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RESUMO

Estudos morfoldgicos e filogenéticos ndo tem sido suficiente para esclarecer as relacfes
entre as espécies de Solanum e definir limites entre os grupos subordinados, como 0s
clados do subgénero Leptostemonum. Desta maneira, observa-se a necessidade do uso de
novas abordagens, como a analise de metabdlitos secundarios, baseadas em metodologias
e técnicas analiticas modernas, que possam fornecer subsidios para elucidar as relacdes e
definir limites interespecificos e infragenéricos, principalmente com relacdo as espécies
Brasileiras. O Brasil apesar ser reconhecido como um dos centros de diversidade e
endemismo do subgénero, as informacdes sobre sua diversidade sdo pouco conhecidas,
com a ocorréncia de espécies endémicas que nunca foram estudadas ou incluidas em
tratamentos morfolégicos, filogenéticos e quimiossistematicos ja realizados. Muitas delas
também possuem sua composicao quimica e potencial biologico totalmente inexplorado.
No presente estudo, sdo estabelecidas diversas abordagens suportadas no
desenvolvimento de metodologias e estratégias para triagem e identificacdo de
metabdlitos (desreplicacao) de espécimes secos de herbario, do extrato e fragcdes da planta
fresca, baseadas em estudos de perfil quimico por CLAE-EM e auxiliadas por métodos
estatisticos. Além de utilizar de dados de CLAE-EM para o isolamento de novos
compostos com potencial bioativo. Desta forma, este trabalho estd dividido em 4
capitulos: No capitulo um foram analisados metabdlitos das partes aéreas de Solanum
jabrense Agra e Nee, com auxilio de redes moleculares, com o objetivo de comprovar a
hipdtese de que estudos utilizando CLAE-EM e espécimes de herbario sdo capazes de
determinar o perfil quimico da espécie e identificar a presenca de metabdlitos que podem
ser utilizados como metabdlitos distintivos e ou marcadores quimiosistematicos. Essa
planta foi escolhida como modelo devido ao seu endemismo e disponibilidade de material
em nosso laboratorio, além de ser pouco explorada quanto ao potencial bioativo. O
segundo capitulo descreve o desenvolvimento e implementacdo da metodologia baseada
em CLAE-EM para a anélise do perfil quimico de 72 espécimes de herbario de Solanum
subgénero Leptostemonum verificando se esta abordagem juntamente com métodos
estatisticos, podem ser Uteis para distinguir e classificar as espécies utilizadas, auxiliando
na quimiotaxonomia do subgénero Leptostemonum, comparando 0S agrupamentos
obtidos nas analises estatisticas as classificacdes taxondmicas existentes. No capitulo trés,
0 material vegetal de S. jabrense foi coletado e reproduzida a mesma metodologia de
extracdo, em escala proporcional, realizada para os espécimes de herbario para o preparo
do extrato hidroalcoolico bruto. O extrato bruto e a fragdo rica em alcaloides obtida por
precipitacdo do extrato bruto, foram analisados por CLAE-EM para conhecimento do
contedo quimico e comparacdo com o0s espécimes de herbario, e testados quanto a
atividade larvicida e repelente contra o Aedes aegypti.No capitulo quatro, foram isoladas
do extrato hidroalcéolico de S. jabrense trés moléculas quimicas com potencial bioativo,
uma nova e duas ja previamente conhecidas. Sendo o primeiro relato das trés estruturas
para a espécie. Essas substancias isoladas serdo posteriormente utilizadas como sementes
em estudos de desreplicacao.

Palavras-chave: Solanaceae, Flora Brasileira, “Jurubebas”, Clado Lepstotemonum,
“solanos espinhosos”.



ABSTRACT

Morphological and phylogenetic studies have not been sufficient to clarify the
relationships between Solanum species and define limits between subordinate groups,
such as the clades of the subgenus Leptostemonum. Thus, there is a need to use new
approaches, such as the analysis of secondary metabolites, based on modern analytical
methodologies and techniques, which can provide support to elucidate relationships and
define interspecific and infrageneric limits, especially in relation to Brazilian species.
Despite Brazil being recognized as one of the centers of diversity and endemism of the
subgenus, information about its diversity is little known, with the occurrence of endemic
species that have never been studied or included in morphological, phylogenetic and
chemosystematic treatments already carried out. Many of them also have their chemical
composition and biological potential completely unexplored. In the present study, several
approaches are established, supported by the development of methodologies and
strategies for screening and identification of metabolites (dereplication) of dried
herbarium specimens, extract and fractions of the fresh plant, based on chemical profile
studies by HPLC-MS and aided by statistical methods. In addition to using HPLC-MS
data for the guided isolation of new compounds with bioactive potential. Thus, this work
is divided into 4 chapters: In chapter one, metabolites from the aerial parts of Solanum
jabrense Agra and Nee were analyzed, with the aid of molecular networks, with the aim
of proving the hypothesis that studies using HPLC-MS and herbarium specimens are
capable of determining the chemical profile of the species and identifying the presence of
metabolites that can be used as distinctive metabolites and/or chemosystematic markers.
This plant was chosen as a model due to its endemism and availability of material in our
laboratory, in addition to being little explored regarding its bioactive potential. The
second chapter describes the development and implementation of the HPLC-MS-based
methodology for the analysis of the chemical profile of 72 herbarium specimens of
Solanum subgenus Leptostemonum, verifying whether this approach, together with
statistical methods, can be useful to distinguish and classify the species used, assisting in
the chemotaxonomy of the subgenus Leptostemonum, comparing the groupings obtained
in the statistical analyses to the existing taxonomic classifications. In chapter three, the
plant material of S. jabrense was collected and the same extraction methodology was
reproduced, on a proportional scale, carried out for the herbarium specimens to prepare
the crude hydroalcoholic extract. The crude extract and the alkaloid-rich fraction obtained
by precipitation of the crude extract were analyzed by HPLC-MS to determine the
chemical content and compare it with herbarium specimens, and tested for larvicidal and
repellent activity against Aedes aegypti. In chapter four, three chemical molecules with
bioactive potential were isolated from the hydroalcoholic extract of S. jabrense, one new
and two previously known. This is the first report of the three structures for the species.
These isolated substances will later be used as seeds in dereplication studies.

Keywords: Solanaceae, Brazilian Flora, “Jurubebas”, Lepstotemonum Clade, “spiny
solans”.
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1. INTRODUCAO

Solanum L. é o maior e mais complexo género de Solanaceae, com cerca de 1.400
espécies (Aubriot et al. 2016) e 5.000 epitetos descritos (Nee, 1999). Apresenta ampla
distribuicdo em todo o0 mundo, com aproximadamente 289 espécies ocorrendo no Brasil,
das quais 173 sdo endémicas (Flora Do Brasil 2020). Esse grupo é de grande interesse
econdmico por apresentar espécies amplamente utilizadas na alimentacdo como a
berinjela (Solanum melongena L.), a batata (Solanum tuberosum L..), o tomate (Solanum
lycopersicum L.), e o pimentdo (Capsicum spp.), além de apresentar espécies de interesse
na industria farmacéutica devido a presenca de alcaloides (Barbosa-Filho et al. 1991),
flavonoides (Silva et al. 2009), compostos fendlicos (Silva et al. 2003; Resende et al.

2020) entre outros metabdlitos secundarios (Kuanda e Zhang, 2019).

Nos ultimos anos intensificaram-se as pesquisas moleculares baseadas em
sequéncias de DNA, com o objetivo de estudar as relacdes filogenéticas para o género
(Bohs, 2005; Weese & Bohs, 2007). Os resultados tém contribuido com o maior
conhecimento dos taxons infragenericos e do género como um todo, além de identificar
grupos monofiléticos em Solanum, como o subgénero Leptostemonum (Bohs, 2005; Stern
etal., 2011).

O trabalho mais atual para o subgénero divide Solanum subg. Leptostemonum em
14 grandes Clados (Stern al. 2011), muitos destes sdo novos agrupamentos de espécies
que, anteriormente, pertenciam a grupos e secdes distintas. Esses novos Clados sao
dificeis de definir morfologicamente devido a ampla variacdo dos caracteres, a
similaridade e o compartilhamento de tais caracteres entre espécies de grupos distintos
(Stern et al. 2011). As analises morfoldgicas e filogenéticas ndo tém sido suficientes para

esclarecer as relages interespecificas e infragenéricas em Solanum e seus subgrupos.

Os metabolitos secundarios produzidas pelas espécies de Solanum ndo sé
apresentam diversas bioatividades, como podem ser utilizados na discriminacdo e
agrupamento das espécies, no entendimento da evolucdo quimica e como marcadores
quimiotaxondmicos como demostrado por Whalen (1978), Anderson et al. (1979),
Steinharter et al. (1986), Basilio et al. (2012), Ramos et al. (2017 e 2019).

De um modo geral, estudos sistematicos em Solanum tém negligenciado os dados

quimicos, que podem constituir uma importante fonte de informacdes para a separagdo
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de espécies afins e, consequentemente, a proposi¢cdo de homologia de caracteres e desses

fitoquimicos.

Neste contexto, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM) tem sido utilizada para aumentar a rapida identificagdo dos constituintes
quimicos em mistura de drogas vegetais (Yang et al., 2021). Essa técnica analitica, tem
demonstrado sua eficiéncia na separacao, identificacdo e caracterizagdo de compostos
bioativos, incluindo alcaloides e saponinas do género Solanum, que em razdo da auséncia
de grupos croméforos em suas estruturas tornam dificeis sua identificacdo e isolamento
apenas utilizando metodologias cléssicas. A CLAE-EM combina a alta resolucdo da
cromatografia liquida com a sensibilidade e seletividade da espectrometria de massas,
permitindo a deteccdo desses compostos em baixas concentracdes e em matrizes

complexas (Sarkar et al., 2025).

Protocolos publicados usando CLAE-EM para analise de perfil de espécimes de
herbario de Solanum e do subgénero Leptostemonum também tém sido utilizados em
estudos de desreplicagéo e geragéo de redes moleculares, com objetivo de identificar esses
compostos, ja que sdo marcadores quimicos, e utiliza-los como discriminantes para
espécies ou subgrupos complexos dentro do género (Resende et al., 2020; Silva et al.,
2024).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi realizar multiplas abordagens
utilizando analises do perfil quimico e espectrometria de massas (CLAE-EM) de amostras
de herbario de Solanum subgénero Leptostemonum, verificando se esta abordagem
juntamente com métodos estatisticos pode ser util para a quimiofenética e auxiliar nas
classificacOes infragenéricas do grupo e do subgrupo, além de facilitarem a descoberta e

isolamento de novos compostos bioativos.

O desenvolvimento desse trabalho representa uma importante contribuicéo ao
conhecimento quimico do género Solanum e principalmente de Solanum subg.
Leptostemonum, que poderd subsidiar estudos sistematicos, de bioprospeccéo,

conservacao, etnobotanica, entre outros.
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2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar analises do perfil quimico de espécimes de herbario utilizando usando
espectrometria de massas (CLAE-EM), estudos de desreplicacdo, e métodos
quimiometricos, verificando se estas abordagens podem ser U(teis para a
quimiofenética e auxiliar nas classificacdes infragenéricas de Solanum e do
subgénero Leptostemonum, além de facilitarem a descoberta e isolamento de

novos compostos bioativos.

2.2 Objetivos especificos

Realizar levantamento bibliografico para a construcdo de uma biblioteca de dados
de alcaloides e saponinas presentes nas espécies do género Solanum;

Obter amostras de folhas de espécimes de herbario de espécies do género Solanum
subg. Leptostemonum;

Adaptar, para esse grupo de plantas, a metodologia de extracdo e analise em uso
NO NOSSO grupo de pesquisa;

Obter o perfil quimico (chemical profile) por CLAE-EM para cada uma das
amostras vegetais;

Realizar estatisticas utilizando os dados brutos e pré-processados dos perfis
quimicos (chemical profiles), obtidos no modo de ionizagéo positivo;

Verificar se os perfis quimicos (chemical profiles) podem ser utilizados como
ferramenta taxonomica;

Comparar 0s agrupamentos obtidos nas andlises estatisticas as classificacdes
taxonémicas propostas por Agra, 2007, Stern et al., 2012 e Hilgenhof et al. 2023;
Realizar o isolamento de compostos que possam ser utilizados como semente para
a geracéo de redes moleculares e/ou que possuam potencial bioativo;

Gerar redes moleculares e verificar se esta pode auxiliar na descoberta de novos

compostos bioativos e utilizada com uma abordagem quimiofenética.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O género Solanum L.

Solanum L. um dos maiores géneros da familia Solanaceae, apresenta ampla
distribuicdo em todo o mundo, e inclui cerca de 1.245 espécies (Hillgenhof et al., 2023),
com aproximadamente 289 espécies ocorrendo no Brasil, das quais 143 sdo endémicas e
muitas com ocorréncia restrita a estados Brasileiros (Figura 01).

As plantas desse género podem ser ervas, arbustos, lianas ou arvores, as vezes
epifitas, anuais ou perenes, com inflorescéncias pauci ou plurifloras, andromonoicas ou
monoicas, com flores articuladas ou ndo, se articuladas geralmente na base, calice
tubuloso ou campanulado, corola rotada ou estrelada, androceu com 5 estames, anteras
basifixas, ventrifixas ou dorsifixas, de deiscéncia poricida; fruto baga, globosa ou
alongada, recoberta pelo calice acrescente ou ndo, com namero variavel de sementes,
estas achatadas a leve intumescidas, discoides ou reniformes, aladas ou ndo, com embrido
curvo (Flora Do Brasil 2025) (Figura 02).

Solanum L. no Brasil
Ocorreéncia

160
140
120
100
80
60
40
20
0

Norte Nordeste  Centro-oeste  Sudeste Sul

Ocorréncia Restrita

35
30
25
20
15
10

5

0

Fonte: Flora do Brasil, 2023 Norte Nordeste  Centro-ceste  Sudeste Sul

* Endémicas Nio endémicas

Figura 1 Ocorréncia de espécies de Solanum L. no Brasil. Fonte: Flora do Brasil, 2025 e Silva, 2025.

As espécies desse grupo, conhecidas popularmente como “Jurubebas” sdo de
grande interesse econdémico, ndo SO por apresentarem cultivares utilizadas na
alimentacdo humana em todo o mundo, como a berinjela (Solanum melongena L.), a
batata (Solanum tuberosum L.), o tomate (Solanum lycopersicum L.), o pepino (Solanum

muricatum Aiton)
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Figura 2. Diversidade Morfol6gica do género Solanum L. A. Erva anual (clado Morelloide, S. weddellii
Phil.). B. Videira herbéacea (clado Herpystichum, S. brevifolium Dunal). C. Videira lenhosa (clado do
tomateiro, S. juglandifolium Dunal). D. Arbusto de caule Unico (clado Pteroidea, S. mite Ruiz & Pav.). E.
Arbusto (clado Torva, S. glutinosum Dunal). F. Arvore (clado Crinitum, S. sycophanta Dunal). G. Tricomas
glandulares simples (clado Tomato, S. habrochaites S.Knapp & D.M.Spooner). H. Tricomas glandulares
estrelados (clado Torva, S. asperolanatum Ruiz & Pav.). I. Mistura de tricomas glandulosos simples (curtos)
e eglandulosos (longos) (clado Tomato, S. arcanum Peralta). J. Tricomas glandulares estrelados (clado
Erythrotrichum, S. aciculare Sw.). K. Espinhos em forma de agulha no calice (clado EHS, S. dasyphyllum
Schumach. & Thonn.). L. Espinhos de base larga no tronco (clado Crinitum, S. kioniotrichum Bitter ex
J.F.Macbr.). M. Estames homomadrficos, estado mais comum em Solanum (clado Anarrhichomenum, S.
appendiculatum Dunal). N. modificages nas anteras apicais e basais (i.e., projecées semelhantes a cornos;
clado Normania, S. trisectum Dunal). O. Modifica¢Bes da antera apical (i.e. apéndices; clado do tomate, S.
corneliomulleri J.F.Macbr.). P. Conectivos alargados das anteras (clado Pachyphylla, S. betaceum Cav.).
Q. Corolas roxas profundamente estreladas (clado Pachyphylla, S. sycocarpum Mart. & Sendtn.). R. Corolas
roxas largamente estreladas (clado EHS, S. linnaeanum Hepper
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& P.-M.L.Jaeger). S. Corolas roxas rotativas com tecido interpetalar abundante (clado Herpystichum, S.
trifolium Dunal). T. Corolas amarelo-esverdeadas profundamente estreladas sem tecido interpetalar (clado
Pteroidea, S. anceps Ruiz & Pav.). U. Corolas campanuladas lilases claras (clado Morelloid; S. fiebrigii
Bitter). V. Corolas branco-pUrpura urceoladas (clado Pachyphylla, S. diversifolium Dunal). W. Corolas
bilateralmente simétricas com anteras heteromorficas (clado Normandia, S. trisectum Dunal). X. Corolas
bilateralmente simétricas com anteras heteromorficas (clado Androceras; S. grayi Rose var. grandiflorum
Whalen). Y. bagas carnudas obovdides, apicalmente pontiagudas (clado Thelopodium, S. thelopodium
Sendtn.). Z. Bagas carnudas globosas com variacdo de cor ao longo da maturacdo, do amarelo (verde) ao
vermelho (totalmente maduro; clado Cyphomandropsis, S. amotapense Svenson); AA, Bagas laranja
globosas (clado Reductum, S. reductum C.V.Morton). AB, Amoras negras globosas (clado Morelloid, S.
longifilamentum Séarkinen & P.Gonzales). AC, bagas castanhas obovoides, apicalmente pontiagudas (clado
Herpystichum, S. limoncochaense Tepe). AD, Bagas azuis globosas (clado Dulcamaroid, S. flaccidum
Vell.). Fonte: Hilgenhof et al., 2023.

O género foi descrito por Linnaeus (1753) e subdividido em se¢cdes com base em
caracteres morfoldgicos como a presenca ou auséncia de aculeos, tipos de inflorescéncias
e morfologia das anteras. Estes caracteres sdo de extrema importancia em Solanum e
foram utilizados em diversos sistemas de classificagéo posteriores (Dunal, 1813, 1816 e
1852; Seithe, 1962; D’arcy, 1972 e 1991; Nee, 1999; Child e Lester, 2001; Hunziker,
2001; Aubriot e Knapp., 2022).

Nos ultimos anos intensificaram-se as pesquisas moleculares baseadas em
sequéncias de DNA, com o objetivo de estudar as relacdes filogenéticas para o género
substituindo os tratamentos anteriores por um sistema informal de classificacdo
denominado de clados (Bohs, 2005; Weese & Bohs, 2007; Sarkinen et al., 2013; e Gagnon
et al. 2022). Os resultados tém contribuido com o maior conhecimento dos taxons
infrageneéricos e do grupo como um todo, além de identificar grupos monofiléticos em
Solanum, como o subgénero Leptostemonum (Bohs, 2005; Stern et al., 2011; Aubriot et
al., 2016).

3.2 Solanum subg. Leptostemonum (Dunal) Bitter

A secdo Leptostemonum foi proposta por Dunal (1852) e reconhecida como
subgénero por Bitter (1919). Solanum subg. Leptostemonum é o segundo maior de
Solanum, com cerca de 580 espécies e distribuigdo cosmopolita (Gagnon et al., 2022). As

sinapomorfias que distinguem o subgénero dos demais, compreendem as anteras
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atenuadas para o apice, a presenca de aculeos e o indumento composto de tricomas
estrelados (Whalen, 1984) (Figura 03). O Brasil € considerado centro de endemismo do
subgénero, representado por cerca de 110 espécies, dentre as quais 58 sdo endémicas
(Agra, 2007).

L

=/
a
o
z
x

Figura 3. Sinapomorfias que distinguem Solanum subg. Leptostemonum (Dunal) Bitter. A. Exsicata de
Solanum hexandrum Vell. B. Detalhe de um actleo. C e D. Flor de Solanum jabrense Agra e Nee. E e F.
Tricoma estrelado longo-estipitado com raio central curto. G e H. Tricoma estrelado séssil com raio central

longo e glandular. Fonte: Silva, 2025.

O tratamento mais relevante para o grupo foi proposto por Whalen (1984) que
utilizando de dados da morfologia e da biogeografia propds uma filogenia hipotética
classificando as espécies em 33 grupos dificeis de estabelecer com clareza e precisdo 0s
limites entre eles, j& que os caracteres morfoldgicos utilizados sdo muito similares entre

as espécies estudadas.

O trabalho mais atual para o subgénero divide Solanum subg. Leptostemonum
em 14 clados menores, muitos destes sendo novos agrupamentos de espécies que
anteriormente pertenciam a grupos e secdes distintas. Esses novos clados sao dificeis de
definir morfologicamente devido ao grande numero de sinapomorfias, a similaridade e o

compartilhamento de tais caracteres entre espécies de grupos distintos (Stern et al., 2011).
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Stern et al. (2011) mesmo tendo agrupado os principais clados internos ao clado
Leptostemonum, acreditam que uma nova amostragem de espécies Brasileiras identifique
novos clados e esclarecam as relagdes em diversos clados. Os autores reforcam a
necessidade de mais estudos para clarificar as relacfes entre as espécies e entres 0s clados.

Apesar do uso de dados das sequéncias de DNA esta mudando a circunscrigdo do
género e do subgénero, muitos dos seus clados ainda possuem caracterizacdo morfolégica

e relacBes filogenéticas complexas (Hilgenhof et al., 2023).

3.3 Solanum jabrense Agra e M. Nee

Solanum jabrense é uma espécie endémica do Brasil, com ocorréncia restrita a
Caatinga e Mata Atlantica, encontrada principalmente em ambientes rochosos e regides
de altitude de estados do Nordeste Brasileiro. A espécie foi descrita em 1997, e seu
primeiro registro foi para o Parque Nacional do Pico do Jabre, Matureia, Paraiba, por isso

epiteto especifico € um substantivo genitivo que se refere ao local.

A espécie pertence a familia Solanaceae, género Solanum, subg. Leptostemonum,
e em tratamentos taxondmicos anteriores baseados em caracteres morfologicos a espécie
foi inserida na secdo Erytrothrichum se mantendo no Clado Erytrothrichum em
tratamentos filogenéticos recentes (Agra e Nee, 1997; Stern et al. 2011; Hilgenhof et al.,
2023).

Solanum jabrense é caracterizda pela sua morfologia arbustiva podendo ocorrer
como arbusto ou subarbusto ereto, e atingindo cerca de 1,5 a 2 metros de altura. O caule
é cilindrico, lenhoso na base, revestido por tricomas estrelados e frequentemente armado
com espinhos retos ou levemente curvados, um pouco aumentado na base e esparsamente
galndulosos. As folhas simples, alternas, pecioladas com Iamina foliar ovada a eliptica ou
cordada, e margem inteira ou levemente lobada. A superficie adaxial glabra a pubescente,
enquanto a abaxial apresenta tricomas estrelados densos e ambas as faces fortemente
armadas de espinhos amarelos aciculares. A inflorescéncia pode ser racemosa ou cimosa,
extra-axilar, com 5 a 10 flores com pedicelos delgados e pubescentes e as flores
hermafroditas e actinomorfas, com calice lobado quase na base, recoberto por tricomas
estrelados e lobos lanceolados e acuminados. A corola rotacea, de coloracdo lilas a
arroxeada, com ldébulos reflexos. Estames curtos e anteras alongadas, de deiscéncia

poricida. Os frutos se apresentam na forma de baga globosa, indeiscente, inicialmente
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esverdeada e tornando-se amarela ou alaranjada quando madura. Superficie glabra ou
levemente pubescente. Polpa suculenta com numerosas sementes reniformes, castanho-
claras (Agra, 1997) (Figura 04).

Figura 4. Solanum jabrense Agra e M. Nee. A. Habito. B. Detalhe da folha e galhos com aculeos. C.
Flor. D. Detalhe da corola reflexa e anteras atenuadas. E. Bot&o floral fechado e célice reflexo. F. Fruto

do tipo baga. Fonte: Silva, 2025.

Embora seu potencial medicinal ainda seja pouco explorado, estudos relatam sua
acdo espasmolitica (Cavalcante et al., 2013) e molluscicidal (Silva et al., 2005) e
compreender sua composigdo quimica pode auxiliar no entendimento de suas interagdes
ecoldgicas, distribuicdo geografica e principalmente de suas propriedades bioldgicas,
sendo fundamental para embasar a¢Ges de conservagdo e estimular o aproveitamento
sustentavel de seus recursos, contribuindo também para a valorizacéo e a preservagéo da

biodiversidade regional e nacional.

3.4 Composicao quimica e metabolitos especiais do género Solanum L.
29



Silva, A. L.

Metabdlitos secundarios (ou especiais) de plantas sdo produzidos como parte do
crescimento, defesa e de processos reprodutivos, sendo uma das fontes mais importantes
de produtos terapéuticos. A descoberta e entendimento desses compostos quimicos pode
criar novas oportunidades para atender a demanda global em nutricdo, qualidade da
alimentacdo e medicinal (Yang et al., 2013; Wu et al., 2013). No reino vegetal a producao
desses metabolitos biologicamente ativos é difundida, e tem sido usado a séculos pelos

humanos (Chowanski et al., 2015).

O género Solanum é bastante conhecido pela presenca de compostos bioativos,
como compostos fendlicos, flavanoides, carotenoides, esterdides, alcaloides de tropano e
principalmente os alcaloides esteroidais (Resende et al., 2020). Recentemente, Kuanda e
Zhang (2019) realizaram uma grande revisdo para 0 género onde apresentam 66 espécies
medicinais, seus usos tradicionais e 670 constituintes quimicos isolados, incluindo 134
saponinas esteroidais, 63 alcal6ides esteroidais, 13 glicosideos pregnano, 128 terpenos,
75 favonoides, 31 lignanas, 31 outros tipos de alcaldides, 66 esterois, 52 compostos
fenolicos, 20 cumarinas e coumestanas, 4 cumarinoligndides, 23 acidos graxos e ésteres

e 30 outros compostos (Figura 05).

Constituintes quimicos em Solanum L.

Cumarinolignoides
Glicosideos pregnanos
Cumarinas e cumestanos
Acidos graxos e ésteres
Outros compostos
Alcaloides

Lignanas

Compostos fendlicos
Alcaloides esteroidais
Esterois

Flavonoides

Terpenos
Saponinas esteroidais

o

20 40 60 80 100 120 140

Figura 5. Constituintes quimicos isolados em espécies de Solanum L. Fonte: Silva, 2025
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Esses compostos séo responsaveis pelos usos na medicina tradicional das plantas
desse género. Diversos estudos tém sido realizados para verificar e validar essas
aplicacBes. As atividades farmacologicas estudadas incluem analgésica, anti-helmintica,
antialérgica, antianémica, antiasmatica, antibacteriana, anticancer, anticonvulsivante,
antidepressiva, antidiabética, antifungica, anti-histaminica, anti-hipertensiva, anti-
inflamatoria, antileishmania, antimelanogenética, antimoluscicida, antinociceptiva,
antipsoriatica, antiplasmodial, antiprotozoéria, antitripanossomal, antiurolitiase, antiviral,
cardiovascular, diurética, hepatoprotetora, hipolipidémica, larvicida, nefrotoxica,
espasmolitica, esquistossomicida e atividades vasorelaxantes (Kaunda e Zhang et al.,
2019).

As plantas desse grupo possuem grande potencial medicinal, no entanto a maioria
das espécies permanecem desconhecidas ou escassamente estudadas quanto aos
constituintes quimicos. Sao necessarios estudos que explorem e investiguem mais as suas
espécies, atividades farmacologicas, determinagdo de seus locais-alvo exatos, relacfes

estrutura-atividade e outras aplicag6es medicinais (Kuanda e Zhang, 2019).

3.5 Alcaloides esteroidais

Os alcaloides esteroidais sdo compostos nitrogenados secundarios
frequentemente toxicos e desempenham papéis importantes na defesa das plantas contra
herbivoros e patogenos. Em particular Solanum produz uma grande variedade desses
alcaloides e estes tém sido amplamente estudados devido ao potencial anticancer,
anticolesterol, antimicrobiano, antiinflamatdrio, antinociceptivo, antipirético, toxicos,
entre outros (Milner et al., 2011, Kaunda e Zhang et al., 2019).

A estrutura dessas moléculas consiste de um esqueleto esteroidal com um atomo
de nitrogénio incorporado no anel F ou na cadeia lateral como parte integral da molécula
(Xiang et al., 2022). Esses compostos nitrogenados, derivados de esteroides naturais, sdo
0s de maior interesse no género, e sdo conhecidos como alcaminas esteroidais com
esqueleto C-27 de colestano e os mais comuns se apresentam formados por uma cadeia
carbdnica hidrofobica, a aglicona, composta por 27 carbonos e um carboidrato hidrofilico
ligado na posicdo C-3 (Milner et al., 2011, Friedman et al., 2016, Hameed et al., 2017,
Xiang et al., 2022). Além da cadeia de agucares, e as metilas nas posi¢des C-18, C-19, C-
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21 e C-27 oriundas da biossintese, outros grupos podem estar ligados aos seus anéis,

sendo as maiores ocorréncias de hidroxilas, carbonilas e metoxilas (Figura 06).

