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RESUMO

A familia Solanaceae possui aproximadamente 3000 espécies, sendo o0 género Solanum o mais
representativo com mais de 1500 espécies espalhadas pelo mundo e com alta importancia
econdmica e farmacoldgica. Sdo encontradas no Brasil mais de 500 espécies da familia
Solanaceae, sendo uma delas a Solanum lycocarpum. Apesar do grande numero de estudos
relacionados a essa espécie, a maior parte sdo direcionados ao estudo dos frutos e ha poucos
dados sobre as suas folhas, sendo necessaria a identificacdo de seu perfil quimico. Sendo assim,
foi obtido o Ext EtOH 70% a partir das folhas de Solanum lycocarpum que foi submetido a um
fracionamento por particdo liquido-liquido com solventes em ordem crescente de polaridade:
n-hexano, acetato de etila e n-butanol, sendo a fracdo final chamada de aquosa. Foram
realizados perfis por CCD e por HPLC-PDA para analisar as classes dos metabdlitos no extrato
e suas fragdes, nos quais foram evidenciados um perfil majoritario de flavonoides. Foi
identificada a presenca de rutina e quercetina na fracdo n-BuOH por coinjecdo de padrdes de
flavonoides utilizando HPLC-PDA. Apo6s isso, fracionou-se a fracdo n-BuOH por
cromatografia de permeacdo em gel e a fracdo XII1 obtida foi re-fracionada usando HPLC-PDA
Semipreparativo a partir da qual foram obtidas 3 fra¢cGes que foram analisadas por técnicas
espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear . As fracdes SL-4, SL_6 - 7 foram
analisadas por RMN unidimensionais como *H, **C e TOCSY D e bidimensionais como HSQC
e HMBC, levando a identificagdo de flavonoides glisocilados, como: quercetina-3-O-f-D-
glucopiranosil-(6— 1)-a-L-rhamnopiranosideo (SL_4a) e quercetina-3-O-B-D-glucopiranosil-
(2—1)-a-L-rhamnopiranosideo  (SL_4b); kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosil-(6—1)-o.-L-
rhamnopiranosideo (SL_6); kaempferol 3-O-B-D-glucopiranosideo (SL_7b). Posteriormente,
foi tragado um perfil da fragdo n-BuOH por LC-MS/MS no modo negativo com o intuito de
anotar as substincias comparando os espectros MS? com base de dados da literatura de
metabolitos secundarios do género Solanum e de espectrometrias de massas. Foram anotadas
17 substancias, entre elas ha 10 flavonoides derivados da quercetina e do kaempferol e 7
saponinas. Sendo assim, foi possivel verificar um perfil de flavonoides no Ext EtOH 70% das
folhas de Solanum lycocarpum, sendo que estes podem estar relacionados com as atividades

descritas na medicina popular para esta planta.



ABSTRACT

The Solanaceae family has approximately 3000 species, the Solanum genus being the most
representative with over 1500 species worldwide with high economic and pharmacological
importance. More than 500 species of the Solanaceae family are found in Brazil, one of them
being Solanum lycocarpum. Despite the large number of studies related to this species, most of
them are directed to the study of fruits and there is not so much data on its leaves, requiring the
identification of its chemical profile. Thus, 70% Ext EtOH was obtained from Solanum
lycocarpum leaves which were subjected to fractionation by liquid-liquid partition with solvents
in increasing order of polarity: n-hexane, ethyl acetate and n-butanol final fraction called
aqueous. Profiles were performed by CCD and HPLC-PDA to analyze the metabolite classes,
revealing a major profile of flavonoids. The presence of rutin and quercetin in the n-BuOH
fraction was identified by co-injection of flavonoid using HPLC-PDA. After that, the n-BuOH
fraction was fractionated by gel permeation chromatography and the fraction X111 obtained was
re-fractionated using Semipreparative HPLC-PDA from which 3 fractions were obtained and
analyzed by Nuclear Magnetic Resonance spectroscopic techniques. The SL-4, SL 6 - 7
fractions were analyzed by one-dimensional NMR as 1H, 13C and TOCSY 1D and two-
dimensional as HSQC and HMBC, leading to the identification of glisocilated flavonoids such
as: quercetin-3-O-p-D-glucopiranosil-(6— 1)-a-L-rhamnopiranoside (SL_4a) e quercetina-3-
O-B-D-glucopiranosil-(2—1)-a-L-rhamnopiranoside (SL_4b); kaempferol-3-O-B-D-
glucopiranosil-(6—1)-a-L-rhamnopiranoside (SL_6); kaempferol 3-O-B-D-glucopiranoside
(SL_7b). Subsequently, a negative-mode profile was plotted by LC-MS/MS with the n-BuOH
fraction in order to annotate the substances comparing the MS? spectra with literature data from
secondary metabolites of the Solanum genus and mass spectrometry database. Seventeen
substances were noted, including 10 flavonoids derived from quercetin and kaempferol and 7
saponins. Thus, it was possible to verify a profile of flavonoids in Ext EtOH 70% of Solanum
lycocarpum leaves, which may be related to the activities described in folk medicine for this

plant.
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1. Introducéo

As plantas sempre desempenharam um papel importante na histéria do homem por
serem essenciais fontes de alimentos. Antigamente, 0 homem observava o comportamento dos
animais ao se alimentar ou rejeitar uma espécie vegetal para aprender a distinguir quais plantas
eram benéficas e quais eram prejudiciais a saude. A busca por alivio de dores e cura de doencas
em produtos naturais obtidos ao tomar um chéa de ervas e folhas pode ter sido uma das primeiras
formas de utilizacdo desses produtos naturais (FABREGA et al, 1975; KATZ; BALTZ, 2016).

Dentre os produtos naturais, temos 0s metabdlitos primarios que compreendem 0s
aminoacidos, nucleotideos, acucares e derivados fosforilados que sdo necessarios para a
manutencdo da vida do organismo, sobrevivéncia e crescimento, sendo estes os produtos
centrais de rotas metabdlicas que ocorrem em quase toda célula animal e vegetal
(FALKENBERG et al., 2003; NELSON; COX, 2011).

Como os organismos vegetais ndo podem se locomover, eles apresentam uma variada
producdo metabodlica que exercem papel especifico de adaptacdo e perpetuacdo da espécie no
meio em que se encontra. Essas substancias sdao 0s metabo6litos secundarios e suas classes e
quantidades podem variar de acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos, como o solo, pH, a
altitude, temperatura, fertilizacdo, exposicdo a luz, entre outras. (SANTOS et al, 2003;
CORDELL, 2011).

Na literatura existem muitas referéncias relacionadas com atividades bioldgicas de
metabdlitos secundarios, associando o estudo quimico e farmacéutico as propriedades de
plantas, principalmente aquelas reportadas na medicina popular como medicinais, sendo,
portanto, estas, necessarias para o desenvolvimento de novas drogas (HEINRICH, 2003;
SILVA, 2007).

1.1 Familia Solanaceae e género Solanum

A Familia Solanaceae é formada por 98 géneros que abrangem aproximadamente 3000
especies espalhadas ao redor do mundo com maior incidéncia nas Américas do Sul e Central.
As espécies dessa familia sdo conhecidas pela sua grande gama de alcaloides que podem variar
sua concentracdo de acordo com a espécie e 0 estresse sofrido (CRUZ, 1982; PEREIRA, 2018).

Dentro da familia Solanaceae, 0 género Solanum é o mais amplo e abundante contendo
mais de 1500 espécies. Existem aproximadamente 500 espécies da familia Solanaceae divididas
em 31 géneros apenas no Brasil, sendo comumente encontrado no Nordeste (PEREIRA et al,
2018) e Centro-Oeste brasileiro (OLIVEIRA et al, 2004).
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O género Solanum possui grande impacto econdmico, principalmente por algumas
espécies serem alimentos presentes no cotidiano da populagdo, como a batata (S. tuberosum),
tomate (S. lycopersum), berinjela (S. melongena) (VALERINO-DIAZ et al, 2018). H& também
outros tipos de batatas com flesh de coloracéo roxa ou avermelhado com propriedades anti-
inflamatorias devido a presenca de antocianinas (REDDIVARI et al, 2018).

Plantas produzem metabolitos secundarios para sua propria defesa, mas ha estudos que
indicam que algumas substancias extraidas dos frutos e das folhas de diversas espécies possuem
diversas atividades biologicas (PEREIRA et al, 2016).

Sdo diversos os metabolitos secundarios encontrados no género Solanum, como acidos
fendlicos, flavonoides, glicosideos esteroidais, terpenos esteroidais, alcaloides, entre outros
(CARVALHO et al, 2019; OLIVEIRA, 2009). O género Solanum também é conhecido pela
sua alta toxicidade e por haverem relatos de caracterizar um perfil quimico desse género de
flavonoides, além disso, ha diversos alcaloides, principalmente solamargina e solasonina que
sdo encontrados em mais de 100 espécies do género (ANDERSON; COOPER,;
STEINHARTER, 1987; MUNARI et al 2012).

Diversos estudos in vitro reportaram que a solamargina pode combater diversas
linhagens de céncer, como figado, pulmd&es, mama, leucemia, de pele (squamous), préstata,
osteosarcoma, murine melanoma, célon intestinal, adenocarcinoma cervical e em células
glioblastoma. A solamargina combate o cancer por causa de seus efeitos em diversas vias
bioldgicas como: mitocondrial; de supressao tumoral; de ativacdo da caspase; de morte do
receptor; inibicdo de proteinas quinases e/ou de mensageiros (KALALINIA; KARIMI-SANI,
2017).

Metabdlitos encontrados em algumas espécies de Solanum como saponinas esteroidais
e alcaloidais ja foram estudadas e tiveram propriedades medicinais investigadas e comprovadas,
como citotoxico (CHEN, 2019) antibacteriana e antifungico (AKSHARA, 2016), antiviral
(BALASUBRAMANIAM et al, 2007), anti-inflamatorio e antioxidante (ALAWODE, 2017),
hipertensdo (BAHGAT et al, 2008), antialérgico (NIRMAL et al, 2012) e at¢ mesmo no
combate contra patdgenos bucais (VALERINO-DIAZ, 2018).

1.2 Solanum lycocarpum

Solanum lycocarpum € uma espécie dentro do género Solanum que pode ser encontrada
no Brasil na regido do Cerrado (CLEMENTINO et al, 2018) e em diversas regides do Nordeste,
podendo aparecer em cerraddes ou proximo de estradas. E comumente chamada de
“jurubebao”, “fruta-do-lobo” e “lobeira” porque seus frutos servem de alimento para o lobo-
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guara que ajuda a disseminar suas sementes (MUNARI et al, 2012). E um arbusto que pode
atingir até 4m de altura que floresce e frutifica o ano inteiro. Suas flores sdo roxas e seus frutos
sdo verdes (Figura 1) (OLIVEIRA, 2009).

Figura 1 - Folha, fruto e flor de S. lycocarpum.

Fonte: https://bit.ly/2k8Y gl

Os frutos da S. lycocarpum sdo usados na medicina popular para reduzir colesterol,
controle de obesidade e tratar diabetes. Além disso, suas folhas sdo usadas como sedativos para
0 sistema nervoso contra epilepsia e espasmos e também para tratar dores estomacais e dos rins.
As flores sdo utilizadas para formular xaropes expectorantes para ajudar os sintomas da gripe e
também no tratamento de hemorroida e as raizes sdo usadas para tratar hepatite
(DALL’AGNOL; VON POSER, 2000; MUNARI, 2012).

Foram isolados metabdlicos secundarios dos frutos de S. lycocarpum com atividade
inibitéria na elevacdo do nivel de glicose em ratos laboratoriais, podendo ser utilizado para
futuros tratamento de hiperglicemia. Esses metabdlitos sdo a solamargina e solasonina, sendo
estes muito frequentes em diversas espécies do género Solanum (YOSHIKAWA et al, 2007).
Uma mistura de solamargina e solasonina extraida dos frutos ¢ folhas da “lobeira” também
revelou atividade leishmanicida no combate ao parasita L. mexicana resistente as drogas
convencionais (LEZAMA-DAVILA et al, 2016), sendo também utilizada no combate da
esquistossomose (MIRANDA et al, 2011).

Além disso, compostos esteroidais também estdo presentes nos extratos de S.
lycocarpum e possuem atividades bioldgicas confirmadas, como a chaconina que possui
atividade anti-malaria (CHEN et al, 2010).

