utilizada pela populacdo para o
tratamento de algumas doengas, sendo as raizes indicadas no tratamento de
anemias, desordens hepaticas e digestivas e também sao usadas no tratamento
da artrite (VIEIRA JUNIOR et al., 2015).

Por outro lado, as folhas sdo usadas na medicina popular para o
tratamento de afecgdes como: disturbios gastricos (fala de apetite, flatuléncia e
azia), cicatrizante, diurético, tbnico, tratamento da anemia, artrite, febrifugo,
bronquite e tosse, e nos disturbios hepaticos (hepatites e ictericia) (NURIT-
SILVA et al., 2012).

O estudo fitoquimico prévio realizado a partir do extrato etanol 70% dos
ramos de S. paniculatum mostrou a presenga de varias saponinas esteroidais e
0 acido caféico, enquanto que do extrato etanol 70% das folhas foram isoladas
varias saponinas esteroidais, a rutina, assim como uma mistura de flavonoides
rutina e quercetina (VIEIRA JUNIOR et al., 2015).

Nosso grupo de pesquisa, dentro do Programa Biota-Fapesp (numero
processo: 2009/52237-9, coordenado pelo Prof. Wagner Vilegas) realizou alguns
estudos com o extrato etanol 70 % das folhas, frutos e ramos de S. paniculatum,
onde foram identificadas as substancias (22R, 23S, 25R)-3[3,6a,23-triidroxi-5a-
espirostano-6-O-B-D-xilopiranosil-(17"—3")-O-[8-D-quinovopiranosil(1”’—2’)]-O-
[a-L-ramnopiranosil(1’”—3’)]-O-B-D-quinovopiranoside e a yamogenina-3-0O-£-D-
glucopiranosil(1”—6’)-O-B-D-glucopiranoside (VIEIRA JUNIOR et al., 2015).

Algumas das substancias que foram previamente isoladas do extrato
etanol 70 % das folhas de S. paniculatum, estdo sendo apresentadas na Figura
3.
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Figura 3. Substancias isoladas das folhas, frutos e ramos de S. paniculatum.
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Figura 3. Continuacéo.
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Quanto as atividades bioldgicas, os resultados farmacologicos obtidos
até o presente apontam para uma importante agcao farmacolégica desta espécie
como analgésica, antinociceptiva e antiulcerogénica (VIEIRA JUNIOR et al.,
2015).

Considerando-se, portanto, que esta espécie possui um potencial
quimico e farmacoldgico ainda a ser investigado, neste projeto estudamos o
extrato etanol 70% das folhas de S. paniculatum, com a finalidade de isolar e
identificar os metabdlitos ainda ndo conhecidos na espécie. Também foi
realizada a quantificacédo dos marcadores quimicos no extrato etanol 70%, assim

como os testes de atividades bioldgicas que ainda nao tinham sido realizados
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até o momento para a espécie S. paniculatum.

1.4 Saponinas esteroidais.

As saponinas constituem uma grande classe de substancias que
apresentam na sua estrutura ao menos um glicosideo. Muitas saponinas
possuem propriedades detergentes, devido a diminuirem a tensao superficial de
solucdes aquosas e, portanto, fornecem espumas estaveis quando em contato
com a agua. Essas atividades provém do fato de apresentarem em sua estrutura
uma parte lipofilica denominada aglicona ou sapogenina e uma parte hidrofilica
constituido por um ou mais agucares (SCHENKEL et al., 2001).

A espuma formada é estavel a agdo de acidos minerais diluidos,
diferenciando-se dos sabdes comuns. De fato, o nome “saponina” deriva da
palavra latina sapo (sabdo). Sabe-se também que as saponinas causam
hemolise (lise dos eritrocitos com a liberagdo de hemoglobina), tém um sabor
amargo e sao toxicas para os peixes. Embora esses atributos n&o sejam comuns
a todas as saponinas conhecidas, as vezes sao usados para caracterizar e
identificar essa classe de substancias (HOTTESTMANN, MARSTON, 2005).

As saponinas esteroidais apresentam uma ampla diversidade estrutural
e pesquisadores tém demonstrado um grande interesse no seu isolamento e
caracterizagao a partir de extratos vegetais devido ao seu grande e diverso
potencial farmacolégico (HOTTESTMANN, MARSTON, 2005).

Dependendo da aglicona, as sapogeninas podem ser classificadas em:
sapogeninas esteroidais (C27), sapogeninas alcaloidais (Cz27) (Figura 4),

sapogeninas triterpénicas (Cso) (Figura 5).
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Figura 4. Sapogenina alcaloidal. Figura 5. Sapogenina triterpénica.
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Neste sentido, as sapogeninas esteroidais sdo divididas em 3 grupos
principais: sapogeninas espirostanicas ou espirostanos (Figura 6), sapogeninas

furostanicas (Figura 7) e sapogeninas furoespirostanicas (Figura 8).

Figura 6. Sapogenina espirostanica. Figura 7. Sapogenina furostanica.

o
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Figura 8. Sapogenina furoespirostanica.

Os espirostanos (Figura 6) representam o maior subgrupo dentro das
sapogeninas esteroidais e possuem o] nucleo base
ciclopentanoperidrofenantreno presente no androstano e colestano (AGRAWAL
et al., 2003). No entanto, no caso das sapogeninas esteroidais, existem mais
dois anéis heterociclicos (E, F) ligados entre si por um carbono espiroacetalico
(C-22). A maioria das sapogeninas espiroacetalicas que ocorrem na natureza
possuem uma configuragdo R em C-22. Por outro lado, a metila CH3-21 possui
a orientagdo a e portanto uma configuragdo S em torno do carbono C-20
(AGRAWAL et al., 2003).

A juncéo entre os anéis AB pode ser cis ou frans, sendo a mais comum
a juncéo trans e a metila CH3-19 apresentara uma orientagao . Por outro lado,
a juncao dos anéis BC e CD na aglicona é trans, enquanto que a jung¢ao dos
anéis DE sempre é cis (AGRAWAL et al., 2003).

Os espirostanos diferem também na configuracdo da metila CH3-27
pertencente ao anel F. Se a orientagao desta metila for em axial, a configuragao
em C-25 sera S. No entanto, se a sua orientacdo for em equatorial, a
configuragdo em C-25 sera R. (AGRAWAL et al., 2003).

1.5 Biossintese de saponinas esteroidais.

A biossintese das saponinas esteroidais acontece pela rota do
mevalonato, tendo como precursor o colesterol. Neste sentido, a funcao
espiroacetalica da saponina é derivada da cadeia lateral do colesterol, pelas
sucessivas reagdes de oxidagao nas posigcdes 16, 22 e 26, respectivamente,
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sendo hidroxiladas assim as posicoes 16 e 26. No entanto, a posicdo 22 é
oxidada até carbonila (Figura 9). Estas modificagbes permitem a formacao do
anel espiroacetalico pelo ataque nucleofilico da hidroxila da posicao 16 a
carbonila C-22, formando o hemiacetal. Posteriormente, a assisténcia do par de
elétrons do oxigénio permite a saida da hidroxila (H20) da posi¢ao 22 (no meio
acido) formando uma dupla ligagao. Finalmente, o grupo hidroxila da posigcéao 26
faz um ataque nucleofilico na posi¢ao C-22 (deficiente em elétrons) permitindo
assim a formacao do anel F da saponina esteroidal.