As agliconas desses alcaloides, podem ser classificadas em trés tipos estruturais
dependendo da sua composic¢do: (1) solanidano, (2) espirosolanos e (3) 22, 26-
epiminocolestanos, quando ligadas a uma unidade glicosidica esta pode ser compreendida
por 2-4 pentoses ou hexoses, sendo a chacotriose, solatriose, licotetraose e
commertetraose as mais encontradas (Friedman et al. 1997; Milner et al. 2011; Morillo et
al. 2020; Zhao et al., 2021) (Figura 07). Os tipos solanidanos e espirosolanos de aglicona
também sdo os de maiores ocorréncias relatadas na literatura, encontrados em diversas
espécies e considerados marcadores quimicos para o grupo (Zhao et al., 2021) (Figura
08).

Eles sdo sintetizados a partir do acetil-CoA, que entra no ciclo do mevalonato
(MVA) para formacao de moléculas de farnesildifosfato ou pirofosfato de farnesila (FPP)
que por sua vez, sdo condensados e ddo origem ao pirofosfato de pré-esqualeno, que
posteriormente é reduzido a esqualeno. O esqualeno formado € entdo ciclizado em 2,3-
oxidosqualeno, convertido em cicloartenol e subsequentemente o cicloartenol em

colesterol, que é o precursor central dos esteroides vegetais (Figura 06).

O colesterol é entdo modificado por uma serie de reacGes de hidroxilacéo,
oxidagéo e transaminacéo, introduzindo assim um atomo de nitrogénio para formacao de
alcaminas esteroidais. Esses compostos nitrogenados sdo conhecidos como
pesudoalcaloides ja que possuem uma incorporacdo tardia do nitrogénio em sua
biossintese e diferentemente dos alcaloides verdadeiros, ndo sdo derivados de um

precursor inicial de aminoacidos (Figura 06).

Depois da incorporacdo do nitrogénio, grupo azoto, esses alcaloides sao
glicosilados, por um conjunto de glicosiltransferases (UGTSs), para producdo do que
chamamos de glicoalcaloides e estes sdo entdo armazenados nos vacuolos ou apoplastos

das células vegetais (Figura 06).
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Fonte: Adaptado de Moses et al., 2014 e Heining e Aharoni, 2014.
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3.6 Saponinas esteroidais

As saponinas sao metabolitos secundarios naturais, estruturais e funcionalmente
diversos, amplamente distribuidas nos vegetais. A estrutura de uma aglicona hidrofdbica
e moléculas de agucares hidrofilicas, tornam as saponinas altamente anfipaticas e confere
a elas propriedades espumantes e emulsionantes. Estas moléculas tensoativas possuem
um papel importante na ecologia vegetal e também séo exploradas para uma vasta gama
de aplicacBGes comerciais nos setores alimentares, cosméticos e farmacéuticos (Moses et
al. 2014; Chen et al. 2021).

As saponinas esteroidais de Solanum sédo glicosideos esteroidais ou triterpenoides
que possuem propriedades surfactantes e de defesa, sdo 6timos agentes permeabilizantes
de membrana além de immunoestimuladores, hipocolesterolémicos, anti-carcinogénicos,
anti-inflamatorio, antimicrobiano, antifungica, molluscicidal e possuem propriedades

antioxidantes (Kaunda e Zhang, 2019).

Estes compostos no género sdo derivados do mesmo precursor central que os
alcaloides esteroidais, o colesterol. Entretanto, o colesterol sofrerd uma série de rearranjos
para formacdo de sapogeninas esteroidais, como a diosgenina, e essas sapogeninas Sao
glicosiladas por glicosiltransferases para formar as saponinas esteroidais, que também séo

armazenadas nos vacuolos das células vegetais (Li et al., 2025) (Figura 06).

Esses derivados de esteroides normalmente consistem de um esqueleto C-27
hidrofébico de colestano com um oxigénio fundido no anel F, sendo mais comum
ocorrerem na forma de espirostanol, furostanol e colestano. No entanto, saponinas
esteroidais C-21 também ja foram relatadas em espécies de Solanum (Zhao et al., 2022)
(Figura 09).

Igualmente nos alcaloides esteroidais a unidade da aglicona hidrofilica restante de
uma saponina esteroidal tem sido frequentemente relatada como substituida na posicédo
C-3 da sapogenina. Entretanto, diferentemente dos alcaloides, esses compostos podem ter
de um a cinco monossacarideos ligados linearmente, ou com uma ou mais cadeias
ramificadas. Os monossacarideos mais comuns sao a D-Glc, D-Gal, D-Xyl, L-Rha e L-
arabinose (L-Ara) (Zhao et al., 2022) (Figura 10).
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Figura 9. Sapogeninas mais comuns encontradas em Solanum L. Fonte: Adaptado de Zhao et al., 2022
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a

3.7 Relagdo estrutura-atividade de alcaloides e saponinas de Solanum L.

A composicdo das estruturas dos alcaloides e saponinas de Solanum influenciam
em sua atividade bioldgica. Diversos estudos tém demonstrado que tanto a fragdo aglicona
quanto as unidades glicosidicas sdo de vital importancia para a bioatividade dessas
estruturas. A comparagdo nas variagOes das estruturas dentro de um sistema biologico
especifico auxilia na construcdo de uma relacdo estrutura-atividade abrangente. Até o
momento, muitos grupos funcionais nas agliconas foram identificados como cruciais para
a bioatividade (Milner et al., 2011).

A Figura 11 resume os principais grupos funcionais nas aglicona e suas relacoes
estrutura-atividade. A ligacdo dupla entre C-5 e C-6 no anel B das agliconas de alcaloides
esteroidais é necessaria para a atividade litica. No entanto, para esqueletos solanidanos,

em comparacdo com 0s esteroidais, a saturacdo entre C-5 e C-6 é mais relevante. Se o
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anel E for quebrado, a bioatividade diminui. Na maioria dos casos, a modificacdo do anel
F de qualquer uma das fracdes da aglicona leva a uma perda de bioatividade, como na
substituicdo do atomo de nitrogénio por oxigénio ou na adi¢do de um grupo acetil ao
nitrogénio (Milner et al., 2011).

Uma cadeia lateral de carboidrato € um requisito para as propriedades bioldgicas
desses derivados de esteroides (Roddick, 1979). Também foi relatado que o grupo
hidroxila livre na cadeia lateral de chacotriose da a-chaconina € fundamental para
determinadas atividades dos alcaloides (Chen et al. 2010). Portanto, a remogéo ou
modificacdo das unidades de carboidrato, bem como a modificacdo da aglicona,
especialmente no anel F, pode alterar a bioatividade desses metabolitos de Solanum (Zhao
etal., 2021).

Encontrar e identificar os principais genes associados a biossintese dessas fragdes
funcionais é fundamental. Por exemplo, genes envolvidos na modificacdo da estrutura da
aglicona podem influenciar diretamente a atividade biologica dessas estruturas,
determinando suas propriedades farmacoldgicas e toxicologicas. A identificacdo e
caracterizacdo desses genes permitem a manipulacdo racional das vias biossintéticas para
potencializar efeitos desejaveis ou minimizar efeitos adversos. Além disso, a engenharia
metabdlica pode ser aplicada para produzir analogos estruturais com propriedades
otimizadas, ampliando as possibilidades de aplicacdo terapéutica desses compostos lijima
et. al, 2013, Sanchez-Mata et al., 2010).

3.8 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) e sua

eficiéncia na identificacdo de alcaloides e saponinas de Solanum L.

O perfil quimico de extratos brutos usando da espectrometria de massas (EM)
tem sido bem implementado na rotina de laboratérios de produtos naturais (PN), e
vantagens como alta sensibilidade e alta seletividade possibilitam a identificacdo de
diversos compostos entre centenas detectados (Resende et al., 2020). Dessa maneira, a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM) tem sido
utilizada para aumentar a rapida identificacdo dos constituintes quimicos em mistura de

drogas vegetais (Yang et al., 2021).

Essa técnica analitica poderosa na identificacdo e quantificacdo de metabdlitos
secundarios em plantas, tem demonstrado sua eficiéncia na separacdo, identificacdo e

caracterizagdo de compostos bioativos, incluindo alcaloides e saponinas do género
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Solanum, que em razdo da auséncia de grupos cromdéforos em suas estruturas tornam
dificeis sua identificacdo e isolamento apenas utilizando da cromatografia classica, ou
cromatografia liquida acoplada a detectores de UV-VIS ou Infravermelho (IF), por
exemplo. A CLAE-EM combina a alta resolucdo da cromatografia liquida com a
sensibilidade e seletividade da espectrometria de massas, permitindo a detec¢do desses
compostos em baixas concentragdes e em matrizes complexas (Sarkar et al., 2025).

Essa técnica permite a separacdo dos compostos presentes em uma mistura
complexa, enquanto a EM fornece informagdes estruturais detalhadas, como massa
molecular e padrdo de fragmentacéo, essenciais para a identificacdo e quantificacdo dos
metabdlitos (Yuan et al., 2020). A interface mais comum para acoplamento é a ionizacao
por eletronebulizacdo (ESI), que permite a ionizacdo suave de compostos polares e nao
volateis, como os alcaloides e as saponinas, e tem sido desenvolvidos protocolos para
utilizacdo da tecnologia do qTOF (Quadrupole Time-of- Flight) e criacdo de perfil de
fragmentacdo destas duas grandes classes de metabdlitos semipolares (Heining e Aharoni,
2014) (Figura 12)

Estudos recentes tém demonstrado a eficacia da CLAE-EM para caracterizar
alcaloides e saponinas em espécies comestiveis de Solanum, permitindo a deteccao destes
em niveis traco, fornecendo informacdes sobre seus padrdes de fragmentacgéo e facilitando
adiferenciagdo entre isbmeros estruturais (Yuan et al. 2020; Friedman, 2006). Além disso,
permite a identificacdo de uma ampla gama de glicoalcaloides de solasodina e seus
derivados hidroxilados e metilados incomuns ou potencialmente novos (Yuan et al.,
2019). Também foi possivel realizar estudo de bioprospec¢édo de espécies subexploradas
do grupo para explorar glicoalcal6ides bioativos e outros compostos com potenciais
atividades pesticidas para o desenvolvimento de bioformulacdes verde (Popova et al.
2022).

Protocolos aplicados usando CLAE-EM para analise de perfil de espécimes de
herbario de Solanum também tém sido utilizados em estudos de desreplicacdo e geracao
de redes moleculares, com objetivo de identificar esses compostos, ja que sdo marcadores
quimicos, e utiliza-los como discriminantes para espécies ou subgrupos complexos dentro
do género (Resende et al., 2020; Silva et al., 2024).

Para o desenvolvimento de estudos de desreplicacdo utilizando CLAE-EM, ndo
sdo necessarias grandes quantidades de amostras, possibilitando assim que mesmo em
extratos produzidos em escala miniaturizada sejam identificadas e/ou anotadas diversas

moléculas, ainda que ocorram em quantidades trago, como observado na literatura em
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diversos estudos e protocolos publicados (Perez de Souza et al., 2019; Kim e Verpoorte,
2019; Pilon et al. 2020; Silva et al., 2024).
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Figura 12. Esquema para a identificacdo putativa de saponinas e alcalGides esterdides através da
interpretacdo de padrdes caracteristicos de fragmentacdo de massa. Os alcaldides e as saponinas podem ser
primeiramente diferenciados de acordo com a ocorréncia de massas i6nicas moleculares pares ou impares
(compostos contendo um azoto). Para além da analise do padréo de glicosilagdo (principalmente de C3), as
substituicdes de hidroxila, acetila e metoxila levam a perdas neutras especificas de 18, 32, e 60 Da
(substituintes agliconas mais comuns, em casos raros podem também ocorrer outros grupos, por exemplo,
carboxilo). A discriminacdo entre diferentes estruturas de agliconas pode ser feita de acordo com perdas
neutras especificas (por exemplo, —144 Da para saponinas do tipo furostanol, —142 Da para saponinas do
tipo espirostanol) ou pela analise da massa da aglicona e das massas de produtos de fragmentagdo destas

agliconas. m/z massa para carga, Da Dalton, = ligacéo dupla. Fonte: Heining e Aharoni, 2014.

3.9 Molecular Networking (Redes Moleculares) como estratégia de desreplicacao e

ferramenta quimiotaxdmica

As redes moleculares tém sido fundamentais nesse processo de desreplicacéo, e
refletem a diversidade molecular obtida em experimentos de espectrometria de massa em
tandem, estabelecendo relacGes de espectros de fragmentagdo de compostos a partir de
suas similaridades e criando clusters de compostos com perfis espectrais semelhantes.
Elas sdo a principal ferramenta utilizada em plataformas online, baseada em nuvem, como
0 Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS), e fornecem uma analise
e curadoria de dados de MS? (Aron et al., 2020).
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De forma simplificada, as redes moleculares baseada em espectrometria de massa,

como as do GNPS, possibilitam a observacdo de que moléculas da mesma classe quimica,

compartilham padrdes de fragmentagdo EM/EM semelhantes baseado em uma escala de

vetores resultante para cada um dos espectros de fragmentacdo obtidos, e assim a partir

da proximidade desses vetores, é calculado um valor de cosseno que quanto mais proximo

de um, maior a similaridade das estruturas quimicas e quanto mais distante de um, menor
a similaridade (Yang et al., 2013) (Figura 13).

A utilizacdo de redes moleculares como estratégia de desreplicacdo e para estudos
de metabolémica tem se multiplicado nos Ultimos anos, ndo sé para anotacdo e
identificacdo de compostos j& conhecidos, como também levando ao isolamento guiado
de novos compostos com potencial atividade biolégica, como neolignanas de dicoumaroil
e ligananas de espécies de Sageretia (Rhamnaceae) (Kang et al., 2018), saponinas 18-
norspirostanol do género Trillium (Melanthiaceae) (Li et al., 2019), e picrotoxanos de

espécies do género Austrobuxus (Euphorbiaceae) (Olivon et al., 2020).

Além disso, as redes moleculares também tém sido utilizadas com uma
abordagem quimiotaxonémica e diversos trabalhos tém sido publicados usando essa
ferramenta como forma de organizar os dados e observar as semelhancas e diferencas
quimicas do universo de compostos contidos em amostras biologicas do mesmo género
de plantas, como em Salvia L. (Lamiaceae) (Kharazian et al. 2024), Viscum (Santalaceae)
(Moyo et al., 2023), Ficus (Moraceae) (Bakry et al. 2023) e Mormodica (Cucurbitaceae)
(Ramabulana et al., 2021), de fungos como em Aspergillus (Wang et al., 2021) e

Cortinarius (Hammerle et al., 2021), entre outros organismos (Figura 14).

3.10 O uso de exsicatas em quimica de Produtos Naturais

A pesquisa sobre produtos naturais derivados de plantas é realizada utilizando
uma ampla gama de materiais de diversas origens. O material vegetal € comumente
coletado diretamente da natureza, vindo de plantas nativas ou cultivadas, e pode ser
adquirido em sua forma bruta ou ja processada. No campo da ciéncia vegetal, um
exemplar de referéncia geralmente € um espécime de herbario, prensado e seco, com
informacdes detalhadas sobre a coleta, funcionando como um registro de uma planta

especifica no tempo e no espac¢o (Eisenman et al., 2012).
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Figura 13. Esquema geral de funcionamento e organizacdo das redes moleculares do GNPs. Fonte: Silva,
2025.

Se um espécime ndo for depositado em herbarios ou ndo for disponibilizado a
outros, a verdadeira identidade dos materiais vegetais utilizados em um estudo ou pesquisa

pode ser questionada (Miller e Nyberg, 1995).

Desta maneira, espécimes de herbario sdo uma fonte essencial para dados de
caracteristicas de plantas, incluindo metabdlitos secundarios, entretanto, esses recursos
globais, devem ser minimamente modificados no processo de amostragem para preserva-

los para as geracdes futuras (Tasca et al., 2018).

Entretanto, o advento de ferramentas analiticas modernas, que dispensam a
necessidade de grandes volumes de amostra possibilita que amostras secas de herbarios
(exsicatas) sejam utilizadas como fontes de amostras para estudos em quimica de produtos
naturais como ja demonstrado por Tasca et al., 2018; Kao et al., 2018; Foutami et al.,
2018; Cook et al., 2021; e Resende et al., 2020.

O uso de material de herbario pode constituir um primeiro passo util na triagem
de plantas com componentes biologicamente ativos estaveis ou para uma maior
compreensdo cientifica do uso de plantas popularmente utilizada na medicina tradicional
(Eloff, 1999; Cook et al., 2021). Apesar da utilizacdo de amostras de herbario para
analises quimicas ainda serem pouco explorada, estas podem responder a uma grande
quantidade de questdes em pesquisa e tem sido cada vez mais reconhecido seu potencial
(Foutami et al., 2018; Barny et al., 2021).
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Figura 14. Uso de redes moleculares como estratégia de desreplicacdo. (a) Fluxo de trabalho para anlise
de perfil por LC-MS? de extratos de Euphorbiaceae, organizando o contelido metabdlito e mapeando o0s
dados taxonémicos em redes moleculares para deteccdo de agrupamentos especificos da familia e seus
géneros. (b) Rede molecular representando 20 géneros em nodos distintamente coloridos, e evidenciando
familias moleculares especificas do género Austrobuxus detectadas em aglomerados de cor azul que

levaram ao isolamento guiado de novos compostos. Fonte: Adaptado de Olivon et al., 2021.

De um modo geral, estudos sistematicos tém negligenciado os dados quimicos de
espécimes de herbario, que podem constituir uma importante fonte de informacdes
adicionais para a distingdo interespecifica e, consequentemente, proposi¢do de homologia
de caracteres e metabdlitos secundarios, estes ultimos ja sdo até incluidos em
classificacGes de plantas como no APG IV (Angiosperm Phylogeny Group, 2016) (Figura
15).
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Figura 15. Cladograma modificado do APG IV (2016) demonstrando a utilizagdo de metabolitos
secundarios em sistemas de classificagdes. Fonte: APG IV: Angiosperm Phylogeny Group classification

for the orders and families of flowering plants.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Material botanico

Trés folhas de 26 espécies de Solanum subg. Leptostemonum (75 espécimes)
foram coletadas da colecdo de referéncia da Professora Dra. Maria de Fatima Agra
localizada no Centro de Biotecnologia (CBiotec), do Herbario Lauro Pires Xavier (JPB)
e do Herbario Jayme Coelho de Moraes (EAN) ambos da Universidade Federal da Paraiba

(UFPB), Campus | e Campus I, respectivamente.

Partes aéreas (folhas e galhos) de S. jabrense também foram coletados na cidade
de Maturéia, Paraiba, Brasil, e na Cidade de Buique, Pernambuco, Brasil, e uma exsicata
depositada no Herbario Lauro Pires Xavier (JPB) (JPB 42267) e no Herbario Jayme
Coelho de Moraes (EAN) (EAN 30483), respectivamente, localizados na Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), e identificada pela Professora Dra. Maria de Fatima Agra. O
acesso ao patriménio genético registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob os cddigos A2B19D6
E AD609FD. O material fresco coletado foi seco em estufa (cerca de 40 °C) por 10 dias
e triturado, para obtencdo do po.

4.2 Reagentes e padroes

A &gua ultrapura utilizada foi obtida por sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore®) e os solventes organicos, Metanol (MeOH), Hexano (n-Hex), n-Butanol (n-
BuOH), Cloroférmio (CHCI3) e Acetato de Etila (EtOAc) grau CLAE foram adquiridos
da Biograde® (Bio Scie Industria e Comércio LTDA), Acetonitrila (ACN) da Supelco®
e acido formico grau CLAE da J.T. Baker® (Avantor®) ou grau CLAE-EM da Sigma-
Aldrich®. Hidréxido de aménio da ACS (Tedia Company, INC) e acido acético glacial
diluido (P.A. ACS, 99,7%, Quimex, F. Maia Industria e Comércio LTDA). Os solventes
deuterados, Metanol-ds (CD3OD 99%D) e H20-d; (D2O) também foram comprados da
Sigma-Aldrich®. E o padrdo solasodina cedido pelo Professor Dr. José Maria Barbosa
Filho do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

4.3 Preparo de amostras para as analises quimicas

Para a adaptacdo e padronizagdo da metodologia de extracdo, duas solucdes
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extrativas foram testadas, dois volumes de solucdo e duas quantidades de amostra (50 e
20 mg) (Tabela 01, Esquema 01). Entretanto, a solugdo escolhida para o desenvolvimento
do trabalho foi a MeOH:H,0/ 80:20.

Tabela 1. Volumes, quantidades e concentragdes testadas para padronizacdo da metodologia de extracéo.

Volumes (mL) Quantidade de amostra (mg) Concentragdes (v/v)
40 mL 50 mg MeOH:H,0/ 80:20
2mL 20 mg MeOH:H,0:CH;0,/ 70:30:0.1

20 e 50 mg de folhas pulverizadas + 40 e 2 mL de MeOH:H,O (8:2)

Vortex
Processador ultrassénico -15 min. x 2

¥

Extrato bruto

Centrifugacdo: 10.000 rpm, 5 minutos, 25°C

L

Sobrenadante

Filtracdo: Membrana Filtrante de PTFE (0,25 pm)

L

Extrato Filtrado

Esquema 01. Fluxograma do método utilizado para o preparo dos extratos.

Para o desenvolvimento do primeiro capitulo cerca de 50 mg de cada amostra
seca de herbario foi pesada em balanca de precisdo (0.0001-220 g, Shimadzu®),
pulverizada, extraida com 80% de MeOH (8:2, MeOH:H20, v/v, 32 mL) e sonicada em
banho de ultrassom (Eco-Sonics, 3 L, 40 kHz) por 15 min. a temperatura ambiente (25 °C).
A mistura extraida foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 min. a 25 °C (Hermle Labor
Technik, 2326 K), este procedimento foi repetido por duas vezes, e 0 sobrenadante

concentrado em evaporador rotativo sob vacuo (Rotavapor® R-100, Buchi). Apos essa
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etapa, cerca de 1 mg do extrato foi solubilizado em 50% de ACN (1:1, ACN:H20, v/v,
0,500 pl) e filtrados em vials de vidro (2000 pl, Alwsci Technologies®) com filtro de
seringa (Membrana de Nylon, 0.22 um - tamanho do poro, 22 mm - didmetro, Whatman

Uniflo™) para aquisicdo de dados de espectrometria de massas (Figura 16).

~50 mg do
materlal seco

MeO Centnfugado e Extrato
80 % (40 mL) sobrenadante bruto
Pulvenzado Ultrassonicado por concentrado sob o
15min. vacuo

Dados de HPLC-ESI- Arquivos mzXML GN S
MS? D : P p

usando o software
MSConvert Global Natural Products Social
Molecular Networking

Figura 16. Fluxo de trabalho para extragdo e aquisicdo dos dados de CLAE-EM/EM de espécimes de
herbario.

J& para o desenvolvimento do segundo capitulo foram utilizadas extracdes em
escalas menores, devido ao grande numero de amostras e replicatas biologicas, como
também para evitar uma etapa de secagem das solucdes extrativas. Desta forma, cerca de
20 mg de amostras foram extraidos com 80% de MeOH (8:2, MeOH:H20, v/v, 1.6 mL) e
sonicado em banho de ultrassénico (por 15 min. a temperatura ambiente, 25 °C). A mistura
extraida foi centrifugada a 5.000 rpm por 5 min. a 25 °C e este procedimento foi repetido
por 2 vezes. Posteriormente, 1000 ul do sobrenadante foi aliquotado e filtrado em vials
(2000 pl) com filtro de seringa (Membrana de Nylon, 0.22 pum - tamanho do poro, 22mm
— didmetro) para assim ser analisado por CLAE-EM.

4.4 Extracao e obtencao do extrato hidroalcoolico bruto e da fragdo concentrada

em alcaloides

Para o desenvolvimento do terceiro e quarto capitulo, aproximadamente 5009 do
po da planta seca foram extraidos com 80% de MeOH (8:2, MeOH:H-0, v/v) em banho
ultrassénico por 1 h a temperatura ambiente (~25 °C). Esse procedimento de extracéo foi
repetido por duas vezes. O sobrenadante, liquido extrativo (4 L), foi concentrado em
evaporador rotativo sob vacuo (Rotavapor® R-100, Buchi) a cerca de 40°C, e assim

obtido o extrato bruto seco (108 g).

—" HPLC-ESI-MS"
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Para obtencdo da fracdo concentrada em alcaloides, 30g do extrato bruto
hidroalcéolico foi solubilizado em agua ultrapura e alcalinizado, com hidroxido de
amonio até atingir o pH 9, aproximadamente, medido com tiras universal de pH 0-14
(KASVI). Essa mistura foi submetida a refrigeracdo, onde permaneceu por 24 h. Ap6s
esse periodo, obtivemos um precipitado com aspecto gelatinoso que foi filtrado até
completa separacdo por filtracdo sob vacuo. O precipitado foi ressuspendido em agua,
neutralizado com &cido acético glacial diluido e refrigerado por 24 h. Por fim, o contetdo
foi centrifugado (Hermle Labor Technik, Z326 K) e concentrado em evaporador rotativo
sob vacuo (Rotavapor® R-100, Buchi) a cerca de 40°C.

4.5 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos do extrato hidroalcoolico

de Solanum jabrense Agra e M. Nee

O extrato bruto concentrado foi submetido a parti¢do liquido-liquido, em funil de
separacao Squibb com rolha e torniquete em teflon, utilizando os solventes n-Hex, CHCls,
EtOH e n-But (Esquema 02). A fase n-Butanol foi submetida a cromatografia em coluna
de adsorcédo, utilizando silica gel (ART 7734 da MERCK, de particulas com dimensdes
entre 0,060 — 0,200 mm e 70 - 230 mesh), como fase estacionaria, hexano (n-Hex:EtOAc
10:0 a 0:10), acetato de etila (EtOAc:MeOH 9:1 a 3:6) e metanol (MeOH:EtOAc 3:6 a
10:0) como fase movel, obtendo-se 35 fracBes e estas foram analisadas por CCDA
(Cromatografia em camada delgada analitica) utilizando diferentes sistemas de eluicdo
ereveladas na luz UV sob os comprimentos de onda de 254 e 366 nm, em aparelho
BOITTON (modelo BOIT-LUBO1).

As fracdes semelhantes quanto ao fator de retencdo (Rf) foram reunidas e as
potencialmente promissoras foram preparadas e analisadas por CLAE-DAD em escala
analitica da Shimadzu® (Prominence) equipado com modulo de bombeamento de
solvente binario LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, um sistema de degaseificacdo DGU20A,
detector SPD-M20A diode array e CBM-20 como unidade de controle. A coluna utilizada
foi Kromasil C-18 (5 pm, 250 x 4,6 mm, Kromasil, Bohus, Suécia), com pré-coluna
SecurityGuard Gemini® C18 (5 pum, 4 mm x 3 mm). As analises, foram realizadas
utilizando os solventes organicos acetonitrila grau CLAE, agua ultrapura e &cido formico
grau CLAE.
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Extrato Solanum jabrense Agra & M. Nee
MeOH:H,O 8:2 Partes aéreas
(108 g) 465g de material seco triturado

Coluna silica-gel 30g
s 1~ca-ge Precipitado com NaOH
21 fragdes
STA 01 Fr. 04-05
(37.1mg)
\ ‘
Fase
Cloroférmio Fase aquosa
l Coluna silica-gel
35 fracdes
CG-MS MPLC |
20 fragdes Fr. 11 (1021 mg) Fe120202mg)
Sephadex Sephadex
‘ 14 fracdes 16 fracoes
Fr. 02 Fr. 07
(7.73 mg) (92,9 mg)
l l CLAE preparativa
SJA 03 SJA 02

Esquema 02. Fluxograma da obtencéo dos extratos, fases e fracdes das partes aéreas de S. jabrense.

As fragbes 11 (102,1 mg) e 12 (720,2 mg) obtidas da fase n-Butanol foram
submetidas a cromatografia por exclusdo, utilizando uma coluna de vidro com valvula de
dosagem, sephadex (Sigma- Aldrich, Merck) e MeOH (10-100%) como eluente, obtendo-

se 14 e 16 fracdes, respectivamente.