Outra caracteristica dos extratos preparados a partir das folhas da “lobeira” ¢ a atividade
alelopatica, onde ela afeta o crescimento de plantas ao seu redor. Oliveira (2004) verificou que
a “lobeira” apresentava a inibigdo da germinagdo da semente do gergelim, assim como pode
inibir o crescimento tanto das raizes, como do caule e das folhas do gergelim. No mesmo estudo,

extratos metabolicos obtidos das folhas se mostraram como inibidores tanto na germinacgéo
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quanto no crescimento de partes aéreas ou radicalares de espécies alvo de tomate, cebola e
alface (OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA, 2012), podendo agir no controle de pragas na
agricultura.

Costa e colaboradores (2015) ja testaram as atividades anti-inflamatorias,
antibacteriana, antioxidante e a citotoxicidade de um extrato das folhas de S. lycocarpum
utilizando etanol como solvente extrator. Apos particionar o extrato com hexano, diclorometano
e acetato de etila, a fracdo restante ele denominou hidroalcoolica e esta Gltima possui atividade
anti-inflamatoria e antioxidante especificamente. As outras fracdes demonstraram essas
mesmas atividades além de atividades antibacteriana e alta citotoxicidade. Nesse mesmo
estudo, foi reportada a presenca de flavonoides nas folhas das plantas, sendo que as fragdes com
maior conteudo de flavonoides apresentaram maiores atividades antioxidante e anti-

inflamatoria.
1.3 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos fendlicos produzidos pelas plantas e sdo metabdlitos
secundarios relacionados com diversas atividades como na atracdo de polinizadores e
crescimento de tubos polinicos, assim como disseminacdo de sementes. Também estdo
relacionados com pigmentacéo de flores, frutas, sementes e folhas e possuem papel importante
na defesa da planta, pois sdo compostos que protegem contra radiacdo ultravioleta (UV) e contra
agentes bidticos como herbivoros e patdgenos. Além disso, a biossintese de flavonoides esta
relacionada com o estresse sofrido pela planta por fatores abioticos, pois os flavonoides
proporcionam maior tolerancia a fatores de estresse como falta de recursos hidricos, alta
incidéncia solar e resisténcia ao estresse oxidativo, pois esta classe de compostos € geralmente
caracterizada pelo seu efeito antioxidante (MABRY, 1970; HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA,
2008).

O nucleo dos flavonoides € chamado de aglicona que possui 15 atomos de carbono
distribuidos entre trés anéis fenolicos A, C e B com configuracdo Ce-Cs-Ce. Dentre 0s
flavonoides, ha outras classes como flavonois, flavononas e isoflavonas que possuem uma
carbonila no carbono C-4 (Figura 2.B-3) enquanto as antocianidinas (Figura 2.A-3) néo
possuem (MABRY, 1970; KACHLICKI et al, 2016).
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Figura 2 - Esqueleto dos flavonoides.

Fonte: Adaptado de HUBER, RODRIGUEZ-AMAYA, 2008.

Figura 3 - Estrutura de alguns flavonoides.
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Antocianidina 3-OH-flavona Flavonona
Fonte: Adaptado de KACHLICKI et al, 2016.

Sao conhecidos mais de 10000 compostos nessa classe encontrados em provavelmente
quase todas as espécies de plantas. Durante a biossintese dos flavonoides, diversas reacdes
podem ocorrer para diferenciar as substancias como reacGes de hidroxilacdo, metilacdo,
acetilacdo, amidacdo, esterificacdo, dimerizagdo ou polimerizagdo, O-glicosilacdo ou C-
glicosilagdo (KACHLICKI et al, 2016). Todas essas mudangas estruturais alteram as
propriedades fisico-quimicas das moléculas, assim como sua solubilidade e toxicidade.

Por conta da estrutura das agliconas dos flavonoides, estes apresentam duas bandas de
absorcdo do espectro eletromagnetico na regido visivel correspondentes aos dois sistemas
aromaticos presentes em agliconas, sendo que a banda 11, com maximo na faixa espectral de
240-290 nm, é atribuida ao anel A do flavonoide que possui 0 sistema benzoil com menor
extensdo da conjugacéo eletronica. Enquanto a banda | apresenta maximo na faixa espectral de
300-390 nm atribuida ao anel B que possui o0 sistema cinamoil com maior extenséo das ligacoes

conjugadas (Figura 4). Quanto maior a extensdo da conjugacao eletrdnica, menor sera a energia
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absorvida pelo sistema e, portanto, maior sera o comprimento de onda absorvido (HUBER,;
RODRIGUES-AMAYA, 2008; MERKEN; BEECHER, 2000).

Figura 4 - Estrutura geral de um flavonoide, com os anéis A e B em destaque e seus sistemas benzoil e cinamoil.

Sistema Benzoil

)

Sistema Cinamoil

Fonte: Adaptado de HIRUMA-LIMA et al, 2017.

Analises por UV de flavonoides podem revelar diversas informac@es sobre a natureza
do flavonoide, ou seja, sua subclasse e o0 seu grau de oxigenacdo que podem ser determinados
pela posicdo e intensidade relativa dos maximos de absor¢do. As variagdes nas faixas de
absorcéo irdo depender do numero de hidroxilas e do grau de substituicdo destas. Alteracdes na
absorcédo da banda Il correspondem a diferentes substituicdes causadas no anel A enguanto as
alteragBes nos anéis B e C tendem a modificar a absor¢do da Banda I. Deslocamentos
batocrémicos sdo causados por hidroxilagbes adicionais nos anéis que alteram o maximo de
absorcdo da banda para maiores comprimentos de ondas, enquanto deslocamentos
hipsocrémicos, que deslocam o maximo de absorcdo para comprimentos de ondas menores, sao
causados por metilacbes ou glicosilagdo nos anéis (MARKHAM, 1982; ANDERSEN;
MARKHAM, 2006).

Devido a alta diversidade de flavonoides (mais de 10000 compostos), ndo €
surpreendente que estes apresentem atividades bioldgicas confirmadas como: combate a
parasitas da leishmaniose resistentes as drogas convencionais pela rutina (CHAUHAN et al,
2018); usar quercetina para reduzir os teores totais de colesterol, de triglicerideos e
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), assim como o aumento de lipoproteinas de alta
densidade (HDL) (TORRES-PIEDRA et al, 2010), e também estéo relacionados com reducao
de doencas cardiovasculares (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008), além das suas
atividades anti-inflamatoria, antioxidante, antiviral e antifingica (KANDASWAMI et al, 2005;
MIDDLETON, 1998). A atividade antioxidante dos flavonoides pode estar relacionada com
sua capacidade de reduzir as chances de obter cancer por espécies oxidativas como as espécies

reativas de oxigénio (ERQO’s) ou por lipideos oxidados.
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Shukla e Gupta (2010) realizaram um levantamento bibliografico que mostrava a
atividade da apigenina, quercetina e kaempferol no combate da leucemia, cancer cervical,
neuroblastoma e alguns carcinomas de célon humano em testes in vitro. J& em testes in vivo,
foram avaliados em ratos laboratoriais 0 combate a certas linhagens de cancer mamario, nos
pulmdes, ovario, préstata, de pele e fornecem também protecdo hepética e gastrica.

Algumas das atividades medicinais reportadas na medicina popular para a Solanum
lycocarpum podem ocorrer devido a presenca de flavonoides, portanto faz-se necessario o
conhecimento da composicao quimica do extrato etanol 70%, pois a populacédo consome o cha
de suas folhas e também as utilizam em bebidas alcodlicas sem o devido conhecimento
cientifico validado. O estudo de flavonoides nesse extrato podera fornecer dados fundamentais
para formar um perfil quimico de seus compostos, possibilitando uma maior compreensao sobre

os efeitos medicinais de Solanum lycocarpum.

2. Objetivos

Objetivo

Contribuir para o conhecimento da composi¢do quimica do extrato etanol 70% das

folhas de Solanum lycocarpum.
Objetivos Especificos

-Preparar o extrato etanol 70% das folhas de S. lycocarpum por percolacéo;

-Realizar a parti¢do do extrato etanol 70% com solventes organicos (hexano, acetato de
etila e n-butanol) sendo a fracdo final correspondente a aquosa;

-Utilizar técnica de CCDC para analise das fracdes obtidas;

-Tracar o perfil quimico do extrato e das fracGes por HPLC-PDA,

-ldentificar as classes dos compostos através dos espectros de absor¢do no UV;

-Analisar o extrato por coinjecdo de padrBes de flavonoides para identificacéo;

-Fracionar a fracdo n-butanol utilizando cromatografia por permeacdo em gel (GPC)
Sephadex® LH-20;

-Purificar por HPLC Semipreparativo as fracdes obtidas por GPC;

-ldentificar os metabolitos secundarios por técnicas espectroscopicos como RMN mono
e bidimensionais;

-Realizar um perfil quimico da fragdo n-butanol por LC-MS/MS;
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-Anotar as substancias utilizando base de dados de metabhodlitos e base de dados de

espectrometrias de massas.

3. Materiais e Métodos

3.1 Equipamentos, materiais, reagentes e solucgoes.

Os procedimentos experimentais, como CCDC, foram realizados utilizando solventes
grau PA: acetato de etila, n-butanol, etanol, cloroférmio, metanol, n-propanol (Synthlab®); as
analises em HPLC utilizaram solventes grau HPLC: metanol e &cido trifluoracético (Tedia
Company Inc.) e 4gua purificada em sistema Milli-Q (Millipore®); as analises de espectrometria
de massas utilizaram solventes grau LC/MS: metanol (Merck®) e para as analises em RMN dos
compostos isolados nos procedimentos cromatograficos foi utilizado solvente deuterado
DMSO-d6 (Aldrich®). As analises de coinjecdo utilizaram padrdes Sigma-Aldrich® de
flavonoides, como quercetina, miricetina, luteolina e rutina (pureza 99,5 %).

O extrato etanol 70% foi concentrado em um evaporador rotativo Heidolph® Laborota
4000, com bomba a vacuo (Heidolph®, Rotavac valve control). Os extratos foram evaporados
em temperatura menor que 40 °C e o extrato aquoso foi liofilizado (Savant® Micro Modulyo
com bomba Weich® B917). Os extratos foram transferidos para vidros tarados (balanca -
Sartorius®- com capacidade para 200g e precisio de 0,0001 g).

A cromatografia em camada delgada de fase normal utilizou-se placas comerciais de
silica gel 60 (Sigma Aldrich® e Merck®), de tamanho 20 x 20 cm e 0,2 mm de espessura de
adsorvente. As placas foram eluidas em cubas saturadas com os sistemas HCClz:MeOH:H,0
(43:37:20, vivlv, fase orgénica), n-butanol:CH3COOH:H,O (65:25:15, Viviv) e
CHCI3:MeOH:H>0O (80:18:2, v/v/v). Para analise dos resultados, foram utilizados agentes
reveladores como anisaldeido/H2SO4 e luz ultravioleta (Camara com luz UV 254 nm -
Chromatovue®).

As amostras foram preparadas em cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE) de fase
reversa a base de octadecilsilano (RP18) com 500 mg 6 mL™* (33 um, Supelco®). A obtencdo
dos perfis cromatograficos foi feita em um cromatografo liquido de alta eficiéncia (modelo CD
2065 Plus (Jasco®), acoplado a um detector de arranjo de foto diodos (HPLC-PDA), modelo
MD-2010 (Jasco®) e a um injetor automatico modelo MD-2018 Plus (Jasco®), com uma bomba

quaternaria modelo PU-2089s Plus, um forno de coluna CO-2065 Plus e uma coluna de fase
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reversa Cig, Luna® (250 x 4.60 mm, 5 micron). O software ChromNav 1.18.03 foi utilizado para
controle, coleta e processamento dos dados.

Para obtenc&o do perfil LC/MSMS foi utilizado um HPLC Shimadzu® Prominence com
duas bombas LC-20AD, desgaseificador de fase mével DGU-20A3R, amostrador automatico
SIL-20AHT, forno para colunas CTO-20? e detector de arranjo de diodos SPD-M20A acoplado
a um espectrémetro de massas Bruker® Amazon com fonte de ionizacdo por eletrospray com
configuracdo ESI-IT-MS. Para processar os dados, foi utilizado o software Data Analysis
Bruker Daltonik GmbH (verséo 4.3).