E muito interessante observar as diferentes configuracdes do
estereocentro C-25 (R ou S). Neste sentido, as possiveis estereoquimicas s&o
formadas pelo fato das posi¢cdes 26 ou 27 serem hidroxilas indistintamente na
primeira etapa da reagao (DEWICK, 2002).

O conjunto de reagdes que acontecem na rota biosintética das saponinas

esteroidais é apresentado na Figura 9.

Figura 9. Biossintese de saponinas esteroidais.

22 26

Colesterol
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Figura 9. Continuacéo

Adaptado: DEWICK, 2002

1.6 Quantificagao de saponinas esteroidais.

As plantas representam uma fonte de substancias ativas para diversas
areas de interesse. A obtencao do perfil quimico de extratos brutos ndo é uma
tarefa facil de ser estudada em raz&o da diversidade de classes de substancias
presente nas plantas. No entanto, o avancgo tecnoldgico de técnicas analiticas,
proporciona um papel importante no estudo das composi¢cdes quimicas
complexas, com altos niveis de sensibilidade e seletividade (NICULAU et. al.,
2016).

E muito importante ressaltar que as saponinas apresentam
pouquissimos grupos cromoforos e, portanto, sdo detectadas no detector UV em
curtos comprimentos de onda (200-210 nm), o que torna muitas vezes a

detecg&o muito dificil por cromatografia liquida acoplada ao detector ultravioleta
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(CLAE-DAD), principalmente quando é necessario que a detecgdo seja em
pequenas quantidades. Por esse motivo, o espectrbmetro de massas é o
principal equipamento para as analises cromatograficas quantitativas para este
tipo de substancias.

Para a quantificagdo de saponinas esteroidais usando a cromatografia
liquida acoplada a massas (UPLC-ESI-IT-MS), existem dois modos de deteccao
e identificagcdo, conhecidos como monitoramento de reagées multiplas (MRM) e
o monitoramento de ion selecionado (SIM) (NICULAU et. al., 2016).

Modo MRM: Dois estagios de filtragem de massas sao empregados. No
primeiro estagio, um ion de interesse (0 precursor) é pré-selecionado e induzido
a fragmentar. No segundo estagio, em vez de obter varredura completa m/z onde
todos os possiveis ions de fragmento derivados do precursor sao analisados em
massa, apenas sao analisados um numero pequeno de ions de um fragmento
especifico de sequéncia (ions de transig¢ao).

Modo SIM: Os ions de interesse sdo previamente selecionados pelo
operador conforme sua relagdo m/z e tempo de retencéo, a fim de analisar
apenas o que lhe interessa e tornar a precisao da espectrometria ainda maior.
Quando a analise é feita pelo modo de varredura SIM, é possivel identificar ions
especificos conforme o tempo. Para isso ser feito, € necessario dizermos quais
ions serao considerados, e em qual periodo da analise.

FOUBERT e colaboradores (2010) relataram a quantificacédo de 14
maesasaponinas (saponinas triterpénicas) na planta medicinal Maesa lanceolata
por UPLC-MS. As saponinas foram quantificadas no modo positivo utilizando
experimento de monitoramento de ion selecionado (SIM). A quantificagao das 14
saponinas foi realizada obtendo-se bons resultados de linearidade (r?2 > 0,99),
precisao intra- e inter-dia e recuperacao.

Considerando que na espécie S. paniculatum existem saponinas de
dificil deteccdo quando analisadas por CLAE-DAD, a técnica UPLC-MS com
modo de detecgcdo SIM torna-se uma ferramenta indispensavel para a

quantificacdo destas substancias no extrato analisado.
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4 CONCLUSOES.

O estudo quimico do extrato etanol 70 % das folhas da espécie S.
paniculatum permitiu o isolamento e identificagdo de 11 substancias das quais,
8 saponinas esteroidais foram descritas pela primeira vez na Literatura
denominadas: 6-O-a-L-ramnopiranosil-(1”"—3’)-B-D-quinovopiranosil-
(22S,23R,25S5)-3B,6a,23-triidroxi-5a-espirostano (1), 6-O-a-L-ramnopiranosil-
(17—3’)-B-b-quinovopiranosil-(22S,23R,25R)-38,6a,23-triidroxi-5a-espirostano
(2), 6-O-B-D-xilopiranosil-(1”"—3’)-B-D-quinovopiranosil-(22S,23R,25S)-36,6a,23-
triildroxi-5a-espirostano (3), 6-O-B-D-xilopiranosil-(1”—3’)-B-D-quinovopiranosil-
(22S,23R,25R)-3,6a,23-triidroxi-5a-espirostano  (4), 3-O-a-L-ramnopiranosil-
(1°—3’)-B-b-quinovopiranosil-(22S,23S,25R)-38,6a,23-triidroxi-5a-espirostano
(5), 3-O-B-pD-xilopiranosil(1”—3’)-B-D-quinovopiranosil-(22S,23S,25R)-36,6a,23-
triildroxi-5a-espirostano (6), 6-O-a-L-ramnopiranosil-(1"—3’)-3-D-
quinovopiranosil-(22S,25S)-18,36,6a-triidroxi-5a-espirostano  (7),  6-O-3-D-
xilopiranosil-(1”’—3’)-B-b-quinovopiranosil-(22S,25S)-36,4 8,6 a-triidroxi-5a-
espirostano (8). Também foram isoladas as substancias rutina (9), o acido
cafeico (10) e o anidrido cafeico (10a) estas ultimas em mistura.

Foram determinados os teores das saponinas no extrato etanol 70 % das
folhas de S. paniculatum a través do desenvolvimento do método UPLC/MS,
sendo os teores obtidos para cada uma das saponinas como segue (em mg.g™"
do extrato) (1): 71,2 + 0,2; (2): 25,8 + 0,1; (3): 103,5 + 0,2; (4): 25,7 £ 0,03; (5):
17,5+0,1; (6): 14,8 + 0,04; (7): 43,0+ 0,2 e (8): 32,1 £ 0,04.

O método empregado apresentou boa linearidade (r>>0,99) e seletividade
na determinacao das substancias de interesse além de boa precisdo. Para as
analises de repetibilidade e precisdo intermediaria os valores de desvio padrao
relativo ficaram na faixa de 0,69 - 1,94 %.