A fragdo 07 (92,9 mg) obtida do fracionamento da fracdo 12 foi analisada por
CLAE-DAD analitico e submetida a analises de CLAE preparativa realizadas utilizando
um sistema da Shimadzu® equipado com modulo de bombeamento de solvente binario
LC-6AD, injetor Rheodyne, detector SPD-M10A diode array e SCL-10 como unidade de
controle. As analises foram realizadas em coluna preparada com octadesilsilano (ACE C-
18 250,0 mm X 21,2 mm e 5 um de tamanho de particula), e como fase movel ACN e
agua ultrapura acidificada com &cido formico 0,1% grau CLAE, obtendo-se assim a
substancia codificada como SJA 02 (6,5 mg). A fracdo 02 obtida do fracionamento da
fracdo 11 em sephadex foi analisada por RMN H e °C e observada a presenca da
substancia codificada como SJA 03 (7,73 mg).

A fracgdo rica em alcaloides (2,40 g) também foi submetida a fracionamento em

coluna de sephadex e MeOH como eluente, obtendo-se 21 fracdes que foram analisadas
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por CLAE-DAD em escala analitica a e reunidas por semelhanca do fator de retencéo.
Das fracOes 4-5 analisadas e reunidas foi obtido o composto codificado como SJA 01
(37,1 mg).

4.6 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM)

As andlises dessa tese obtidas por CLAE-EM foram realizadas utilizando trés
plataformas diferentes, sendo na primeira plataforma necessario que as analises fossem
realizadas em duas etapas, em um lon trap, para realizar analises de ESI-MS" e em um
micrOTOF, para realizar anélises de EMAR. J& na segunda e terceira as analises foram
realizadas em sistema de alta resolucdo, um espectrémetro de massa quadrupolo-tempo
de voo (QTOF).

As analises do primeiro capitulo foram realizadas utilizando a primeira
plataforma, em um Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Shimadzu®
(Kyoto, Japéo), acoplado a um lon trap Amazon X ou micrOTOF 11 (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, EUA) com uma fonte de ions de eletrospray (ESI) para realizar anélises
de ESI-MS" e HRESIMS, respectivamente. O Sistema CLAE consistia em uma unidade
de bomba de solvente CLAE-20AD; um degaseificador online DGU-20A5; um
controlador de sistema CBM-20A e um detector de arranjo de diodos SPD-M20A (190 —
800 nm). A separacdo por CLAE foi realizada em uma coluna analitica Kromasil C-18
5mm 100A, 250 x 4,6 um (Kromasil, Bohus, Suécia). As injecdes foram realizadas
usando um amostrador automatico (SIL-20A). A fase movel da CLAE consistia em agua
com 0,1% de acido férmico (solvente A) e acetonitrila (solvente B). Gradiente linear
exploratdrio (5-100% B) foi realizado para eluicdo em 105 minutos. Os pardmetros de
analise sdo: capilar 4,5 kV, ESI em modo positivo, placa final offset 500 V, nebulizador
4,0 bar, gas seco (N2) com vazdo de 8 mL/min e temperatura de 200 °C. A fragmentagédo
CID foi obtida no modo MS/MS automatico usando o modo de resolucéo avancgada para

0 modo MS e MS". Os espectros (m/z 50-1500) foram registrados a cada dois segundos.

Ja as andlises do segundo capitulo foram realizadas em um Sistema de
Cromatografia Liquida de Ultra desempenho (Nexera X3, Shimadzu® Kyoto, Jap&o),
acoplado a um espectrometro de massa quadrupolo-tempo de voo (LCMS-9050
Shimadzu®, Kyoto, Japdo), com uma fonte de ions de eletrospray (ESI). O Sistema CLAE
consistia em uma unidade de bomba de solvente LC-40D, um degaseificador online
DGU-405 e um controlador de sistema CBM-40. As injecOes foram realizadas usando um
amostrador automatico (SIL-40C). A separacdo por CLAE foi realizada em uma coluna
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analitica Kromasil C-18 5 mm 1004, 250 x 4,6 pm (Kromasil, Bohus, Suécia). A fase
movel da CLAE consistia em acetonitrila (Solvente B) e agua acidificada com &cido
formico 0.1% (Solvente A) (v/v) com fluxo de 0.6 mL.mint em gradiente linear
exploratorio (5-100% B) em 105 min. Os parametros de andlise foram fixados em energia
do capilar de -3.0 kV, temperatura do gas de dessolvatacdo a 300 °C e fluxo de

10.0 L.min* e gas nebulizador N, com vazéo de 3,0 L.min™%. Os espectros de massa foram
adquiridos no g-TOF no modo positivo de ionizacdo em uma faixa de 100 a 1200 Da,

com CE (energia de colisdo) fixa em 60 e a voltagem da interface 3.5 Kv.

E as analises do terceiro capitulo foram obtidas utilizando um Sistema de
Cromatografia Liquida de Ultra desempenho (Nexera X2, Shimadzu® Kyoto, Japao),
acoplado a um espectrometro de massa quadrupolo-tempo de voo (MicroTOF-QII;
Bruker Daltonics, MA, EUA), com uma fonte de ions de eletrospray (ESI). O Sistema
CLAE consistia em uma unidade de bomba de solvente LC-40D, um degaseificador
online DGU-405 e um controlador de sistema CBM-40. As injecdes foram realizadas
usando um amostrador automatico (SIL-40C). A separacdo por CLAE foi realizada em
uma coluna analitica Luna C-18 5 mm 1504, 250 x 4,6 um (Phenomenex, EUA). A fase
movel da CLAE consistia em acetonitrila (Solvente A) e agua (Solvente B) ambos
acidificados com acido formico 20 mM (v/v) com fluxo de 350 mL.mint. O método se

deu de 0 a 2 min em modo isocratico (15:85) seguido de gradiente linear até 95 % de

ACN de 2-12 min. Ap0s isso, a taxa de 95 % foi mantida por 5 min, retornando a 15% de
B e mantendo-se por 4 min antes da proxima injecdo. Por fim, as configuracGes da fonte
de ionizacéo Eletrospray foram fixadas em energia do capilar de 4.500 V, temperatura do
gas de dessolvatacio a 200 °C, fluxo de 9 mL.min™t, e pressdo de 4 bar. Os espectros de
massa foram adquiridos no modo positivo de ionizagdo em uma faixa de 50 a 1200 Da. O
instrumento Q-Tof foi operado em modo de varredura e MS/MS automaético, e
experimentos MS2 topk5 para 0s cinco ions mais intensos de cada varredura MS1. Os

dados foram visualizados usando o software Data Analysis 4.2 (Bruker Daltonics ®).

4.7 Processamento de dados EM/EM e geracéo de redes moleculares no GNPS

(Global Natural Products Social Molecular Networking)

Para geracéo da rede molecular do capitulo g os dados CLAE-ESI-EM? adquiridos
no AmazonX foram convertidos para arquivos mzXML usando o software MSConvert
(ProteoWizard, disponivel em https://proteowizard.sourceforge.io/). Os arquivos
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mzXML foram carregados no GPNS online
(https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp),  atraves do  WInSCP
(https://winscp.net/eng/download. php), e entdo a rede molecular (MN) foi gerada. Os
parametros utilizados para gerar as redes foram: tolerancia da massa do ion precursor 1.0
Da; toleréncia de massa de ions de fragmentos 0.5 Da e pontua¢do minima de cosseno
0.6. A rede molecular foi plotada no Cytoscape 3.8.2 (http://www.cytoscape.org). Para
facilitar a desreplicacdo e anotacdo de compostos, e evitar erros na interpretacdo de
contaminantes ou ruidos de CLAE, foram incluidas na rede como grupos distintos de
amostras espectros do padréo solasodine (usado como “seed” ou iniciador) e injecGes da
fase movel como branco, realizadas sob as mesmas condicdes das amostras, e
identificados em nodos de cores distantes no Cytoscape. Posteriormente nodos
correspondentes ao branco foram deletados. A rede molecular cléssica foi reanalisada

com a ferramenta MolNetEnhancer.

Ja as redes do capitulo 3 foram geradas usando os dados de CLAE-ESI-EM?
convertidos para arquivos mzXML usando o software MSConvert (ProteoWizard,
disponivel em https://proteowizard.sourceforge.io/). Os arquivos mzXML foram
carregados no GPNS online (https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp),
através do WinSCP (https://winscp.net/eng/download. php), e entdo a rede molecular

(MN) foi gerada. Os parametros utilizados para gerar as redes foram: tolerancia da massa
do ion precursor 1.0 Da; toleréncia de massa de ions de fragmentos 0.5 Da e pontuacao
minima de cosseno 0.6. A rede molecular foi plotada no Cytoscape 3.8.2
(http://www.cytoscape.org). Para facilitar a desreplicacdo e classificagdo da estrutura
quimica dos compostos a rede molecular classica foi reanalisada utilizando a ferramenta
MolNetEnhancer.

4.8 Processamento de dados EM/EM para as analises estatisticas

Os dados adquiridos no Q-Tof foram convertidos para arquivos mzXML usando
0 software MSConvert (ProteoWizard, disponivel em

https://proteowizard.sourceforge.io/). Os arquivos foram abertos, visualizados e

analisados utilizando o software MS-DIAL, e o processamento dos dados foi realizado
no software estatistico R por meio do pacote XCMS, e utilizando a interface de
funcionalidades do software RStudio. Para garantir a reprodutibilidade dos resultados
obtidos na analise, serda disponibilizado um script contendo todas as etapas do
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processamento e a menc¢do aos demais pacotes utilizados na analise dos dados.

4.9 Aquisicao e Processamento de dados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram adquiridos em um
espectrometro Bruker AVANCE NEO 500 MHz (Bruker, Coventry, Reino Unido),
operando a 500 MHz para RMN *H e 125 MHz para RMN C e Bruker ASCEND 400
MHz, operando a 400 MHz para RMN *H e 100 MHz para RMN *3C. Os espectros foram
registrados em Metanol-ds (CD3OD 99%D) e Piridina-ds (CsDsN 99%D), quando

necessario.

O processamento dos espectros foi realizado usando o software MestReNova®
(MNova) versdo 14.2.0. Os espectros de RMN foram submetidos a um processamento
sendo realizados os procedimentos de correcdo de linha de base (b), correcdo de fase (auto
phase correction), referenciamento pelo sinal do solvente (1), peak picking usando o
manual threshold (k) ou o peak by peak (Ctrl + K) e integracdo manual (i). Este Gltimo
apenas para dados de RMN H (Figura 17).

1 2 B ¢ “auto phase correction” 3 1 MeOD ou TMS

UAL LW Y]

4 KouGrl +K 5 I 6

ot *”* ““““ B B 1 — ‘ “JM'LU’LM“ l A ‘

Figura 17. Processamento de espectros de RMN de *H. 1. correcéo de linha de base (b), 2. corregéo de fase
(auto phase correction), 3. referenciamento pelo sinal do solvente (l), 4. peak picking usando o manual
threshold (k) ou o peak by peak (Ctrl + K), 5. integracdo manual (i), 6. Espectro processado. Fonte: Silva,
2025

4.10 Ensaios da atividade Larvicida contra Aedes aegypti

A atividade larvicida do extrato e da fracdo rica em alcaloide de S. jabrense foi
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avaliada de acordo com as recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (1970)
(WHO- World Health Organization, 1970). As larvas de A. aegypti no terceiro estagio
(L3) (Cepa Rockefeller, Jodo Pessoa) foram obtidas do Laboratdrio de Biotecnologia
Aplicada a Parasitas e Vetores (Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da

Paraiba).

As amostras do ensaio foram diluidas em &gua desclorada, Tween 80 a 1% e
Tween 20 também a 1%, em diferentes concentracdes. Trinta larvas do terceiro estagio
(L3) foram transferidas para tubos Falcon contendo as solugdes de teste. O grupo controle
negativo foi preparado com agua desclorada, Tween 80 a 1% e Tween 20 também a 1%.

Para avaliagdo da atividade larvicida foram utilizadas larvas de A. aegypti
mantidas em camaras climatizadas (BOD, Demanda Biogquimica de Oxigénio) a 28°C
com variacgdo de + 2°C, e umidade relativa de 75% * 5% e fotoperiodo 12 h claro, 12h
escuro. Os ensaios foram realizados com 30 larvas em estagio L3 para cada tratamento, e
utilizadas sete concentracbes sendo uma concentracdo controle, para o extrato

hidroalcoolico bruto (0, 80, 100, 200, 400, 600, 800 ppm) e cinco concentracdes para a

fracdo rica em alcaloides com uma também sendo controle (0, 80, 100, 200, 400 ppm).

Os ensaios foram realizados em triplicata e a mortalidade das larvas avaliadas apos 24 h.

4.11 Avaliagdo da producéo do 6xido nitrico (NO)

A producéo de 6xido nitrico (NO) foi determinada pelo reagente de Griess em um
pool de hemolinfa de 30 cepas L3, em um volume final de 400 puL em tampao PBS (Green
et al. 1981). As larvas foram expostas ao extrato bruto de S. jabrense (0,4895 mg/mL) e
a fracdo rica em alcaloides (0,1957 mg/mL) durante um periodo de tempo de 24 h, e 0
grupo controle foram expostos apenas a agua da torneira pelos mesmos periodos de
tempo. Os ensaios foram realizados em triplicata. A absorbancia foi medida usando um
leitor de microplacas com filtro de 548 nm, e o NO (6xido nitrico) foi quantificado usando

uma curva padréo de NaNO- (Nitrito de sodio) como referéncia..

4.12 Andlise estatistica das atividades avaliadas

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism para
Windows versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Diferencas significativas
entre os grupos foram analisadas por ANOVA seguido pelo po6s-teste de Tukey quando
apropriado (P<0,05).
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Resumo

Solanum jabrense é uma espécie endémica do Brasil, distribuida pelos dominios
fitogeogréaficos da Caatinga e Mata Atlantica, nos estados do Nordeste. As espécies de
Solanum L. apresentam grande importancia econdémica ndo somente por serem utilizadas
na alimentacdo humana, mas também por apresentarem diversos metabolitos secundarios,
principalmente alcaloides esteroidais glicosilados, o que lhes confere propriedades
medicinais. Recentemente, espécimes secos de herbario tém sido utilizados para
identificar metabolitos de interesse preservados mesmo apds anos de armazenamento,
utilizando um método simples e rapido de extracdo e analise por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas. Foram utilizadas técnicas de desreplicacdo
auxiliadas por redes moleculares para analisar a composi¢do quimica de amostras de
espécimes de herbario de S. jabrense e para identificar marcadores quimicos e moléculas
bioativas com potencial utilizacdo medicinal. A partir do conjunto de dados CLAE-
EM/EM dos extratos brutos e de um padrdo (solasodina), foi gerada uma rede molecular
que resultou na desreplicagao de 19 alcaminas do tipo espirosolano. Os nossos resultados
sugerem que a desreplicacéo utilizando fragmentos de espécimes secos de Solanum € uma
ferramenta rapida para identificar potenciais metabolitos conservados, sendo Gtil ndo s
para a quimiotaxonomia e metaboldmica, mas também para a descoberta de novas
moléculas em produtos naturais.

Palavras-chave: Solanaceae, Clado Lepstostemonum, Amostras de herbario, Produtos

Naturais, Glicoalcaloides.
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Introducdo

O avanco das técnicas analiticas e a utilizacdo de ferramentas computacionais, como
as redes moleculares (MN) baseadas em espectrometria de massas em tandem (EM/EM),
impedem a redescoberta de compostos conhecidos e facilitam a descoberta de compostos
desconhecidos a partir de misturas naturais complexas, agilizando assim o processo de

desreplicacdo (Quin et al., 2022).

Uma das vantagens dos estudos de desreplicacdo utilizando LC-MS/MS ¢é a
necessidade de pequenas quantidades de amostra, permitindo a identificagdo e/ou
anotacdo de diversas moléculas, mesmo em extratos produzidos em escala miniaturizada,
embora possam ocorrer em concentracdes vestigiais, como observado em varios estudos
e protocolos publicados (Kim, 2010; Perez et al., 2019; Pilon et al., 2020)

Esta particularidade permite que os espécimes secos de herbario sejam utilizados
como fonte de amostra para estudos em quimica de produtos naturais (Tasca et al., 2018;
Kao et al., 2018; Foutami et al., 2018; Resende et al., 2020; Cook et al., 2021; Barny et
al., 2021), servindo potencialmente como um primeiro passo Util na triagem de plantas
com componentes biologicamente ativos estaveis ou para uma maior compreensdo
cientifica da utilizacdo de organismos vegetais comummente empregados na medicina
tradicional (Eloff et al., 1999; Cook et al. 2021). A utilizacdo de amostras de herbério
para analises quimicas é ainda pouco explorada, apesar de poder responder a um grande
numero de questdes de investigacdo e de ter o seu potencial cada vez mais reconhecido
(Foutmami et al., 2018; Cook et al. 2021).

Os exemplares de herbario secos tém sido utilizados mesmo apds anos de secagem e
armazenamento, empregando métodos de extracdo simples e rapidos e analises utilizando
a Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM) (Moraes et
al., 2009; Resende et al., 2020; Nothias et al., 2018).

As espécies de Solanum L. (Solanaceae), vulgarmente conhecidas por ‘jurubebas’,
destacam-se na economia mundial, ndo s6 por incluirem espécies cultivadas para
consumo humano e uso ornamental, mas tambeém porque os seus individuos apresentam
um elevado potencial farmacoldgico e toxicolégico devido a presenca de diversos
metabolitos secundarios, como alcaloides, alcaloides esteroides, saponinas, flavonoides,
terpenoides, lignanas, esterdis, fendis, cumarinas, acidos gordos, ésteres, entre outros
(Kaunda et al., 2019).
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Em particular, este género produz uma grande variedade de alcaloides, conhecidos
como alcaloides esteroidais, tipicamente ligados a uma cadeia glicosilada e amplamente
estudados pelas suas propriedades anticancerigenas (Winkiel et al., 2022), anticolesterol,
antimicrobianas, anti-inflamatdrias, antinociceptivas, antipiréticas, toxicas e outras
(Milner et al., 2011; Zhao et al., 2021). Estes compostos sdo de grande interesse em
Solanum e sdo também considerados marcadores quimiofenéticos, ocorrendo em todos 0s

seus grupos infragenéricos (Ramos et al., 2021).

No entanto, existe uma grande dificuldade em isolar estes compostos devido a
natureza da sua estrutura quimica e a sua ocorréncia, na maioria das vezes em
concentracdes traco (Friedman et al., 1997). A utilizacdo da cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas pode auxiliar na compreensdo da composi¢do deste
grupo quimico, bem como otimizar o procedimento de analise e extracdo (Popova e
Morra, 2021).

Solanum jabrense Agra e M. Nee (SJA), utilizada neste trabalho como espécie
modelo, foi descrita pela primeira vez no Parque Estadual do Pico do Jabre, sendo uma
espécie endémica do Brasil, encontrada nos dominios fitogeograficos da Caatinga e Mata
Atlantica, em estados do Nordeste (Agra et al. 1997; Flora do Brasil, 2025). E reconhecido
pelo seu uso anticancerigeno e moluscicida (Esteves-Souza, et al. 2002; Silva et al., 2007;
Andrade et al., 2013); no entanto, o potencial quimico e farmacoldgico desta espécie é
ainda pouco explorado.

Com base no conjunto de dados de CLAE-EM e EM/EM de espécimes de herbario
Solanum, foi gerada uma rede molecular, resultando na desreplicacao de 19 alcaloides do
tipo espirosolano, sendo que apenas um deles foi anteriormente reportado na literatura

para a espécie.

Resultados e Discussao

Os extratos hidroalcoolicos obtidos a partir de espécimes de herbario e o extrato bruto
obtido a partir de plantas frescas de S. jabrense foram submetidos a analises de CLAE-
EM/EM para confirmar a presenca de metabolitos conservados nas amostras através da
observacdo dos ions protonados [M+H]* e da criacdo de redes moleculares na Global
Natural Product Social Molecular Network (GNPS) para auxiliar os estudos de
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desreplicacdo, com énfase nos alcaloides esteroidais, que sdo os marcadores quimicos do

grupo (Ramos et al., 2021).

Com base no conjunto de dados CLAE-EM/EM dos extratos brutos e do composto
puro (solasodina) (Figuras 23, 24, 25, 35), foi gerada uma rede molecular com 388 nodos,
resultando na desreplicacdo de 19 alcaloides do tipo espirosolano. Estes alcaloides,
incluidos no mesmo ‘agrupamento’ molecular, foram observados a partir do nodo da

‘semente’ e representam aproximadamente 17% de todos os nds da rede molecular

(Figuras 18, 19).

Os alcaloides esteroidais anotados e/ou identificados manualmente estéo resumidos
na Tabela 03, juntamente com o seu tempo de retencdo, formula molecular, erro (ppm) e
principais ions fragmentos. Embora os glicoalcaloides sejam marcadores em Solanum,
ainda estdo pouco documentados e catalogados em bases de dados, o que explica o baixo

numero de anota¢des fornecidas pelas redes moleculares (Resende et al., 2020).

Os cromatogramas de pico base (BPCs) dos espécimes mostraram-se visualmente
semelhantes, apenas com diferencas nas intensidades (area) de alguns picos, indicando a
presenca de metabolitos estaveis, mesmo ap6s secagem e muitos anos de armazenamento

do material (Figura 20 e Figura 27).

Esta observacéo foi também confirmada nos espectros de RMN de H e *C, com
sinais predominantemente na regido dos 4,5 ppm indicativos de hidrogénios ligados a
carbonos oxigenados, sinais na regido entre os 4,5-5,5 ppm caracteristicos dos
hidrogénios anoméricos, e também sinais intensos entre os 0,7-2,5 ppm indicando a

presenca de hidrogénios alifaticos (Figura 25 e Figura 26).

Os glicoalcaloides esteroidais de Solanum sdo facilmente reconhecidos como
alcaloides contendo nitrogénio devido a massa par do pico do ion protonado, bem como
seu padrdo isotopico (Figura 28) e padrdo de fragmentacdo semelhante. Os ions
fragmentos sdo frequentemente formados por perdas neutras de -18 Da (H20),
apresentando desidratacGes intensas devido a reagdes de rearranjo remoto de hidrogénio,
como consequéncia da presenca de grupos hidroxilo ligados as agliconas, além de perdas
neutras de -146 Da (6-Deoxy-Hexose), -162 Da (Hex) e -132 Da (Pent), uma vez que estes
compostos ocorrem tipicamente como glicosideos (Xiang et al., 2022; Popova et al.,
2022), juntamente com fons fragmentos de -125 Da resultantes da eliminacgéo de CgHisN,

ou - 143 Da resultantes da eliminacéo de CgHisN e H2O (Figuras 37 e 44).
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= Steroidal alkaloids

= Steroidal lactones
Triterpenoids

= Fatty acids and conjugates

® Carbohydrates and carbohydrate conjugates

u Alcohols and polyols

m Methoxyphenols
Flavonoid glycosides
Naphthalenecarboxylic acids and derivates
Furanocoumarins

® Nam

No matches

Figura 18. Classe de metabolitos anotados pelo GNPS e MolNetEnhancer presentes nas amostras.

Embora seja impossivel afirmar a configuracao exata dos substituintes, podemos
prever que as moléculas sdo formadas por uma aglicona ligada a outros grupos funcionais
que podem ocupar posi¢des especificas, além de cadeias glicosidicas tipicamente ligadas
na posigdo C-3. Com base nas perdas de massa neutra, podemos sugerir que estes
glicosideos podem ser monossacarideos, dissacarideos e trissacarideos (Zhao et al., 2021)
(Figura 21). As substitui¢Oes de hidroxilas nestas estruturas sdo também bastante comuns
e sdo geralmente encontradas na literatura nas posicées C-6, C-7, C-12, C-16, C-23 ou C-
26 (Zhao et al., 2021; Heinig e Aharoni, 2014).

O composto anotado pelo GNPS, reconhecido como solasodina, Sol (9), € um
nodo com uma massa precursora de m/z 414, identificado a partir dos ions fragmentos,
m/z 396 [M+H-H,0] * resultantes da perda neutra de agua, e ions formados devido a
fragmentagdo do anel E, m/z 271 [M+H-CgH15N] * e 253 [M+H-CgH1sN-H-0] *. Os ions
fragmentos de m/z 175 e 157 podem também ser formados a partir dos fragmentos m/z
271 e 253, respetivamente, com origem na fragmentacdo do anel B. Quando o ion
fragmento m/z 414 é observado como dominante no espectro de fragmentacéo, juntamente
com os ions m/z 271 e 253 ou apenas o ion m/z 396, os compostos podem ser identificados
como glicoalcaloides que possuem a aglicona do tipo solasodina ou solanidina (Figuras
36, 43, 44) (Popova et al., 2022, Heinig e Aharoni et al., 2014). Foram também observadas
cinco outras agliconas com m/z 446, m/z 430, m/z 428, m/z 412 e m/z 410 nas amostras e
podem ser reconhecidas com base nos seus padrdes de fragmentacdo (Figuras 46-49)
(Tabela 02, 03).
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Figura 19. Rede molecular de dados MS/MS de amostras de Solanum jabrense Agra e M. Nee. DHS, di-

hidroxisolasodina; HS, hidroxisolasodina; S, solasodina. (A) Viséo geral da rede molecular gerada. (B) Destacando
0 agrupamento de alcaloides esteroidais.
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Figura 20. Cromatograma de pico base de extratos hidroalcodlicos brutos de amostras de herbario, SJA
4743 (black), SJA 5359 (light blue) e SJA 4916 ( ) de Solanum jabrense Agra & M. Nee.

Os compostos DHS (15), HS (17) e DHS-2 H,0 (18) apresentam 0 mesmo padrdo
de fragmentacdo, apresentando perdas de -18 Da (H20) e -125 Da (CsHisN)

correspondentes as desidratacdes e a clivagem do anel E das agliconas.

A aglicona m/z 446 (15) é 16 Da maior que a aglicona m/z 430 (17), que
corresponde a solasodina com adicao de um grupo hidroxila, e 32 Da maior que a aglicona
m/z 414 (9), sugerindo que esta aglicona tem adi¢cdo de dois grupos hidroxilas e pode
sofrer uma etapa de desidratagédo e clivagem do anel E-F com adi¢cdo de um grupo
hidroxila, gerando os ions produtos m/z 428 e m/z 285. Este composto pode ser uma di-
hidroxisolasodina. Os ions fragmentos gerados em m/z 285 e m/z 269 séo 32 Da e 16 Da
mais elevados que os ions correspondentes aos anéis ABCD™ da solasodina (m/z 253)
apos a clivagem do anel E-F, sugerindo que uma hidroxila pode estar ligada ao anel A-B-
C-D e outra ao anel espiro E-F. Além disso, a desidratacdo do ion m/z 285 gerando o ion
fragmento m/z 267 fornece evidéncias adicionais da existéncia de uma hidroxila no anel
A-B-C-D". Outra observacdo que podera indicar a presenca de uma hidroxila ligada a
aglicona nesta porcéo do anel é a diferenca de 18 Da entre m/z 175 e m/z 157, resultante
da fragmentacdo do anel A-B em di-hidroxisolasodina e solasodina, respectivamente
(Cahill et al., 2010; Zhao et al., 2023) (Figuras 46-48).

O ion de m/z 412 HS-(H20) (19) néo é apenas a aglicona solasodina desaturada
com ions fragmentos de m/z 394 [M+H-H,O]*, m/z 269 [M+H-H,0-125 Da]* e m/z 173
[M+H-H,0-125 Da-96 Da]", mas também pode ser um produto da desidratagdo da
aglicona [M +H]* m/z 430 (17), como resultado de um substituinte hidroxila, sendo

potencialmente uma (25S)-22BN-espirosol-4-en-3-ona ou 4-tomatiden-3-ona (Yuan et
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al., 2019) (Figura 49).

O composto principal, com uma massa precursora de m/z 868, Sol-hex-
desoxihexosil-desoxihexosil (11), atribuido a solamargina, pode ser reconhecido pela
formacédo de ions fragmentos caracteristicos m/z 850 [M+H-H,0] *, m/z 704 [M+H-Pent—
H.O]" e m/z 378 [M+H-2Pent-Hex—2H,0]", resultantes de desidratacdes, eliminacdo da
cadeia de acucar e fragmentacdo da aglicona (Figura 38) (Popova et al., 2022; Wu et al.,
2013; Lelario etal., 2019; Yang et al., 2021). Este composto foi isolado das raizes, caules
e frutos de muitas espécies do género, com propriedades bioldgicas descritas como
leishmanicida, antidiabética, esquistossomicida, tripanocida, antibacteriana, moluscicida

e anticancerigena (Kaunda et al., 2019).