3.2 Etapa Botanica
3.2.1 Obtencao e identificacdo do material vegetal

A coleta e a identificacdo do material vegetal de Solanum lycocarpum foram realizadas
pelo Prof. Dr. Marcelo Aparecido da Silva da Universidade Federal de Alfenas MG na Fazenda
Ponte Alta no municipio de Alfenas-MG, com determinacdo do GPS (S 21°25” 13” e O 45°
52’ 20”. Elevagdo: 836 m). Uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade Federal
de Alfenas (Departamento de Botanica) com voucher UALF 190. Esta espécie possui nimero
de cadastro A36F405 no SISGEN.

3.2.2 Secagem e moagem

As folhas das espécies vegetais previamente divididas, separadas e dispostas em
camadas finas foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante a 45 °C durante 7 dias,
sendo este 0 tempo necessario para uma secagem completa e homogénea.

O material, ap6s secagem, foi moido em moinho de facas. O pé obtido foi armazenado

em frascos de vidro &mbares devidamente rotulados.
3.3 Etapa Quimica
3.3.1 Extracéo

Para obtencdo do extrato EtOH 70% das folhas de S. lycocarpum, 267,4 g do po foi
intumescida com EtOH:H>O (7:3, v/v) durante 24 horas. Em seguida, o percolador foi
empacotado homogeneamente com a mistura (pé + EtOH 70%), com altura de enchimento de
5:1 (percolador: p6 da espécie) sendo a vazédo do solvente de 1,0-2,0 mL/min/Kg.

O extrato obtido foi concentrado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida em
temperatura inferior a 40 °C. O extrato concentrado foi transferido para vidro tarado e deixado

em capela até completa eliminacdo do solvente. A massa obtida esta no item 4.
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3.3.2 Fracionamento do Extrato EtOH 70% por particao liquido-liquido

Utilizando 19,9 g do extrato etandlico 70% obtido na percolacdo, foram realizadas trés
particdes maltiplas com 330 mL de cada solvente em ordem crescente de polaridade: n-hexano,
acetato de etila e n-butanol. As fracbes obtidas passaram pelo processo de
rotaevaporacao/liofilizacdo para facilitar o0 manuseio, armazenamento e aumentar a protecao
contra fatores externos, como fungos. As massas obtidas para cada fracdo estdo disponiveis no
item 4.

3.3.3 Obtencao do perfil quimico utilizando HPLC-PDA

Para obter o perfil quimico foi feito o clean-up das fracdes obtidas, utilizando cartuchos
de extracdo em fase solida (SPE) a base de octadecilsilano (RP18). Os cartuchos foram ativados
usando 4 mL de MeOH e ambientados em solugdo MeOH:H20 (7:3, v/v).

Foram preparadas solucdes de 10 mg.mL™* do extrato EtOH 70% e 5 e 10 mg.mL* das
fracdes AcOEt e n-BuOH para serem injetadas no cartucho apos sua ativacao, eluidas com
solugcdo MeOH:H»0 (7:3, v/v) e filtradas em filtro Simplepure® PTFE de 0,22 um.

Ap0s isso, 0 extrato e as fragdes nas concentracdes citadas acima foram analisados em
HPLC-PDA analitico (modelo CD 2065 Plus Jasco®) em volume de 15 pL para obtencéo do
perfil cromatografico em método 5-100% B (MeOH) em 60 min, com vazdo de 1 mL.mint em
coluna Thermo® (250 x 4.60 mm, 5 micron), sendo H2O o solvente A. Os picos mais
representativos nos cromatogramas foram selecionados e seus espectros no UV foram
analisados e comparados com a literatura (MABRY/, 1980). Os extratos e fracGes foram também
analisados em Coluna Luna® (250 x 4.60 mm, 5 micron) utilizando o0 mesmo método acima

mencionado.
3.3.4 Identificacdo de metabdlitos por HPLC-PDA (coinjecéo de padréo)

Uma amostra foi preparada a partir da fracdo butanolica com concentracdo de 5 mg.mL"
1 (78,7 mg em 15,8 mL) e foram separadas 5 aliquotas de 1,5 mL. Para as anlises de coinjecdo
foram utilizados padrdes Sigma-Aldrich® de flavonoides (quercetina, miricetina, luteolina e
rutina, com pureza 99,8 %) que foram solubilizados em MeOH:H;0O (7:3 v/v) grau HPLC (0,5
mg.mL™1). Adicionou-se separadamente a estas aliquotas um volume de 10 uL das solugdes
preparadas com os padrdes, sendo a quinta aliquota o branco comparativo sem adigéo de padréo.

As 5 solugdes foram injetadas em HPLC-PDA analitico com volume de 15 pL para
obtencdo do perfil cromatogréfico utilizando um método gradiente de eluicdo de 5-100%

MeOH (B) em 60 min, com vaz&o de 1 mL.min" em coluna Luna® (250 x 4.60 mm, 5 micron).
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As solugdes com os padrdes também foram injetadas no mesmo meétodo para analise

comparativa com o branco e com o cromatograma da solugéo com padréo.
3.3.5 Fracionamento da fracdo n-BuOH

A fracdo n-butanol (3,0 g) foi solubilizada em 9,0 mL de solucdo EtOH:H.O em
proporcéo 7:3 (v/v), com auxilio de ultrassom, para ser fracionada utilizando cromatografia de
permeacdo em gel (GPC) em uma coluna de vidro de 90 cm x 3 cm (d.i.), empacotada com
Sephadex LH-20 (Pharmacia®). O solvente foi bombeado na coluna por uma bomba peristéltica
(Phamacia®) modelo P1 18-1110-91 a uma vazdo de 2 mL.min%. As fracGes foram coletadas
em um coletor automatico Redifrac (Pharmacia®).

As fracdes foram analisadas por CCDC usando como sistema de solvente de fase movel
uma solucéo de cloroférmio:metanol:agua (HCCls:MeOH:H20, 43:37:20, v/v/v). Estas fracGes
foram reveladas sob luz UV e com anisaldeido sulfurico e, posteriormente, reunidas de acordo
com a coloracéo e o valor do Rf por CCDC.

A fracdo XIII descrita no item 4.3 foi selecionada para ser fracionada novamente
utilizando um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Semi-Preparativo modelo LC 2086
Plus Jasco® NET II/ADC, acoplado a um detector de arranjo de foto diodos, modelo MD-2010
Jasco® plus multiwavelenght, com uma bomba modelo Jasco® plus 2086 Inteligent Preparative
Pump, misturador modelo Jasco® Mx-2086-32 Dynamic mixer, a coluna utilizada foi a Hypersil
Gold C18 Thermo® (5 p, 250 mm x 30 mm).

A amostra fracionada em HPLC-PDA Semi-preparativo foi preparada em concentragao
de 10 mg.100 uLt.

3.3.6 Identificacdo por Ressonancia Magnética Nuclear

As analises de RMN unidimensional: *H e *C e bidimensional: *H-'H-COSY, HSQC,
HMBC e TOCSY 1D foram realizadas em espectrémetros de Ressonancia Magnética Nuclear
Bruker® Avance 11l HD 600 (14,1 Tesla) Triple Inverse TCl Cryo-probehead com sonda
criogénica de 5mm com detecgdo inversa, bobina de gradiente em z (50 G/cm), sistema ATMA
para trés canais (*H, ?H e 3C), trocador automatico SampleXpress, sistema de sintonia
automatica ATMA e de controle de temperatura BSVT atuando de 0 a 50 °C. Os compostos de
interesse foram dissolvidos em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6 (Aldrich)). O software
MestReNova versdo 6.0.2 (Mestrelab Research L.S®) foi utilizado na aquisicio dos

deslocamentos quimicos e interpretacdo de cada espectro.
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3.3.7 Obtencao do perfil quimico por LC-MS/MS

O extrato EtOH 70% e a fragdo n-BuOH, assim como algumas amostras de interesse
purificadas a partir da fragdo n-BuOH foram analisadas por LC-MS/MS utilizando um HPLC
Shimadzu® Prominence com detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20A e acoplado a um
espectrdmetro de massas Bruker® Amazon com fonte de ionizagdo por eletrospray com
configuragdo ESI-IT-MS. Todas as amostras foram preparadas em concentracdo de 1 mg.mL*
e analisadas por um gradiente linear como método de eluicdo com uma fase movel composta
por agua acidificada com 0,1% de acido formico (solvente A) e metanol (B), de 5 a 100% (B)
em 45 min com vazdo de 1 mL.min"? utilizando coluna Luna® (250 x 4.60 mm, 5 um).

As seguintes condi¢des foram empregadas: tenséo capilar 4,5 kV; temperatura capilar
de 300 °C; tensdo offset da placa de extremidade de 500 V; pressdo do gas nebulizador 50 psi
(3,45 bar), gas secante (He) 10 L.min. Os espectros de massas foram adquiridos no modo
negativo na regido de m/z 50-1500 e processados no software Data Analysis Bruker Daltonik
GmbH (versdo 4.3). Para a identificagcdo e proposta estrutural dos compostos detectados foi
utilizada uma biblioteca de metabdlitos secundarios e uma base de dados de referéncia onlines
(KNApSACcK Core System, MoNA, HMDB e SciFinder®).

4. Resultados e Discussdes

A extracdo por percolacdo do extrato etanol 70% (EtOH 70%) utilizou 267,4 g de folhas
de S. lycocarpum, fornecendo 47,1 g de extrato EtOH 70% com rendimento de 17,6%.
Utilizando 19,9 g deste extrato, realizou-se o fracionamento por particdo liquido-liquido e
foram obtidos as fragdes hexano (Hex; 1,0 g, 5,4 %), acetato de etila (AcOEt; 4,0 g, 20,4%), n-
butanol (n-BuOH; 9,3g, 47,1%) e a fracdo restante foi denominada de aquosa (Aq). Todas as 4
fragdes passaram pelo processo de rotaevaporacdo ou liofilizagdo para facilitar o manuseio,
armazenamento e aumentar a protecdo contra fatores externos, como fungos, porém mesmo
apos liofilizacdo, a fragcdo aquosa continuou retendo &gua, pois a massa obtida para essa fracao
foram 27 g.

O extrato e suas fragdes foram analisados por CCD com a funcéo de identificar quais
classes de metabolitos estavam presentes em cada fragdo. A Figura 5 apresenta o perfil por

CCD realizada com os extratos obtidos.

27



Figura 5 - Analise por CCD dos extratos etanol 70%, n-butanol, acetato de etila e hexano.

Fase Estacionaria = silica gel; Fase Movel = CHCI3:MeOH:H>0 (43:37:20, v/v/v), revelador: anisaldeido/H2SOa.

Anisaldeido foi utilizado como agente revelador para a CCD, sendo este um revelador
universal que pode indicar diversas classes de metabdlitos secundéarios, portanto ndo €
especifico. Segundo Hotstettmann e Marston (1995), a coloracdo amarelo-alaranjada obtida
apos o uso de anisaldeido é um indicativo da presenca de flavonoides, portanto a analise da
CCD forneceu os primeiros indicios da presenca de flavonoides nas fracdes AcOEt e n-BuOH.
Ja no extrato n-hexano pode-se observar a presenca de compostos mais apolares de acordo com
o Rf apresentado sendo uma caracteristica para este tipo de substancias, no sistema de solventes
descrito na Figura 5.

4.1 Determinacao do perfil quimico do extrato EtOH 70% por meio de HPLC-PDA

e analise de espectros UV

O extrato EtOH 70% e suas fragdes AcOEt e n-BuOH foram submetidas a um processo
de clean-up por SPE antes de serem analisadas por HPLC-PDA e o material, apds seco e
verificado sua massa, foi solubilizado em MeOH:H20 (7:3, v/v) para obter solucdes de 10 mg
soluto/mL.

Foram tracados os perfis cromatograficos das fragdes AcOEt, n-BuOH e do extrato
EtOH 70% em duas colunas diferentes (Thermo® e Luna® analiticas), para comparacio das
bandas cromatogréaficas obtidas e posteriormente analise de seus respectivos espectros no UV.
A figura 6 mostra o gradiente linear do extrato EtOH 70% em coluna Thermo® monitorado em
254 nm, assim como 0s seus espectros no UV representativos. Os espectros no UV foram
comparados com os da literatura possibilitando sugerir a classe de metabolitos presentes no
extrato e nas fracdes (MABRY, 1980).
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Figura 6 - Perfil cromatografico por HPLC-PDA do extrato etanol 70% das folhas de S. lycocarpum
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Coluna Hypersil gold Thermo® (250 x 4.60 mm, 5 micron). Vazdo de 1 mL.min%. Gradiente linear de
5% a 100% MeOH, 60 min a 254 nm com espectros no UV dos picos representativos.