O extrato etanol 70 % apresentou uma baixa inibicdo do crescimento
das linhagens tumorais LP0O7 (adenocarcinoma de pulmao), células tumorais
humanas, MCF7 (cancer de mama humana) assim como o adenocarcinoma
mamario murino LM3 quando comparado com o padrao de controle cisplatina,

com valores de CIMso superiores a 192,92 ug mL-" para as linhagens testadas.
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O extrato etanol 70 % apresentou uma promissora atividade
antibacteriana frente aos patdégenos orais Streptoccocus sanguinis, S. oralis, S.
mutans, S. mitis e Lactobaccillus casei, com valores que variam entre 6,25-100
pg/mL. No entanto, a fragdo de saponinas (f26) mostrou menor atividade contra
todas as cepas testadas com valores entre 100-400 ug/mL.

Tanto o extrato etanol 70 % como a fragado 26 se mostraram ativos
frente a Leishmania amazonensis (teste de atividade leishmanicida), com valores
frente as formas prosmastigotas de 1Cso (concentragao inibitéria 50 %) menores
de 15 pg/mL. Especialmente ativo mostrou-se a fragao enriquecida de saponinas
(F26), que mostrou um valor de Clso de 6,26 + 0,41 ug/mL.

Em relagédo a atividade esquistossomicida, igualmente o extrato etanol
70 % (50 % de mortalidade dos vermes) e a fragéo 26 (75 % mortalidade dos
vermes) se mostraram ativos frente a Schistomosa mansoni, com valores de
concentragcdo minima determinada de 12,5 pg/mL. Neste caso, a fragdo de
saponinas se mostrou ligeiramente mais ativa que o extrato etanol 70 %.

O teste de viabilidade celular em células normais tanto para o extrato
etanol 70 % como para a fragao enriquecida de saponinas 26, apresentou baixa
citotoxicidade a concentragdes iguais ou superiores de 625 ug/mL para o extrato.
No entanto, a fragdo mostrou ser menos citotoxica com valores de concentragéo
igual ou superior a 1250 pg/mL. Os valores encontrados de ICso foram de 316,3
pg/mL para o extrato etanol 70 % e 971,7 ug/mL respectivamente o que confirma
que o extrato resultou ser mais toxico que a fracao rica em saponinas.

Devido aos resultados promissores obtidos neste estudo, tanto com
fragdo, como para o extrato etanol 70% das folhas de S. paniculatum, sugerimos
dar continuidade aos estudos dos ensaios biolégicos mais especificos, para sua

aplicabilidade.

171



REFERENCIAS.

AFANAS’EV, J. B.; DOROZHKO, A. J.; BRODSKILL, A. V.; KOSTYUK, V. A;;
PATAPOVITCH, A. I. Chelating and free radical scavenging mechanisms of
inhibitory action of rutin and quercetin in lipid peroxidation. Biochemical
Pharmacology, v. 38, p. 1763-1769, 1989

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Resolugdo n. 899, de 29 de
maio de 2003. Guia para validagao de métodos analiticos e bioanaliticos. Diario
Oficial da Unido, Brasilia, DF, 02 jun. 2003. Disponivel em:
<http://redsang.ial.sp.gov.br/site/docs_leis/vm/vm1.pdf>. Accesso em: 20 maio
2018.

AGRA, M. F.; BHATTACHARYYA, Journal of Ethnomedicinal and Phytochemical
Investigation of Solanum species in northeast of Brazil. In Solanaceae.
Advances in Biology and Utilization, v. IV, p. 341-343, 1999.

AGRAWAL, K. P. Spectral assignment and reference data: 25R/25S
stereochemistry of spirotane-type steroidals sapogenins and steroidals saponins
via chemical shift of geminals protons of ring F. Magnetic Ressonance in
Chemistry, v. 41, p. 965-968, 2003.

AGRAWAL, K. P.; JAIN, D. C.; PATHAK, K. A. NMR Spectroscopy of Steroidal
Sapogenins and Steroidal Saponins: an Update. Magnetic Resonance in
Chemistry, vol. 33, p. 923-953, 1995.

AGRAWAL, K. P. Carbon-13 NMR of flavonoids, v. 39, p. 1631, 1989.

AJAYI, S. S.; OWOLABI, L. O. Phytochemical screening, anti-nutrient
composition, proximate analyses and the antimicrobial activities of the aqueous
and organic extracts of bark of Rauvolfia vomitoria and leaves of Peperomia
pellucida. International Research Journal of Biochemistry and
Bioinformatics, v. 2, p. 127-134, 2012.

172



AMIR, M.; KUMAR, S. Possible industrial applications of genus Solanum in
twenty first century- A review. Journal of Scientific Industrial Research, v. 63,
p. 116-124, 2004.

ARTHAN, D.; SUASTI, T.; KITTAKOOP, P.; PITTAYAKCHACHOWUTB, D;
THEBTARANONTH, Y. Antiviral isoflavonoid sulfate and steroidal glycosides
from fruit of Solanum torvum leaves. Phytochemistry, v. 59, p. 459-463, 2002.

BERRIDGE, M. V.; HERST, P. M.; TAN, A. S. Tetrazolium dyes as tools in cell
biology: New insights into their cellular reduction. Biotechnology Annual
Review, v. 11, p. 127 - 152, 2005.

CASTRO, E. M. de.; GAVILANES, M. L. In: . Morfo-anatomia de
plantas medicinais. Lavras; UFLA, 2000, 173 p.

DE CARVALHO, P. B.; FERREIRA, E. |. Leishmaiasis phytotherapy. Nature’s
leaderhip against an ancient disease. Fitoterapia, v. 72, p. 599-618, 2012.

DOENHOFF, M. J.; CIOLI, D.; UTZINGER, J. Praquinzel: mechanism of action,
resistance and new derivatives for schistosomiasis. Infect Diseases, v. 21, p.
659-667, 2008.

DEWICK, P. M. The mevalonate and deoxylulose phosphate pathways:
terpenoids and steroids. In: . Medicinal Natural Products. A Biosynthetic
Approach. 2. ed. John Wiley & Sons, LTD. 2002. Chap. 5, p. 237.

ELISABETSHY, E. Etnofarmacologia como ferramenta na busca de
substancias ativas. In: SIMOES, C. M.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G;
MELLO, J. C. P.;; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta
ao medicamento. 3 ed. Ed. UFGRS/Ed. UFSC. Porto Alegre, 2001. Cap. 6, p. 87-
99.

173



EMMANUEL, S.; IGNACIMUTHU, S.; PERUMALSAMY, R.; AMALRAJ, T.
Antiinflammatory activity of Solanum trilobatum. Fitoterapia, v. 77, no. 7, p. 611-
612, 2007.

FARMACOPEIA BRASILEIRA. 4.ed. Sao Paulo: Atheneu, 1988.