O nodo com massa precursora m/z 884 Sol-hex-desoxihexosil-hex (10), apresentou
fons com valores caracteristicos m/z 866 [M+H-H.Q] *, 704 [M+H-Hex-H.0] *, 558
[M+H-Pent-Hex-H20] *, 396 [M+H-Pent-2Hex—H»0] ¥, devido a perda de residuos de
acucar solasonina. O ion em m/z 704, resultante da clivagem glicosidica, leva a perda de
-146 Da (pent), ligado a aglicona. Os ions m/z 558 e m/z 396 resultaram da perda de -162
Da, correspondente a uma hexose (hex) (Figura 35). O composto (7) apresentou também
um nodo com uma massa precursora m/z 884 e um padréo de fragmentacdo semelhante,
sugerindo que pode ser um isdmero de (10) (Yang et al., 2021). O composto solasonina
foi isolado de varias espécies de Solanum e demonstrou atividade leishmanicida,

antidiabética e esquistossomicida (Kaunda et al., 2019).

O nodo com massa precursora m/z 722 Sol-hex-desoxihexosil (14), pode ser
identificado como B1-solasonina ou f2-solamargina, reconhecido pelos ions fragmentos
704 [M+H-H20] *, 558 [M+H-H20-Pent] *, 396 [M+H-H,O-Hex-Pent] * (Figura 41).
Estes glicoalcaloides do tipo p s@o compostos que tém a aglicona ligada ndo a um
trissacarideo, mas a uma cadeia lateral de carboidratos constituida por apenas dois
acucares (Figura 21) (Zhao et al., 2021; Friedman et al., 1997; El-HawaryMohammed et
al. 2016). O nodo com massa precursora m/z 740 HS-hex-desoxihexosil (1), segue a
mesma estrutura, composto por apenas dois agucares ligados a aglicona, e é reconhecido
como Solanigrosideo P, pelos ions fragmentos m/z 722 [M+H-H20] *, 576 [M+H-H,0-
Hex] *, e 414 [M+H-H,0O-Hex-Pent] * (Yang et al., 2021).

O nodo com m/z 754 DHS-hex-desoxihexosil (8) segue 0 mesmo padrdo de
fragmentacdo que (2), pois a partir da observacdo dos ions fragmentos formados, é
possivel prever que a Unica diferenca entre (2) e (8) é a presenca de um acucar adicional,
uma pentose na cadeia lateral do hidrato de carbono, observada por uma perda de -146

65



Silva, A. L.
Da (Figura 36) (Yang et al. 2021).

O composto DHS-hex-desoxihexosil-desoxihexosil ou DHS-hex-hex-desoxihexosil
(5) apresentou o fon protonado [M+H] * com m/z 900, e os ions produtos m/z 882 [M+H-
H.0O] *, 754 [M+H-Pent] *, 590 [M+H-Pent-Hex] * e 428 [M+H-Pent-Pent-Hex]*, e
apresentou também um ion fragmento de baixa intensidade m/z 410 formado pela
eliminacdo de mais uma H>O (-18 Da) (Figura 33). Os fragmentos MS" observados
forneceram evidéncias para a substituicdo de dois grupos hidroxila e trés unidades de
acucar na aglicona, sugerindo assim que se trata de uma di-hidroxi-solasodina-pent-hex-
pent ou hidroxi-solasonina-hex-pent-hex (Yuan et al. 2019; Wu eta al., 2013; Lelario et
al., 2019; Yang et al.,2021).

O nodo com massa precursora m/z 854 Sol-hex-desoxihexosil-xil (12) apresentou
uma perda de -132 Da, 0 que € uma caracteristica distintiva em relacdo ao restante,
indicando a presenca de uma xilose na cadeia glicosidica, sendo por isso compativel com
os alcaloides esteroidais Anguivina ou Isoanguivina isolados de Solanum anguivi Lam.
(Ripperger, 1998) e reconhecido pelos ions fragmentos m/z 836 [M+H-H.0]*, m/z 704
[M+H-H,0-Xyl]*, m/z 558 [M+H-H,0O-Xyl-Pent]* e m/z 396 [M+H-H,O-Xyl-Pent-
Hex]" (Figura 39). A cadeia lateral de hidratos de carbono composta por estes trés
acucares pode ser D-Xil-(1-3) -[L-Rha(1-2)]-D-Glc- ou D-Xil-(1-3)-[L-Rha(1-2)]-D-
Gal- (Zhao et al., 2021).

O nodo da mesma familia molecular (cluster), com massa precursora m/z 902 (4),
ndo foi identificado. No entanto, este ion apresenta fragmentos relacionados com a perda
de H>O (-18 Da), duas pentoses (-146 Da) e uma hexose (-162 Da), resultando na aglicona
com m/z 430 (17) (Figura 31). As mesmas perdas sdo observadas para o ion m/z 916 (3),
no entanto, este ion apresenta um fragmento em m/z 428 (16), dihidroxisolasodina
desidratada (Figura 31).

De todos os glicoalcaloides identificados neste estudo, apenas a aglicona solasodina
foi isolada dos frutos de S. jabrense (Silva et al., 2005). A complexidade do isolamento
destes compostos deve-se a presenca de azoto na sua estrutura e ao fato de serem
frequentemente encontrados em baixas concentragdes nos extratos (Friedman et al.1997),
para além da dificuldade de recolha de grandes volumes de material vegetal, uma vez que
muitas espécies de Solanum se encontram em populacdes com poucos individuos ou séo
de dificil recolha. No entanto, estes compostos podem ser facilmente identificados por
CLAE-EM/EM, uma vez que € uma ferramenta sensivel (Heinig et al., 2014; Cahill et al.,
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2010; Yuan et al., 2019, Wu et al., 2013, Lelario et al., 2019).

Este fluxo de trabalho (Figura 22) pode ser expandido utilizando extratos de varias
espéecies de Solanum, de diferentes grupos (subgénero, secdes, clados), na tentativa de
classificar estas plantas com base no seu perfil quimico e padrées de fragmentacdo. Isto
poderda ajudar a identificar marcadores quimicos relacionados com os grupos ou auxiliar
na separacdo interespecifica, apoiando tratamentos taxondémicos morfoldgicos e/ou
filogenéticos e proporcionando uma maior compreensdo das relagdes dentro do grupo,

que ndo estdo bem resolvidas.

Além disso, com foco em estudos quimiofenéticos, a utilizagdo de extratos de
espécimes de herbario pode ser uma boa estratégia para aumentar a amostragem € 0
namero de réplicas bioldgicas, mesmo para espécies dificeis de recolher ou em risco de

extingao.
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Tabela 2. Alcaloides esteroidais identificados em extratos de espécimes de Solanum jabrense Agra & M. Nee por CLAE-IES-EM". (S) Solasodina, (DHS) Dihidroxisolasodina, (HS)

Hidroxiisolasodina, (hex) Hexose, (xil) Xilose.

No.

10

11

12

RT
(min.)
21.8

24.0

246

249
25.8

26.1

27.6
29.1
29.8

30.3

31.0

325

[M+H]~

740.4236

608.3793

916.4900

902.5064
900.4951

738.4423

884.5002

754.4372

414. 3367

884.5002

868.5053

854.4896

Formula
Molecular
Cs3oHgsNO12

Ca3Hs3NOg

CasH73NOsg

-8
CusH73NOy7

CagHesNO;2

CusH73NOs6

CagHe3NOs3

C27HisNO,

CasH73NOs6

C45H73N015

CaH71NOss

Erro (ppm)

-2.7

3.8

19

38

21

13

25

0.3

32

3.0

-1.8

Principais Fragmentos

MS? [740]: 722, 576, 414

MS? [608]: 590, 495, 410, 267

MS? [916]: 898, 752, 608, 428

MS?2 [902]: 884, 738, 394
MS?2 [900]: 882, 754, 394

MS? [738]: 720, 558, 394

MS? [884]: 864, 736, 590, 428

MS?[754]: 736, 608, 428, 285

MS? [414]: 369, 253, 157

MS? [884]: 866, 720, 396

MS? [868]: 850, 704, 378

MS? [854]: 836, 704, 558, 396

Tentativa de identificacéo

HS-hex-deoxyhexosyl
Solanigroside P or isomer

DHS-hex
Solasodine-20H-hex or isomer

DHS-hex-deoxyhexosyl-hex

(3B,12p,22a,25R ,-3,12-dihidroxi-espirosol-5-em-27-oic
alcool-12-O-beta-D- lucopiranoside- (1-2)-O-alfa-L-

ramnopiranosil
not identified

DHS-hex- deoxyhexosyl-deoxyhexosyl ou DHS-hex-hex-

deoxyhexosyl
Robeneoside A or B

Sol-hex-hex
Solasodine-hex-hex or isomer

Sol-hex-deoxyhexosyl -hex
Solasonine ou isomer

DHS-hex-deoxyhexosyl
Solasodine-20H-hex-rha or isomer

Sol
Solasodine

Sol-hex-deoxyhexosyl-hex
Solasonine or isomer
Sol-hex- deoxyhexosyl-deoxyhexosyl
Solamargine

Sol-hex-deoxyhexosyl-xyl
Anguivine, Isoanguivine or isomer

Referéncias

Yang et al. 2021

Yang et al. 2021

Yang et al. 2021

Yang et al. 2021
Morais et al. 2020
Yoshikawa et al. 2007

Yang et al. 2021

Yang et al. 2021

Yang et al. 2021

Cahill et al. 2010

Yang etal. 2021

Yang et al. 2021
Lelarioetal. 2019
Wau etal. 2013

Ripperger e Himmelreich

etal. 1994
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13 332 576.3895 CasHssNO7 -05 MS? [576]: 558, 396, 253 Sol-hex Yang et al. 2021
y-solamargine or isomer
14 332 7224474 CaoHgsNO1; 29 MS? [722]: 704, 558, 396 Sol-hex-deoxyhexosyl Yuanetal. 2019
f31-solasonine or f3 .- solamargine Yang et al. 2021
15 339 446.3265 Cx7HiNO, 1.6 MS? [446]: 428, 410, 285, 267, 175 DHS Yang et al. 2021
(3B,12B,25R)- 3,12-dihydroxy-siprosol-5-en- 27-oic-alcohol
or isomer
16 342 428.3159 Co7Ha1NO; 25 MS? [428]: 410, 285 DHS-(H.0) Yang et al. 2021
220,23a-Epoxysolasodine or isomer
17 349 430.3316 Cx7HizsNOs 14 MS? [430]: 412, 267 HS Popova e Morra, 2021
Hydroxysolasodine or 123-OH Solasodine Lyu et al. 2020
18 40.8 410.3054 C27H3sNO, -2.6 MS? [410]: 392, 267, 173 DHS-(2H,0) Torresetal. 2011;
22a, 23a- Epoxy-solanida-4-en-3-one or isomer Yang et al 2021.
19 418 412.3210 CzHuNO, 28 MS? [412]: 394, 269, 173 HS-(H;0) -
desaturated solasodine, dehydration of hydroxysolasodine,
hydroxysolasodiene or isomer
H4C.

-
“#

L-Rha-{1-=2)-1 -Rha-(1-

-4)]-D-Glu-

HO

HsC

P

oH OH _OH

o. 5 OH OH OH_oH ﬁ/ o
" ° - o 0,
%ﬁ%o_; U L T
o OH OH
o OH OH k

\ L-Rha-{1-=4)-D-Gle-

)

oH ‘I/on H(TS%
OH o
%BBH 0 OH @QO/HOH e, HO o
. o
Q CH; CH- A
CHs N L-Rha-{1-22 ) D-Gle-( 1->3)]-D-Gal- L-Rha-(1--2)-D-Gle-
D-Gle-(1--3)-[L-Rha-(1-=2)]-D-Gal-
L-Rha-(1-=4)-[L-Rha-(1-=2)]-D-Gal- D-Gile-(1-=4)-[L-Rha-{1-=2)]-D-Cile-
OH OH OH_oH
OH o OH o o
g 0=t oS0 o o o on R
o HO O HO &/ E OH 2 on OH 2 on
HaC o Ho HO Ho OH_on WOH
H .
o] OH CH, CHy
HO OH
D-Gle-(1->4)-D-Gal- D-Gle-(1-3)-D-Gal- D-Gleo(1-53)[L- 2)]-D-Gle- D-Gile-(1-53)-[ L-Rha-( 1-52)]-D-Gal-
L-Rha-(1-=2)-D-Gal-

Figura 21. Previsao da estrutura quimica das cadeias glicosidicas dos alcaloides esteroidais anotados.

69



Silva, A. L.

Tabela 3. Aglicona encontradas em amostras de herbario de Solanum jabrense analisadas.

Aglicona [M+H] * lons Fragmentos
Solasodina (S) m/z 414  m/z 396, m/z 253, m/z 157
Dihydroxi-solasodina (DHS) m/z 446  m/z 428, m/z 285, m/z 175
Hydroxi-solasodina (HS) m/z 430 m/z 412, m/z 267
Fragmento de Dihydroxi-solasodina (DHS-H,O)  m/z 428 m/z 410, m/z 285

Fragmento de Hydroxi-solasodine (HS-H;0) m/z 412 m/z 394, m/z 269, m/z 173

Fragmento de Dihydroxi-solasodine (DHS-2H,0) m/z410 m/z 392, m/z 267, m/z 173

Esta abordagem pode também ser uma boa estratégia para reduzir custos, uma vez
gue ndo existe a obrigacdo de recolher grandes volumes de material botanico da natureza
para obter amostras e as suas réplicas. Além disso, pode também servir como um primeiro
passo para decidir se deve recolher grandes quantidades de material botanico com a

finalidade de isolar e obter novos compostos bioativos.

— i N o, P
~ k=, LI
3!
- T L] ? el ]
] 1 .
iyl Sp
oy Y o
u o AN o
~ 50 mg Amostras extraidas Amostras centrifugadas Andlises LC-MS Processamento de
Replicatas pulverizadas com MeOH:H;0 em e preparadas com MS e Ms? dados e construgdo de
n=3 banho ultrassonico ACN:H,0 Ton trap e TOF Redes Moleculares

Figura 22. Fluxo de trabalho usado para analises de espécimes de herbério de Solanum jabrense Agra &
M. Nee.

O isolamento e a identificacdo destes compostos, alcaloides esteroidais, como 0s aqui
observados, sdo atrativos para as comunidades de quimica de produtos naturais e quimica
medicinal devido ao seu elevado potencial terapéutico, uma vez que muitos destes foram
isolados de outras espécies do género com diversas atividades biologicas ja reportadas,
destacando-se as atividades citotoxica e anticancerigena, mas também foram reportadas
atividades antidiabética, antifingica, antiparasitaria, anti-infecciosa, anti-inflamatdria,

antibacteriana, neurogénica, antifungica, entre outras (Tabela 04).
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Com base nos resultados apresentados, este trabalho demonstra que é possivel
obter extratos de espécimes de herbario para desreplicagdo e anotacdo de compostos com
um nivel de confianca de 3 (Sumner et al, 2007), como demonstrado neste estudo, para
além de gerar dados que podem ser utilizados em estudos quimiofenéticos, triagem e
identificagdo de novos compostos, facilitando assim a descoberta e o isolamento de novos
compostos biologicamente ativos.

Conclusdes

A utilizacdo de espécimes de herbario permitiu a desreplicacdo de 19 alcaloides
esteroides, demonstrando que estes quimiomarcadores sdo estaveis a secagem e longos
anos de armazenamento, mantendo-se preservados neste tipo de material. Os nossos
resultados sugerem que a desreplicacdo utilizando fragmentos de espécimes de herbario
secos € uma ferramenta simples e rapida para a triagem, anotagdo, identificacdo de
marcadores quimicos e potenciais metabolitos conservados. Esta abordagem ¢€ (til tanto
para perfis quimicos como para estudos quimiofenéticos, que normalmente requerem um
grande nimero de réplicas bioldgicas, bem como para o rastreio e descoberta de novas

moléculas com potencial bioldgico.

Secao Experimental

Solventes e Padréao

Todos os solventes utilizados para a extracédo e analise por CLAE-EM/EM foram
de qualidade HPLC (Biograde — Bio Scie Industria E Comercio). O composto isolado
Solasodina foi cedido pelo Professor Dr. José Maria Barbosa Filho do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba. Para a obtencdo dos
espectros de RMN foi utilizado o solvente Metanol (MeOH-d4, 99,8 atomos % D,
adquirido da Sigma (Sigma Co., St Louis, MO).

Material Botanico

Foram retiradas trés folhas de trés exemplares de Solanum jabrense Agra & M.

Nee (numeros de prova 5359, 4743, 4916) (09 amostras) de exsicatas pertencentes a
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colecdo de referéncia da Professora Doutora Maria de Fatima Agra, localizada no Centro

de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (Figura 22 e

Tabela 05).

Compostos
Solanigroside P

Robeneoside A
Robeneoside B

Solasonine

Solasodine

Solamargine

Anguivine

Isoanguivine

y-solamargine

220,230~
Epoxysolasodine
22a, 23a- Epoxy-
solanida-4-en-3-one

Espécies

S. nigrum L.

S. lycocarpum St.-Hil.

S. lycocarpum St.-Hil.

S. lycocarpum St.-Hil.

S. melongena L.

S. aculeastrum Dunal
S. surattense Burm.f.
S. torvum Schltdl.
S. xanthocarpum

Schrad. & J.C.WendlI.

S. lycocarpum St.-Hil.

S. anguivi Lam.

S. anguivi Lam.
S.indicum L.

S. nigrum L.

S. campaniforme
Roem. & Schult.
S. campaniforme
Roem. & Schult.

Tabela 4. Atividade bioldgica dos compostos anotados de Solanum L.

Atividade
Bioldgica
Anticancer

Antidiabetogénico

Antidiabetogénico

Antiparasitario
Anticancer
Andiabético
Anti-Infeccioso
Neurogénese
Anticancer

Depressor do CNS

Anti-inflamatério
Antibactericida

Antiparasitario
Anticancer
Antigenotdxico
Anti-inflamatério

Anti-inflamatério

Anticancer
Antifingico
Antiofidico

Antiofidico

Referéncia
Ding et al., 2013

Yoshikawa et al., 2007

Yoshikawa et al., 2007

Kaunda e Zhang, 2019, Borsoi et
al., 2024, Sucha e Tomsik, 2016,
Jinetal., 2020

Koduru et al., 2007, Patil, 2012,
Packia et al., 2013, Singh e Singh,
2010

Borsoi, 2024
Mathew et al., 2012
Mathew et al., 2012, Yaharaetal.,
1996
Ding et al., 2013, Sun et al., 2012

Torres et al., 2013

Torres et al., 2013

Foram também recolhidas partes aéreas (folhas e ramos) da planta no municipio

do Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco, Brasil, e identificadas pela
Professora Doutora Maria de Fatima Agra, com um exemplar depositado no Herbario
Jayme Coelho de Moraes (EAN) (comprovativo nimero 30483). O acesso ao patriménio

genético foi registado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do
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Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o cddigo AD609FD. O material

recém-recolhido foi seco em estufa (aproximadamente 60°C) durante 5 dias.

Extracgao e prepare de amostra

Aproximadamente 50 mg de cada amostra de herbario seco foram macerados,
extraidos com 80% de MeOH (32 mL) e sonicados em banho de ultrassons durante 15
minutos (trés vezes) a temperatura ambiente. As misturas extraidas foram centrifugadas
a £ 5000 rpm durante 5 minutos a 25°C, tendo este procedimento sido repetido duas vezes.
Os sobrenadantes foram depois concentrados utilizando um evaporador rotativo sob
vacuo. Cerca de 1 mg dos extratos hidroalcodlicos foi entdo solubilizaos em 50% de
acetonitrila (0,5 mL) para aquisi¢do dos dados de espectrometria de massas, enquanto o
restante foi submetido a analises de RMN para observar o perfil e a presenca de sinais

indicadores da presenca dos metabolitos desejados (Figura 24).

O material recém-recolhido foi seco, moido e também submetido a extracdo em
banho ultrassénico durante 1 hora (2 vezes) com uma mistura de MeOH (80:20). A
mistura extraida foi filtrada, separada e concentrada com recurso a um evaporador
rotativo. Posteriormente, cerca de 1 mg do extrato hidroalcodlico foi pesado, solubilizado

em acetonitrila a 50% e submetido a analise por espectrometria de massas.

Anélises de CLAE-EM/EM

As analises de cromatografia liquida foram realizadas utilizando um Sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Shimadzu® (Kyoto, Japédo), acoplado a um
AmazonX ou micrOTOF Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA), equipado com uma
fonte de ionizacdo por Eletrospray (IES) para as analises CLAE-EM" e EMAR,
respetivamente. O sistema CLAE era constituido por uma unidade de bomba de solvente
(LC-20AD), um degaseificador on-line (DGU-20A5), um controlador de sistema (CBM-
20A) e um detetor DAD (SPD-M20A) operando de 190 a 800 nm. A separac¢do por CLAE
foi realizada numa coluna analitica Kromasil C-18 (5 mm, 100 A, 250 x 4,6 um)
(Kromasil, Bohus, Suécia), e as inje¢des foram realizadas utilizando um amostrador
automatico (SIL-20A).
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A fase movel da CLAE era constituida por agua com 0,1% de &cido formico (solvente
A) e acetonitrila (solvente B). Foi realizado um gradiente linear exploratoério (5-100% B)
para eluicdo durante 105 minutos. Os parametros de analise foram: tensdo capilar de 4,5
kV, ESI em modo positivo, deslocamento final da placa a 500 V, presséo do nebulizador
a 4,0 bar, caudal de gas seco (N?) de 8 mL/min e temperatura de 200 °C. A fragmentacio
do CID foi obtida no modo automéatico EM/EM utilizando a resolugdo avancada para o
modo EM". Os espectros (m/z 50-1500) foram registados a cada dois segundos. Todas as
amostras (incluindo os extratos brutos e o composto puro) foram analisadas utilizando as

condigdes de gradiente descritas anteriormente.

Processamento de dados CLAE-EM/EM e geracao de redes moleculares

Os dados CLAE-IES-EM? adquiridos foram convertidos em ficheiros mzXML,
utilizando 0 software MSConvert (ProteoWizard, disponivel em
https://proteowizard.sourceforge.io/). Os ficheiros mzXML foram analisados utilizando
o software Mzmine 410 e carregados para o GPNS online
(https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp)  através do  WInSCP
(https://winscp.net/eng/download.php), onde foi gerada a rede molecular (MN) (Tabela
S2). Os parametros utilizados para gerar as redes foram: tolerancia de massa do ion
precursor de 1,0 Da; tolerancia de massa do ion fragmento de 0,5 Da; e uma pontuacéo
minima de cosseno de 0,70. A rede molecular foi tracada no Cytoscape 3.8.2
(http://www.cytoscape.org). Para facilitar a desreplicacdo e anotacdo dos compostos, e
para evitar erros de interpretacdo, foram incluidos na rede espectros do alcaloide
esteroidal solasodina (usado como semente) (Figuras 24, 25), juntamente com uma
amostra designada como branco, que foi processada nas mesmas condi¢cdes que as
amostras e identificada como um grupo em cores distintas no Cytoscape. Os nodos
pertencentes a amostra do branco foram removidos da rede. A rede molecular classica do

GNPS foi reanalisada através da ferramenta MolNetEnhancer.
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Andlises de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H (500 MHz) e 3C (125 MHz) foram realizados num
espectrometro Bruker AVANCE NEO 500 MHz. (Bruker, Coventry, Reino Unido)

(dados disponiveis no material suplementar).
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Figura 23. Espécimes de S. jabrense Agra & M. Nee usadas neste estudo.

79



Tabela 5. Espécimes usadas neste estudo.

Collection
Location

Brasil, Paraiba,
Maturéia, Pico do
Jabre

Brasil, Paraiba,
Maturéia, Pico do
Jabre

Brasil, Ceara, Serra
de Baturité

Date

18/01/1998

21/01/1998

08/08/1997

Collectors

M.F. Agra, S.
Cabral and R.
Pontes

4743
M.F. Agra, S.
Cabral and R.

Pontes

4916

M.F. Agraetal.

5359

e Espectros de ' H NMR
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B T
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ot
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Location

Lauro Pires Xavier
Herbarium
(JPB)

Lauro Pires Xavier
Herbarium
(JPB)

Reference collection
(CBiotec)

|
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Registration
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroalcdolico (MeOH + H,0) do material fresco e de trés

espécimes de S. jabrense. a. Extrato hidroalcdolico da planta fresca. b. Extrato hidroalcdolico do espécime

n® 4743. c. Extrato hidroalcoolico do espécime n° 5359. d. Extrato hidroalcdolico do espécime n° 4916.
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Figura 25. Espectro de RMN de *H do padrio Solasodina (CDCls; Bruker Ascend 500 MHz).
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e Andlises do GNPS

Tabela 6. Analises realizadas pela Global Natural Products (GNPS).

Descricao/ ID da Rede Molecular Endereco Eletronico
Fluxo de trabalho
Classic Molecular 1816654fd3cc4al9b992e9a6027 https://cytoscape.gnps2.org/process?task=1816654fd3cc4al9b992e9a6027
Networking 4eb36.graphml 4eb36
Molnetenhancer of Classic 21e3bc914dal140a0956f190cfe39  https://cytoscape.gnps2.org/process?task=21e3bc914dal40a0956f190cfe39
Molecular Networking f5e7.graphml f5e7

e Base Peak Chromatograms (BPCs) ions moleculares relativos aos nodos
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Figura 27. Cromatogramas de pico base (BPC) dos trés extratos dos trés espécimes SJIA4743 (a), SIA4916
(b), SJA5359 (c) de S. jabrense.
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e Padréo isotopico dos maiores compostos anotados

Silva, A. L.
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Figura 28. Analise da razdo isotépica de dois compostos principais a. Solamargine, m/z 868; b. p1-
solasonina ou [32- solamargina, m/z 722; c. Solasonina ou isémero, m/z 884; e. Aglicona solasodina, m/z

414.
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e  Espectros de MS?2 dos ions moleculares relativos aos nodos

HS-hex-pent
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Figura 29. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 740 [M+H]*. (Mecanismo de fragmentacéo com perda
de agua m/z 18 e fragmentos de aclcar para a formagao de agliconas m/z 414).
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Figura 30. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 608 [M+H]*. (Mecanismo de fragmentagio com perda

de 4gua m/z 18 e fragmento de acglcar para a formacédo de aglicona m/z 410).
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Figura 31. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 916 [M+H]*. (Mecanismo de fragmentacdo com perda
de 4gua m/z 18 e fragmentos de aclcar para a formacédo de agliconas m/z 428).
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Figura 32. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 902 [M+H]*. (Mecanismo de fragmentag&o com perda
de 4gua m/z 18 e fragmentos de agucares para a formacdo de agliconas m/z 412).
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Figura 33. Espectro de MS?2 do glicoalcaloide m/z 900 [M+H] +. (Mecanismo de fragmentagdo com perda

de 4gua m/z 18 e fragmentos de acucar levando a formag&o da aglicona m/z 428).
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Figura 34. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 738 [M+H]*. (Mecanismo de fragmentacdo com perda

de 4gua m/z 18 e fragmentos de agucar levando a formagdo da aglicona desidratada m/z 414).
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Figura 35. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 884 [M+H] *. (Mecanismo de fragmentacdo com perda

de 4gua m/z 18 e fragmentos de agucar levando a formag&o da aglicona m/z 412).
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Figura 36. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 754 [M+H] *. (Mecanismo de fragmentacdo com perda

de 4gua m/z 18 e fragmentos de acucar levando a formacdo da aglicona m/z 410).
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Figura 37. Espectro MS? da aglicona Solasodina, m/z 414 [M+H] *. A. Padréo. B. Solasodina presente nas

amostras e anotada pelo GNPS (Mecanismo de fragmentacéo na figura 21).
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Figura 38. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 868 [M+H] *. (Mecanismo de fragmentacdo com perda
de agua m/z 18 e fragmento de acucar levando a formacdo de fragmentos correspondentes a aglicona
desidratada m/z 414).
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Figura 39. Espectro MS? do glicoalcaloide m/z 854 [M+H] *. (Mecanismo de fragmentacdo com perda de

adgua m/z 18 e fragmento de aglcar levando a formagdo de fragmentos correspondentes & aglicona
desidratada m/z 414).
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Figura 40. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 576 [M+H] +. (Mecanismo de fragmentagéo com perda
de 4gua m/z 18 e fragmento de aclcar levando a formacdo de fragmentos correspondentes a aglicona

desidratada m/z 414 e clivagem do anel E-F, m/z 125).
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Figura41. Espectro MS? do glicoalcaloide m/z 722 [M+H]*. (Mecanismo de fragmentagio com desidratacio

e perda de fragmentos de agUcar levando a formagao da aglicona desidratada m/z 414).
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Figura 42. Espectro MS? do glicoalcaloide m/z 446 [M+H] +. (Mecanismo de fragmentag&o com perda de

um fragmento de agua m/z 18 e do anel E-F m/z 125).
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Figura 43. Espectro de MS? do glicoalcaloide m/z 428 [M+H] *. (Mecanismo de fragmentagio com perda
de um fragmento de dgua m/z 18 e do anel E-F m/z 125).
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Tabela 7. Agliconas encontradas em amostras de S. jabrense.