A analise por UV dos picos representativos do cromatograma obtido por HPLC-PDA
do extrato EtOH 70% (Figura 6) sugere a presenca de compostos fenolicos (picos 1 e 2), no
entanto os picos 3, 4 e 5 sugerem a presenca de flavonoides. Os flavonoides séo reconhecidos
por apresentarem a Banda Il, com maximos na faixa espectral de 240-290 nm, atribuida ao anel
A e da Banda I, com méaximos na faixa espectral de 300-390 nm, atribuida ao anel B (HUBER;
RODRIGUES-AMAYA, 2008; MERKEN; BEECHER, 2000).
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Figura 7 - Perfil cromatogréafico da fracdo n-butanol das folhas de S. lycocarpum.
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Coluna Hypersil gold Thermo® (250 x 4.60 mm, 5 micron). Vazdo de 1 mL.min%. Gradiente linear de 5% a

100% MeOH, 60 min a 254 nm com espectros no UV dos picos representativos.

O cromatograma da fracdo butandlica (Figura 7) mostra a presenca de diversos

compostos de diferentes polaridades, nos quais 0s picos 2, 3, 5 e 6 sugerem a presenca de

flavonoides de acordo com seu espectro UV. Entretanto, os picos 1 e 4 sugerem a presenga de

acidos fendlicos (RODRIGUES, 2007).
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Figura 8 - Perfil cromatografico da fragdo acetato de etila das folhas de S. lycocarpum.
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Coluna Hypersil gold Thermo® (250 x 4.60 mm, 5 micron). Vazdo de 1 mL.min. Gradiente linear de 5% a

100% MeOH, 60 min a 254 nm

com espectros no UV dos picos representativos.

Na Figura 8, observa-se o cromatograma da fragcéo acetato de etila com os respectivos

espectros UV dos picos majoritarios. O pico 2 sugere a presenca de um flavonoide, assim como
os picos 3, 4 e 5 (HUBER; RODRIGUES-AMAYA, 2008; MERKEN, BEECHER; 2000). Ja o

31



pico 1 indica a presenca de um composto muito polar que, de acordo com o espectro UV, sugere
a presenca de um acido fendlico (MABRY, 1980).

As analises dos picos representativos obtidos nos cromatogramas do ext EtOH 70% e
de suas fracGes n-BuOH e AcOEt revelaram a presenca de compostos fendlicos, principalmente
flavonoides, portanto o estudo foi direcionado para identificagdo desta classe de substancias.
Observou-se, também, que a fracdo AcOEt (4,0 g) apresentou perfil nos espectros de UV
majoritariamente de flavonoides. Porém devido ao baixo rendimento de massa obtido, a fracao

n-BuOH (9,3 g) foi selecionada para prosseguimento dos estudos.
4.2 ldentificacdo de metabdlitos por HPLC-PDA (Coinjecdo de padrdes)

As 5 solucgdes preparadas foram injetadas em HPLC-PDA analitico para obtencdo do
gradiente linear conforme método descrito no item 3.4. As solu¢Bes com os padrdes também
foram injetadas no mesmo método para analise comparativa com o branco e com o
cromatograma da solugdo com padréo. A obtencdo dos cromatogramas “branco” e das solugdes
com padrdes coinjetados permitiu comparar os perfis cromatograficos do extrato n-butanol das
folhas de S. lycocarpum apresentados nas Figuras 9-10.

Analisando-se a Figura 9, é possivel observar o aumento da intensidade do pico 1 no
cromatograma de coinjecdo da rutina (B). Além disso, o tempo de retencdo € o mesmo
apresentado no cromatograma do padrdo de rutina (C) com tempo de 31 min. Portanto,
confirma-se a presenca de rutina no extrato n-BuOH. Ja a analise da Figura 10 revelou que ha
um aumento na intensidade do pico 2 no cromatograma da coinjecéo de quercetina (B) quando
comparada com o cromatograma do branco (A). Para corroborar com esse fato, nota-se que o
tempo de retencdo da quercetina isolada (C) é igual ao tempo de retencdo do pico 2 que ocorre
em 37 min. Além disso, a rutina ja identificada é um derivado glicosilado da quercetina,
portanto, era esperado encontra-la na mesma fragéo (n-BuOH).

A quercetina é um flavonoide com uma enorme gama de atividades farmacologicas e
atua suprimindo a tolerancia a glicose, reduzindo o colesterol e triglicérides no plasma,
aumentando a atividade da glucoquinase hepatica e aumentando a liberacéo de insulina em ratos
diabéticos (GAIKWAD et al, 2012; GAIKWAD; MOHAN e RANI, 2014). A rutina, sendo um
derivado diglicosilado da quercetina, também apresenta estas atividades em testes realizados in
vitro e in vivo e, também, outras atividades bioldgicas mais especificas como melhorar os
sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos associados com doencas hemorragicas
ou de hipertensédo, por promover a normalizacéo da resisténcia e permeabilidade da parede dos
vasos. Além disso, sintomas de fragilidade capilar também sdo atenuados, entre eles, a perda
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da acuidade visual e alteragdes do campo visual (PATHAK, et al., 1991; MARQUES-BECHO,
et at., 2009; GAIKWAD; MOHAN e RANI, 2014).
Figura 9 - Perfis cromatogréaficos do: A) extrato n-butanol branco, B) coinje¢do da rutina no extrato n-BuOH, C)

do padréo de rutina.
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Coluna Luna® Cig (250 x 4.60 mm, 5 micron). Vaz&o de 1 mL.min. Gradiente linear usando H,O (solvente A) e
MeOH (B) com método 5% a 100% B, 60 min a 254 nm.

Figura 10 - Perfis cromatogréaficos do: a) extrato n-butanol branco, b) extrato n-butanol com coinjecao de padrédo
de quercetina das folhas de S.lycocarpum, c) do padrdo de quercetina.
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Coluna Luna® Cig (250 x 4.60 mm, 5 micron). Vaz&o de 1 mL.min. Gradiente linear usando H,O (solvente A) e
MeOH (B) com método 5% a 100% B, 60 min a 254 nm.

Os resultados obtidos para os outros dois padrGes de flavonoides utilizados para
coinjecdo (miricetina e luteolina) mostraram resultados negativos na fragdo n-BuOH e quando
foram testados na fracdo AcOEt ndo mostraram resultados satisfatorios, portanto concluiu-se
que esses flavonoides ndo se encontram na fragdo n-BuOH obtida a partir do extrato EtOH 70%
das folhas de Solanum lycocarpum.

Sendo assim, utilizar a técnica de coinjecdo se mostrou viavel na identificagdo de
substancias sem a necessidade de isolamento e purificacdo. Além disso, a quercetina e a rutina

foram reportadas em diversas espécies do género Solanum (SILVA; CARVALHO, 2003).

4.3 Fracionamento da Fragdo n-BuOH

Apos analisar o perfil quimico obtido por UV da fragdo n-BuOH e analisar os resultados
obtidos a partir da técnica de coinjecdo utilizando HPLC-PDA, decidiu-se fracionar a fracéo n-
BuOH utilizando cromatografia de permeacdo em gel (GPC) para concentracdo das fracdes
ricas em flavonoides e posterior purificacdo.

Primeiramente, 3,0 g do extrato foram dissolvidos em 9,0 mL de solu¢gdo MeOH:H,O
7:3 (v/v). Depois, a mistura foi homogeneizada em vortex até completa dissolugdo e em seguida
centrifugada para eliminacdo de particulas solidas. O sobrenadante foi aplicado no topo de uma
coluna (90cm x 3cm) contendo resina empacotada Sephadex LH-20. Utilizando solucgédo
MeOH:H-0 (1:1, v/v) como fase mdvel a uma vazdo de 2mL.min, foram recolhidas fracdes
com aproximadamente 4 mL em coletor automético sendo obtidas, no total, 129 fra¢bes (Figura
11). A andlise por CCD das 129 fracbes permitiu reuni-las em 14 fracdes de acordo com a
coloracdo e valores de Rf observados. A Figura 12 mostra as CCDs nesse sistema de fase mével.
Ap0s a analise das CCD’s, juntaram-se as 129 fragdes segundo a Tabela 1 e as massas dessas
14 novas fragdes estdo resumidas na Tabela 2.
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Figura 11 - Imagens da coluna durante a GPC em Sephadex LH-20. A imagem da esquerda representa 15 minutos

Figura 12 - Andlise por CCD das 129 fracfes obtidas ap6s a cromatografia por permeacdo em gel em Sephadex
LH-20. Fase Estacionaria de silica gel; Fase Mdvel = CHCI;:MeOH:H,0 (43:37:20, viviv), revelador:
anisaldeido/H,SOsa.

Tabela 1 - Juncdo das 129 fracBes obtidas (segunda linha) em 14 novas fracoes.

Fr Fr Fr Fr Fr Fr Fr Fr Fr
Fril | Frll Frv FrX | FrXI
1 v Vi VIL | VI | IX 125 | Xl | 129
1- 17- | 30- | 44- |50- |59- |68 |72- |99- |106- |112- 126-
125 129
16 | 29 43 49 58 67 71 98 105 | 111 124 128
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Tabela 2 - Massas de cada fracdo obtidas pela cromatografia por permeacéo em gel.

Fracéo

(I Il v | V VI (v vIE | IX | X | XIE | 125 | X | 129
(Fr.)
Massa
() 10,7 (373,7|727|150|211,7| 23 | 720,1 | 52,5| 18,6 | 352 | 26,7 | 29 9
mg

A fracdo XIII continha flavonoides de baixa massa molecular, uma vez que esta técnica
separa 0s compostos por tamanho, sendo que os Ultimos a eluirem sdo 0s compostos menores
que ficam mais retidos nos poros da fase estacionaria (Sephadex LH-20), ou seja, de menor
massa molecular. Otimizou-se o método de anélise do cromatograma em HPLC-PDA Analitico
para um método isocratico 40% MeOH em 30 min para obter melhor resolucdo e separacéao
entre as bandas para posterior injecdo em HPLC-Semi-preparativo. Seu cromatograma
otimizado esté abaixo na Figura 13.

Figura 13 - Cromatograma por HPLC-PDA da fragdo Xl da fracdo n-BuOH das folhas de S.lycocarpum.

FR. 126 otimizada — 254 nm

600000 |

400000 7

Intensity [uV]

200000

T T T T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Retention Time [min]

Coluna Hypersil Gold C18 Thermo ® Cis (250 x 4.60 mm, 5 micron). Vazédo de 1 mL.mint. Método isocratico

40% B usando H,O como solvente A e MeOH como solvente B em 30 min a 254 nm.

Apbs a analise, decidiu-se injetar 27 mg da fragdo XIII em uma coluna Luna® Semi-
preparativa (250 mm x 10 mm, 5 micron) na concentragdo de 10 mg/100 pL. Foram realizadas
coletas de amostra em determinados tempos: 3 min (Amostra SL_1); 6min (Amostra SL_2); 10
min (Amostra SL_3); 13 min (Amostra SL_4); 18 min (Amostra SL_5); 20 min (Amostra
SL_6); 22 min (Amostra SL_7); 25 min (Amostra SL_8). As respectivas massas obtidas apds
injecdes em HPLC Semi-preparativo estdo resumidas na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores de massas obtidos para cada amostra da fragédo XIII.

Amostra SL1 |SL2[SL3 [SL4[SL5 |SL6|SL7 |SL8
Massa (mg) 02 |03 |03 |22 |06 |07 |07 o1
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As fragOes n-butanolica SL_4 - 7 foram analisadas por RMN mono e bimensionais,
discutidas no item 4.4,

4.4 ldentificacdes dos flavonoides da fracao n-butanolica das folhas de S.

lycocarpum por RMN

Como discutido no item 4.3, o fracionamento da fracdo n-BuOH por Sephadex LH-20
forneceu a fragdo XIII que foi re-fracionada em HPLC Semi-preparativo e forneceu as fragoes
SL_4 — 7 que foram analisadas por RMN e por MS. As respectivas massas obtidas para estas
fragdes estdo resumidas na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de massas obtidos para as fracbes SL_4, SL_5,SL _6e SL 7.
Amostra SL 4 |SL5 |SL6 |[SL 7
Massa (mg) | 2,2 0,6 0,7 0,7

A Fragdo SL_4 proveniente da fracio n-BuOH mostrou no espectro de RMN *H (Figura

15) sinais referentes a uma mistura de flavonoides e, apds as analises dos espectros de RMN
mono e bidimensional, foi comprovada que as substancias sdo derivadas da quercetina (4a e
4b). Para a substdncia 4a, na regido dos hidrogénios arométicos foram observados
deslocamentos quimicos de hidrogénios acoplados em meta em 6 7,51 (J = 1,8 Hz, 1 H)
atribuidos aos H-2’ ¢ & 7,54 (J = 1,8; 8,4 Hz, 1 H) atribuido ao H-6’. J4 0 sinal em 6 6,82 (J =
8,4 Hz, 1 H) foi atribuido ao H-5" do anel B do flavonoide, comprovando que o anel B é
trissubstituido. Constantes de acoplamento (J) com valores entre 0,5 — 2,0 Hz indicam que 0s
hidrogénios estdo orientados em meta, enquanto valores entre 7,0 — 9,0 Hz indicam
acoplamento em orto (HARBORNE, 1996).