FOUBERT, K.; CUYCKENS, F.; VLEESCHOUWER, K.; THEUNIS, M;
VLIETINCK, A.; PIETERS, L.; APERS, S. Rapid quantification of 14 saponins of
Maesa lanceolata by UPLC-MS/MS. Talanta, v. 81, p. 1258, 2010.

FRIEDMANN, M.; LEE, K-R.; KIM, HJ.; LEE, 1.S.; KOZUKUE, N.
Anticarcinogenic effects of glycoalkaloids from potato against cervical, liver,
lymphoma, and stomach cancer cells, Journal of Agricultural Food and
Chemistry, v. 53, n. 15, p. 6162-6169, 2005.

GACHET, M.; LECARO, S.; J. KAISER S. M. Assessment of antiprotozoal activity
of plants traditionally used in Ecuador in the treatment of leishmaniasis. Journal
of Ethnopharmacology, v. 128, p. 184-197, 2010.

GAMIOTEA-TURRO, D.; CAMAFORTE, N. A. P.; VALERINO-DIAZ, A. B,
ORTIZ-NUNEZ, Y.; RINALDO, D.; DOKKEDAL, A. L.; BOSQUEIRO, J. R.; dos
SANTOS, L. C. Qualitative and quantitative analysis of ethanolic extract and
phenolic fraction of Jatropha aethiopica (Euphorbiaceae) leaves and their
hypoglycemic potential. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 66, no.
6, p. 1419-1427, 2018.

GAMIOTEA-TURRO, D. Estudo fitoquimico e atividades biolégicas do
extrato etandlico das folhas de Jatropha aethiopica (Euphorbiaceae). 2018.
G192e. Tese (Doutorado em Quimica) - Instituto de Quimica, Universidade

Estadual Paulista, Araraquara, 2018.

GARCIA, M.; MONZOTE, L.; SCULL, R.; HERRERA, P. Activity of Cuban plants

174



extracts against Leishmania amazonensis, International Scholarly Research
Network Pharmacology, v. 2012, p.1-7, 2012.

GONCALVES, M.C.R;; DINIZ, M. F. F. M,; BORBA, J. D. C.; NUNES, X. P;;
BARBOSA-FILHO, J. M. Berinjela (Solanum melongena L.) — mito ou realidade
no combate as dislipidemias?. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 16, p.
252-257, 2006.

GONZALEZ, M.; ZAMILPA, A.; MARQUINA, S.; NAVARRO, V.; ALVAREZ, L.
Antimicotic spirostanol saponins from Solanum hispidum leaves and their
structure-activity relationships. Journal of Natural Products, v. 67,

p. 938-941, 2004.

GRYSEELS, B.; POLMANN, K.; CLERINX, J.; KESTENS, L. Esquistossomose
humana. Lancet, v. 368, p. 1106-1118, 2006.

HOLLMAN, P. C.; VAN TRIPP, J.; BUYSMAN, M. N.; VAN DER GAAG, M. S;
MENGELERS, M. B. Relative Bioavailability of the flavonoide quercetin from
various foods in man. Federation of European Biochemical Societies Letters,
v. 418, p. 152-156, 1995.

HARA, S.; OKABE, K.; MIHASHI, K. Gas-liquid chromatographic separation of
aldose enantiomers as trimethylsilyl ethers of methyl 2-(polyhydroxialkyl)-
thiazolidine-4(R)-carboxilates. Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v. 35, p.
501-5016, 1987.

HOTTESTMANN, K.; MARSTON, A. Introduction. In: . Saponins.
Chemistry & pharmacology of natural products. New York: Cambrige University
press, 2005. Chap.1, p. 1.

IKEDA, T, TSUMAGARI, H.; HONBU, T.; NOHARA, T. Cytotoxic activity of

steroidal glycosides from Solanum plants, Biological Pharmaceutical Bulletin,
v. 26, p. 1198-1201, 2003.

175



IQBAL, K.; NAWAZ, A. S.; MALIK, A.; RIAZ, N.; MUKHTAR, N.; MOHAMAAD,
P.; CHOUDHARY, I. M. Isolation and lipoxygenase-inhibition studies of phenolics
constituens from Erethia obtusifolia. Chemistry and Biodiversity, v. 2, p. 104-
111, 2005.

KATZ, N.; PEIXOTO, S. V. Analise critica da estimativa do numero de portadores
de esquistossomose mansoni no Brasil. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v. 33, p. 303-308, 2000.

LI, J.; ZHANG, L.; HUANG, C.; GUO, F.; LI, Y. Five new cytotoxic steroidal
glycosides from the fruits of Solanum torvum. Fitoterapia, v. 93, p. 209-215,
2014.

LIDA, Y.; YANAI Y.; ONO, M.; IKEDA, T.; NOHARA, T. Three unusual 22-8-O-
23-Hydroxi-(5a)-spirostanol glycosides from the fruits of Solanum torvum.
Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v. 53 no.9, p. 1122-1125, 2005.

LORENZI, H.; MATOS, F.J.A. Plantas medicinais no Brasil. Nova Odessa,
Brasil: Instituto Plantarum de Estudos da Flora Ltda, 2002.

LU, Y.; LUO, J.; HUANG, X.; KONG, L. Four new steroidal glycosides from

Solanum torvum and their cytotoxic activities. Steroids, v. 74, p. 95-101, 2009.

MAGALHAES, L. G.; MACHADO, C. B.; MORAIS, E. R.; MOREIRA, E. B;;
SOARES, C. S.; DA SILVA, S. H.; DA SILVA FILHO, A. A.; RODRIGUES, V. In
vitro schistosomicidal activity of curcumin against Schistosoma mansoni adult

worms. Parasitology Research, v. 10, n.5, p. 712-727, 2009.

MAHMOOD, U.; THAKUR, R.S.; BLUNDEN, G. Neochlorogenin,
neosolaspigenin and solaspigenin from Solanum torvum leaves. Journal of
Natural Products, v. 46, p. 427-428, 2003.

176



MATSUSHITA, S.; YANAI Y.; FUSYUKU, A.; IKEDA, T.; ONO, M.; NOHARA, T.
Distinction of Absolute Configuration at C-22 of C-23-hydroxylspirostane and C-
23-hydroxyspirosolane glycosides. Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v.
5, p. 1079-1081, 2007.

MARCUCCI, M. C. Validagao de principios ativos de plantas medicinais e

fitoterapicos. Farmacognosia, Coletanea Cientifica. 271-293, 2011.

MINISTERIO DA SAUDE e ANVISA. Monografia da espécie Solanum

paniculatum (jurubeba), 2012.

MERKEN, H.M.; BEECHER, G.R. Measurement of food flavonoids by high
performance liquid chromatography: a review. Journal of Agricultural Food
and Chemistry, v. 48, p. 577-599, 2000.