Solasodina (S)
Di-hidoxi-solasodina (DHS)
hidroxi-solasodina (HS)
Fragmento de Di-hidoxi-
solasodina

Fragmento de hidroxi-
solasodina

Fragmento de Di-hidoxi-
solasodina

Aglicona
ABCDEF*
(OH)-ABCDEF-(CH) *
ABCDEF-(OH) *
OH-ABCDEF-(OH) * -
H.0
ABCDEF-(OH) *- H,O

OH-ABCDEF-(OH) * -
2H,0

[M+H]*
m/z 414
m/z 446
m/z 430
m/z 428

m/z 412

m/z 410

Silva, A. L.

fons fragmentos
m/z 396, m/z 253, m/z 157
m/z 428, m/z 285, m/z 175
m/z 412, m/z 267

m/z 410, m/z 285
m/z 394, m/z 269, m/z 173

m/z 392, m/z 267, m/z 173
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e Padréo de fragmentacdo da aglicona solasodina- m/z 414

Gi
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Neutral elimination of water
Unimolecular reaction
B-climination

Formation of allylic cation m/z 126

Neutral Loss of n/z 96
Fragmentation directed by remote
or remote charging “"remote charge .

" r—
Jfragmentations

Z 7

m/z 157

Figura 44. Padréo de fragmentacdo da aglicona solasodina.
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Espectro de MS? de ions moleculares relativos a agliconas
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Figura 45. Epectro de MS? da aglicona m/z 414 [M+H] *.
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Figura 47. Espectro MS? da aglicona m/z 430 [M+H]*.
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Figura 48. Espectro MS? da aglicona m/z 428 [M+H]*.
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Figura 49. Espectro MS? da aglicona m/z 412 [M+H]*.
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Figura 50. Espectro MS? da aglicona m/z 410 [M+H]*.
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a ’ SJ_4743_Ext_80-20_ MS2_Positivo_1-2 01 2765.

b SJ_4916_Ext 80 20 MS2_Positivo_1-4_01_2771.d

c SJ_5359_Ext_80 20 MS2_ Positivo_1-6_01_2777.d
A

d ! ! — SPO0_REDE _POS_1-94 01_30414
: : Solasodine standard

—_—
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250 215 30.0 325 350 375 400 425 Time [min]

Figura 51. Comparagdo dos cromatogramas de pico base (BPC) dos extratos hidroalcodlicos de trés espécimes SIA4743 (a), SIA4916 (b), SJA5359 (c) de S. jabrense e
padréo de solasodina (d).
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Capitulo 2: “Espectrometria de massas (ESI-QTOF-MS) e Métodos Estatisticos
aplicados a Quimiossistematica de Solanum subg. Leptostemonum?” a ser submetido

ao periodico Biochemical Systematics and Ecology


https://www.sciencedirect.com/journal/biochemical-systematics-and-ecology
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Espectrometria de massas (ESI-QTOF-MS) e Métodos Estatisticos usando o
RStudio e o pacote xcms aplicados a Quimiossistematica de Solanum subg.

Leptostemonum

Anauara Lima e Silva?, Thiago Araujo de Medeiros Brito?, Hemilio Fernandes
Campos Coélho¢, Maria de Fatima Agra®, Marcelo Sobral da Silva?, Josean

Fechine Tavares?”

4Programa de Pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

® Departamento de Biotecnologia, Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

¢ Departamento de Estatistica, Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

* Autor para correspondéncia: josean@Itf.ufpb.br

Resumo

Solanum é um dos dez maiores géneros das Angiospermas e inclui cultivares amplamente
utilizadas na alimentacdo humana em todo o0 mundo. O grupo destaca-se pelas atividades
farmacoldgicas j& estudadas em consequéncia da presenca de diversos metabolitos
secundarios como alcaloides, saponinas e flavanoides. Os metabdlitos secundarios
produzidas pelas espécies desse grupo ndo sé apresentam diversas bioatividades como
podem ser utilizados na discriminagédo e agrupamento das espécies, no entendimento da
evolucdo quimica e como marcadores quimiofenéticos. Dados de CLAE-EM para anélise
de perfil de espécimes de herbario de Solanum e do subgénero Leptostemonum tém sido
utilizados junto a andlises estatisticas com o objetivo de clarificar as relagdes complexas
dentro do grupo e do subgrupo. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi um
estudo piloto com anélises do perfil quimico usando espectrometria de massas (CLAE-
EM) de amostras de herbario de Solanum subgénero Leptostemonum, verificando que
junto a aplicacdo de métodos estatisticos em software livre e gratuito (RStudio) estas
ferramentas podem ser Uteis para auxiliar nas classificacfes interespecificas do subgrupo.

Palavras-chave: Solanaceae, Flora Brasileira, Clado Leptostemonum.
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Introducdo

Solanum L. é um dos dez maiores géneros de plantas com flores (Frodin, 2004 e Stern et
al., 2011) e um dos mais representativos da familia Solanaceae, incluindo atualmente
cerca de 1245 espécies aceitas (Hilgenhof et al. 2023; http://solanaceaesource.org/),
ocorrendo em regides tropicais e subtropicais como a Asia, Africa, Australia, india e
América, distribuidas em diversos ecossistemas e muitas formas de vida (Knapp, Aubriot
and Prohens, 2019).

O género destaca-se por incluir 24 espécies cultivadas mundialmente para consumo
humano como o tomate (S. lycopersicum L.), a batata (S. tuberosum L.), a berinjela (S.
melongena L.) (Stern et al. 2011), bem como espécies cultivadas menos conhecidas como
0 pepino (S. muricatum Aiton), lulo/naranjilla (S. quitoense Lam. E varieadades), tomate
arboreo ou tamarillo (S. betaceum Cav.), cocona (S. sessiliflorum Dunal), berinjela
escarlate (S. aethiopicum L.), berinjela Gboma (S. macrocarpon L.) e tomate do mato (S.
centrale J.M.Black) (Hilgenhof et al. 2023).

O género também inclui diversas espécies com uso na medicina tradicional e com muitas
atividades farmacoldgicas ja estudadas, como analgésica, anti-helmintica, antialérgica,
antibacteriana, anticancer, anti-inflamatoria, antiviral, diurética, hepatoprotetora,
larvicida, nefrotoxica, espasmolitica, e atividades vasorrelaxantes (Kaunda e Zhang,
2019).

Os metabolitos secundarios produzidas pelas espécies de Solanum ndo s6 apresentam
diversas bioatividades, como podem ser utilizados na discriminagao e agrupamento das
espécies, no entendimento da evolucdo quimica e como marcadores quimiofenéticos
como demostrado por Whalen (1978), Anderson et al. (1979), Steinharter et al. (1986),
Basilio et al. (2012) e Ramos et al. (2017 e 2019).

De um modo geral, estudos sistematicos em Solanum tém negligenciado os dados
quimicos, que podem constituir uma importante fonte de informacdes para a separacéo
de espécies afins e, consequentemente, a proposi¢do de homologia de caracteres e desses
fitogquimicos. Estes dados do metabolismo secundario de plantas ja sdo incluidos em

grandes classificacdes de plantas como o APG IV (Angiosperm Phylogeny Group, 2016).

Protocolos publicados usando CLAE-EM para analise de perfil de espécimes de herbario

de Solanum e do subgénero Leptostemonum também tém sido utilizados em estudos de
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desreplicacdo e geracdo de redes moleculares, com objetivo de identificar esses
compostos, ja que sdo marcadores quimicos, e utiliza-los como discriminantes para
espécies ou subgrupos complexos dentro do género (Resende et al., 2020; Silva et al.,
2024).

Diante do exposto, 0 objetivo desse trabalho foi um estudo piloto com analises do perfil
quimico (chemical profile) e espectrometria de massas (CLAE-EM) de amostras de
herbario de Solanum subgénero Leptostemonum, verificando se esta abordagem
juntamente com métodos estatisticos usando o RStudio e o pacote xcms podem ser Uteis
para a quimiosistematica e auxiliar nas classificacdes infragenéricas do subgrupo. Um

script produzido como modelo também foi produzido e disponibilizado.

Parte Experimental
Material botanico

Trés folhas de 26 espécies de Solanum subg. Leptostemonum (72 espécimes)
foram coletadas da colecdo de referéncia da Professora Dra. Maria de Fatima Agra
localizada no Centro de Biotecnologia (Chiotec), do Herbario Lauro Pires Xavier (JPB)
e do Herbario Jayme Coelho de Moraes (EAN) ambos da Universidade Federal da Paraiba

(UFPB), Campus | e Campus I, respectivamente (Tabela 08).

Partes aéreas (folhas e galhos) de S. jabrense também foram coletados na cidade
de Maturéia, Paraiba, Brasil, e na Cidade de Buique, Pernambuco, Brasil, e uma exsicata
depositada no Herbario Lauro Pires Xavier (JPB) (JPB 42267) e no Herbario Jayme
Coelho de Moraes (EAN) (EAN 30483), respectivamente, localizados na Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), e identificada pela Professora Dra. Maria de Fatima Agra. O
acesso ao patriménio genético registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob os codigos A2B19D6
E AD609FD. O material fresco coletado foi seco em estufa (cerca de 40 °C) por 10 dias

e triturado, para obtencdo do po.

Reagentes e padrdes
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A &gua ultrapura utilizada foi obtida por sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore®) e os solventes organicos, Metanol (MeOH), Hexano (n-Hex), n-Butanol (n-
BuOH), Cloroférmio (CHCI3) e Acetato de Etila (EtOAc) grau CLAE foram adquiridos
da Biograde® (Bio Scie Industria e Comércio LTDA), Acetonitrila (ACN) da Supelco®
e acido formico grau CLAE da J.T. Baker® (Avantor®) ou grau CLAE-EM da Sigma-
Aldrich®. Hidréxido de aménio da ACS (Tedia Company, INC) e acido acético glacial
diluido (P.A. ACS, 99,7%, Quimex, F. Maia Industria e Comércio LTDA). Os solventes
deuterados, Metanol-ds (CD3OD 99%D) e H.0-d, (D20) também foram comprados da
Sigma-Aldrich®. E o padrdo solasodina cedido pelo Professor Dr. José Maria Barbosa
Filho do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

Preparo de amostras para as analises quimicas

Devido ao grande numero de amostras e replicatas bioldgicas, foram realizadas
microextracdes, para evitar uma etapa de secagem das amostras e consequente chances
de contaminacdo por manipulacdo. Desta forma, cerca de 20 mg de amostras foram
extraidos com 80% de MeOH (1.6 mL) e sonicado em banho de ultrassénico (por 15 min.
a temperatura ambiente, 25 °C). A mistura extraida foi centrifugada a 5.000 rpm por 5
min. a 25 °C e este procedimento foi repetido por 2 vezes. Posteriormente, 1000 pl do
sobrenadante foi aliquotado e filtrado em vials (2000 pl) com filtro de seringa (Membrana
de Nylon, 0.22 pum - tamanho do poro, 22mm — didmetro) para assim ser analisado por
CLAE-EM.

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM)

As andlises foram realizadas em um Sistema de Cromatografia Liquida de Ultra
desempenho (Nexera X3, Shimadzu® Kyoto, Japdo), acoplado a um espectrémetro de
massa quadrupolo-tempo de voo (LCMS-9050 Shimadzu®, Kyoto, Japdo), com uma
fonte de ions de eletrospray (ESI). O Sistema CLAE consistia em uma unidade de bomba
de solvente LC-40D, um degaseificador online DGU-405 e um controlador de sistema
CBM-40. As injecdes foram realizadas usando um amostrador automatico (SIL-40C). A

separacdo por CLAE foi realizada em uma coluna analitica Kromasil C-18 5 mm 100A,
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250 x 4,6 um (Kromasil, Bohus, Suécia). A fase movel da CLAE consistia em acetonitrila
(Solvente B) e &gua acidificada com &cido formico 0.1% (Solvente A) (v/v) com fluxo de
0.6 mL.mint em gradiente linear exploratorio (5-100% B) em 105 min. Os parametros
de analise foram fixados em energia do capilar de -3.0 kV, temperatura do gas de
dessolvatacio & 300 °C e fluxo de 10.0 L.min! e gas nebulizador N2, com vazio de 3,0
L.mint. Os espectros de massa foram adquiridos no g-TOF no modo positivo de
ionizacdo em uma faixa de 100 a 1200 Da, com CE (energia de colisdo) fixa em 60 e a

voltagem da interface 3.5 Kv.

Processamento de dados EM/EM para as analises estatisticas

Os dados adquiridos foram convertidos para arquivos mzXML usando o software

MSConvert (ProteoWizard, disponivel em https://proteowizard.sourceforge.io/). Os

arquivos foram abertos, visualizados e analisados utilizando o software MS-DIAL, e o
processamento dos dados foi realizado no software estatistico R por meio do pacote xcms,
e utilizando a interface de funcionalidades do software RStudio. Para garantir a
reprodutibilidade dos resultados obtidos na analise, disponibilizamos um script contendo
todas as etapas do processamento e a men¢do aos demais pacotes utilizados na anélise

dos dados.
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Tabela 8. Lista de espécies analisadas por CLAE-EM para a obtencéo do perfil quimico (chemical profile) de espécimes de herbario de Solanum subg. Leptostemonum.

Cadigo

*SABO1
*SAB02
*SAB03

*SHEO1

*SHEQ2
*SHEOQ3

*SRF01

*SRF02

*SRF03

SPA01
SPAOQ2
SPAO3
*SMGO01

Espécie
Solanum absconditum Agra
Solanum absconditum Agra

Solanum absconditum Agra

Solanum hexandrum Vell.

Solanum hexandrum Vell.

Solanum hexandrum Vell.

Solanum reflexiflorum Moric. ex
Dunal

Solanum reflexiflorum Moric. ex
Dunal

Solanum reflexiflorum Moric. ex
Dunal

Solanum paludosum Moric.
Solanum paludosum Moric.
Solanum paludosum Moric.

Solanum megalonyx Sendtn.

Clado

Erythrotrichum
Erythrotrichum
Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum
Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum
Erythrotrichum
Erythrotrichum
Erythrotrichum

Coletor/n° de coleta
M. F. Agra et al. 7021

A. E. daSilva 2088
J. S. Sobrinho 632

M. F. Agra, L. Bohs, L.
Giacomin 7359

M. F. Agra et al. 7227

M. F Agra, L. Bohse L.
Giacomin 7355

Carvalho e Gatti 751

Sobral e Mattos Silva 5840

J.G. Jardim et al. 5086

1.J.L.D. Basilio et al. 6734
N.M. Porto et al. 29

M.F. Agra 4147

R.P. Oliveira 386

Local
Brasil, Pernambuco, Araripina
Brasil, Maranhao, Grajau

Brasil, Ceara, Santana do
Cariri

Brasil, Sdo Paulo, Préximo a
Serra da Bocaina

Brasil, Bahia Camacan

Brasil, S&o Paulo, Parque
Nacional Serra da Bocaina

Brasil, Bahia, Camamu

Brasil, Bahia, Itirugu

Brasil, Bahia, Wenceslau
Guimaraes

Brasil, Bahia, Santa Rita
Brasil, Par4, Melgaco
Brasil, Paraiba, Jodo Pessoa

Brasil, Bahia, Maracas,
Fazenda Nova Esperanca

Ano da coleta
25/05/1995
19/04/1976
3/12/1965

02/05/2011

09/12/2009
02/05/2011

23/07/1981

01/1988

04/05/2007

11/11/2005
02/10/2012
20/09/1997
27/02/2000
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*SMG02

*SMGO03

*SJA01

*SJA02

*SJA03

*SRHO01

*SRHO02

*SRH03

SRB1

SRB2
SRB3
*SDEO1
*SDE 02
*SDE 03

Solanum megalonyx Sendtn.

Solanum megalonyx Sendtn.

Solanum jabrense Agra e M. Nee

Solanum jabrense Agra e M. Nee

Solanum jabrense Agra e M. Nee

Solanum rhytidoandrum Sendtn.

Solanum rhytidoandrum Sendtn.

Solanum rhytidoandrum Sendtn.

Solanum robustum H. Wendl.

Solanum robustum H. Wendl.

Solanum robustum H. Wendl.

Solanum decompositiflorum Sendtn.
Solanum decompositiflorum Sendtn.

Solanum decompositiflorum Sendtn.

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum

Erythrotrichum
Erythrotrichum
Erythrotrichum
Erythrotrichum
Erythrotrichum

M. F. Agra et al. 5487

E. Miranda-Silva, K. Leite e
B.M. Silva

M. F. Agra, Cabral e Pontes
4916

M. F. Agra 5359

M. F. Agra, Cabral e Pontes
4743

M. F. Agra, K. Nurit, 1.J.L.D
Basilio 6493

M. F.Agra, K. Nurite G.
Goés 6001

M.F. Agra et al. 6290

Agra et al. 5342

J.R. Pirani et al. 966
M.F. Agraet al. 5329
M.F. Agra e Okano 5338
M.C. Tscha 836

R.M. Harley et al. 27258

Brasil, Bahia, Morro do Pai
Inécio, Chapada Diamantina

Brasil, Bahia, Gentio do Ouro

Brasil, Paraiba, Maturéia, Pico

do Jabre

Brasil, Ceard, Serra de
Baturité

Brasil, Paraiba, Maturéia, Pico

do Jabre

Brasil, Paraiba, Marés

Brasil, Paraiba, Areia, Mata-
do-Pau-Ferro

Brasil, Alagoas, Estacdo
Ecol6gica de Murici

Brasil, Minas Gerais, Ouro
Preto, Serra de Ouro Preto

Séo Paulo, Ribeira

Brasil, Bahia, Itacaré

Brasil, Minas Gerais, Vicosa
Brasil, Minas Gerais, Bonito

Brasil, Bahia, Rio de Contas

Silva, A. L.

1-7/12/2022

25/09/1999

21/01/1998

08/08/1997

18/01/1998

09/11/2005

17/06/2006

16/03/2001

13/08/1988

06/09/1984
(09/08/1998
11/08/1998
30/06/1996
16/12/1998
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*SDCO01

*SBUO1

*SBUO02
*SBUO3

*STHO1
*STHO2
*STHO3

*SPBO01
*SPBO02
*SPBO03
*SRU01

*SRUO02

*SRU03
STO01
STO02
STOO03

Solanum decorum Sendtn.

Solanum buddleiifolium Sendtn.

Solanum buddleiifolium Sendtn.

Solanum buddleiifolium Sendtn.

Solanum thomasiifolium Sendtn.
Solanum thomasiifolium Sendtn.

Solanum thomasiifolium Sendtn.

Solanum paraibanum Agra
Solanum paraibanum Agra
Solanum paraibanum Agra

Solanum rupincola Sendtn.

Solanum rupincola Sendtn.

Solanum rupincola Sendtn.
Solanum torvum Sw.
Solanum torvum Sw.

Solanum torvum Sw.

Erythrotrichum

Thomasiifolium

Thomasiifolium

Thomasiifolium

Thomasiifolium
Thomasiifolium

Thomasiifolium

Thomasiifolium
Thomasiifolium
Thomasiifolium

Thomasiifolium

Thomasiifolium

Thomasiifolium
Torva
Torva

Torva

J.R. Pirani et al.11544

L. P. Felix 11.714

L. P. Felix 14.544
L. P. Felix et al. 18.169

R.M. Harley et al.
J. Hebert 023711
Agra et al. 4003

M.F. Agraet al. 7008
M.F. Agra e K. Nurit 6757
M.F. Agra 5551

M.F. Agra, D. Cardoso,
B.M. Silva, L. Bohs 7186

A.M. Amorim, S.C. Santana,
J.G. Jardim et al. 1088

Carvalho e G. Hromley 280
M.F. Agra 1247
M. F. Agra 6758
M.F. Agra 1295

Brasil, Minas Gerais, Grao-
Mogol

Brasil, Bahia, Morro do
Chapéu

Brasil, Bahia, Ibicoara

Brasil, Bahia, Estrada para
Irecé

Brasil, Bahia, Piaté
Brasil, Bahia, Camagari

Brasil, Bahia, Valenca-
Guaibim

Brasil, Jodo Pessoa, Paraiba
Brasil, Paraiba, Jodo Pessoa

Brasil, Paraiba, Jodo Pessoa

Brasil, Bahia, Amargosa, Serra

do Timb6

Brasil, Bahia, Uma, Reserva
Bioldgica do Mico Ledo

Brasil, Bahia, Buerarema

Brasil, Br entre Paraiba-Recife

Brasil, Paraiba, Jodo Pessoa

Brasil, Paraiba, Jodo Pessoa

Silva, A. L.

05/11/1998

27/03/2007

24/01/2014
12/04/2019

14/11/1987
15/08/1992
29/04/1997

11/08/2008
20/10/2006

02/12/2009

08-12/03/1993

21/07/1980
06/12/1989
2006

29/11/1990
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SPNO1

SPNO02

SPNO3

*SAGO01

*SGAO1
*SGA02

*SGAO03
SCRO1

SCR02

SCRO03

*SJuol
*SJuo2

*SJU03
*SCHO01

Solanum paniculatum L.

Solanum paniculatum L.

Solanum paniculatum L.

Solanum agrarium Sendtn.

Solanum gardneri Sendtn.

Solanum gardneri Sendtn.

Solanum gardneri Sendtn.

Solanum crinitum Lam

Solanum crinitum Lam

Solanum crinitum Lam

Solanum jussiaei Dunal

Solanum jussiaei Dunal

Solanum jussiaei Dunal

Solanum schizandrum Sendtn.

Torva

Torva

Torva

Gardneri

Gardneri

Gardneri

Gardneri

Androceras/ Crinitum

Androceras/ Crinitum

Androceras/ Crinitum

nao amostrada

nao amostrada

nao amostrada

nao amostrada

M.F. Agra, S.A.S. Silva,
R.A. Pontes 6153

M.F. Agra, D.A. Barbosa, N.
Porto 6817

L. P. Felix et al. 19571

M.F. Agra et al. 6249

E.M. Almeida et al. 1917

M.F. Agra, B.M. Silva, Bohs
L. 7165

M.F. Agra e Belo 778
L. P. Felix 13.173

L. P. Felix 4.887

A.Fernandes e Matos

Logren 15411
V. F. Mansano et al. 07.530

A.L. Silva et al. 001
J.M.A. Braga et al. 2782

Brasil, Paraiba, Araruna, Pedra

da Boca

Brasil, Paraiba, Monteiro

Brasil, Pernambuco, Buique,
Parna Catimbau

Brasil, Paraiba, Araruna, Pedra

da Boca

Brasil, Bahia, Itatim, Pedra
Grande

Brasil, Paraiba, Parnamirim

Brasil, Paraiba, Goiana, BR-
101

Brasil, Bahia, Morro do
Chapeu

Brasil, Ceara, Chapada da
Ibipaba

Brasil, Espirito Santo, Santa
Leopoldina

Brasil, Paraiba, Areia

Brasil, Rio de Janeiro, Itatiaia

Silva, A. L.

29-31/08/2003

13-15/03/2007

05/11/2022

04/2003

14/12/2016
03/12/2009

01/05/1990
27/07/2010

17/04/1992

29/10/1992

17/10/91

25/08/1995
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*SCH02

*SCHO03

*SECO01
*SEC02

*SECO03

*SDI01

*SVEO1

*SCO01

*SCO002

Solanum schizandrum Sendtn

Solanum schizandrum Sendtn

Solanum echidnaeforme Dunal

Solanum echidnaeforme Dunal

Solanum echidnaeforme Dunal

Solanum diamantinense Agra

Solanum velleum Thunb.

Solanum cordifolium Dunal

Solanum cordifolium Dunal

nao amostrada

nao amostrada

ndo amostrada

ndo amostrada

nao amostrada

ndo amostrada

nao amostrada

nao amostrada

ndo amostrada

H.O. Boudet e W. Boone
2102054
W.W. Thomas et al. 370527

E.M.A. Almeida et al. 1270
J.P.P. Carauta 2780

M. Kuhlmann 2687
E. Melo et al. 3145
J.R. StehmanneL.L.
Giacomin, 6584

M.F. Agra 5349

M.F. Agra 5349

Brasil, Sdo Paulo, Santa
Branca

Brasil, Bahia, Municipio de
Amaldina

Brasil, Minas Gerais, Caparad
Brasil, Rio de Janeiro, Santa
Maria Madalena

Brasil, Rio de Janeiro, Angra

dos Reis

Brasil, Bahia, Morro do
Chapéu

Brasil, Minas Gerais,
Brumadinho

Brasil, Espirito Santo, Vila
Velha

Brasil, Espirito Santo, Vila
Vitoria

Silva, A. L.

17/10/1901

05/11/2015
24/11/1997

17/11/1999

04/01/2023

18/08/1998

18/08/1998

*espécies endémicas
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Resultados e Discussao

Setenta e dois espécimes de 26 espécies, das quais 21 sdo endémicas do Brasil,
pertencentes a seis clados diferentes (segundo as classificagdes de Stern et al. 2011 e
Hilgenhof et al., 2023) foram analisados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CLAE-EM) (Figura 51). Esses clados estdo intimamente
relacionados e ndo sdao nem morfologicamente nem filogeneticamente bem definidos,
sendo necessario estudos que possam auxiliar na compreensao dessas relacfes (Stern et
al. 2011). Trabalhos com enfoque nos metabdlitos especializados de plantas podem
auxiliar nesse entendimento a partir da identificacdo, caracterizacdo, agrupamento e
diferenciacdo das espécies baseadas em suas micromoléculas em combina¢do com outras

abordagens —6micas, bioguimicas e ecologicas (Barny et al., 2021).

Nossos dados adquiridos em espectrometro de massas do tipo ESI-QTOF foram
processados no software estatistico R por meio do pacote XCMS, utilizando a interface
de funcionalidades do software RStudio. O R é uma linguagem de programacdo e um
ambiente de software livre amplamente utilizado para anélises estatisticas, visualiza¢éo
de dados e aprendizagem de méaquina, e pode ser obtido gratuitamente através do seguinte

endereco eletronico: https://cran.r-project.org. O R conta com uma extensa comunidade

de usuérios e desenvolvedores e suas principais vantagens incluem a flexibilidade para
manipulacdo e modelagem de dados, a disponibilidade de milhares de pacotes
especializados e a integracdo com diversas ferramentas de visualiza¢do gréafica. J& o
RStudio é um ambiente de desenvolvimento integrado (IDE - Integrated Development
Environment) para a linguagem R, projetado para facilitar a programacdo, analise de
dados e visualizagao gréfica, e também pode ser obtido gratuitamente através do endereco

eletronico: https://posit.co/download/rstudio-desktop/.
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Figura 52. Amostras analisadas discriminadas por grupo. A. n° de espécimes analisados. B. n° espécies

analisadas. C. endemismo das espécies analisadas.

Para garantir a reprodutibilidade dos resultados obtidos na anélise,
disponibilizamos um script contendo todas as etapas do processamento e mencdo aos

demais pacotes utilizados na analise dos dados (Material Suplementar).

Inicialmente os dados obtidos no formato .lcd foram convertidos para arquivos
mzXML, em seguida todos os arquivos de dados foram habilitados para uso do pacote
xcms. Esses dados tambem foram abertos e analisados no software MS-DIAL para

definicdo de parametros, quando necessarios, para as etapas seguintes de processamento.

Uma analise exploratoria foi realizada com os dados de cada grupos de espécies
para avaliacdo da variacdo de intensidades entre as réplicas, observando que para alguns
grupos houve uma grande variacdo, sugerindo a necessidade posterior de normalizacéo

dos dados, permitindo uma comparagdo mais precisa entre as amostras (Figura 53).
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Na sequéncia, foram plotados empilhados os cromatogramas de pico base (BPCs)

das amostras dentro de um intervalo de tempo de 0- 3600 segundos. Os intervalos de
tempos de retencdo (t.r.) de 500-1000, 1000-1500, 1500-2000, 2000-2500, 2500-3000,

3000-3500 segundos foram definidos e plotados para avaliagdo da necessidade de

alinhamento e posterior correcdo do tempo de retengdo entre as réplicas e as amostras

(Figura 54).

300000 400000 500000 600000
1 1 1

Intensidade

200000

100000

T
500 1000 1500 2000 2500 3000

RT(segundos)

Figura 54. Cromatogramas de pico base (BPCs) dos espécimes analisados discriminados por cores.
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A inspecao visual dos dados nos intervalos de tempos definidos para avaliacdo dos
cromatogramas em tempos de retencdo iniciais, médios e finais demonstrou a necessidade
de alinhamento e correcdo do tempo de retencdo para os dados. Os parametros utilizados
amplitude do pico (peak width), tolerancia de m/z (em ppm), diferenga minima entre as
relagcBes m/z (mz diff) e relacdo sinal ruido (noise) foram definidos com base nessa inspecéo.