Os hidrogénios do Anel A foram observados em 6 6,19 (J = 1,8 Hz, 1 H) para H-6 e &
6,36 (J =1,8 Hz, 1 H) para o H-8, comprovando que o Anel A do flavonoide é tetrassubstituido.
Na regido entre & 4,5 e 5,4 foram observados os deslocamentos quimicos dos hidrogénios
anomeéricos. O deslocamento quimico em 6 4,38 (J = 1,2 Hz), aliado ao deslocamento quimico
dos hidrogénios de uma metila em 6 0,98 (J = 6,6 Hz, 3 H), foi atribuida a uma rhamnose com
configuracdo em . Estes dados foram corroborados com andlise do espectro TOCSY 1 D
(Figura 19). A rhamnose foi confirmada pela irradiacdo do sinal em & 4,38 que mostrou
transferéncia NOE para o sinal do hidrogénio 2 da rhamnose em 6 3,39, evidenciando que estes
dois hidrogénios estdo em equatorial e também pela irradiacdo dos hidrogénios em 6 0,98 que
mostrou transferéncia de coeréncia para os hidrogénios em & 3,05; 3,09 e 3,25, evidenciando
que estes encontram-se em axial (HARBORNE, 1996).
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Os sinais em 6 5,25 (J = 7,8 Hz, 1 H) foram atribuidos as hexoses com configuragdo em
B. Esta informacéo foi também conformada no espectro TOCSY 1 D (Figura 19) pois irradiacéo
dos hidrogénios em & 5,25 mostrou todos os sistemas de spins dos hidrogénios da glicose
(HARBORNE, 1996). O mapa de contorno HSQC (Figura 17) fornece as correlacdes a 1J de
'H-13C. (Tabela 5). O mapa de contorno HMBC (Figura 18), forneceu as correlagbes a2J e a %)
de H-13C, possibilitando avaliar as ligacdes dos glicosideos. O hidrogénio com deslocamento
quimico em 4 5,25 C (C-1”) apresentou correlagdo com o carbono (C-3) em & 133,2 da aglicona.
O hidrogénio anomeérico em & 4,38 (C1-1") apresentou correlagdo com carbono em 65,7 (C6”)
da glicose, comprovando a ligacdo (6 —»1) (AGRAWAL, 1989). O espectro MS/MS (Figura
20) evidenciou o ion da molécula desprotonada em m/z 609 [M-H]  comprovando que este
flavonoide é um diglicosideo. Também apresentou ions fragmentos em m/z 463 [M — 146 — H]
e m/z 301 [M — 162 — 146 — H]". Ent&o esta substancia é a quercetina-3-O-B3-D-glucopiranosil-
(6—1)-a-L-rhamnopiranosideo (Figura 14).

A outra substancia majoritéria (4b), em mistura nesta fracdo também é um derivado da
quercetina. A diferenca observada para esta substancia no espectro de RMN H e nos mapas de
contorno HMBC (Figuras 15 - 18) refere-se a ligacdo dos acUcares na posi¢do 3 do flavonoide.
Desta vez observou-se que o hidrogénio anomérico da rhamnose em 6 4,42 (J = 1,2 Hz, 1 H)
C-1"" apresenta correlagdo com o carbono em & 70,3 (C-2”) da glicose. O espectro de massas
desta substancia (Figura 20b) mostrou também o ion da molécula desprotonada em m/z 609 e
0s espectros MS/MS evidenciou as perdas de unidades de deoxihexose em m/z 609 [M — 146 —
H] e hexose gerando os ions m/z 463 e 301 [M — 162 — 146 — H]". Portanto este flavonoide foi
determinado como sendo quercetina-3-O-p-D-glucopiranosil-(2—1)-a-L-rhamnopiranosideo
(Figura 14) (AGRAWAL, 1989; HARBORNE, 1996).
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Figura 14 - Estruturas dos flavonoides em mistura na fracdo SL-4 da fracdo aquosa proveniente do extrato EtOH

70% das folhas de S. lycocarpum.
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Figura 15 - Espectro de RMN *H da Fragdo SL-4 (DMSO-d6, 600 MHz).

Joao_Pedro_SL_4.1.fid

6CcCT

S9S°CT \JAwo.H |

Figura 16 - Espectro de RMN *H(DMSO-d6, 600 MHz) — Regido 4,10-5,70 ppm e 0,8-1,1 ppm).
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Figura 17 - Mapa de Contorno HSQC Fracdo SL-4 — (DMSO-pg, 14,1 T).
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Figura 19 - TOCSY 1D da fracdo SL_4 com irradiacOes em 5,24; 4,32; 4,41; 5,27; 0,98; 1,16.
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Figura 20 - Espectro de massas (LC-MS/MS) da fracdo SL_4. Coluna Luna® Cig (250 x 4.60 mm, 5 micron).
Meétodo 5-100% MeOH 45 min. Vazdo 1ImL.min™.
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Tabela 5 - Deslocamentos quimicos de RMN 1H e 13C da mistura de flavonoides na fragdo SL-4.

4a 4b

Posicdo 'H (J = Hz) 13C 'H(J =Hz) 13C

2 - 157,1 157,1
3 - 133,2 133,2
4 - 178,0 178,0
5 - 161,3 161,3
6 6,19d (1,8) 99,2 6,19d (1,8) 99,2
7 - 164,9 162,9
8 6,36 d (L,8) 91,0 6,36 d (L,8) 91,0
9 - 157,0 157,0
10 - 104,5 104,0
1’ - 121,8 121,8
2’ 7,51d(1,8) 115,2 7,52d (1,8) 115,2
3’ - 145,2 - 145,2
4’ - 148,9 148,4
5 6,82 d (8,4) 115,1 6,80 d (8,4) 115,1
6’ 7,54d (8,4;1,8) 122,2 7,55d (8,4) 122,2
1” 5,25d (7,8) glc® 101,9 5,27 d (7,8) glc? 101,9
27 3.77 dd (7.8; 9.0) 74.9 3.37 dd (7.8; 9.0) 70,3
3” 3.69d (3,6) 73.7 3.40m 77.1
47 3.54m 68.4 3.01t(8.8) 70.7
5” 3.59m 73.6 3.29m 68.4
6” 3.51d (10.0 65.7 3.77 d (10.0) 66,0

3.32.d (10.0) 3.23d (10.0)

1" tha  4,39d(1,2) 100,9rha | 4,42d (1,2) 100,9
2 3.39 dd (0.7; 4.0) 68.4 3,41dd (1.2; 3.4) 70,2
3 3.25dd (9.0; 4.0) 70.5 3.28dd (3.4; 9.0) 75.8
47 3.09t (9.0) 70,7 3.08 1 (9.0) 71,6
5 3.27m 68,5 3.34m 67,7
6 0,98 d (6,6) 175 1,05 d (6,6) 17.7

(14,1 T, DMSO-d8).
Deslocamentos quimicos comparados com a literatura: HARBORNE, 1996 e AGRAWAL, 1989.
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A fracdo SL-5 apresentou uma mistura de flavonoides derivados do kaempferol e da
quercetina. Devido sua baixa massa e pela mistura apresentada, ndo foi possivel continuar com

o0 sua purificacdo e identificacdo estrutural.

A fragdo SL_6 proveniente da fragdo butandlica mostrou no espectro de RMN *H sinais
referentes a um derivado do kaempferol (Figura 21). Foram observados dois duplos dupletos (J
=9,0e 1,8 Hz, 2 H cada) em 6n 6,81 e 6+ 7,99 que foram atribuidos aos hidrogénios H-3°/5’ e
H-2°/6> respectivamente do anel B, comprovando que o anel B é dissubstituido. Os
deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios do anel A (H-6 e H-8) foram observados
em 6 6,12 e 6,35 (J = 1,8 Hz, 1 H cada). O sinal em & 5,25 (J = 7,8 Hz, 1 H) foi atribuido a
hexose com configuracdo em [, enquanto que o deslocamento quimico em & 4,34 (J = 1,2 Hz,
1 H) foi atribuido a uma deoxihexose com configuracdo o.. O deslocamento quimico em 1,01
(3 H, J = 6 Hz) foi atribuida a uma metila, confirmando que a deoxihexose é a rhamnose
terminal (HARBORNE, 1996).

O mapa de contorno HSQC (Figura 22) possibilitou atribuir os carbonos ligados aos
hidrogénios a 1J (Tabela 6). A analise dos TOCSY 1D (Figura 23) permitiram uma comparagao
dos deslocamentos quimicos da regido dos agucares desta fracdo com a literatura (AGRAWAL,
1989) confirmando que os acUcares sdo a glicose e rhamnose respectivamente ligados na
posicdo C-3 do flavonoide.

O espectro de massas no modo negativo desta substancia (Figura 24) apresentou o ion
da molécula desprotonada em m/z 593 comprovando que esta molécula é um diglicosideo do
kaempferol. A perda de 308 Da forneceu o ion da aglicona em m/z 285 e, além disso, ha uma
perda de 162 Da visto o sinal do ion m/z 447 evidenciando que uma glicose esta ligada a uma
rhamnose terminal. Portanto esta substancia é o kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosil-(6—1)-a.-

L-rhamnopiranosideo (Figura 25).
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Figura 22 - Mapa de Contorno HSQC Fracdo SL_6 — (DMSO-ps, 14,1 T).
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Figura 24 - Espectro de massas MS/MS do ion m/z 593 referente a fracdo SL_6.
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos de RMN *H e 13C da mistura de flavonoides na fragdo SL-6.

SL-6

Posicdo | TH (J = Hz) 13C

2 - 156,5
3 - 1343
4 - -

5 - 161,3
6 6,12d (L,8) 99,3
7 - 165,0
8 6,35d (L,8) 94,2
9 - 157,0
10 - 104,1
1’ - 121,3
2’ 7,99 dd (9,0; 1,8) 131,4
3’ 6,81 dd (9,0; 1,8) 1155
4 - 160,5
5’ 6,81 dd (9,0; 1,8) 1155
6 7,99 dd (9,0; 1,8) 131,4
1” 525dd (7,8) glc 102,5
27 3.33 dd (7.8; 9.0) 73,5
37 3.53d (3.6) 74,2
4” 3.54m 68,5
5” 3.46 m 74,6
6 3.32.d (10.2) 65.9

3.53d (10.2)

1 434d (1,2) rha | 100,5
2 3.04 dd (0.6; 4.2) 70,6
3 3.36 dd (9.0; 4.2) 72,6
47 3.34 1 (9.0) 73,3
5 3.30m 69,2
6 1,01 d (6,0) 18,4

14,1 T, DMSO-d6).
Deslocamentos quimicos comparados com a literatura:
HARBORNE, 1996 e AGRAWAL, 1989.



Figura 25 - Estrutura da substancia SL-6.

A fracdo SL-7 apresentou-se como uma mistura de flavonoides, onde no espectro de
RMN (Figura 27) o perfil da substancia majoritaria € idéntico ao composto SL-6.

As diferencas desta substancia para a SL-6 foram observadas no espectro de RMN onde
se observam os sinais de outro derivado do kaempferol (minoritéario), porém monoglicosildado,
denominado de SL_7b (Figura 27). Observa-se que os deslocamentos quimicos dos H-8 do
Anel A e H-2’/6" do Anel B sdo mais desblindados (6 6,42 e & 8,05 respectivamente). O
espectro de massas (Figura 30) apresentou o ion da molécula desprotonada em m/z 447,
comprovando que este flavonoide é um monoglicosideo do kaempferol e, também, mostrou
pico base em m/z 285. Juntamente com a analise do TOCSY 1D (Figura 29) irradiado em & 5,45
e do HSQC (Figura 28), esta substéncia foi determinada como sendo o kaempferol-3-O-§-D-

glucopiranosideo (Figura 26).