MIRANDA, M.A.; TIOSSIA, R. F. J.; SILVA, M. R.; RODRIGUES, K. C.; KUENHA,
C. C.; OLIVEIRA, L. G. R. In vitro leishmanicidal and cytotoxic activities of the
glycoalkaloids from Solanum lycocarpum (Solanaceae) fruits. Chemistry &
Biodiversity, v. 10, p. 642-648, 2013.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological
Methods, v. 65, n. 1/2, p. 55-63, 1983.

MOSTAFA, O. M.; EID, R. A.; ADLY, M. A. Antischistosomal activity of ginger
(Zinbiber officinale) against schistosoma mansoni harbored in C57 mice.
Parasitology Research, v. 109, p. 395-403, 2011.

MUELAS-SERRANO, S.; NOGAL, J. J.; MARTINEZ-DIAZ, R. A;; ESCARI, J. A;
MARTINEZ-FERNANDEZ, J. R.; GOMEZ-BARRIO, A. In vitro screening of
American plant extracts on Trypanosoma cruzi and Trichomonas vaginalis.

Journal of Ethnopharmacology, v. 71, p. 101-107, 2000.

177



NEE, M. Synopsis of Solanum the New World. In Solanaceae. Advances in
Biology and Utilization, v. IV, p. 285-333, 1999.

NICULAU, E. S.; FREITAS, S.D. L.; SA, I. C. G.; FERNANDES, J. B.; SILVA, M.
F. das G. F. Analise quantitativa de produtos naturais em plantas por CL-EM.
Revista Virtual de Quimica, v. 8, no. 1, p. 204-230.

NOHARA, T. Search for function of natural oligoglycosides- Solanaceae and
Leguminosae origin glycoside, Yakugaku Zasshi, v. 124, p. 183-205, 2004.

NURIT-SILVA, K.; COSTA SIVA, R.; BASILIO, I. J. L. D.; AGRA, M. F. Leaf
epidermal characters of Brazilian species of Solanum section Torva as taxonomic

evidence. Canadian Journal of Microbiology, v. 58, no. 9, p. 806-814, 2012.

OLIVEIRA, F. A. Estudo da atividade de Phyllantus amantus L. contra o
Schistosoma mansoni linhagem BH. (Dissertacdo de mestrado Quimica) -
Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Biologia, 2008.

PATHAK, D.; PATHAK, K.; SINGLA, A. K. Flavonoids as medicinal agents: recent
advances. Fitoterapia, v. 57, p. 371-389, 1991.

PEDRIALI, C. A., Sintese quimica de derivados hidrossolluveis da rutina:
determinagao de suas propriedades fisico-quimicas e avaliagao de suas
atividades antioxidantes. (Dissertacdo Mestrado Quimica) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas. Departamento de Tecnologia Bioquimica-

Farmacéutica. Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2005.

PEREIRA, I. S. P.; RODRIGUES, V. F.; VEGA, M. R. G. Flavonoides do género
Solanum. Revista Virtual de Quimica, v. 8, No. 1, p.4-26, 2016.

PEREZ, J. A.; CALLE, M. J.; SIMONET, M. A,; GUERRA, O. J.; STOCHMAL, A.

Biaoctive Steroidal Saponins from Agave offoyana flowers. Phytochemistry, v.
95, p. 298-307, 2013.

178



PINTO, J. E. B. P.; LAMEIRA, O. A.; SANTIAGO, E. J. A;; SILVA, F. G. In:
. Cultivos de plantas medicinais, aromaticas e condimentares.
UFLA/FAEP, 2001.V. 1,185 p.

PINTO, F. C. L. Contribuicdo ao conhecimento quimico de plantas do
nordeste do brasiL: Solanum buddleifolium SENDTN. (Dissertacdo de
Mestrado em Quimica), Universidade Federal de Ceara, 2013.

RIBANI, M.; BOTTOLI, C. B. G.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F.; MELO, L.
F. C. Validation for chromatographic and electrophoretic methods. Quimica
Nova, v. 27, n. 5, p. 771-780, 2004.

RINALDO, D.; BATISTA, J. M. Jr.; RODRIGUES, J.; BENFATTI, A. C,;
RODRIGUES, C. M.; DOS SANTOS, L. C.; FURLAN, M.; VILEGAS, W.
Determination of catechin diastereomers from the leaves of Byrsonima species
using chiral CLAE-PAD-CD. Chirality, v. 22, no.8, p. 726-733, 2010.

RIOS, J. L.; RECIO M. C. Medicinal plants and antimicrobial activity. Journal of
Etnopharmacology, v. 100, p. 80-84, 2005.

RIPPENGER, H.; SCHREIBER, K. Estructure of paniculonin A and B, two new
spirostane glycosides from Solanum Paniculatum L. Chemische Berichte, v.
101, p. 2450-2458, 1968.

ROCHA, L. G.; ALMEIDA, J. R. G. S.; MACEDO, R. O.; BARBOSA-FILHO, J. M.
A review of natural products with antileishmanial activty. Phytomedicine, v. 12,
p. 514-535, 2005.

ROEHM, N. W.; RODGERS, G. H.; HATFIELD, S. M.; GLASEBROOK, A. L. An
improved colorimetic assay for cell proliferation and viability utilizing the
tetrazolium salt XTT. Journal of Immunological Methods, v.142, p. 257-265,
1991.

ROWAN, D. D.; MACDONALD, P. E.; SKIPP, R. A. Two new glycosides,

179



acuteatiside A and B from Solanum aculetissimum. Phytochemistry, v. 22, p.
733-736, 1983.

SILVA, T. M. S.; CARVALHO, M. G.; BRAZ-FIHO, R.; AGRA, M. Ocorréncia de
flavonas e seus glicosideos em espécies do género Solanum (Solanaceae).
Quimica Nova, v. 26, p. 517-522, 2003.

SHAH, V. V.; SHAH, N. D.; PATREKAR, D. V. Medicinal plants from Solanaceae
family. Research Journal of Pharmacy and Technology, v.6, no. 2, p. 143-151,
2013.

SHAIQ ALI, M.; TABBASUM, S.; AHMED, S. Spirotorvoside: A new steroidal-
glycoside from Solanum torvum (Solanaceae). Journal of the Chemical Society
of Pakistan, v. 30, p. 494-498, 2008.

SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; ATHAYDE, M. L. Saponinas. In: SIMOES,
C. M.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A;
PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 3 ed. Ed.
UFGRS/Ed. UFSC. Porto Alegre, 2001. Cap. 27, p. 597-619.

SMITHERS, S. R.; TERRY, R. J. Infection of Laboratory hosts with cercariae of
Schistosoma mansoni: and the recovery of adult worms. Parasitololgy, v. 55, p.
695 — 700, 1965.

SOARES, E. L. C.; VIGNOLI-SILVA, M.; VENDRUSCOLO, G. S.; MENTZ, L. A.
Solanaceae Nativas no Rio Grande do Sul, Brasil: Listagem |. Revista Brasileira
de Biociéncias, v. 5, n. 2, p. 1050-1052, 2007.