Esses parametros também foram utilizados para a extracdo dos features (peak picking).

Todos intervalos foram plotados antes e pos alinhamento e correcao do tempo de
retencdo, além disso, também foram plotados alguns EICs (cromatogramas de ions

extraidos) para observacao desses processos (Figuras 55, 56 e 57).

Apos a extracdo, alinhamento e correcdo do tempo de retencéo foi realizado o fill
peaks para preenchimento de valores ausentes na matriz de picos cromatograficos
detectados (features). Finalmente, a matriz gerada foi utilizada para analise de

componente principal (PCA) e analise de agrupamentos (HCA- hierarchical clustering

analysis).
A B C
D E F
~ _J‘\LL W e oo i M e __A\\\A“ Aada

Figura 55. Inspecéo visual de diferentes intervalos de tempos de retencédo antes do alinhamento. A. 500-s.
B. 1000-1500 s. C.1500-2000 s. D. 2000-2500 s. E. 2500-3000 s. F. 3000-3500 s.
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Figura 56. Inspecéo visual de diferentes intervalos de tempos de retengéo depois do alinhamento. A. 500-
1000. B. 1000-1500. C.1500-2000. D. 2000-2500. E. 2500-3000. F. 3000-3500.
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Figura 57. Cromatogramas do ion extraido (EICs) no intervalo de tempos de retengdo de 1290-1330

segundos pés alinhamento.

As andlises de PCA e HCA obtida para as 26 espécies (72 espécimes) demonstrou

a similaridade do perfil quimico e complexidade na diferenciacdo dessas espécies,
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inclusive com relacdo ao uso dos metabolitos secundarios. O método considerado para
essas analises foi baseado na distancia euclidiana e foi capaz de explicar a em 65%
dimensionalidade dos dados nas duas primeiras componentes (PC1 e PC2) (Figura 58 e
59).

Essa ferramenta embora ndo tenha sido téo significativamente distintiva para as
espécies de clados diferentes dentro de Lepetostemonum, ela foi capaz de agrupar
espécimes diferentes de mesma espécie, e separar espécies morfologicamente

semelhantes (Figuras 60 e 61).

Ainda assim, quando comparada a classificacdes filogenéticas e morfoldgicas
existentes, como Stern et al., 2011 e Hilgenhof et al., 2023, os agrupamentos sao em partes
similares aos encontrados para clados Erythrotrichum como o agrupamento das espécies
S. jabrense, S. paludosum, S. megalonyx, S. hexandrum, S. decompositiflorum, S.
decorum, S. reflexiflorum, S. rhtytidoandrum, S. robustum. E Thomasiifolium como S.

rupincola e S. thomasiifolium.

Algumas espécies posicionadas pela filogenia no clado Thomasiifolium, como S.
paraibanum e S. gardneri foram classificadas dentro do grupo de Erythrotrichum
demonstrando que estes grupos assim como na filogenia e morfologia estdo intimamente

relacionados e suas relacdes sdo complexas de definir até mesmo pelo enfoque quimico.
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Figura 58. Analise de componente principal (PCA) das amostras e suas réplicas analisadas.
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Figura 59. Andlise hierarquica (HCA) das amostras e suas réplicas analisadas.
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Espécies morfologicamente proximas com namero de replicatas analisadas igual

a trés como S. cordifolium, S. jabrense e S. megalonyx foram plotadas para avaliar a

eficiéncia dessa ferramenta para diferenciagdo entre espécies (Figura 60). Foi possivel

observar que ela se mostrou (til e que pode sim ser utilizada para auxiliar separacéo de

espécies similares. O mesmo foi observado para e S. hexandrum e S. echidnaeforme que

sdo espécies endémicas, morfologicamente similares e tém sido sinonimizadas em

herbarios Brasileiros (Figura 60).

PCA com Elipsdides de Confianca

@

Group

R [#] sco

SJA

[*] sme

PGC2 (20.43%)

PC1 (44.64%)

Figura 60. Anélise de componente principal (PCA) das amostras S. jabrense, S. megalonyx e S.

cordifolium e suas réplicas analisadas.
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PCA com Elipséides de Confianca
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Figura 61. Analise de componente Principal (PCA) das amostras S. hexandrum e S. megalonyx e suas réplicas
analisadas.

Conclusdes

Um estudo piloto com andlises do perfil quimico (chemical profile) e
espectrometria de massas (CLAE-EM) de 72 espécimes de herbario de Solanum
subgénero Leptostemonum, verificando que esta abordagem juntamente com métodos
estatisticos usando o RStudio e 0 pacote xcms podem ser Uteis para a separacdo de
espécies do subgénero. A maior parte das espécies estudadas sdo endémicas e nunca
foram estudadas do ponto de vista quimico. Embora estudos com maior nimero de
amostras e replicatas se faz necessario para entendimento e melhoramento desses
resultados, os dados apresentados mostram que essas ferramentas podem considerados e
relevantes para apoiar estudos quimiossistematicos. Além disso, foi produzido um script
produzido como modelo e disponibilizado, podendo este ser adaptado e aplicado a
diversas analises de metabolite fingerprint e chemical profile de outras espécies, grupos

e tipos de amostras.
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Explicacdo Linha por Linha do Script em R para Analise de Cromatografia com
XCMS

1. Instalacéo e Carregamento dos Pacotes

# Verifica se o pacote 'BiocManager' esta instalado e, caso contrario, instala-o
if ('requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE)) {
install.packages("BiocManager")

¥

# Instala os pacotes necessarios para analise cromatografica
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BiocManager::install(*xcms")
BiocManager::install("msdata")

BiocManager::install("CAMERA")

Esses pacotes sdo utilizados para a manipulacéo e analise de dados de espectrometria de

massas.
# Carregando os pacotes para analise de cromatografia

library(xcms) # Processamento e analise cromatografica
library(RColorBrewer) # Gera paletas de cores para visualizacdo gréafica
library(pander) # Formata saidas de dados

library(magrittr)  # Operador %>% para pipeline

library(ggforce)  # Funcdes adicionais para visualizagdo

Os pacotes abaixo sdo utilizados para criacdo de visualiza¢fes e dendrogramas:
library(ggplot2)  # Visualizagdo de dados

library(dplyr) # Manipulacédo de dados

library(ggdendro)  # Gera dendrogramas a partir de clusters

library(ggtree) # Representacdo de arvores filogenéticas

library(ggrepel)  # Evita sobreposicéo de rotulos nos graficos
library(ggnewscale) # Permite uso de multiplas escalas de cores no ggplot
library(ape) # Andlise de filogenia

2. Configuracgéo do Diretdrio e Carregamento de Arquivos

Define o diretério de trabalho onde estdo armazenados 0s arquivos de analise:
setwd(""C:\\Users\\Elucir Gir\\Desktop\EXEMPLO AMORW\ANALISES")
Lista os arquivos com extensdo .mzML dentro do diretorio:

mzML <- list.files(pattern=".mzML", recursive=TRUE, all.files=TRUE)
Cria um data.frame com 0s nomes das amostras e seus respectivos grupos:

pd <- data.frame(

sample_name = sub(basename(mzML), pattern = ".mzML", replacement =
FALSE),

, fixed =
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sample_group = c(rep("SAB",3), rep("SAC",1), rep("SAG" 1), ...),
stringsAsFactors = FALSE

)

Os arquivos séo carregados como um objeto xcmsRaw, pronto para processamento:

raw_data <- readMSData(files = mzML, pdata = new("NAnnotatedDataFrame", pd),
mode = "onDisk™)

3. Visualizacé@o dos Dados

Define as cores para cada grupo de amostras:

group_colors <- ¢c("SAB" = "red", "SAC" = "darkgreen", "SAG" = "#EEB4B4", ...)
Cria um boxplot para visualizar a distribui¢do das intensidades:

ggplot(tc_summary, aes(x = factor(Group, levels = names(group_colors)), y = TIC, fill
= Group)) +

geom_boxplot(outlier.shape = NA, alpha=0.7) +
scale_fill_manual(values = group_colors) +
theme_minimal() +

labs(title = "Distribuicdo das Intensidades por Grupo”, x = "Grupo"”, y = "Intensidade
Total™) +

theme(axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1))
4. Extracao e Processamento de Picos
Gera cromatogramas baseados no tempo de retencéo:
bpis <- chromatogram(raw_data, aggregationFun = "max", rt = ¢(0,3600))
Define os parametros para detec¢do de picos cromatogréaficos:

cwp <- CentWaveParam(peakwidth = ¢(3, 100), ppm = 25, mzdiff = 0.002, prefilter =
c(2, 500), noise = 1000, snthresh = 3, fitgauss = TRUE, integrate = 2)

data <- findChromPeaks(raw_data, param = cwp)
Agrupa os picos detectados:

pdp <- PeakDensityParam(sampleGroups = rep(1, length(fileNames(raw_data))),
minSamples = max(1, floor(length(fileNames(raw_data)) * 0.3)), bw = 40, binSize =
0.01)
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groupl <- groupChromPeaks(data, param = pdp)
5. Correcéo do Tempo de Retencéo
Corrige o tempo de retencdo para melhor alinhamento das amostras:

adjRT <- PeakGroupsParam(minFraction = 0.5, family = "symmetric", smooth =
"loess™)

retcor <- adjustRtime(groupl, param = adjRT)

6. Andlise de Componentes Principais (PCA)

Executa a anélise PCA para visualizar a variacdo dos dados:
ft_ints <- log2(featureValues(fillpeaks, value = "into™))

pc <- prcomp(t(na.omit(ft_ints)), center = TRUE, scale. = TRUE)
Gera visualizacGes do PCA com elipses representando 0s grupos:
ggplot(pca_plot_data, aes(x = PC1, y = PC2, color = Group)) +

geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +

stat_ellipse(aes(fill = Group), type ="t", geom = "polygon", alpha = 0.3, level = 0.95)

+
scale_color_manual(values = group_colors) +
theme_minimal()

7. Construcdo de Dendrograma

Gera um dendrograma baseado em distancias euclidianas:

dist_matrix <- dist(pca_matrix, method = "euclidean™)

hc <- hclust(dist_matrix, method = "ward.D2")

dendro_data <- dendro_data(hc)

8. Exportacdo dos Resultados

Os resultados sdo salvos para uso posterior:

write.table(dataTable, "tabela_analise.txt", sep = "\t", quote = FALSE, row.names =

FALSE)

exportMetaboAnalyst(fillpeaks, file = "resultado.csv", value = "into")
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Este documento agora fornece uma explicacéo detalhada para cada linha do script,
garantindo total compreensdo do fluxo de trabalho.

SCRIPT COMPLETO:

#if ('requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE)) {
#install.packages(""BiocManager")

#}

#BiocManager::install(*xcms™)
#BiocManager::install("msdata™)
#BiocManager::install("CAMERA")

#Carregando pacotes
library(xcms)
library(RColorBrewer)
library(pander)
library(magrittr)
library(ggforce)

#Graficos
library(ggplot2)

library(dplyr)

#i#H##PARA GERAR DENDROGRAMAS

library(ggdendro)

library(ggtree)

library(ggrepel) #Para evitar sobreposicao dos rotulos
library(ggnewscale) # Novo pacote para multiplas escalas de cor
library(ape)

#Habilitando o diretorio aonde estdo as pastas com 0s
#grupos da anélise
setwd(""C:\\Users\\Elucir Gir\\Desktop\EXEMPLO AMOR\ANALISES")

#HABILITANDO OS ARQUIVOS PARA USO DO PACOTE xcms
#Ou seja, para o pacote xcms funcionar

mzML<-list.files(pattern=".mzML",recursive="TRUE", all.files = "TRUE")
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pd<-data.frame(sample_name = sub(basename(mzML),

pattern =".mzML",

replacement =",

fixed = F),

sample_group = c(rep("SAB",3),
rep("SAC",1),
rep("SAG",1),
rep("SAT"1),
rep("SBU",3),
rep("SCH",3),
rep("SCO",2),
rep("SCR",3),
rep("SDC",1),
rep("SDI",1),
rep("SDE",3),
rep("SEC",3),
rep("SGA",1),
rep("SHX",3),
rep("SJA",3),
rep("SJU",3),
rep("SMG",3),
rep("SPA",3),
rep("SPB",3),
rep("SRB",3),
rep("SRF",3),
rep("SRH",3),
rep("STH",3),
rep("SRU",3),
rep("STO",3),
rep("SVE",1)),

stringsAsFactors = FALSE)

#Transformar dados num objeto apropriado para
#0 processamento de dados

raw_data<-readMSData(files = mzML,

pdata = new("NAnnotatedDataFrame",pd),
mode = "onDisk")
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#Boxplots

## Get the total ion current by file
#tc <- split(tic(raw_data), f = fromFile(raw_data))

group_colors <- ¢("SAB" = "red",

# Obter a lista de amostras Unicas
samples <- unique(fromFile(raw_data))

# Criar um dataframe associando corretamente amostras, TIC e grupo

"SAC" = "darkgreen",
"SAG" = "#EEB4B4",

"SAT" = "green”,
"SBU" = "#8B7765",
"SCH" = "orange",
"SCO" = "purple”,
"SCR" = "blue",
"SDC" = "yellow",
"SDE" = "darkgray",
"SDI" = "black",
"SEC" = "darkred",
"SGA" = "cyan",
"SHX" ="darkblue",
"SJA" = "pink",

"SJU" = "#E377C2",
"SMG" = "#662506",
"SPA" = "darkcyan",
"SPB" = "#FFD700",
"SRB" = "#00BFC4",

"SRF" = "yellow3",
"SRH" = "wheat2",
"STH" = "#E31A1C",
"SRU" = "#8B7500",
"STO" ="deeppink",
"SVE" = "olivedrab"

tc_summary <- data.frame(

Sample = pd$sample_name, # Pegamos diretamente da tabela de metadados
TIC = sapply(samples, function(i) sum(tic(raw_data)[fromFile(raw_data) == i], na.rm
= TRUE)), # Soma TIC por amostra
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Group = pd$sample_group # Associando ao grupo correto

)

#Criar o boxplot por grupo
ggplot(tc_summary, aes(x = factor(Group, levels = names(group_colors)), y = TIC, fill
= Group)) +
geom_boxplot(outlier.shape = NA, alpha=0.7) +
scale_fill_manual(values = group_colors) +
theme_minimal() +
labs(title = "Distribuicao das Intensidades por Grupo™,
X ="Grupo",
y = "Intensidade Total") +
theme(axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1))

#Extracdo de picos
#Plotar um base peak (Cromatograma)

#Biblioteca para permitir processamento
#com melhor alocagdo de memoria
library(BiocParallel)
register(SerialParam())

bpis <- chromatogram(raw_data,
aggregationFun ="max",
rt = ¢(0,3600))

#Plotagem dos BPC

#Funcdo para ndo termos numeros apresentados com notacgéo cientifica
options(scipen=99)

#Plotar os cromatogramas

plot(bpis,
col =group_colors[raw_data$sample_group],
main ="",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade",
Iwd = 2,xlim=c(300,3800),
ylim=c(0,620000))
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#Legenda

legend(*"topright™,
names(group_colors),
col = group_colors,

pch = 25,

bty ="n",

lwd = 3,

cex =1,

xpd = TRUE)
#Visualizar
#View(pd)

#Plotar um Extracted lon Chromatogram

rtr1<-c(500,1000) #Tempo de retencdo (em segundos no xcms)
rtr2<-c(1000,1500) #Tempo de retencdo (em segundos no xcms)
rtr3<-c(1500,2000) #Tempo de retencdo (em segundos no xcms)
rtr4<-c(2000,2500) #Tempo de retencdo (em segundos no xcms)
rtr5<-c(2500,3000) #Tempo de retencdo (em segundos no xcms)
rtr6<-c(3000,3500) #Tempo de retencao (em segundos no xcms)
mzr<-c(50,1200) #Range de massa

chr_rawl<-chromatogram(raw_data,
aggregationFun = "max",
mz = mzr,
rt=rtrl,
missing = 0)
plot(chr_rawl,
main ="",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade™,

ylim=c(0,620000))

chr_raw2<-chromatogram(raw_data,
aggregationFun = "max",
mz = mazr,
rt = ¢(1660,1690),
missing = 0)
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plot(chr_raw?2,
main =",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade™,

ylim=c(0,620000))

chr_raw3<-chromatogram(raw_data,

aggregationFun ="max",

mz = mzr,
rt = rtr3,
missing =0)

plot(chr_raws3,
main =",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade™,

ylim=c(0,620000))

chr_raw4<-chromatogram(raw_data,

aggregationFun ="max",

mz = mzr,
rt = rtr4,
missing =0)

plot(chr_raw4,
main ="",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade™,

ylim=c(0,620000))

chr_raw5<-chromatogram(raw_data,

aggregationFun ="max",

mz = mzr,
rt = rtrS,
missing =0)

plot(chr_raw5,
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main =",

xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade™,
ylim=c(0,620000))

chr_raw6<-chromatogram(raw_data,
aggregationFun ="max",
mz = mzr,
rt = rtro,
missing = 0)

plot(chr_raws,
main =",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade”,

ylim=c(0,620000))

#Plotar analises de cada amostra

raw_data %>%
filterRt(rt = rtr6) %>%
filterMz(mz = mzr) %>%
plot(type = "XIC")

#Filtragem e identificacdo de picos
# ‘Parametros ajustados para detectar picos com intervalos maiores

cwp <- CentWaveParam(
peakwidth = ¢(3, 100), # Detecta picos de 3 a 100 segundos
ppm = 25, # Aumenta a tolerancia de variagdo de m/z para 20 ppm
mzdiff = 0.002, # Permite sobreposicao de picos
prefilter = ¢(2, 500), # Exige no minimo 2 picos consecutivos com intensidade > 500

noise = 1000, # Reduz o limite minimo de intensidade do pico

snthresh = 3, # Permite detectar picos com relacédo sinal/ruido minima de 3
fitgauss = TRUE, # Ajuste Gaussiano para melhorar a deteccao de picos
integrate = 2 # Melhor método de calculo de area do pico
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# Re-executar a detecgéo de picos
data <- findChromPeaks(raw_data, param = cwp)

pdp<-PeakDensityParam(

sampleGroups = rep(1, length(fileNames(raw_data))),

minSamples = max(1, floor(length(fileNames(raw_data)) * 0.3)), # Permitir grupos
menores

bw = 40, # Largura de banda maior para RT

binSize = 0.01 # Aumentar o tamanho da faixa de m/z

)

# Re-executar o agrupamento
groupl <- groupChromPeaks(data, param = pdp)

SampleGroups <- sampleNames(raw_data)
SampleGroups <- as.factor(pData(raw_data)$sample_group)
sampleGroups <- as.factor(pData(raw_data)$sample_group)

peak_count <- length(featureDefinitions(groupl))
print(peak_count)

#Numero de picos
n_groups <- length(chromPeaks(groupl))
print(paste("Numero de picos detectados:", n_groups))

#Correcao do tempo de retengéo
#Picos bem comportados para corrigir o tempo de retencao

#Primeiro método: Ndo linear. Ou seja, cada regido de RT corrige
#de maneira diferente
adjRT<-PeakGroupsParam(minFraction = 0.5,

family = "symmetric",

smooth = "loess")

#Método que permite a remocdo de outliers
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#(Observacdes atipicas que atrapalham a anélise e 0 ajuste de

#métodos)
retcor<-adjustRtime(group1l,
param = adjRT)

#Graéficos apds alinhamento
#2
chr_retcorl<-chromatogram(retcor,
aggregationFun = "max",
mz = mzr,
rt=rtrl,
missing = 0)
options(scipen=99)
plot(chr_retcorl,
main ="",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade",
ylim=c(0,620000))

chr_retcor2<-chromatogram(retcor,

aggregationFun = "max",

mz = mzr,
rt=rtr2,
missing = 0)
plot(chr_retcor2,
main =",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade™,

ylim=c(0,620000))

chr_retcor3<-chromatogram(retcor,

aggregationFun = "max",

mz = mzr,
rt = rtr3,
missing =0)
plot(chr_retcor3,
main = """,
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade",
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ylim=c(0,620000))

chr_retcor4<-chromatogram(retcor,
aggregationFun = "max",
mz = mzr,
rt = rtr4,
missing = 0)
plot(chr_retcor4,
main =",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade",
ylim=c(0,620000))

chr_retcorb<-chromatogram(retcor,
aggregationFun = "max",
mz = mzr,
rt = rtrs,
missing = 0)
plot(chr_retcor5,
main ="",
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade™,
ylim=c(0,620000))

chr_retcor6<-chromatogram(retcor,
aggregationFun = "max",
mz = mzr,
rt = rtro,
missing =0)
plot(chr_retcor6,
main = """,
xlab ="RT(segundos)",
ylab = "Intensidade",

ylim=c(0,620000))

#Fillpeaks - Ajuste dos picos - Preenchimento de Missing Value
#Integracao de picos na regido do molecular feature
fillpeaks<-fillChromPeaks(groupl)
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#Gerar e salvar tabela de dados processados
featuresDef<-featureDefinitions(fillpeaks)
featuresIntensities<-featureValues(fillpeaks,

value="into")
#Se quiser usar intensidade do pixo ao invés da area, utilizar
#value = max

dataTable<-merge(featuresDef,
featuresintensities,
by=0,
all=TRUE)

dataTable<-dataTable[,!(names(dataTable) %in% c("peakidx™))]

#Salvar dados
write.table(dataTable,
"tabela_analise_anauara_semSDE_STO 13022025.txt",
sep = "\t",
quote = FALSE,
row.names = FALSE)

#Gerar e salvar tabela de dados processados para 0 MetaboaAnalyst
exportMetaboAnalyst(fillpeaks,
file ="teste_semSDE_STO_13022025.csv",
label = c(rep("SAB",3),
rep("SAC",1),
rep("SAG",1),
rep("SAT"1),
rep("SBU",3),
rep("SCH",3),
rep("SCO",2),
rep("SCR",3),
rep("SDC",1),
rep("SDI",1),
rep("SDE",3),
rep("SEC",3),
rep("SGA",1),
rep("SHX",3),
rep("SJA",3),
rep("'SJU",3),
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rep("SMG",3),
rep("SPA",3),
rep("SPB",3),
rep("SRB",3),
rep("SRF",3),
rep("SRH",3),
rep("STH",3),
rep("SRU",3),
rep("STO",3),
rep("SVE" 1)),

value = "into",

digits = NULL,

groupnames = FALSE)

#Verificacdo de Grupos de picos

filtered_featuresl <- rownames(featureDefinitions(fillpeaks))[
featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed >= 620 & featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed <=
670

]

filtered_features2 <- rownames(featureDefinitions(fillpeaks))[
featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed >= 800 & featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed <=
850

]

filtered_features3 <- rownames(featureDefinitions(fillpeaks))[
featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed >= 1060 & featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed <=
1090

]

filtered_features4 <- rownames(featureDefinitions(fillpeaks))[
featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed >= 1200 & featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed <=
1250

]

filtered_features5 <- rownames(featureDefinitions(fillpeaks))[
featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed >= 1290 & featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed <=
1330

]
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filtered_features6 <- rownames(featureDefinitions(fillpeaks))[
featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed >= 1340 & featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed <=
1380

]

filtered_features?7 <- rownames(featureDefinitions(fillpeaks))[
featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed >= 1670 & featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed <=
1690

]

filtered features8 <- rownames(featureDefinitions(fillpeaks))[
featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed >= 2380 & featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed <=
2430

]

filtered_features9 <- rownames(featureDefinitions(fillpeaks))[
featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed >= 3300 & featureDefinitions(fillpeaks)$rtmed <=
3380

]

#Visualizagdo - Processamento de dados

feature_chromsl<-featureChromatograms(fillpeaks,features = filtered_featuresl)
feature_chroms2<-featureChromatograms(fillpeaks,features = filtered_features2)
feature_chroms3<-featureChromatograms(fillpeaks,features = filtered_features3)
feature_chroms4<-featureChromatograms(fillpeaks,features = filtered_features4)
feature_chroms5<-featureChromatograms(fillpeaks,features = filtered_features5)
feature_chroms6<-featureChromatograms(fillpeaks,features = filtered_features6)
feature_chroms7<-featureChromatograms(fillpeaks,features = filtered_features?7)
feature_chroms8<-featureChromatograms(fillpeaks,features = filtered_features8)
feature_chroms9<-featureChromatograms(fillpeaks,features = filtered_features9)

par(mar =c(3, 3, 2, 1))
plot(feature_chromsl)
plot(feature_chroms2)
plot(feature_chroms3)
plot(feature_chroms4)
plot(feature_chroms5s)
plot(feature_chroms6)
plot(feature_chroms7)
plot(feature_chroms8)
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plot(feature_chroms9)

feature_chroms<-featureChromatograms(group1,
features = 101:115)
plot(feature_chroms)

# --- Analise de Componentes Principais (PCA) --- #
plotChromPeaklImage(fillpeaks)

## Extract the features and log2 transform them
ft_ints <- log2(featureValues(fillpeaks, value = "into™))
## Perform the PCA omitting all features with an NA in any of the
## samples. Also, the intensities are mean centered.
pc <- prcomp(t(na.omit(ft_ints)), center = TRUE)
## Plot the PCA
cols <- group_colors[fillpeaks$sample_group]
pcSummary <- summary(pc)
plot(pc$x[, 1], pc$x[,2], pch = 21, main =",
xlab = paste0("PC1: ", format(pcSummary$importance[2, 1] * 100,
digits = 3), " % variance"),
ylab = paste0("PC2: ", format(pcSummary$importance[2, 2] * 100,
digits = 3), " % variance"),
col = "darkgrey", bg = cols, cex =2)
grid()

text(pc$x|, 1], pc$x[,2], labels = fillpeaks$sample_name, col = "darkgrey",

pos =4, cex =1)

# Ajustar PCA
# Extrair e transformar intensidades
ft_ints <- log2(featureValues(fillpeaks, value = "into"))

# Remover amostras ou features com valores ausentes
ft_ints <- na.omit(ft_ints)

# Criar um data frame para o PCA
pca_data <- t(ft_ints) # Transpor para que as colunas sejam as features
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# Ajustar PCA
pc <- prcomp(pca_data, center = TRUE, scale. = TRUE)

# Resumo do PCA
pc_summary <- summary(pc)

# Criar data frame para plotagem
pca_plot_data <- as.data.frame(pc$x[, 1:2]) # Usar PC1 e PC2
colnames(pca_plot_data) <- c("PC1", "PC2") # Renomear colunas

#Adicionar informagGes do agrupamento
pca_plot_data$Group <- fillpeaks$sample_group
pca_plot_data$Sample <- fillpeaks$sample_name

#library(ggplot2)
print(dim(pca_data)) # Verifique o nimero de linhas (amostras) e colunas
(componentes)

# Verificar correspondéncia entre amostras e agrupamentos
print(unique(pca_plot_data$Group)) # Deve mostrar os grupos definidos em
“fillpeaks$sample_group®

print(table(pca_plot_data$Group))

# Filtrar grupos com pelo menos 1 amostras
valid_groups <- names(table(pca_plot_data$Group)[table(pca_plot_data$Group) >=1])
pca_plot_data <- pca_plot_data %>% filter(Group %in% valid_groups)

# Verifique se hdA NAs nos dados transpostos

print(any(is.na(pca_data)))

# Confirme se todas as amostras estao incluidas
print(rownames(pca_data))
print(pca_plot_data$Sample)

# Filtrar grupos com pelo menos 3 amostras
#valid_groups <- names(table(pca_plot_data$Group)[table(pca_plot_data$Group) >=
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11
#pca_plot_data <- pca_plot_data %>% filter(Group %in% valid_groups)

# Garantir que grupos com poucos pontos sejam exibidos com elipses
# Usando "t" para elipses baseadas em distribuicdo t
pca_ellipse_plot <- ggplot(pca_plot_data, aes(x = PC1, y = PC2, color = Group)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) + # Pontos das amostras
stat_ellipse(
aes(fill = Group),
type ="t", # Tipo "norm" é mais robusto para poucos pontos
geom = "polygon",
alpha = 0.3,
level = 0.95, # Intervalo de confianca de 95%
na.rm = TRUE
)+
scale_color_manual(values = group_colors) +
scale_fill_manual(values = group_colors) +
labs(
title = "PCA com Elipsoides de Confianca",
x = paste0("PC1 (*, round(pc_summary$importance[2, 1] * 100, 2), "%)"),
y = paste0("PC2 (", round(pc_summary$importance[2, 2] * 100, 2), "%)")
)+
theme_minimal(base_size =14) +
theme(
legend.position = "right",
plot.title = element_text(hjust = 0.5)
)