Figura 26 - Estrutura da substancia majoritaria da fragdo SL_7.
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Figura 27 - Espectro de RMN *H da substancia SL_7 (14,1 T, DMSO-ds). Regio estendida 5,0 - 8,5 Hz.
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Figura 28 - Mapa de Contorno HSQC Fragdo SL_7 (DMSO-pg, 14,1 T).
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Figura 29 - TOCSY 1D da fracdo SL_7b com irradiacdo em 5,45.
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Tabela 7 - Deslocamentos quimicos de RMN *H e 13C da mistura de flavonoides na fragdo SL_7.

7a 7b

Posicdo 'H (J=Hz) 15C H (J=Hz) 15C
Posicao 156,5

- 156,5 156,5
3 - 134,3 134,3
4 - - -
5 - 161,3 161,3
6 6,18 d (1,8) 99,3 6,19d (1,8) 99,3
7 - 165,0 165,0
8 6,39 d (1,8) 94,2 6,42 d (1,8) 94,2
9 - 157,0 157,0
10 - 104,1 104,1
I - 121,3 121,3
2’ 7,98 dd (9,0; 1,8) 131,4 8,04 dd (9,0; 1,8) 131,4
3’ 6,88 dd (9,0) 115,5 6,89 dd (9,0) 115,5
4 - 160,5 - 160,5
5 6,88 dd (9,0 115,5 6,89 dd (9,0 115,5
6’ 7,99 dd (9,0; 1,8) 131,4 8,04 dd (9,0; 1,8) 131,4
1” 5,30d (7,8) glc 102,5 5,45d (7,8) glc 101,5
2” 3.33dd (7.8; 9.0) 73,5 3,16 dd (7.8; 9.0) 74,6
3” 3.531(3.6) 74,2 3,22t 76,5
4” 3.54m 68,5 3,08 m (8.8) 70,7
5” 3.46m 74,6 3,08 m 78,0
6” 3.32d (10.2) 65.9 3.49d (10.1) 61,7

3.53d(10.2) 3.39d (10.1)
1 4,37d (1,2) rha  100,5 - -
2 3.04 dd (0.6; 4.2) 70,6 - -
3 3.36 dd (9.0; 4.2) 72,6 - -
4 3.34t(9.0) 73,3 - -
5 3.30m 69,2 - -
6 0,98 d (6,0) 18,4 - -

14,1 T, DMSO-d6).
Deslocamentos quimicos comparados com a literatura: HARBORNE, 1996 e AGRAWAL, 1989.



Figura 30 - Espectro de massas da fracdo SL_7: a) MS/MS SL_7a m/z 593; b) MS/MS SL_7b 447.
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4.5 Estudos da Fragao n-BuOH por LC-MS/MS

Diversos flavonoides sdo isomeros de posicdo e/ou estereoisdmeros com diferentes
padrdes de substituicdo, portanto possuem polaridade e solubilidade muito parecidas, o que faz
com gue essas substancias acabem coeluindo durante uma cromatografia liquida (STOBIECKI
et al, 2010). Portanto, métodos tradicionais de isolamento e purificacdo por cromatografia
liquida (HPLC, UPLC) para posterior elucidagdo estrutural por espectroscopias de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) podem ser comprometidas.

MS/MS ou MS? ou tandem mass spectrometry é um método alternativo a esse problema
e envolve pelo menos duas etapas de analise de massas sendo que na primeira etapa ocorre a
selecéo do fon precursor (MS?) que sera fragmentado novamente, por exemplo, por colisio com
gés (N2, He, Ar) e ira gerar os ions produtos (MS?) (HOFFMANN; STROOBANT, 2008). Este
método possui alta especificidade e sensibilidade, sendo que os analitos podem ser medidos em
misturas complexas de acordo com sua fragmentacao, ou seja, pela analise dos ions precursores,
ions produtos e perda neutra (PIRAUD et al, 2018). Além disso, essa técnica envolve um rapido

preparo de amostra e baixo consumo devido sua alta sensibilidade e ndo requer varias etapas de
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preparo de amostra 0 que a torna mais viavel em relacdo a outros métodos analiticos (QIN et
al, 2017).

Uma fonte de ionizagcdo muito utilizada na determinacéo de flavonoides é Electrospray
lonization (ESI). Apoés aplicacdo da amostra na fonte de ionizacdo, a solucdo/mistura
atravessara o capilar e, quando chegar a saida deste, sofrera a agdo de um forte campo elétrico
que ira induzir o acumulo de cargas no liquido, gerando goticulas carregadas que sao
submetidas a um gas secante para remoc¢do do solvente. Essa técnica pode ser aplicada tanto
para compostos polares quanto para apolares, principalmente para ionizar substancias sensiveis
a degradacédo térmica (HOFFMANN; STROOBANT, 2008).

Pilon e colaboradores (2019) utilizaram cromatografia liquida combinada com
espectrometro de massas equipado com uma fonte de ionizagédo por eletrospray (HPLC-ESI-
MS) como uma maneira de caracterizar estruturalmente os flavonoides e reportaram que essa
técnica esta sendo muito utilizada para esse fim. A literatura reportou andlises para flavonoides
mono-, di-, tri- e treta-glicosideos (QIN et al, 2017).

A caracterizacdo da fracdo butanolica utilizando LC-ESI-MS/MS de baixa resolucao,
acoplado a um sistema de separacdo, como o HPLC, permite obter seletividade e certa
sensibilidade para obter informacdes estruturais de um extrato vegetal, que é considerado uma
matriz bioldgica complexa (RODRIGUEZ-ALLER et al., 2013; WOLFENDER et al., 2015).
Auxiliado pelo software DataAnalysis 4.3 e utilizando dados da literatura e bibliotecas de
metabolitos (KNApSACK®) e de espectros de massas (MoNA, HMDB), € possivel analisar 0s
espectros, anotar as substancias e propor parcialmente as estruturas dos compostos presentes na
fracdo n-BuOH, mas ainda assim, fornece informacGes Uteis para caracterizar um perfil
quimico.

O perfil quimico obtido por LC-MS/MS da fracdo butandlica e de duas fracdes obtidas
pelo Sephadex LH-20, Fr. 1l e Fr. IV (Figura 31) permitiram a anotacdo dos ions das moléculas
desprotonadas [M-H]" nos espectros de massas de primeira ordem (MS?).

Uma analise minuciosa do espectro de ESI-MS/MS permitiu propor os padrdes de
fragmentacdo de compostos fendlicos na fragdo n-BuOH proveniente do extrato EtOH 70%.
Estudando-se os padrbes de fragmentacdo individual de cada ion foi possivel diferenciar e
determinar o grau de glicosilagdo das substancias anotadas pela andlise das perdas
caracteristicas de unidades glicosidicas.

Foi reportada na literatura que é possivel evidenciar o grau de glicosilacéo e a natureza

glicosidica pela andlise dos padrbes de clivagem da ligacdo O-glicosidica. Os atomos de
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hidrogénio do grupo hidroxila nas posi¢des C-3, C-5 e C-7 da aglicona do flavonoide sofrem
um rearranjo com a unidade de agucar, seguidas pela eliminacdo de monossacarideo com perdas
de massa de 162 Da (hexose), 146 Da (deoxihexose) e/ou 132 Da (pentose) como ocorre na
Figura 32.A. Este tipo de fragmentacgdo é chamada de Y (SILVA, 2016; VUKICS; GUTTMAN,
2008). Quando dois, ou mais, acUcares estdo ligados entre si (di-, tri-, tetrassacarideos), eles
podem sofrer as clivagens descritas acima, mas também sofrem uma clivagem minoritéaria que
libera a molécula de agUcar inteira (ion Zj), com perdas de massa de 180 Da (hexose), 164 Da
(deoxihexose) e/ou 150 Da (pentose), visto na Figura 32.B (VUKICS; GUTTMAN, 2008;
CABRERA, 2006; CUYCKENS; CLAEYS, 2004).

Figura 31 - Perfil cromatogréafico por LC/MS das fracdes obtidas a partir do extrato etanol 70% das folhas de S.

lycocarpum: A) Fragdo n-BuOH; B) Fragéo I11; C) Fragdo IV. Coluna Luna® (250 x 4.60 mm, 5 micron).
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Figura 32 - Padrdo de fragmentacdo para moléculas O-glicosiladas com o rearranjo de hidrogénios.
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Fonte: Modificado de CUYCKENS; CLAEYS, 2004 e VUKICS; GUTTMAN, 2008.
A posicéo dos glicosideos nos flavonoides pode ser sugerida de acordo com a analise

da intensidade dos sinais dos ions produtos da molécula desprotonada da aglicona, em que 0s
flavonoides 3-O-glicosilados apresentam uma abundancia relativa dos ions produtos superiores
a dos ions produtos formados decorrentes da fragmentacdo de flavonoides 7-O-glicosilados,
como ocorre com a substancia 1 (VUKICS; GUTTMAN, 2008). Além disso, os ions produtos
formados podem caracterizar fragmentos de flavonoides O-diglicosilados e di-O-glicosilados,
permitindo a diferenciacdo de ligacbes interglicosidicas (SILVA, 2016; ZANATTA et al,
2017).

A partir da andlise do espectro LC-MS/MS obtido foram observados os padrdes de
fragmentacdo de certos picos e algumas substéncias foram anotadas. Com isso, foram
observadas 19 substancias divididas em 2 classes de metabdlitos: as substancias 1-7 e 15-17
sdo flavonoides enquanto as substancias 8-14 foram anotadas como sendo saponinas. Os
padrbes de fragmentacdo de cada substancia, assim como seu tempo de retencdo (tr) e ions
moleculares desprotonados estdo dispostos na Tabela 7. Os espectros de massas LC-MS/MS
das substancias 1-8 obtidas a partir da fracdo n-BuOH estdo dispostos na Figura 34 e 0s
espectros encontrados na literatura para comparagao das substancias 1-7 estdo na Figura 35. As
estruturas moleculares das substancias anotadas 1-10 estdo dispostas na Tabela 8.

A andlise do espectro de massas da substancia 1 (Figura 34.1) permitiu observar o pico
base em m/z 593, sendo o ion da molécula desprotonada [M — H] observado em m/z 755 (12%).
O ion com m/z 285 (10%) confirma que sua aglicona é de um kaempferol. O padrdo de
fragmentagdo mostra 3 clivagens principais, revelando a presenga de um derivado do
kaempferol triglicosilado. O ion da molécula desprotonada em m/z 755 sofre uma clivagem
fornecendo o ion m/z 593 com liberacdo de uma molécula de hexose [M—-162—H]". Dados da
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literatura (VUKICS; GUTTMAN, 2008) apontam que essa hexose esteja isolada dos outros
agucares em uma posicéo diferente na aglicona, potencialmente na posi¢cdo C-3, dado a alta
intensidade do fon produto. E observada a perda de 308 Da em m/z 593 para 285 (5%) [M—162—
308-H] e esta informacéo, segundo Vukics e Guttman (2008), sugerem que dois agucares estdo
ligados entre si e que hd uma deoxihexose terminal, visto que ha uma outra fragmentacdo com
perda de 146 Da gerando o ion fragmento m/z 447 (8%) [M—-162-146—H]". Portanto, o padrao
de fragmentacdo permitiu anotar essa substancia como sendo o Kaempferol-3-O-hexose-7-O-
hexose-deoxihexose.

O padréo de fragmentacéo da substancia 2 apresentou alguns fragmentos, como seu pico
base em m/z 447, o ion da molécula desprotonada em m/z 609 e a aglicona em m/z 285 (54 % e
34 % respectivamente). Seu padrdo de fragmentacao pode ser visto na figura 34.2, cuja analise
revelou que as clivagens geram perdas iguais de massa de 162 Da, quando ocorre clivagem de
m/z 609 gerando o fragmento m/z 447 [M-162-H] e de m/z 447 gerando m/z 285
[M-162-162—-H]". Isso indica que ha a presenca de dois acucares ligados em posices
diferentes, pois pela técnica da espectrometria de massas de baixa resolugdo, as hexoses
possuem massas iguais e irdo gerar fragmentos com a mesma relagdo m/z, ndo importando onde
ocorra a clivagem e, por conta disso, 0 pico base em m/z 447 possui alta intensidade. Sendo
assim, essa substancia foi anotada como sendo o Kaempferol-3,7-O-dihexose. Porém uma
substancia semelhante ja foi reportada no género Solanum na base de dados KNApSAcK e seu
padrdo de fragmentacdo é semelhante, sendo esta 0 Kaempferol-3,7-O-4-D-diglucopiranosideo
(FERRERES et al, 2005).