SOUZA, V. C.; LORENZI, H. 2012. Botanica sistematica: guia ilustrado para
identificagcao das familias de Angiospermas da flora brasileira, baseado na
APG lll. 32 ed. Instituto Plantarum, Nova Odessa. 768p.

SNYDER, L. R.; KIRKLAND, J. J.; GLAJCH, J. L. Introduction to Modern Liquid
Chromatography, 3rd Ed. New York: John Wiley & Sons, 2010, p. 765.

180



VALERINO-DIAZ, A. B.; GAMIOTEA-TURRO, D.; ZANATTA, A. C.; VILEGAS,
W.; MARTINS, C. H. G.; SILVA, T. S.; RASTRELLI, L.; SANTOS, L. C. New
polyhydroxylated steroidal saponins from Solanum paniculatum L. leaf alcohol
tincture with antibacterial activity against oral pathogens. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 66, p. 8703-8713, 2018.

VAZ, N. P. Alcaléides Esteroidais dos Frutos Maduros de Solanum
caavurana Vell. (Dissertacdo de Mestrado em Quimica) - Departamento de

Quimica, Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2008.

VERMA, S.; SINGH, S. P. Current and future status of herbal medicines.
Veterinary World, v.1, no.11, p. 347-350, 2008.

VIEIRA JUNIOR, G. M.; QUINTINO DA ROCHA, C.; RODRIGUES, TdS;;
HAKIKO HIRUMA-LIMA, C.; VILEGAS, W. New steroidal saponins and antiulcer
activity from Solanum paniculatum L. Food Chemistry, v. 86, p. 160-167, 2015.

WAGNER, H.; BLADTH, S.; ZGAINSKY, E. M. Plant Drug Analysis, A Thin Layer
Chromatography Atlas, Berlin: Springer, 1984.

WRIGHT, C. W.; PHILLIPSON, J. D. Natural products and the development of
selective antiprotozoal drugs. Phytotherapy Research, v. 4, p. 127-139, 1990.
XIAO, S. H.; CATTO, B. A. The profilatic effects of Artemether against
Schistosoma japonicum infections. Parasitology Today, v. 16, p. 122-126, 2000.

YAKUBU, M. T. B.; BUKOYE, B. Abortifacient potentials of the aqueous extract
of Bambusa vulgaris leaves in pregnant Dutch rabbits. Contraception, v. 80, p.
308-313, 2009.

ZAMILPA, A.; TORTORIELLO, J.; NAVARRO, V.; DELGADO, G.; ALVAREZ, L.
Five New steroidal saponins from Solanum chrysotrichum leaves and their

antimicotic activity. Journal of Natural Products, v. 65, p. 1815-1819, 2002.