# Exibir o grafico
print(pca_ellipse_plot)

Hit#HHHHHH#HHOUTRA FORMA
pca_ellipse_plot

<- ggplot(pca_plot_data, aes(x = PC1, y = PC2, color = Group)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) + # Pontos das amostras
geom_mark_ellipse(

aes(fill = Group),

alpha=0.3
)+

scale_color_manual(values = group_colors) +
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scale_fill_manual(values = group_colors) +
labs(
title = "PCA com Elipsoides de Confianca",
x = pasteO("PC1 (", round(pc_summary$importance[2, 1] * 100, 2), "%)"),
y = paste0("PC2 (", round(pc_summary$importance[2, 2] * 100, 2), "%)")
)+
theme_minimal(base_size =14) +
theme(
legend.position = "right”,
plot.title = element_text(hjust = 0.5)
)

# Exibir o grafico
print(pca_ellipse_plot)

SRR R

M ALIS OUTRA FORMA

# Contar o nUmero de pontos por grupo
group_counts <- pca_plot_data %>%
group_by(Group) %>%
summarise(count = n())

# Verificar a contagem antes de continuar
print(group_counts)

# Criar o grafico de PCA

pca_ellipse_plot <- ggplot(pca_plot_data, aes(x = PC1, y = PC2, color = Group)) +

geom_point(size = 3, alpha = 0.8) + # Adicionar pontos

# Adicionar convex hull para todos os grupos
geom_polygon(
data =pca_plot_data %>%
group_by(Group) %>%
slice(chull(PC1, PC2)),
aes(fill = Group, group = Group),
alpha=0.3,
linetype = "dashed"
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)+

scale_color_manual(values = group_colors) +
scale_fill_manual(values = group_colors) +

labs(
title = "PCA com Contornos (Convex Hull)",
x = pasteO("PC1 (*, round(pc_summary$importance[2, 1] * 100, 2), "%)"),
y = paste0("PC2 (", round(pc_summary$importance[2, 2] * 100, 2), "%)")
)+

theme_minimal(base_size = 14) +
theme(

legend.position = "right",

plot.title = element_text(hjust = 0.5)
)

# Exibir o grafico
print(pca_ellipse_plot)

S R R

####DENDROGRAMA

# Criar matriz de distancia e hierarquia de clusters
pca_matrix <- pca_plot_data %>%

select(PC1, PC2) %>%

as.matrix()

dist_matrix <- dist(pca_matrix, method = "euclidean")
hc <- hclust(dist_matrix, method = "ward.D2")

# Converter para formato dendrograma
dendro_data <- dendro_data(hc)

# Filtrar apenas 0s grupos presentes no dendrograma

unique_groups <- unique(pca_plot_data$Group) # « Filtrar grupos existentes
filtered_colors <- group_colors[names(group_colors) %in% unique_groups] #

Ajustar cores para 0s grupos existentes
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# Criar o dendrograma com nomes das amostras e grupos coloridos
ggplot() +
# @ Ajuste do segmento para eixo horizontal
geom_segment(data = dendro_data$segments,
aes(x =y, y =X, xend = yend, yend = xend),
color ="black™) +

# © Ajustar a posicao dos nomes dos grupos para evitar sobreposicao
geom_text(data = dendro_data$labels,

aes(x =y, y = x, label = pca_plot_data$Group, color = pca_plot_data$Group),

hjust = 4.5, nudge_x = 1, size = 3, fontface = "bold") +

# @ Garantir que os pontos figuem na mesma cor dos grupos
geom_point(data = dendro_data$labels,
aes(x =y, y = x, color = pca_plot_data$Group),
size=3) +

# @ Escala de cores respeitando 0s grupos
scale_color_manual(values = filtered_colors, name = "Grupos") +

# © Ajuste correto da legenda para mostrar apenas bolinhas coloridas
guides(color = guide_legend(
override.aes = list(size = 5, shape = 16, fill = filtered_colors, label =)

)+

labs(title = "Dendrograma Hierarquico das Amostras”,
subtitle = "Agrupamento baseado em PCA (distancia euclidiana)",
x ="Altura do Cluster", y = NULL) +

theme_minimal(base_size =14) +
theme(legend.position = "right",
legend.key = element_blank(),
legend.text = element_text(size = 12),
plot.title = element_text(hjust = 0.5, face = "bold"),
plot.subtitle = element_text(hjust = 0.5),
axis.text.y = element_blank(),
axis.ticks.y = element_blank())
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#### DENDROGRAMA PARA "SJA", "SCO" e "SMG"

#Todos os grupos

selected_groups<-c("SAB","SAC","SAG","SAT","SBU","SCH",
"SCO","SCR","SDC","SDI","SDE","SEC",
"SGA","SHX","SJA","SJU","SMG","SPA",
"SPB","SRB","SRF","SRH","STH","SRU",
"STO","SVE")

# @ Filtrar apenas os grupos desejados
#selected_groups <- ¢("SJA", "SCO", "SMG","SHX", "SEC")
filtered_pca_data <- pca_plot_data %>% filter(Group %in% selected_groups)

# Criar matriz de distancia e hierarquia de clusters com os grupos filtrados
pca_matrix <- filtered_pca_data %>%

select(PC1, PC2) %>%

as.matrix()

dist_matrix <- dist(pca_matrix, method = "euclidean™)
hc <- hclust(dist_matrix, method = "ward.D2")

# Converter para formato dendrograma
dendro_data <- dendro_data(hc)

# Filtrar as cores para os grupos selecionados
filtered_colors <- group_colors[names(group_colors) %in% selected _groups]

# Criar o dendrograma com nomes das amostras e grupos coloridos
ggplot() +
# @ Ajuste do segmento para eixo horizontal
geom_segment(data = dendro_data$segments,
aes(x =y, y = x, xend = yend, yend = xend),
color = "black™) +

# © Ajustar a posi¢do dos nomes dos grupos para evitar sobreposicao
geom_text(data = dendro_data$labels,
aes(x =y, y = X, label = filtered_pca_data$Group, color =
filtered_pca_data$Group),
hjust = 5, nudge_x = 1, size = 4, fontface = "bold") +
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# © Garantir que os pontos fiqguem na mesma cor dos grupos

geom_point(data = dendro_data$labels,
aes(x =y, y = x, color = filtered_pca_data$Group),
size = 3) +

# @ Escala de cores respeitando os grupos selecionados
scale_color_manual(values = filtered_colors, name = "Grupos") +

# © Ajuste correto da legenda para **remover a letra "a"**

guides(color = guide_legend(

override.aes = list(size = 5, shape = 16, label = rep("", length(filtered_colors)))

)+

labs(title = "Dendrograma Hierarquico das Amostras",

subtitle = "Agrupamento baseado em PCA (distancia euclidiana)",

x ="Altura do Cluster", y = NULL) +

theme_minimal(base_size =14) +
theme(legend.position = "right",
legend.key = element_blank(),
legend.text = element_text(size = 12),
plot.title = element_text(hjust = 0.5, face = "bold"),
plot.subtitle = element_text(hjust = 0.5),
axis.text.y = element_blank(),
axis.ticks.y = element_blank())

HHBH R R R R R R R R
#PCA PARA OS GRUPOS DESEJADOS

# Contar o nimero de pontos por grupo
group_counts <- filtered_pca_data %>%
group_by(Group) %>%
summarise(count = n())

# Verificar a contagem antes de continuar
print(group_counts)

# Criar o grafico de PCA

pca_ellipse_plot <- ggplot(filtered_pca_data, aes(x = PC1, y = PC2, color = Group)) +
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geom_point(size = 3, alpha=0.8) + # @ Adicionar pontos

# @ Adicionar convex hull para cada grupo
geom_polygon(
data = filtered_pca_data %>%
group_by(Group) %>%
slice(chull(PC1, PC2)),
aes(fill = Group, group = Group),
alpha =0.3,
linetype = "dashed"
)+

# @ Garantir que as cores estdo corretas

scale_color_manual(values = group_colors[names(group_colors) %in%
selected_groups]) +

scale_fill_manual(values = group_colors[names(group_colors) %in%
selected_groups]) +

# @ Ajustar os rétulos dos eixos
labs(
title = "PCA com Contornos (Convex Hull)",
x = pasteO("PC1 (*, round(pc_summary$importance[2, 1] * 100, 2), "%)"),
y = paste0("PC2 (", round(pc_summary$importance[2, 2] * 100, 2), "%)")
) +

theme_minimal(base_size = 14) +
theme(

legend.position = "right",

plot.title = element_text(hjust = 0.5)
)

# < Exibir o grafico
print(pca_ellipse_plot)

HEHHH BB R
#ELIPSOIDES PARA 0OS 5 GRUPOS

# Criar o grafico de PCA com elipséides de confianca
pca_ellipse_plot <- ggplot(filtered_pca_data, aes(x = PC1, y = PC2, color = Group)) +
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geom_point(size = 3, alpha=0.8) + # © Adicionar pontos das amostras

# © Adicionar elipsoides de confianca para cada grupo
geom_mark_ellipse(

aes(fill = Group),

alpha =0.3
)+

# ¢ Garantir que as cores estdo corretas

scale_color_manual(values = group_colors[names(group_colors) %in%
selected_groups]) +

scale_fill_manual(values = group_colors[names(group_colors) %in%
selected_groups]) +

# @ Ajustar os rétulos dos eixos
labs(
title = "PCA com Elipsoides de Confianca",
x = paste0O("PC1 (", round(pc_summary$importance[2, 1] * 100, 2), "%)"),
y = paste0("PC2 (", round(pc_summary$importance[2, 2] * 100, 2), "%)")
)+

theme_minimal(base_size =14) +
theme(

legend.position = "right",

plot.title = element_text(hjust = 0.5)
)

# Exibir o grafico
print(pca_ellipse_plot)

HEHHHHH B R

# Instalar pacotes necessarios (caso nao estejam instalados)
# install.packages("dendextend")
# install.packages("circlize™)

# Carregar pacotes
library(dendextend)
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library(circlize)

# Criar matriz de distancia com os dados filtrados (ja usados no PCA e dendrograma)
dist_matrix <- dist(pca_matrix, method = "euclidean™)

# Criar dendrograma com clustering hierarquico
hc <- as.dendrogram(hclust(dist_matrix, method = "ward.D2"))

# Aplicar cores aos ramos do dendrograma, respeitando 0s grupos
hc <- hc %>%

set("branches_k_color"”, k = length(selected_groups)) %>% # Define cores para k
grupos

set("branches_Iwd", 3) %>% # @ Deixa as linhas mais grossas (ajuste o valor
conforme necessario)

set("labels", selected_groups) # Substituir rétulos pelos nomes dos grupos

# Criar o gréfico radial

circlize_dendrogram(hc,
labels_track _height = NA, # Remove a trilha das labels
dend_track height

=0.5) # Define a altura do dendrograma
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Resumo

Aedes aegypti € o transmissor de arboviroses como a dengue, chikungunya, zika e febre
amarela, e a prevencao depende do controle do vetor. Uma estratégia € o uso de larvicidas
a base de produtos naturais, sem agredir o meio ambiente, o ser humano e os animais por
residuos toxicos. Solanum jabrense, espécie endémica do Brasil, ocorre na Caatinga e
Mata Atlantica e possui seu potencial bioativo pouco explorado. Combinar a abordagem
de rede molecular com ensaios larvicidas e repelente para a descoberta de potenciais
substancias bioativas do extrato bruto e da fracdo rica em alcaloides de S. jabrense no
combate ao A. aegypti e suas arboviroses. Os ensaios demonstraram que concentragdes
maiores que 195 ppm da fracdo rica em alcaloides e 489 ppm do extrato bruto séo capazes
de causar 100% de mortalidade das larvas em 24 h, reduzindo o nimero total de células
e os niveis de NO. A partir da rede molecular foram anotados glicosideos esteroidais e
derivados da aglicona solasodina, sugerindo que esses compostos podem estar envolvidos
no efeito larvicida das amostras. O extrato bruto e a fracdo alcaloidica de S. jabrense
podem ser considerados eficazes no controle contra 0s vetores responsaveis pela
transmisséo de arboviroses sendo estes produtos naturais, reduzindo o uso de substancias
quimicas e sintéticas que causam resisténcia e agridem o meio ambiente e 0s seres
humanos.

Palavras-chave: Solanaceae, doencas tropicais, molecular networking.
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Introducdo

A familia botanica Solanaceae, inclui géneros com grande interesse econdmico
como o género Solanum L., é de grande interesse na pesquisa de metabolitos secundarios
devido as suas diversas propriedades bioativas (Kaunda et al., 2019). Cerca de 60-70%
das espécies do grupo possuem alcaloides com atividade inseticida e esses metabolitos
tém mostrado potencial significativo como pesticidas naturais, oferecendo uma

alternativa sustentavel aos inseticidas sintéticos (Bharathi et al. 2024).

Essas substancias atuam através de mecanismos que incluem a interferéncia em
processos celulares vitais dos organismos-alvo, como a inibi¢éo da acetilcolinesterase e a
desrupcdo das membranas celulares do inseto que ocorrem devido a alta concentracao,
principalmente dos glicoalcaloides, substancias formadas por uma aglicona derivada do
colesterol e uma cadeia lateral glicosilada, normalmente ligada na posi¢cdo C-3 da
aglicona (Ahmed et al., 2024). Esses fitocompostos tem sido relatado como larvicidas,
adulticidas e repelentes contra uma variedade de pragas de insetos, contra vetores de

doencas humanas importantes (dengue, filaria e malaria) (Chidambaram et al., 2022).

O uso de extratos de Solanum como pesticidas tem sido avaliado em diversos
estudos, demonstrando maior eficacia que compostos isolados contra insetos-praga e
patdgenos de plantas (Afroz et al., 2020, e Meyer et al., 2014. Além disso, 0 impacto
ambiental reduzido e a menor resisténcia das pragas aos compostos naturais, em
comparagdo com os pesticidas convencionais, reforcam a importancia dessa abordagem
(Ghosh et al. 2012; Isaman, 2000).

Solanum jabrense Agra e M. Nee uma endémica brasileira que ocorre nos biomas
da Caatinga e Mata Atlantica do Nordeste, demonstrou atividade molluscicidal (Silva et
al., 2006) e espamolitica (Andrade et al., 2013) em estudos anteriores, entretanto, seu
potencial inseticida e repelente e a compreensdo de conteldo quimico ainda permanecem
inexplorados. Estudos como este visam demonstrar a importancia da rica biodiversidade
e flora brasileira, além de estimular a preservacdo e aproveitamento sustentavel de

recursos naturais.

Neste trabalho, a atividade larvicida e repelente do extrato bruto e da fragéo rica
em alcaloides de S. jabrense foram testadas, com objetivo de desenvolver uma alternativa

larvicidas e ou repelente a base de produto natural. Além disso, foram geradas redes
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moleculares utilizando dados de CLAE-EM para facilitar o conhecimento do contetido

quimico das amostras testadas.

Materiais e Métodos

Material Vegetal

Partes aéreas (folhas e galhos) de S. jabrense foram coletados na cidade de
Maturéia, Paraiba, Brasil e uma exsicata depositada no Herbario Lauro Pires Xavier
(JPB), JPB 42267, localizados na Universidade Federal da Paraiba (UFPB) Campus I, e
identificada pela Professora Dra. Maria de Fatima Agra. O acesso ao patriménio genético
registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob 0 n® A2B19D6. O material fresco coletado foi seco

em estufa (cerca de 45°C) por 10 dias e triturado, para obtencdo do po.

Extracédo e obtencéo do extrato hidroalcéolico bruto e da fragdo concentrada em

alcaloides

Aproximadamente 500g do pé da planta seca foram extraidos com 80% de MeOH
(8:2, MeOH:H-0, v/v) em banho ultrassénico por 1 h a temperatura ambiente (~25°C).
Esse procedimento de extracdo foi repetido por duas vezes. O sobrenadante, liquido
extrativo (4 L), foi concentrado em evaporador rotativo sob vacuo (Rotavapor® R-100,

Buchi) a cerca de 40°C, e assim obtido o extrato bruto seco (108 g).

Para obtencdo do precipitado gelatinoso, fracdo concentrada em alcaloides, 30g
do extrato bruto hidroalcoolico foi solubilizado em &gua ultrapura e alcalinizado, com
hidroxido de amonio (ACS, Tedia Company, INC) até atingir o pH 9, aproximadamente,
medido com tiras universal de pH 0-14 (KASVI). Essa mistura foi submetida a
refrigeracdo, onde permaneceu por 24 h. Apos esse periodo, obtivemos um precipitado
com aspecto gelatinoso que foi separado até completa separacédo por filtragdo sob vacuo.

O precipitado foi ressuspendido em agua, neutralizado com &cido acético glacial diluido
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(P.A. ACS, 99,7%, Quimex, F. Maia Industria e Comercio LTDA) e refrigerado por 24

h. Por fim, o contetdo foi centrifugado.
Ensaios da atividade Larvicida contra Aedes aegypti

A atividade larvicida do extrato e da fracdo rica em alcaloide de S. jabrense foi
avaliada de acordo com as recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (1970)
(WHO- World Health Organization, 1970). As larvas de A. aegypti no terceiro estagio
(L3) (Cepa Rockefeller, Jodo Pessoa) foram obtidas do Laboratério de Biotecnologia
Aplicada a Parasitas e Vetores (Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da
Paraiba).

As amostras do ensaio foram diluidas em agua desclorada, Tween 80 a 1% e
Tween 20 também a 1%, em diferentes concentracdes. Trinta larvas do terceiro estagio
(L3) foram transferidas para tubos Falcon contendo as solugdes de teste. O grupo controle

negativo foi preparado com agua desclorada, Tween 80 a 1% e Tween 20 também a 1%.

Para avaliacdo da atividade larvicida foram utilizadas larvas de A. aegypti
mantidas em camaras climatizadas (BOD, Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 28°C
com variagdo de + 2°C, e umidade relativa de 75% + 5% e fotoperiodo 12 h claro, 12h
escuro. Os ensaios foram realizados com 30 larvas em estdgio L3 para cada tratamento, e
utilizadas sete concentracBes sendo uma concentracdo controle, para o extrato
hidroalcéolico bruto (0, 80, 100, 200, 400, 600, 800 ppm) e cinco concentracbes para a
fracdo rica em alcaloides com uma também sendo controle (0, 80, 100, 200, 400 ppm).

Os ensaios foram realizados em triplicata e a mortalidade das larvas avaliadas apés 24 h.

Avaliacdo da producéo do 6xido nitrico (NO)

A producéo de 6xido nitrico (NO) foi determinada pelo reagente de Griess em um
pool de hemolinfa de 30 cepas L3, em um volume final de 400 pL em tampéo PBS (Green
et al. 1981). As larvas foram expostas ao extrato bruto de S. jabrense (0,4895 mg/mL) e
a fracdo rica em alcaloides (0,1957 mg/mL) durante um periodo de tempo de 24 h, e 0
grupo controle foram expostos apenas a dgua da torneira pelos mesmos periodos de

tempo. Os ensaios foram realizados em triplicata. A absorbancia foi medida usando um
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leitor de microplacas com filtro de 548 nm, e 0 NO (6xido nitrico) foi quantificado usando
uma curva padrdo de NaNO; (Nitrito de sédio) como referéncia.

Anadlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism para
Windows versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Diferencas significativas
entre os grupos foram analisadas por ANOVA seguido pelo p6s-teste de Tukey quando
apropriado (P<0,05).

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM)

E as analises foram obtidas utilizando um Sistema de Cromatografia Liquida de
Ultra desempenho (Nexera X2, Shimadzu® Kyoto, Japao), acoplado a um espectrometro
de massa quadrupolo-tempo de voo (MicroTOF-QII; Bruker Daltonics, MA, EUA), com
uma fonte de ions de eletrospray (ESI). O Sistema CLAE consistia em uma unidade de
bomba de solvente LC-40D, um degaseificador online DGU-405 e um controlador de
sistema CBM-40. As injecdes foram realizadas usando um amostrador automatico (SIL-
40C). A separacao por CLAE foi realizada em uma coluna analitica Luna C-18 5 mm
150A, 250 x 4,6 pm (Phenomenex, EUA). A fase movel da CLAE consistia em
acetonitrila (Solvente A) e dgua (Solvente B) ambos acidificados com &cido formico 20
mM (v/v) com fluxo de 350 mL.min". O método se deu de 0 a 2 min em modo isocratico
(15:85) seguido de gradiente linear até 95 % de ACN de 2-12 min. Ap0s isso, a taxa de

95 % foi mantida por 5 min, retornando a 15% de B e mantendo-se por 4 min antes da

préxima injecdo. Por fim, as configuracdes da fonte de ionizagdo Eletrospray foram
fixadas em energia do capilar de 4.500 V, temperatura do gas de dessolvatacdo a 200 °C,
fluxo de 9 mL.min, e presséo de 4 bar. Os espectros de massa foram adquiridos no modo
positivo de ionizacdo em uma faixa de 50 a 1200 Da. O instrumento Q-Tof foi operado
em modo de varredura e MS/MS automatico, e experimentos MS2 topk5 para 0s cinco
fons mais intensos de cada varredura MS1. Os dados foram visualizados usando o

software Data Analysis 4.2 (Bruker Daltonics ®).

Processamento de dados EM/EM e geracdo de redes moleculares no GNPS (Global

Natural Products Social Molecular Networking)
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Os dados CLAE-ESI-EM? adquiridos foram convertidos para arquivos mzXML
usando 0 software MSConvert (ProteoWizard, disponivel em
https://proteowizard.sourceforge.io/). Os arquivos mzXML foram carregados no GPNS
online (https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp), através do WinSCP
(https://winscp.net/eng/download. php), e entdo a rede molecular (MN) foi gerada. Os
parametros utilizados para gerar as redes foram: tolerancia da massa do ion precursor 1.0
Da; tolerancia de massa de ions de fragmentos 0.5 Da e pontua¢do minima de cosseno
0.6. A rede molecular foi plotada no Cytoscape 3.8.2 (http://www.cytoscape.org). Para
facilitar a desreplicacdo e classificacdo da estrutura quimica dos compostos a rede

molecular classica foi reanalisada utilizando a ferramenta MolNetEnhancer.

Resultados e Discussao

Diferentes concentracdes de extrato hidroalcoolico bruto e da fragdo rica em
alcaloides de S. jabrense foram testadas conforme mostrado na Fig. 62. Concentracfes
maiores que 0,7 mg/mL do extrato bruto e 0,4 mg/mL da fracdo rica em alcaloides foram
capazes de matar 100% das larvas. A CL50 determinada para o extrato bruto de S.
jabrense foi de 0,4895 mg/mL e para a fracdo rica em alcaloides de 0,1957 mg/ml (Figura
63).

Mortality of Ae. aegypti larvae in 24 h Mortality of Ae. aegypti larvae in 24 h
Crude extract Fraction rich in alkaloids
257 = 25 p=
20+ = 20-
z ; z ;
> 157 > 157
s I
5 10- 5 5 104
= = *
5" = * 5"
0..
o7 06 04 03 02 0,1 0,05 NC 0,4 0,2 0,1 0,05 NC
A Concentration (mg/mL) B Concentration (mg/mL)

Figura 62. Mortalidade de larvas de Ae. aegypti expostas a diferentes concentracGes de extrato bruto (A)

e da fragdo rica em alcaloides (B) de S. jabrense. NC - Controle negativo.
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Figura 63. Curvas dose-resposta para a morte de larvas Ae. aegypti expostas ao extrato bruto (A) e a
fracdo rica em alcaloides (B) de S. jabrense.

A partir da contagem do numero de células apds a exposicdo das larvas a
concentracdo da CL50 do extrato bruto e da fracéo rica em alcaloides foi observado que
0 extrato bruto foi capaz de numero total de reduzir 45,23% do células (225,6 para 123,6)
e a fracdo alcaloidica foi capaz de reduzir 52,42% (225,6 para 107,3) quando comparadas
com o grupo controle (NC) (Figura 64).

Total cells in Ae. aegypti Total cells in Ae. aegypti
Crude extract i ichi i
300- 300- Fraction rich in alkaloids
"’E 200 “’E 200
E \ E
<z I 2 .
<] ! 7] —
O 1004 O 100
0 T 0 | —
CL50 0,4895 NC CL50 0,1957 NC
X Concentration (mg/mL) B Concentration (mg/mL)

Figura 64. Mortalidade média de larvas de Ae. aegypti expostas a diferentes concentracdes de extrato
bruto (A) e da fracdo rica em alcaloides (B) de S. jabrense. NC - Controle negativo.

J& para o Oxido nitrico, como ele estd relacionado a imunidade inata em

invertebrados, foram investigadas possiveis variagdes em sua producao por hemdcitos de
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larvas expostas ao extrato bruto e a fracdo rica em alcaloides. Nossos resultados mostram
que a concentracdo de NO na hemolinfa das larvas expostas ao extrato bruto e a fracdo
rica em alcaloides de S. jabrense foi menor que nas larvas do grupo controle. Apds 24 hr
de exposicao a concentracdo de NO reduziu 46,20 % (0,0005111 mg/mL para 0,000275
mg/mL) para o extrato bruto e 55,79 % (0,0005111 mg/mL para 0,000226 mg/mL) para

a fracdo rica em alcaloides (Figura 65).

Nitric oxide activity exposed to the crude extract in Ae. aegypti Nitric oxide activity exposed to the crude extract in Ae. aegypti

Crude extract Fraction rich in alkaloids

0.0006 0.0006

0.0004 0.0004

£ 0.0002 ;

0.0002

Nitrite (mg/mL)
*
Nitrite (mg/mL)

0.0000

. . 0.0000 , .
CL50 NC CL50 NC
A B

Figura 65. Producdo de NO em larvas de Ae. aegypti expostas ao extrato bruto (A) e a fragdo ricaem

alcaloide de S. jabrense (B) *P<0,05 quando comparado ao seu controle.

Para compreensdo do perfil quimico, as amostras testadas foram analisadas por
CLAE-EM e os dados foram utilizados para geragao de redes moleculares usando 0 GNPs
para facilitar a organizacdo e conhecimento dos metabolitos secundarios presentes nas
amostras. Desta forma, a rede molecular gerada a partir de um conjunto de dados CLAE-
EM/EM do extrato bruto, e da fracdo rica em alcaloides podemos observar a presenca de
um “cluster” com 22 nodos sendo o mais representativo dentro do conjunto de dados ¢
apresentou a relacdo m/z do ion percussor relativas a compostos presentes em ambas as

amostras, tanto no extrato bruto, quanto na fracédo rica em alcaloides (Figura 66).

E para uma compreensdo melhor de quem eram esses compostos e quais as
semelhancas que guardavam entre si, a rede molecular classica gerada foi reanalisada com
a ferramenta MolNetEnhancer do GNPS, que possibilita a observacdo da rede molecular
com informacdes da classe quimica dos compostos mapeadas, sendo confirmado entédo
que esses compostos pertenciam a classe dos glicosideos esteroidais, e estes foram
identificados como moglicosideos, diglicosideos, triglicosideos e tetraglicoideos sendo 0s

triglicosideos de maior ocorréncia (Figura 67).

Dos 22 nodos, quatro foram anotados pelo GNPS e outros 17 foram identificados

manualmente. Os dados de r.t., ion protonado [M+H] *, férmula molecular, m/z dos ions
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fragmentos e tentativa de identificacdo estdo disponiveis na tabela 09.

Dados de CLAE-EM confirmaram a presenca de glicosideos esteroidais nas
amostras de S. jabrense testadas para a atividade larvicida e repelente. Esses dados
corroboram com diversos estudos apresentados na revisdo realizada por Chidambaram et
al., 2022. A eficacia de saponinas, esterdides, isoflavondides e taninos derivados de
plantas, ja é bem documentada quanto a sua atividade larvicida (Singha et al. 2011).
Esteroides também foram responsaveis pela toxicidade larval elevada do extrato dos

frutos verdes de S. villosum (Chowdhury et al. 2008).

A fracdo alcaloidica de. S. sisymbriifolium também ja foi testada para atividade
larcivida, apresentando melhores resultados que substancias isoladas e extrato bruto de S.
laxum (Soule et al. 2000; Bagalwa et al. 2010), e esses resultados foram similares aos

encontrados neste trabalho.

Estudos que relacionam a atividade larvicida dos extratos e o solvente extrator,
demonstram que solventes e misturas extrativas de alta polaridade, como o extrato
hidroalcdolico, apresentam melhor atividade larvicida, em razdo dos compostos quimicos

extraidos (Rawani et al., 2010).

O efeito larvicida letal das plantas de Solanaceae parece estar atribuido aos
alcaloides, incluindo alcaloides tropanicos, glicoalcaloides, pirrolizidinicos e alcaloides
indolicos, que sdo produzidos como um mecanismo de defesa natural contra insetos,
predadores e agentes infecciosos (Jerzykiewicz, 2007). Glicoalcaloides, como a-
tomatina, a-chaconina e a-solanina, ja foram relatados como exibindo atividade inseticida
(Pilaquinga et al. 2019).
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Figura 66. Cromatogramas do pico base (BPC) (A) e Rede Molecular Classica gerada com dados de
CLAE-EM/EM do extrato bruto e da fracdo rica em alcaloides (B e C).