A analise do espectro da substancia 3 (Figura 34.3) revelou um derivado diglicosilado
do kaempferol, devido ao pico em m/z 285 (72%) com pico base em m/z 609. Seu padréo de
fragmentacéo revelou a perda de 324 Da, correspondente a duas unidades de hexoses que estéo
ligadas entre si, dado que a clivagem majoritaria elimina os dois acucares juntos. Um sinal em
m/z 447 (35%) [M—162—H] e outro em m/z 429 (ion Z1 — 29%) [M-180—-H] confirmam a
presenca de duas hexoses ligadas entre si. Sendo, assim essa substancia foi anotada como
Kaempferol-3-O-hexose-hexose. Uma substancia analoga encontrada na literatura e no género
Solanum é o Kaempferol-3-O-sophorosideo (Figura 35.3) (LLORACH, 2003).

O espectro de massas da substancia 4 (Figura 34.4) mostrou um derivado do kaempferol
monoglicosilado visto pico base em m/z 285. E observada uma clivagem de 162 Da a partir de
m/z 447 (53%) [M-162—H]". Portanto essa substancia possui uma hexose e foi anotada como

Kaempferol-3-O-hexose. Diversos andlogos foram reportados anteriormente no género, como

56



0 Kaempferol 3-glucosideo ou Astragalina e seu padrdo de fragmentacdo encontrado na

literatura esta na Figura 32.4 (AN et al, 2013).

A substancia 5 revelou ser um derivado metoxilado de flavonoide, visto que o padrdo

de fragmentacdo destes compostos estdo bem descritos na literatura. Quando analisados por

electrospray, estas moléculas apresentam perdas concomitantes de 15 e 29 Da, referidos aos
radicais *CH3z e *HCO gerando rearranjo nos anéis (ZANATTA, 2017) (Figura 33).

Figura 33 - Padrdo de fragmentacdo de flavonoides metoxilados desprotonados.
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Fonte: Modificado de ZANATTA, 2017.

A analise do espectro de massas da substancia 5 (Figura 34.5) mostrou perdas de 15 Da
de m/z 315 para m/z 300 (37 %) [M—H-15] e de 29 Da [M—H-15-29] formando o ion m/z 271
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(11 %), comprovando a metoxilagcdo do composto. Além disso, revelou o pico base em m/z 315
Da e 0 ion da molécula desprotonada em m/z 623 (88 %) que sofre uma clivagem com perda de
massa de 308 Da referente a duas unidades de acucar [M—H-308], sugerindo, também, dois
acucares ligados entre si. Além disso, a perda de 146 Da fornece o ion em m/z 477 (3%) e
comprova que ha uma deoxihexose terminal. Sendo assim, essa substancia foi anotada como
Metoxiquercetina-3-O-hexose-deoxihexose e, apos comparagdo com dados da literatura (Figura
35.5) (INBARAJ, 2010), foi encontrado uma substadncia com padrdo de fragmentagéo
semelhante, sendo esta a Isorhamnetina-3-O-rutinosideo, ja identificada anteriormente no
género Solanum.

As substancias 6 e 7 (espectros nas Figuras 34.6 e 34.7) apresentam o mesmo padréao de
fragmentacdo, porém possuem agilconas diferentes (quercetina e kaempferol, respectivamente),
visto que a substancia 6 possui um sinal em m/z 301 (91 %) e a 7 possui pico base em m/z 285.
Ambas apresentam perda de 308 Da partindo dos ions moleculares desprotonados (pico base
em m/z 609 e ion m/z 593, respectivamente) até a aglicona. Possuem uma deoxihexose terminal
devido a perda de 146 Da seguida pela perda de 164 Da e, portanto, podem ser consideradas
ambas rutinosideos. Estas substancias ja foram reportadas no género Solanum e s&o,
respectivamente, quercetina-3-O-rutinosideo e kaempferol-3-O-rutinosideo. A rutina ja foi
identificada neste trabalho no item 4.2 e o derivado do kaempferol foi identificado na literatura
por Ferreres e colaboradores (2005). Ambos os espectros de massas encontrados na literatura
podem ser vistos nas Figuras 35.6 e 35.7.

A substancia 8 foi identificada como sendo o Lyconosideo Ill mesmo sem ter sido
encontrado um padrdo de fragmentacao por MS na literatura. 1sso se deve porque esse composto
ja foi identificado anteriormente por Nakamura e colaboradores (2008) na espécie Solanum
lycocarpum. A analise do padrdo de fragmentacdo obtido por LC-MS/MS observado na Figura
31.8 revelou ser compativel com o Lyconosideo I1l. Essa molécula possui tanto uma hexose
guanto uma deoxihexose terminais, podendo gerar perdas de 162 Da ou 146 Da. A analise dos
espectros possibilita inferir inicialmente a eliminacao dos agUcares, ou seja, se houver perda de
162 Da, observa-se na sequencia outra perda de 146 Da e vice-versa. Apés perder 308 Da, é
observado um sinal em m/z 591 (7%). A analise minuciosa revelou também um sinal em m/z
429, porém com baixa intensidade (1 %) e seria o sinal da sapogenina, porém néo foi
considerado.

A andlise dos espectros MS? dos compostos 9 e 10 (Figura 36) revelaram que eles podem

ser derivados da substancia 8 com uma unidade a mais de agucar, porém ndo foram encontrados
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os padrdes de fragmentacgdo. Estas substancias foram também identificadas nas trés fracbes (n-
BuOH, Fr. 1ll e Fr. 1V) com os mesmos tempos de retencdo e muito proximas ao pico do
Lyconosideo 111 (Figuras 31.A - C).

A andlise da Figura 36 evidenciou a adi¢cdo de uma unidade deoxihexose na substancia
9 enquanto a substancia 10 possui adi¢do de uma hexose. A substancia 9, com ion da molécula
desprotonada em m/z 1045 com intensidade de 40 % e pico base em m/z 899, teve seus
fragmentos analisados que possibilitaram identificar duas deoxihexose ligada a uma hexose,
visto que ha duas perdas seguidas de 146 Da, gerando o pico base em m/z 899 e outro sinal em
773 (40 %) [M—H-146-146] . Outra possibilidade de clivagem foi encontrada, visto um sinal
em m/z 737 (2 %) na qual ocorre a clivagem de uma unidade deoxihexose seguida pela clivagem
de uma hexose [M—H-146-162]". Ambas as clivagens séo seguidas de um sinal em m/z 591 (4
%), demonstrando a mesma fragmentacdo. O mesmo raciocinio pode ser aplicado para a
substancia 10 que possui ion da molécula desprotonada com m/z 1061 havendo possibilidade
de perder 162 Da inicialmente, dada a adicdo de uma hexose terminal.

Sendo assim, os compostos 1, 2, 3, 4 e 7 sdo derivados do kaempferol enquanto os
compostos 5 e 6 sdo derivados da quercetina. J& 0s compostos 8, 9 e 10 sdo saponinas derivadas
do Lyconosideo Ill. As estruturas moleculares dos compostos anotados 1-10 obtidas pela

analise dos espectros MS? estdo dispostas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Substancias anotadas com seus ions moleculares desprotonados, fragmentos e tempos de retencéo.

tr

] [M-HT Ms? Substancia Amostra Referéncia
(min)
Kaempferol-3-O-hexose-7- Proposta do
1 18,8 755 593, 447, 285 i Fr. n-BuOH
hexose-deoxihexose autor
Ferreres,
2 19,1 609 447, 285 Kaempferol-3,7-O-hexose Fr. n-BuOH 2005
3 23,4 609 447, 285 Kaempferol-3-O-hexose-hexose Fr. n-BuOH Llorach, 2003
4 26,8 447 285 Kaempferol-3-O-hexose Fr. n-BuOH An, 2013
477, 315, 300, 3’-Metoxiquercetina-3-O- .
5 27,3 623 ) Fr. n-BuOH Inbaraj, 2010
271, 255 hexose-deoxihexose
Quercetina-3-O-hexose- Ferreres,
6 29,7 609 463, 301 i Fr. 1V
deoxihexose 2005
Kaempferol-3-O-hexose- Ferreres,
7 30,8 593 447, 285 . Fr. n-BuOH
deoxihexose 2005
3,12-hidroéxi-espirostano-3-0O- Nakamura,
8 37,2 899 753, 737,591 . Fr. n-BuOH
hexose-hexose-deoxihexose 2008
Derivados Lyconosideo 111
3,12-hidroéxi-espirostano-3-0O-
899; 881; 753; . Proposta do
9 36,9 1045 hexose-hexose-deoxihexose- Fr. n-BuOH
737; 591 . autor
deoxihexose
3,12-hidroéxi-espirostano-3-0O-
899; 881; 753; Proposta do
10 36,9 1061 hexose-hexose-hexose- Fr. n-BuOH
737; 591 . autor
deoxihexose
Tragos encontrados de saponinas (11-14) e flavonoides (15-17)
Solasodina-3-0O-hexose-hexose- Nakamura,
11 32,4 882 720; 574 . Fr. 11
deoxihexose 2008
Solasodina-3-0O-hexose- Nakamura,
12 32,8 866 720; 574 ) ) Fr. I
deoxihexose-deoxihexose 2008
12-hidréxisolasodina-3-O- Nakamura,
13 35 898 736; 590 . Fr. I
hexose-hexose-deoxihexose 2008
12-hidroxisolasodina-3-O-
) Nakamura,
14 35,2 882 736; 590 hexose-deoxihexose- Fr. I 2008
deoxihexose
Quercetina-3-0O-deoxihexose- Proposta do
15 18,9 609 447; 301 Fr. 1V
hexose autor
. Proposta do
16 27,5 463 301 Quercetina-3-O-hexose Fr. 1V
autor
Kaempferol-3-O-deoxihexose- Proposta do
17 30,6 593 431; 285 Fr. n-BuOH
hexose autor
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Figura 34 - Espectros de massas LC/MSMS obtidos para as substancias da fracdo BuOH: 1) substancia 1; 2)
substancia 2; 3) substancia 3; 4) substancia 4; 5) substancia 5; 6) substancia 6; 7) substancia 7; 8) Substancia 8.

Coluna Luna® Cis (250 x 4.60 mm, 5 micron). Método 5-100% MeOH 45 min. Vazdo 1mL.min™,

Intens. . Tnt
10" 1 593.36 MES2(755.44), 15.8min #1351 «10° | MS2(609.45),19.1min #1415 447.30 2
1.0 1
0.8 3
o 208 D 609.37
2 . -162Da -162 Da
T
0.4 -162Da _146 Da -162 Da 285.15
1
489.32
021 755.44
285.16 44730 327.27
" | . J‘J \ I ‘
- 200 a0 600 800 1000mz 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 miz
Intens. Intens.
<y’ | MS2(609.44),23 4min #1737 609‘.33 3 <105 | MS2(447.31),26.8min #1991 285.14 4
5 6
28515 X
-324 Da
3 -162 Da : -162 Da 4 447.29
447.29 ’ 1620
2 429.29 255.08
z 327.22
'] 255.09|327.24 !
0 o {\ A ] ..qu " iy b I
200 250 300 330 400 430 500 550 600 650 miz 100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Inten: Intens.
4 315.18  MS2(623.36),27.3min #2029 e “MS2(609.41),29.Tmin #2179 609.35
10 5 12 6
623.35 301.11
s 1.0
. -60 Da -308 Da
| 08
-44 D. - -
— 162Da , -146Da -162Da__,  -146Da
3 0.6 T
300.15
2 -29 Da k,-lS Da 0.4
1 271.11 0.2
357.28 271.06 343.23
255.0|6 | { 477.29 604-9'7 L 463,20
1 al 4 1 " 14 il ! n 1 n P
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 myz OO0 20 300 330 4e0 450 S00 50 600 60 mvz
Tntens, Intens.
<10t 285.12 MS2(593.40), 30.8min #2288 7 o | MS2(899.83),37.2min #2757 753.68 8
8 5
593.32 -146 Da-162 Da
41 A
67 -308 Da 162 Da -146 Da
R a-
]
-162Da -146 Da ? 899.74
- } »
51
! 447.24 1
257.02 I 591.61
P P T P e ’ 200 400 600 800 1000 1200 wiz

61



Figura 35 - Espectros de massas obtidos da literatura relativos as substancias 1 a 7.
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Figura 36 - Espectros de massas LC/MSMS obtidos para as substancias da fracdo BuOH: 8) substancia 8; 9)
substancia 9; 10) substancia 10. Coluna Luna® Cis (250 x 4.60 mm, 5 micron). Método 5-100% MeQOH 45 min.
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Tabela 9 - Estruturas propostas para 0s compostos anotados 1-10 por LC-MS/MS da fragédo n-BuOH:

R1 R>
Derivados Kaempferol
OH HO
o 2 %
HO OH OH
OH HO OH
OH
OH OH
(o] %7'91 (6] ‘%’%
HO OH HO OH
OH OH
H
H
HO OH
OH
VWY
HO o
HO O © H
OoH HO OH
OH
Derivados da Quercetina
CHs
H
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R:1 R2

Derivados Lyconosideo 111

10

A andlise dos espectros de massas LC-MS/MS das substancias 11-19 permitiu observar
sinais com baixa intensidade (10%). As substancias 11-14 foram identificadas na fragdo 11, as
substancias 15-16, na fracdo IV e a substancia 17 foi identificada na fracdo butandlica. Suas
estruturas moleculares estdo dispostas na Figura 38.