181



	Figura 1. Substâncias isoladas das folhas de Solanum torvum. 26
	Figura 2. Espécie de Solanum paniculatum L. (jurubeba). 27
	Figura 3. Substâncias isoladas das folhas, frutos e ramos de S. paniculatum. 29
	Figura 4. Sapogenina alcaloidal. 32
	Figura 5. Sapogenina triterpénica. 32
	Figura 6. Sapogenina espirostânica. 32
	Figura 7. Sapogenina furostânica. 32
	Figura 8. Sapogenina furoespirostânica. 33
	Figura 9. Biossíntese de saponinas esteroidais. 34
	Figura 10. Distribuição das massas das frações após separação por permeação em gel em Sephadex LH-20 e agrupamentos por CCD. 44
	Figura 11. Distribuição das massas das frações após separação por permeação em gel em Sephadex LH-20 e agrupamentos por CCD do extrato n-butanol. 47
	Figura 12. Reação de redução do MTT ao formazan. 50
	Figura 13. Fluxograma de preparo e fracionamento do extrato etanol 70% das folhas de S. paniculatum. 58
	Figura 14. Perfil cromatográfico em CLAE-DAD do extrato etanol 70% das folhas de S. paniculatum e espectros no UV representativos a 270 nm. 60
	Figura 15. Perfil cromatográfico da fração R e espectros no UV representativos a 270 nm. 62
	Figura 16. Perfil cromatográfico do extrato n-butanol e espectros no UV representativos a 270 nm. 63
	Figura 17. Perfil cromatográfico do extrato aquoso e espectros no UV representativos a 270 nm. 64
	Figura 18. Perfil cromatográfico da fração f’26 no CLAE-IR 65
	Figura 19. Espectro de RMN-1H da substância 1 (14,1 T, CD3OD). 67
	Figura 20. Espectro TOCSY-1D da substância 1. Irradiação em δH 4,26. 68
	Figura 21. Espectro TOCSY-1D da substância 1. Irradiação em δH 5,13. 68
	Figura 22. Espectro de RMN-13C da substância 1. (14,1 T, CD3OD). 69
	Figura 23. Espectro DEPT-135  da substância 1. (14,1 T, CD3OD). 70
	Figura 24. Mapa de contorno HMBC da substância 1. (14,1 T, CD3OD). 71
	Figura 25. Principais correlações no mapa de contorno HMBC para a aglicona da substância 1. 71
	Figura 26. Espectro NOESY-1D da substância 1. Irradiação seletiva em δH 3,56. 72
	Figura 27. Interação via NOESY- 1D do H-23 com o H-20 na substância 1. 72
	Figura 28.  Espectro NOESY-1D substância 1. Irradiação seletiva em δH 0,81 73
	Figura 29. Espectro NOESY-1D da substância 1. Irradiação seletiva em δH 0,87. (14,1 T, CD3OD). 74
	Figura 30. Principais interações observadas no espectro NOESY-1D para a substância 1. 74
	Figura 31. Correlações 1H-1H COSY da substância 1. 75
	Figura 32. Expansão do espectro 1H-1H COSY da substância 1. (14,1 T, CD3OD). 75
	Figura 33. Configuração do estereocentro C-22 para 23-hidroxi-espirostanos. 76
	Figura 34. Espectro HRESI-MS da substância 1. Modo positivo. 78
	Figura 35. Espectro ESIMS/MS do íon molecular [M+H]+ m/z 741,4410 da substância 1. Modo positivo. 78
	Figura 36. Estrutura da substância 1. 79
	Figura 37. Espectro de RMN-1H da substância 2 (14,1 T, CD3OD). 80
	Figura 38. Espectro de RMN-13C da substância 2 (14,1 T, CD3OD). 80
	Figura 39. Espectro 1H-1H COSY da substância 2 (14,1 T, CD3OD) 81
	Figura 40. Espectro HSQC da substância 2 (14,1 T, CD3OD). 81
	Figura 41. Mapa de contorno HMBC da substância 2. (14,1 T, CD3OD). 82
	Figura 42. Espectro NOESY-1D da substância 2. Irradiação seletiva em δH 0,81. (14,1 T, CD3OD). 83
	Figura 43. Espectro NOESY-1D da substância 2. Irradiação seletiva em δH 0,87. 83
	Figura 44. Espectro NOESY-1D da substância 2. Irradiação seletiva em δH 3,51. 84
	Figura 45. Espectro HRESI-MS da substância 2. Modo positivo. 85
	Figura 46. Estrutura da substância 2. 85
	Figura 47. Espectro de RMN-1H da substância 3 (14,1 T, CD3OD). 86
	Figura 48. Espectro de RMN-13C da substância 3 (14,1 T, CD3OD). 87
	Figura 49. Espectro DEPT-135 da substância 3 (14,1 T, CD3OD). 88
	Figura 50. Espectro NOESY-1D do composto 3. Irradiação seletiva em δH 3,56. 89
	Figura 51. Espectro NOESY-1D da substância 3. Irradiação seletiva em δH 0,86. 89
	Figura 52. Espectro NOESY-1D do composto 3. Irradiação seletiva em δH 0,81. 90
	Figura 53. Espectro TOCSY-1D do composto 3. Irradiação em δH 4,30. 91
	Figura 54. Espectro TOCSY-1D do composto 3. Irradiação em δH 4,47. 91
	Figura 55. Espectro HRESI-MS da substância 3. Modo positivo. 92
	Figura 56. Estrutura da substância 3. 93
	Figura 57. Espectro de RMN-1H da substância 4 (14,1 T, CD3OD). 94
	Figura 58. Espectro de RMN-13C da substância 4 (14,1 T, CD3OD). 94
	Figura 59. Espectro DEPT-135º da substância 4 (14,1 T, CD3OD). 95
	Figura 60. Espectro NOESY-1D da substância 4. Irradiação seletiva em δH 0,87. (14,1 T, CD3OD). 96
	Figura 61. Espectro NOESY-1D da substância 4. Irradiação seletiva em δH 0,81 96
	Figura 62. Espectro NOESY-1D da substância 4. Irradiação seletiva em δH 3,52 (14,1 T, CD3OD). 97
	Figura 63. Mapa de contorno HMBC da substância 4 (14,1 T, CD3OD). 98
	Figura 64. Espectro TOCSY-1D da substância 4. Irradiação em δH 4,31. 99
	Figura 65. Espectro TOCSY-1D da substância 4. Irradiação em δH 4,47. 99
	Figura 66. Espectro HSQC da substância 4. (14,1 T, CD3OD). 100
	Figura 67. Espectro HRESI-MS da substância 4. Modo positivo. 100
	Figura 68. Estrutura da substância 4. 101
	Figura 69. Espectro de RMN-1H da substância 5 (14,1 T, CD3OD). 102
	Figura 70. Expansão do mapa de contorno HMBC da substância 5. 103
	Figura 71. Expansão do espectro 1H-1H COSY da substância 5. (14,1 T, CD3OD). 104
	Figura 72. Interação via NOESY-1D do H-23 δH 3,62 com a CH3-21 δH 1,15 na substância 5. 104
	Figura 73. Espectro NOESY-1D da substância 5. Irradiação seletiva em δH 3,62 (14,1 T, CD3OD). 105
	Figura 74. Espectro HRESI-MS da substância 5. Modo positivo. 106
	Figura 75. Estrutura da substância 5. 106
	Figura 76. Espectro de RMN-1H da substância 6 (14,1 T, CD3OD). 107
	Figura 77. Expansão do mapa de contorno HMBC da substância 6 (14,1 T, CD3OD). 109
	Figura 78. Expansão do espectro 1H-1H COSY da sustância 6 (14,1 T, CD3OD). 110
	Figura 79. Espectro NOESY-1D da substância 6. Irradiação seletiva em δH 3,62 111
	Figura 80. Espectro HRESI-MS da substância 6. Modo positivo. 111
	Figura 81. Estrutura da substância 6. 112
	Figura 82. Espectro de RMN-1H da substância 7 (14,1 T, CD3OD). 113
	Figura 83. Espectro de RMN-13C da substância 7 (14,1 T, CD3OD). 114
	Figura 84. Espectro TOCSY-1D da substância 7. Irradiação em δH 4.26. 115
	Figura 85. Espectro TOCSY-1D da substância 7. Irradiação em δH 5,13. 116
	Figura 86. Mapa de contorno HMBC da substância 7 (14,1 T, CD3OD). 116
	Figura 87. Espectro DEPT-135º da substância 7 (14,1 T, CD3OD). 117
	Figura 88. Ampliação do mapa de contorno HMBC da substância 7 118
	Figura 89. Espectro NOESY-1D da substância 7. Irradiação seletiva em δH 0,85 119
	Figura 90. Espectro NOESY-1D da substância 7. Irradiação seletiva em δH 0,87 (14,1 T, CD3OD). 120
	Figura 91. Ampliação do espectro 1H-1H COSY da substância 7 (14,1 T, CD3OD). 120
	Figura 92. Espectro NOESY-1D da substância 7. Irradiação seletiva em δH 2,53 (14,1 T, CD3OD). 121
	Figura 93. Espectro HRESI-MS da substância 7. Modo positivo. 122
	Figura 94. Espectro HSQC da substância 7 (14,1 T, CD3OD). 123
	Figura 95. Estrutura da substância 7. 123
	Figura 96. Espectro de RMN-1H da substância 8 (14,1 T, CD3OD). 124
	Figura 97. Espectro de RMN-13C da substância 8 (14,1 T, CD3OD). 125
	Figura 98. Ampliação do espectro 1H-1H COSY da substância 8 (14,1 T, CD3OD). 125
	Figura 99. Espectro TOCSY-1D da substância 8. Irradiação em δH 4,30 126
	Figura 100. Espectro TOCSY-1D da substância 8. Irradiação em δH 4,47 127
	Figura 101. Mapa de contorno HMBC da substância 8 (14,1 T, CD3OD). 128
	Figura 102. Espectro NOESY-1D da substância 8. Irradiação seletiva em δH 0,87 129
	Figura 103. Espectro NOESY-1D da substância 8. Irradiação seletiva em δH 0,84 (14,1 T, CD3OD). 129
	Figura 104. Espectro NOESY-1D da substância 8. Irradiação seletiva em δH 2,51 (14,1 T, CD3OD). 130
	Figura 105. Espectro HSQC da substância 8 (14,1 T, CD3OD). 131
	Figura 106. Espectro HRESI-MS da substância 8. Modo positivo. 131
	Figura 107. Estrutura da substância 8. 132
	Figura 108. Saponinas espirostânicas inéditas (1-8) isoladas do extrato etanol 70 % das folhas de S. paniculatum. 139
	Figura 109. Espectro de RMN -1H da substância 9 (14,1 T, CD3OD). 141
	Figura 110. Estrutura da substância 9. 143
	Figura 111. Espectro RMN-1H e ampliação da mistura de 10 + 10a (14,1T, CD3OD). 145
	Figura 112. Estrutura da substância 10. 146
	Figura 113. Espectro RMN-1H da mistura de 10 + 10ª (14,1T, CD3OD). 147
	Figura 114. Estrutura da substância 10a. 148
	Figura 115. Cromatograma do extrato etanol 70 % das folhas de S. paniculatum. 149
	Figura 116. Curvas analíticas obtidas pelo método de calibração externa das soluções padrões 1-8. 150
	Figura 117. Cromatograma de monitoramento de íon selecionado (SIM) m/z 725 correspondente ao extrato etanol 70 %. Cromatogramas dos padrões 3, 4, 6 e 8. 154
	Figura 118. Cromatograma de monitoramento de íon selecionado (SIM) m/z 739 correspondente ao extrato etanol 70 %. Cromatogramas dos padrões 1, 2, 5 e 7. 154
	Figura 119. Gráfico comparativo entre os valores de CIM50 para as linhagens tumorais testadas. 157
	Figura 120. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) em µg/mL do extrato etanol 70% e a fração f’26 frente às cepas de bactérias testadas. 159
	Figura 121. Reação de redução do XTT ao formazan. 168
	Figura 122. Viabilidade celular de fibroblastos de pulmão de humano (GM07492A) tratadas com diferentes concentrações (μg mL-1) do extrato etanol 70 %. 168
	Figura 123. Viabilidade celular de fibroblastos de pulmão de humano (GM07492A) tratadas com diferentes concentrações (μg mL-1) da fração f’26. 169
	Tabela 1. Massa do extrato etanol 70% e rendimento obtidos da percolação das folhas de S. paniculatum. 59
	Tabela 2. Massas do extrato n-butanol e aquoso e rendimento obtidos na partição liquido-liquido. 63
	Tabela 3. Deslocamentos químicos de hidrogênio para as substâncias 1-8a 133
	Tabela 4. Deslocamentos químicos de carbono (ppm) para as substâncias 1-8a. 136
	Tabela 5. Deslocamentos químicos de hidrogênio e 13C da substância 9. 142
	Tabela 6. Deslocamentos químicos de hidrogênio da substância 10. 145
	Tabela 7. Deslocamentos químicos de hidrogênio da substância 10a. 147
	Tabela 8. Níveis de concentrações usados para a construção das curvas analíticas para os padrões 1-8. 150
	Tabela 9. Parâmetros das curvas analíticas dos padrões 1-8. 152
	Tabela 10. Valores de limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) para os padrões (1-8). 153
	Tabela 11. Desvio padrão relativo (DPR) (%) das áreas calculadas para os picos correspondentes as substâncias 1-8. 155
	Tabela 12. Teores das saponinas isoladas no extrato etanol 70 % das folhas de S. paniculatum. 156
	Tabela 13. Valores de citotoxicidade para o extrato etanol 70% das folhas de S. paniculatum. 157
	Tabela 14. Valores de CIM para o extrato etanol 70% e fração f’26 frente às cepas de bactérias testadas. 160
	Tabela 15. Atividade leishmanicida do extrato etanol 70 % e a fração f’26 contra as formas promastigotas de L. amazonensis e determinação dos valores de concentração inibitória 50 % (CI50 µg/mL). 163
	Tabela 16. Viabilidade dos vermes adultos de S. mansoni (em porcentagem) frente ao extrato etanol 70% e a fração f´26. 166
	Tabela 17. Valores de IC50 para linhagem celular (GMO7492A) obtidos após tratamento durante 24 horas com extrato etanol 70 % e fração f’26 das folhas S. paniculatum. 169
	1 INTRODUÇÃO
	1.1 A família Solanaceae.
	1.2 Gênero Solanum.
	1.3 Solanum paniculatum L.
	1.4 Saponinas esteroidais.
	1.5 Biossíntese de saponinas esteroidais.
	1.6 Quantificação de saponinas esteroidais.