A analise dos compostos 11-14 revelou padrao de fragmentacdo parecido com algumas
substancias identificadas por Nakamura e colaboradores (2008) na espécie Solanum
lycocarpum e foram anotadas, respectivamente como Solasonina (11), Solamargina (12),
Robeneosideo B (13) e Robeneosideo A (14).

O espectro de massas da substancia 11 mostrou a clivagem de dois monossacarideos
seguidos, com perda de massa de 162 Da e 146 Da a partir do ion m/z 882 gerando o pico base
em m/z 720 [M—H-162] e o ion m/z 574 (5 %) [M—H-162-146] e, portanto, foi anotada como
sendo a Solasonina, ja que esta possui uma hexose e uma deoxihexose terminais.

O espectro MS? da substancia 12 (Solamargina) segue um padrdo de fragmentagio
parecido ao da substancia 11, com perdas seguidas de dois monossacarideos, porém ele mostra
a perda de duas deoxihexoses (Figura 37), sendo ambos agucares terminais [M—H-146-146],

portanto foi anotado como sendo a Solamargina.
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Os padrdes de fragmentacdo das substancias 13 e 14 sdo idénticos ao das substancias 11
(Solasonina) e 12 (Solamargina) respectivamente. As diferencas entre as moléculas 11, 12 e 13,
14 estdo na sapogenina, sendo que os Robeneosideos B e A possuem uma hidroxila a mais na
posicdo 12. Sendo assim, as substancias 13 e 14 foram anotadas como sendo o0 Robeneosideo
B e Robeneosideo A respectivamente.

Outras substancias ja identificadas na espécie Solanum lycocarpum, porém ndo foram

encontradas no LC-MS/MS da fracdo n-BuOH, sendo estas: os Lyconosideo la e Ib, o

Lyconosideo 1, o Lyconosideo IV, a 12-hidroxisolasonine, o lobofrutosideo, o é&cido
clorogénico, o acido cafeico e a Solasodina (NAKAMURA et al, 2008; KAUNDA; ZHANG,
2019).

Além dessas saponinas, foram identificadas também tracos de flavonoides. As
substancias 15 e 17 possuem o mesmo padrao de fragmentacdo com perdas de massa de 162
Da e 146 Da seguidas ou com perdas totais de massa de 308 Da. A substancia 15 possui pico
base em m/z 609 e sua aglicona € uma quercetina, visto pico em m/z 301 (85%). A clivagem
gue ocorre majoritariamente elimina as duas unidades de agucares com perda de 308 Da
[M—H-308]", mas possui clivagem dos acucares separadamente, na qual a hexose terminal é
clivada gerando perda de massa de 162 Da e fornecendo o ion m/z 447 (48 %) [M—H-162]
seguida pela clivagem da deoxihexose revelando a aglicona [M—H-162—146]". Essa substancia
foi anotada como sendo quercetina-3-O-deoxihexose-hexose. A substancia 17 € um derivado
do kaempferol, visto o pico base em m/z 285 e possui 0 mesmo padrdo de clivagem, portanto
foi anotada como kaempferol-3-O-deoxihexose-hexose.

O espectro MS? da substéncia 16 revelou pico base em m/z 301 e outro pico em m/z 463
(20 %) e uma Unica clivagem com perda de massa de 162 Da [M-H-162]", indicando que uma
unidade de quercetina esta ligada a uma hexose. Sendo assim, essa substancia foi anotada como
Quercetina-3-O-hexose e um analogo ja encontrado no género Solanum na base de dados
KNApSACK® é a Quercetina-3-O-glucosideo.
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Figura 37 - Espectros de massas MS? obtidos para as substancias da fragdo n-BuOH: 11) substancia 11; 12)
substancia 12; 13) substancia 13; 14) substancia 14; 15) substancia 15; 16) substancia 16; 17) substancia 17.
Coluna Luna® C18 (250 x 4.60 mm, 5 micron). Método 5-100% MeOH 45 min. Vazéo 1mL.min-1.
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Figura 38 - Estrutura moleculares dos compostos 11-17.
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A presenca de flavonoides e sapogeninas glicosiladas na fracao butandlica proveniente
da particdo liquido-liquido do extrato etanol 70% das folhas era esperado, uma vez que esta
fracdo é mais polar, podendo ser encontrados substancias di-, tri- e tetraglicosilados.

Como dito anteriormente, flavonoides possuem uma vasta gama de atividades
farmacoldgicas reportadas na literatura, como atividades antitumoral, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antiviral, além de suas atua¢bes no sistema cardiovascular e na inibicdo de
enzimas (DIMAS et al, 2000). Além disso, podem ser responsaveis pelos efeitos reportados
pela medicina popular para a espécie Solanum lycocarpum.

Gamiotea-Turro e colaboradores (2018) citam que diversos trabalhos publicados na
literatura j& mostraram que fracGes fendlicas possuem potente atividade hipolipidémica que
ajudam a prevenir doencas do coracdo. Mesmo que 0 mecanismo ainda ndo seja bem
esclarecido, sabe-se que os efeitos dos flavonoides incluem restauracdo de enzimas
antioxidantes que impedem a formacé&o de compostos radicalares e inibi¢do da peroxidacao de
lipideos, assim como inibem os efeitos negativos de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) por
causa de sua atividade antioxidante (MULVIHILL; HUFF, 2010; ADEGBOLA et al, 2017).

Outra atividade descrita na literatura para os compostos fendlicos, incluindo os
flavonoides (agliconas ou glicosilados), é seu efeito hipoglicémico que auxilia no tratamento
de diabetes, principalmente para flavonoides glicosilados que apresentam efeitos de reducgéo
dos niveis de glicose sanguinea em ratos normais e diabéticos (YOSHIKAWA et al, 2006). A
rutina age, também, como um potente inibidor de absorcéo intestinal de glicose (GAMIOTEA-
TURRO et al, 2018) e auxilia no tratamento de diabetes podendo até auxiliar no controle de
obesidade.

Além disso, a rutina e sua aglicona, quercetina, apresentam uma variedade de atividades
farmacoldgicas como nefroprotetor, hepatoprotetor e uroprotetor, assim como antioxidante e
anti-inflamatorio (HOSSEINZADEH, NASSIRI-ASL, 2014; GHORBANI, 2017). A literatura
descreve as atividades hipoglicémica e hipolipidémico da rutina e da quercetina, pois além das
citadas, também agem na supressao de intolerancia a glicose e aumentam a taxa de liberacédo de
insulina em ratos diabéticos, assim como agem na reducéo de triglicerideos e de colesterol no
plasma sanguineo e aumenta a atividade da glucoquinase hepéatica (GAIKWAD; MOHAN;
RANI, 2014).

Habtemariam (2011) afirma que tanto a quercetina quanto o kaempferol 3-O-
rutinosideos sdo Otimas substancias utilizadas no combate a diabetes, sendo mais potentes que

suas agliconas. Ele também analisa que a mistura de kaempferol-3-O-rutinosideo com
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quercetina e kaempferol é mais potente no combate a diabetes do que essas substancias
isoladamente, demonstrando um efeito sinérgico entre elas atuando na inibicéo de enzimas e na
liberacdo de insulina.

Outro efeito observado pela medicina popular é o alivio de dores estomacais geradas
pelos extratos das folhas. J& foi comprovado que o extrato etandlico das folhas de S. lycocarpum
possui acdo antiulcerogénica por reduzir a secrecdo gastrica de &cido cloridrico (FERREIRA et
al, 2002). Como o perfil do extrato etanol 70% € majoritariamente formado por flavonoides e,
como neste trabalho foram anotados também a presenca de flavonoides diglicosilados e
triglicosilados, essa atividade antiulcerogénica pode estar relacionada com os flavonoides.

Como citado no item 1.3, quercetina e kaempferol apresentaram atividade no combate
as diversas linhagens de carcinomas em testes in vitro, como, leucemia, cancer cervical,
neuroblastoma e carcinoma no colon. Em testes in vivo utilizando ratos laboratoriais, foi
observado o combate a certas linhagens de cancer mamario, nos pulmdes, ovario, prostata, de
pele e, assim como a quercetina, 0 kaempferol também apresenta protecdo gastrica e hepética
(SHUKLA; GUPTA, 2010).

Alguns glicoalcaloides esteroidais foram anotados e estes possuem diversas atividades
ja citadas no item 1.3, entre elas: citotoxico (CHEN, 2019) antibacteriana e antifungico
(AKSHARA, 2016), antiviral (BALASUBRAMANIAM et al, 2007), anti-inflamatorio e
antioxidante (ALAWODE, 2017), hipertensdo (BAHGAT et al, 2008), antialérgico (NIRMAL
et al, 2012), antimalarica (CHEN et al, 2010), e no combate contra patdgenos bucais
(VALERINO-DIAZ, 2018), atuando também contra esquistossomose (MIRANDA et al, 2011)
e parasitas da leishmaniose (LEZAMA-DAVILA et al, 2016; MIRANDA et al, 2013). Além
disso, essa classe de compostos atua no combate as diversas linhagens de cancer, como figado,
pulmdes, nas glandulas mamarias, leucemia, de pele, prostata, colon intestinal, entre outros
(KALALINIA; KARIMI-SANI, 2017).
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5. Conclusao

O perfil quimico obtido por HPLC-PDA para o extrato EtOH 70%, obtido das folhas de
Solanum lycocarpum, e para suas fracdes, ACOEt e n-BuOH, evidenciaram a presenca
majoritaria de compostos fendlicos, principalmente de flavonoides.

Através da técnica de coinjecdo utilizando padrées de flavonoides, foi possivel
determinar a presenca da rutina e da sua aglicona, quercetina, na fracdo n-BuOH, sendo que
estes dois ja foram previamente identificados em espécies do género Solanum (SILVA,
CARVALHO, 2003).

O fracionamento da fracdo n-BuOH seguida de purificacdo por HPLC-PDA
Semipreparativo, juntamente com técnicas espectroscopicas de RMN permitiram identificar
flavonoides glicosilados derivados da quercetina e do kaempferol sendo estes: quercetina-3-O-
B-D-glucopiranosil-(6—1)-a-L-rhamnopiranosideo  (SL_4a) e  quercetina-3-O-B-D-
glucopiranosil-(2—1)-a-L-rhamnopiranosideo (SL_4b); kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosil-
(6—1)-a-L-rhamnopiranosideo (SL_6); kaempferol 3-O-B-D-glucopiranosideo (SL_7b).

A obtencdo dos perfis quimicos da fragdo butanodlica, e de suas fragdes, Fr 1l e Fr IV,
por LC-MS/MS permitiram anotar 7 flavonoides derivados do kaempferol e da quercetina e 3
compostos esteroidais, além de ser capaz de detectar tracos de mais 4 saponinas e 3 flavonoides,
corroborando com o perfil quimico de flavonoides obtido por HPLC-PDA para o extrato EtOH
70% e suas fracoes.

A Solanum lycocarpum é utilizada na medicina popular para tratar diabetes, reduzir
colesterol e reduzir dores estomacais e uma revisdo bibliografica demonstrou que o0s
flavonoides podem estar relacionados com essas atividades, visto que auxiliam na reducéo do
nivel de colesterol e na reducdo do nivel de aglcar sanguineo.

Sendo assim, o extrato EtOH 70% das folhas de Solanum lycocarpum apresentou um
perfil quimico formado majoritariamente por compostos fendlicos como saponinas e,

principalmente, flavonoides.
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