	2 OBJETIVOS.
	2.1 Objetivo geral:
	2.2 Objetivos específicos:

	3 PARTE EXPERIMENTAL.
	3.1 Materiais, reagentes e soluções.
	3.2 Procedimentos gerais instrumentais.
	3.3 Metodologia.
	3.3.1 Etapa Botânica.
	3.3.2 Etapa Farmacognóstica.
	3.3.3 Etapa Química.
	3.3.3.1 Extração.
	3.3.3.2 Etapa cromatográfica.
	3.3.3.3 Hidrólises ácida das saponinas. Determinação da configuração absoluta dos monossacarídeos.
	3.3.3.4 Quantificação das saponinas isoladas.

	3.3.4 Etapa de avaliação das atividades biológicas.
	3.3.4.1 Avaliação da atividade antitumoral.
	3.3.4.2 Avaliação da atividade citotóxica frente às células normais.
	3.3.4.3 Avaliação da atividade antimicrobiana.
	3.3.4.4 Avaliação da atividade leishmanicida.
	3.3.4.5 Avaliação da atividade esquistossomicida.



	4  RESULTADOS E DISCUSSÃO.
	4.1 Etapa química.
	4.1.1 Obtenção do extrato das folhas de S. paniculatum por percolação.
	4.1.2 Análise do extrato etanol 70% por CLAE-DAD.
	4.1.3 Análise da fração R por CLAE-DAD.
	4.1.4 Extração líquido-líquido.
	4.1.5 Análise dos extratos n-butanol e aquoso por CLAE-DAD.
	4.1.6 Separações em CLAE-IR semi-preparativo da fração f’26.

	4.2 Elucidação estrutural das substâncias isoladas.
	4.2.1 Elucidação estrutural da substância 1.
	4.2.2 Elucidação estrutural da substância 2.
	4.2.3 Elucidação estrutural da substância 3.
	4.2.4 Elucidação estrutural da substância 4.
	4.2.5 Elucidação estrutural da substância 5.
	4.2.6 Elucidação estrutural da substância 6.
	4.2.7 Elucidação estrutural da substância 7.
	4.2.8 Elucidação estrutural da substância 8.
	4.2.9 Elucidação estrutural da substância 9.
	4.2.10 Elucidação estrutural da substância 10 e 10a.
	4.2.10.1 Elucidação estrutural da substância 10.
	4.2.10.2 Elucidação estrutural da substância 10a.


	4.3. Quantificação no extrato etanol 70 % das saponinas isoladas.
	4.3.1 Linearidade e sensibilidade.
	4.3.2 Limites de detecção e quantificação.
	4.3.3 Seletividade.
	4.3.4 Precisão.
	4.3.5 Quantificação das saponinas isoladas.

	4.4 Atividades biológicas.
	4.4.1 Determinação da atividade citotóxica.
	4.4.2 Avaliação da atividade antibacteriana.
	4.4.3 Avaliação da atividade leishmanicida.
	4.4.4 Avaliação da atividade esquistossomicida.
	4.4.5 Avaliação da citotoxicidade em células normais.


	4 CONCLUSÕES.
	REFÊRENCIAS.