Os nodos na rede molecular anotados como agliconas, tretaglicosideos,

triglicosideos, diglicosideos e monoglicosideos. As agliconas foram identificadas como
solasodina (S, m/z 414 [M+H] *) e derivados de solasodina hidroxilados (HS, m/z 430
[M+H] *(15)), poliinsaturados (DS - m/z 412 [M+H] " (19), DDS - m/z 410 [M+H] *(17)),
ou hidrogenados (SH — m/z 416 [M+H] *(16)).

Os compostos identificados como triglicosideos apresentaram maior nimero de

ocorréncia nas amostras, inclusive o nodo de m/z 868 [M+H] * (11), composto majoritario,

de maior intensidade no cromatograma, possuindo uma glicose e duas pentoses ligada a

aglicona esteroidal de solasodina. Essa composicao formada por uma aglicona insaturada

entre a posi¢cdo C5 e C6 e uma cadeia composta por monossacarideos ligados, parece ser

de extrema importancia para atividade bioinseticida (Chen et al., 2010).
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Figura 67. Rede Molecular classica reanalisada com a ferramenta MolNetEnhancer (A). Estruturas
quimicas anotadas (B). Familia molecular dos glicosideos esteroidais (C). Classificacdo dos glicosideos

anotados.

Conclusdes

Nossos dados mostram que o extrato bruto e a fragdo rica em alcaloides de S.
jabrense constitui um agente larvicida eficaz contra larvas de Ae. aegypti. O extrato bruto
e a fragcéo alcaloidica inibiram a producdo de NO na hemolinfa de larvas expostas por 24
h. Solanum jabrense é uma espécie nativa e endémica brasileira, portanto, uma matéria-
prima natural de baixo custo, embora sejam necessarios estudos para producao da espécie
e seus metabdlitos em larga escala. Portanto, a utilizagdo de espécies de Solanum para a
producdo inseticidas naturais contra Ae. aegypti constitui uma forma sustentavel de

utilizacdo deste recurso natural na flora Brasileira.
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Tabela 9. Compostos identificados no extrato bruto e na fragdo rica em alcaloides.

No.

1

10

11

12

13

14

15

16

17

R.T
(min.)
4.2

4.4

45
4.6
4.7

4.8

4.9
5.9
5.0
5.2

53

54
54
5.7
6.0

6.1

6.7

[M+H] *

884.4847

900.642

902.4908
610.3802
738.739

592.3707

898.4581
590.3566
916.46
608.755

868.5122

1000.5371
576.3839
722.4395
430.3243

428.3054

410.2959

Formula Molecular

CasHuNOs6

C45H74N 017

CasHesNO12

Ca3HssNOg

CusH72NOy7
Ca3Hs,NOg
CusH73NOsg
Ca3Hs3NOg

C45H74N 015

CsoHgoNOyg
Cs3HsNO;
CaoHe:NO14
C27HuNO;

Ca1H42NOs

Ca1HyNO,

MS" m/z

MS? [884]: 866, 394, 253, 157, 129

MS? [900]: 882, 740, 410, 285, 267, 129, 144

MS? [902]: 884, 430, 269, 251, 129
MS? [610]: 430, 356, 269, 251

MS?2 [738]:720, 412, 269, 251, 129

MS? [592]: 574, 433, 267, 253, 157
MS? [898]: 880, 590, 428, 267, 129, 114
MS? [590]: 572, 447, 285, 267, 133
MS? [916]: 770, 608, 446, 428, 285, 175
MS? [608]: 428, 412, 384, 251, 125

MS? [868]: 850, 396, 253, 157, 129

MS? [1000]: 868, 722, 558, 396, 253, 129
MS? [576]: 558, 271, 253,157, 114
MS? [722]:704, 396, 253, 157, 129
MS? [430]: 412, 394, 269, 251, 126

MS? [428]: 410, 285, 267, 175

MS? [410]: 392, 267, 171

Tentativa de identificacao

HS-hex-rha-rha

DHS-hex-rha-rha

Néo identificado
Nao identificado
HS-hex-rha

HS-hex

HSD-hex-hex-rha
S-GIcA
DHS-hex-rha-hex
DHS-hex

S-hex-rha-rha

S-hex-rha-rha-xyl
S-hex
S-hex-rha
HS

SHD

DDS

Classificacéo

triglicosideo

triglicosideo

diglicosideo

monoglicosideo

triglicosideo
monoglicosideo

triglicosideo
monoglicosideo

triglicosideo

tetraglicosideo
monoglicosideo
diglicosideo
aglicona

aglicona

aglicona

Referéncias

Yang etal. 2021

Yang et al. 2021

Yuan et al. 2019

Lelario et al. 2019
Wau et al. 2013

Yang etal. 2021

Yang et al. 2021

Yang etal. 2021

Yang et al. 2021
Yang etal. 2021
Yang et al. 2021
Lelarioetal. 2019
Wau et al. 2013
Yang et al. 2021
Yuanetal. 2019
Yang et al. 2021

Yang et al. 2021

Torresetal. 2011;
Yang et al 2021.

Silva, A. L.
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18 6.9 414. 3278 C7HuNO, MS? [414]: 369, 271, 253, 157 S aglicona Cabhill et al. 2010
19 7.0 412.3105 C7HiNO, MS? [412]: 394, 269, 145 DS aglicona Yang etal. 2021
20 7.7 416. 3442 Ca7HNO, MS? [416]: 398, 273, 255 SH aglicona Yang et al. 2021
21 11.2 426.2061 - MS? [426]: 365, 281, 207, 109 - aglicona

Legenda: DDS, poliinsaturacdo da solasodina; DS, insaturacdo da solasodina; HS, hidroxisolasodina ou isdmero; SH, hidrogenacdo da solasodina; S,

solasodina; GIcA, glicose acida; SHD, insaturacdo da hidroxisolasodina; hex, hexose; rha, ramnose; xyl, xilose; DHS, dihidroxisolasodina ou isémero.
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Figura 76. Espectro MS? do composto de m/z 916 [M+H] * (r.t. 5.0 min).
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Figura 77. Espectro MS? do composto de m/z 608 [M+H] * (r.t. 5.2 min).
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Figura 78. Espectro MS? do composto de m/z 868 [M+H] * (r.t. 5.3 min).
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Figura 79. Espectro MS? do composto de m/z 1000 [M+H] * (r.t. 5.4 min).
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Figura 82. Espectro MS? do composto de m/z 430 [M+H] * (r.t. 6.0 min).
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Figura 83. Espectro MS? do composto de m/z 428 [M+H] * (r.t. 6.1 min).
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Figura 85. Espectro MS? do composto de m/z 414 [M+H] * (r.t. 6.9 min).
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Figura 86. Espectro MS? do composto de m/z 412 [M+H] * (r.t. 7.0 min).
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Figura 87. Espectro MS? do composto de m/z 416 [M+H] * (r.t. 7.7 min).
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172



Capitulo 4: “Glicosideos Esteroidais de Solanum jabrense Agra & M. Nee”
submetido ao periodico Quimica Nova



Silva, A. L.

GLICOSIDEOS ESTEROIDAIS DE SOLANUM JABRENSE AGRA E M. NEE

Anauara Lima e Silva?, Thiago Araujo de Medeiros Brito?, Maria de Fatima

AgraP, Marcelo Sobral da Silva, 2 Josean Fechine Tavares™

4Programa de P6s-Graduacgdo em Produtos Bioativos Naturais e Sintéticos, Centro de
Ciéncias da Satde, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa- PB, Brasil;
Departamento de Biotecnologia, Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da

Paraiba, Jodo Pessoa- PB, Brasil.

*Autor para correspondéncia: josean@Itf.ufpb.br*

Resumo

Solanum jabrense é uma espécie endémica do Brasil, que ocorre em pantanos de altitude
no Nordeste, associada a ambientes rochosos, exclusivamente nos estados do Ceard,
Paraiba, Pernambuco e Bahia. Em estudos anteriores, o seu potencial farmacolégico foi
demonstrado dada a presenca de flavonoides e glicosideos esteroides. Neste trabalho
foram isolados trés glicosideos esteroidais das partes aéreas de S. jabrense, sendo um
deles uma saponina rara € um novo, para além de um alcaloide ja conhecido, a
Solamargina, sendo todos os primeiros registos para a espécie. Todas as estruturas foram
elucidadas por andlise de dados espectroscopicos (RMN 1D, 2D e HRMS) combinada
com polarimetro e infravermelho.

Palavras-chave: Saponinas, Alcaloides, Flora do Brasil, Solanaceae.
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Introducdo

Solanum L. é o0 e mais relevante economicamente e o maior género de plantas do
mundo, incluindo espécies amplamente utilizados na dieta humana diaria como o tomate
(S. lycopersicum), a batata (S. tuberosum) e a berinjela (S. melongena) além de ser um
dos mais diversos e amplamente distribuidos dentro da familia Solanaceae, abrangendo
atualmente cerca de 1245 espécies aceitas, que ocupam uma variedade de habitats, desde

florestas tropicais até ambientes aridos (Hilgenhof et al., 2023; Panda et al., 2024).

As espécies desse grupo, conhecidas como “Jurubebas”, destacam-se do ponto de
vista etnobotanico, ja que séo utilizadas para diversos fins por diversas populacfes
humanas em diferentes regides do mundo. Muitas de suas espécies sdo reconhecidas na
medicina tradicional por suas propriedades antitumoral (Manoharan et al., 2024, anti-
inflamatdrias (Liu et al., 2024), antimicrobianas (Wanyonyi et al. 2003, Zhou et al. 2016),
antifangicas (Pinto et al., 2011; Sitapha et al., 2024), antioxidantes (Silva et al., 2024),
antidiabética (Kadima et al., 2016; Silva et al., 2017), antileishmanicida (NUfiez-Mojica
et al., 2021), entre outras, as quais estdo frequentemente associadas a presenca de
compostos bioativos, como alcaloides, saponinas e flavonoides (Kaunda e Zhang et al.,
2019).

Dentre as espécies de Solanum, destaca-se S. jabrense, uma espécie endémica do
Brasil, com ocorréncia restrita a Caatinga e Mata Atlantica, encontrada principalmente
em ambientes rochosos e regides de altitude de estados do Nordeste Brasileiro (Agra e
Nee, 1997; Flora do Brasil, 2025). Embora seu potencial medicinal ainda seja pouco
explorado, estudos relatam sua acao espasmolitica (Cvalcante et al., 2013) e molluscicidal
(Silva et al., 2006). Compreender sua composic¢ao quimica pode auxiliar no entendimento
de suas interacbes ecologicas, distribuicdo geografica e principalmente de suas
propriedades bioldgicas, sendo fundamental para embasar acGes de conservacdo e
estimular o aproveitamento sustentavel de seus recursos, contribuindo também para a

valorizacéo e a preservacgdo da biodiversidade regional e nacional.

A partir do estudo fitoquimico de partes aéreas de S. jabrense, foi possivel
identificar e isolar uma rara e uma nova saponina, aléem de um alcaloide ja conhecido,

sendo este o0 primeiro registro dessas estruturas na espécie.
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Resultados e Discussao

Do extrato hidroalcoolico das partes aéreas de S. jabrense foram isolados trés
glicosideos esteroidais, (1), (2) e (3) (Figura 89). As estruturas foram elucidadas com base
na analise de dados de infravermelho (IF), rotacdo dptica (RO), ressonancia magnética
nuclear (RMN) e espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR), além da

comparacdo com dados disponiveis na literatura.

O composto (1) foi isolado como um p6 branco, [«]3!-58,071 (c. 0,1, MeOH).
Sua formula molecular foi determinada como CasH73NO1s por EMAR, com m/z 868,5053
[M+H] * (calcd. para 868,5021, A = 3,7 ppm). O espectro de infravermelho mostrou
bandas de absor¢do em 3371 cm™ referente a presenca dos grupos OH, e 1651 cm™
referente a N-H de amina. A anélise detalhada dos espectros de RMN de *H e *C do
composto 1 permitiram identificar sinais caracteristicos do alcaloide esteroidal do tipo
espirosolano ligado a uma cadeia glicosilada. O espetro de RMN de 'H exibiu sinais de
um hidrogénio olefinico o1 5,38 (1H, sl), trés sinais de hidrogénio anoméricos on 5,20
(1H, d), 6+ 4,85 (1H), 61 4,49 (1H, d), e quatro sinais de metilas, sendo duas singletos on
1,05 (3H, s), on 0,85 (3H, s) e duas dubletos o4 1,13 (3H, d), 61 0, 93 (3H, d). No espectro
de RMN de 3C foram observados 45 sinais ressonantes, sendo quatro carbonos nio
hidrogenados, ¢ 42,08 (C-13), o¢ 37,99 (C-10), incluindo um ligado a atomo de oxigénio
e nitrogénio, 8¢ 100,04 (C-22), e um sp? em &¢ 141,93 (C-5). Nove carbonos metinicos,
incluindo dois oxigenados o¢ 79,94 (C-3) e o 84,28 (C-16), 6 122,4 (C-6), dc 32,75 (C-
8), 8¢ 51,53 (C-9), 6. 57,62 (C-14), &c 63,05 (C-17), 6. 42,78 (C-20), d: 29,48 (C-25), dez
metilénicos dc 46,79 (C-26), é¢c 30,69 (C-24), ¢ 33,08 (C-23), ¢ 28,87 (C-15), ¢ 40,40
(C-12), 8¢ 21,87 (C-11), é¢ 33,04 (C-7), d¢c 39,45 (C-4), 6¢ 30,69 (C-2), o¢ 38,50 (C-1),
e quatro metilicos oc 18,74 (C-27) , é¢c 14,82 (C-21), o¢c 16,53 (C-18), é¢ 19,81 (C-19),
considerando a presenca de uma funcgéo éter. A estrutura da aglicona foi confirmada por
correlagBes chave nos espectros de RMN de H-'H COSY e HMBC (Figura 89). A
posicdo das metilas Me-18, Me-19, Me-21 e Me-27 foram confirmadas por correlagfes
no espectro de RMN de HMBC (Figura 89). A estrutura da aglicona foi consistente com
a mesma apresentada pelo composto (3,22a,25R)-espirosol-5-en-3-ol conhecido como
Solasodina (Puri et al., 1993). O trissacarideo ligado em C-3 da aglicona composto por

duas L-ramnose e uma D-glicose foi identificado como O-6-desoxi-a-L-manopiranosil-
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(1—2)-0O-[6-desoxi-a-L-manopiranosil-(1—4)/-4-D-glicopiranosideo, uma chacotrise
(El-Hawary et al., 2016) (Tabela 9). A conectividade dos acUcares foi confirmada pelas
correlagdes no espectro de HMBC H-1" (6 4,49) / C-3 (6 79,94), H-1"" (5 4,85) / C-2’ (3
79,38) e H-1""" (6 5,20) / C-4’ (6 76,57) (Figura 90). Todos os dados obtidos e analisados
foram condizentes para identificacio de 1 em (25R)(20S)(16S)-3B-{O-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-p-D-glicopiranosil}-22aN-

espirosol-5-en ou Solamargina (El-Hawary, 2016). Os dados de RMN de H e 13C estdo

dispostos na Tabela 10 e os espectros no material suplementar (Figura 90-98).

O composto (2) foi obtido como um s6lido incolor, [«]3' 86,557 (c. 0,1, MeOH).
O EMAR mostrou um fon protonado com m/z 915,4584 [M+H] * (caled. 915,4466, A =
1,8 ppm) e sua formula molecular determinada como CasH70019. O espectro de
infravermelho mostrou duas bandas de absor¢do em 1757 cm™ e uma banda intensa em
3392 cm referentes a presenca de C=0 (éster) e grupos OH, respectivamente. Os sinais
no espectro de RMN de *H e 3C mostraram que a estrutura do composto 2 é formada por
uma aglicona e um trisscarideo ligado em C-3, similar quando comparado os dados com
0 composto 1. Entretanto, a estrutura da aglicona 2 apresentou deslocamentos
semelhantes a aglicona de Foliumin (Ferreira et al., 1994). Assim como em Foliumin, no
espectro de RMN de *3C o composto isolado demonstrou a presenca de uma insaturagio
devido aos sinais referentes aos carbonos olefinicos 6¢ 123,12 (C-6) e 6c 141,13 (C-5), e
a observacdo de um hidrogénio olefinico 8 5,36 (H-6) no espectro de RMN de 'H. A
estrutura da aglicona foi confirmada por correlagdes chave nos espectros de RMN de 'H-
14 COSY e HMBC (Figura 89). Diferente de Foliumin onde sé foram observados dois
sinais relativos a carbonos anoméricos aqui temos trés sinais relativos a carbonos
anoméricos, 6¢ 100,42 (C-17), ¢ 103,01 (C-1""), 6 102,03 (C-1°"") indicando que o
composto é A°- espirosteno, substituido com um trissacarideo. Esqueletos espirostenos
sdo comuns em espécies de Solanum e muitas dessas estruturas, glicosiladas na posi¢do
C-3jaforam isoladas (Xiang et al., 2022). A posicdo da dupla ligacéo foi confirmada por
correlacdes no espectro de HMBC de H-19 (64 1,05) /C-5 (¢ 141,13), H-19 (64 1,05) /C-
10 (oc 37,93), além da comparacdo com dados da literatura. J4 a conectividade dos
acucares foi confirmada pelas correlacdes no espectro de HMBC H-1’ (61 4,49) / C-3 (3¢
79,31), H-1"" (6w 4,84) / C-2” (8¢ 80,01) e H-1""" (6w 5,20) / C-4’ (8¢ 79,27). O espectro
de RMN de H também exibiu quatro sinais relativos a duas metilas singletos &y 1,05
(3H, s), on 0,83 (3H, s) e duas metilas dubletos 6+ 1,19 (3H, d), én 1,01 (3H, d) assim
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como em Solamargina (Cornelius et al., 2010), condizentes com a biossintese dessas
estruturas. A principal diferenca entre 1 e 2 esta no carbono nédo oxigenado . 110,54 (C-
22) que nesta estrutura ndo mais esta ligado a um nitrogénio e a um oxigénio e sim a dois
oxigénios, deixando de ser entdo um alcaloide esteroidal e passando a ser uma saponina
esteroidal. Também foi possivel observar no espectro de RMN de *C a presenca de um
outro carbono ndo oxigenado conectado a um grupo carbonila 6. 183,24 (C-26), e duas
hidroxilas, evidentes pelos sinais de dois carbonos ligados a oxigénio, & 78,68 (C-23) e
d¢ 80,46 (C-15), além dos dois hidrogénios hidroximetinicos o1 3,82 (H-15, 1H, m) e don
4,38 (H-23, 1H, dd) no espectro de RMN de 'H. A posicdo desses grupos foi confirmada
pelas correlagfes no espectro de HMBC H-27 (6w 1,19) / C-26 (8¢ 183,24), H-21 (61 1,01)
/ C-22 (8¢ 110,54), H-23 (8H 4,38) / C-16 (¢ 91,64), H-15 (81 3,82) / C-16 (6¢ 91,64). O
trissacarideo ligado na posicdo C-3 da aglicona também apresentou deslocamentos
referentes a duas L-ramnose e uma D-glicose, assim como em Solamargina (Cornellius
et al. 2010). Todos os dados obtidos foram condizentes para identificacdo dessa estrutura
como (22S,23R,25R)-3pB,150,23-Triidroxiespirost-5-en-26-ona 3-O-{a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-B-D-glicopiranosideo}. Apenas um
registro desse composto foi encontrado na literatura (Vazquez et al., 1999), podendo este
entdo ser considerado raro, entretanto, nao foi possivel encontrar dados do seu completo
assinalamento, disponiveis agora neste trabalho. Dados de RMN de 'H e *C foram

apresentados na Tabela 10 e no material suplementar (Figura 99-107).

O composto (3), um sdlido incolor, [a]3' —113,414 (c. 0.1, MeOH), teve sua
férmula molecular determinada como CisHzoNaOigs por EMAR, com m/z 921,4479
[M+Na] * (calcd. 921,4422, A = 2,6 ppm). O espectro de infravermelho mostrou uma
banda de absor¢do em 1757 e 3371 cm™ relativos & presenca de C=0 (éster) e grupos OH,
respectivamente. O espectro de RMN de 'H exibiu trés sinais relativos a hidrogénios
anoméricos de agucares ox 5,20 (1H, d), on 4,84 (1H, d), 61 4,49 (1H, d), duas metilas
singletos on 1,04 (3H, s), on 0,81 (3H, s) e duas metilas dubletos 6+ 1,19 (3H, d), on 1,02
(3H, d). No espectro de RMN de *C, sinais relativos de C-1 a C-13 e C-19 a C-27
mostraram deslocamentos quimicos similares a estrutura de 2, mas sinais relativos a C-
15, C-16 e C-17 foram similares a Solamargina (Cornellius et al., 2010) sugerindo que a
aglicona de 3 € um derivado 15-desidroxilado de 2. Entretanto, sinais relativos ao
trisscarideo no espectro de RMN de *C de 3 foram iguais a Solamargina e a0 composto

2, uma 3-O-p-chacotriose. A estrutura da aglicona e seus trissacarideos foram
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confirmadas por correlagdes chave nos espectros de RMN de *H-'H COSY e HMBC

(Figura 89). Ap6s uma ampla revisdo da literatura ndo foi encontrado nenhum relato do

isolamento desse composto anteriormente, sendo um novo A°- espirosteno, substituido

com um trissacarideo, identificado como (22S,23R,25R)-3,23-Diidroxiespirost-5-en-26-

ona

3-0-{o-L-ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-(1—

4)}--D-

glicopiranosideo}. Dados de RMN de *H e *C também esto dispostos na Tabela 10 e 0s

espectros no material suplementar (Figura 108-116).

Tabela 10. Dados de RMN de *3C e *H para os compostos 1, 2 e 3 em MeOD.

Composto 18 Composto 22 Composto 3P

Posicdo  dc/ppm dy/ ppm dc / ppm dy/ ppm dc / ppm dw / ppm

1 38,50 1,09 (s), 1,91 (m) 38,70 1,05 (s), 1,88 (m) 38,06 1,06 (m), 1,86 (m)

2 30,69 1,71 (m), 1,93 (m) 30,76 1,60 (m), 1,90 (m) 30,75 1,60 (m), 1,91 (m)

3 79,94 3,53 (m) 79,31 3,39 (m) 79,98 3,51 (m)

4 39,45 2,45 (m), 2,30 (m) 39,41 2,42 (m), 2,28 (m) 39,48 2,44 (m), 2,29 (m)

5 141,93 - 141,13 - 141,90 -

6 122,44 5,38 (br s) 123,12 536 (brs) 12262 5,37 (br s)

7 33,04 1,41 (m), 2,00 (m) 31,48 2,73 (m), 1,90 (m) 31,50 2,70 (m), 1,94 (m)

8 32,75 1,71 (m) 33,02 1,82 (m) 32,68 1,64 (m)

9 51,53 0,98 (brs) 51,53 1,01 (s) 51,72 0,96 (s)

10 37,99 - 37,93 - 37,82 -

11 21,87 1,56 (m) 21,71 1,53 (m) 21,91 1,52 (m)

12 40,40 1,81 (m), 1,22 (m) 41,47 1,26 (s), 1,71 (m) 40,98 1,20 (s), 1,78 (m)

13 42,08 - 41,81 - 42,06 -

14 57,62 1,23 (s) 61,19 1,23 (s) 57,68 1,23 (s)

15 28,87 1,72 (m), 1,49 (m) 80,46 3,82 (m) 32,68 1,96 (m), 1,52 (m)

16 84,28 4,57 (brs) 91,64 4,34 (dd, J 9,2, 4,2 Hz) 83,15 4,58 (m)

17 63,05 1,90 (m) 60,55 1,91 (m) 63,40 1,79 (m)

18 16,53 0,85 (s) 17,92 0,83 (s) 16,37 0,81 (s)

19 19,81 1,05 (s) 19,80 1,05 (s) 19,83 1,04 (s)

20 42,78 2,31 (m) 41,83 2,46 (M) 37,80 2,47 (m)

21 14,82 1,13 (d) 15,12 1,02(d,J7,0Hz) 1519 1,02 (d, J 7,0 H)

22 100,04 - 110,54 - 110,45 -

23 33,08 1,96, 1,51 78,68 4,38 (dd, J8,9,2,1Hz) 78,83 4,38 (dd, J 8,9, 2,1 Hz)

24 30,69 1,91 (m), 1,60 (m) 31,48 2,72 (m), 1,91 (m) 31,48 2,70 (m), 1,59 (m)

25 29,48 1,85 (m) 35,12 2,90 (m) 35,15 2,82 (m)

26 46,79 2,36 183,24 - 183,24 -

27 18,74 0,93 (d) 16,30 1,19(d,J7,3Hz) 16,38 1,19 (d, J 7,3 Hz)

1’ 100,44 4,49 (d, J 7,8 Hz) 100,42 4,49 (d,J 7,8 Hz) 100,48 4,49 (d, J 7,9 Hz)

2 79,38 341 80,01 3,51 (m) 79,30 3,40 (m)

3 77,96 3,60 78,06 3,58 (m) 78,05 3,58 (m)

N 76,57 3,33 (m) 79,27 3,41 (m) 76,57 3,32 (m)

5 79,28 3,60 78,68 3,60 (m) 78,84 3,58 (m)

6 61,95 3,66 (M) 61,90 3,65(m), 3,89 (M) 61,95 3,65 (m), 3,80 (M)

1” 102,95 4,85 (s) 103,01 4,84 (s) 103,01 4,84 (s)

2’ 72,17 3,92 (m) 72,19 3,91 (m) 72,19 3,92 (m)
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1
o
3
4
P
6

72,37
73,71
70,65
17,86
102,32
72,40
72,36
73,90
69,78
17,97

3,61 (m)
3,43 (m)
3,94 (m)
1,26 (s)

5,20 (d, J 1,8 Hz)
3,94 (m)
3,85 (m)
3,42 (m)
4,12 (m)

1,25 (d, J 6,2 Hz)

72,19
73,74
70,68
17,86
102,03
72,45
72,37
73,94
69,79
17,97

3,60 () 72,19
3,40 (m) 73,74
3,92 (m) 69,78
1,28 (s) 17,86

520 (d,J1,7Hz) 10231
3,83(m) 72,44
3,65 (M) 72,36
3,39 (m) 73,94
4,13 (m) 69,81

125(d,J6,2Hz) 17,98

Silva, A. L.

3,66 (M)
3,39 (m)
3,92 (m)
1,28 (s)
5,20 (d, J 1,7 Hz)
3,88 (M)
3,65 (M)
3,39 (M)
4,12 (m)
1,26 (d, J 6,3 Hz)

aAdquirido em 400 MHz, CD;0D; adquirido em 500 MHz, CD;0D.

2 Adquiridos em 400 MHz. ® Adquiridos em 500 MHz.

Figura 89. CorrelagGes nos espectros de HMBC e *H—H COSY dos compostos 1, 2 e 3.

HMBC

COSY
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Conclusao

O (22S,23R,25R)-3p,23-Diidroxiespirost-5-en-26-ona 3-O-{a-L-ramnopiranosil-
(1-2)-[a-L-ramnopiranosil-(1— 4)]-p-D-glicopiranosideo} (3) relatado aqui pela
primeira vez, juntamente com dois glicosideos esteroidais previamente conhecidos (1) e
(2), foram isolados e identificados a partir do extrato hidroalcoolico das folhas de S.

jabrense. Todas essas estruturas foram documentadas pela primeira vez na espécie.

Parte Experimental
Material vegetal

O material botanico (partes aéreas) foi coletado na cidade de Maturéia, Paraiba,
Brasil, e identificados pela Professora Dra. Maria de Fatima Agra. Parte do material foi
destinado a producéo de uma exsicata que foi depositada no Herbario Lauro Pires Xavier
(JPB) (JPB 42267), localizado na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), e 0 acesso ao
patriménio genético registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o n® A2B19D6. O material fresco

coletado foi seco em estufa (cerca de 45 °C) por 10 dias, e triturado para obtencéo do po.

Extracao e obtencéo do extrato bruto e da fragdo rica em alcaloides

Aproximadamente 500 g do pé da planta seca foram extraidos com 80% de MeOH
(80:20, MeOH:H0 v/v) em banho ultrassénico por 1 h a temperatura ambiente (~25°C).
Esse procedimento de extracdo foi repetido por duas vezes. O sobrenadante, liquido
extrativo (4 L), foi concentrado em evaporador rotativo sob vacuo a cerca de 40°C, e

assim obtido o extrato bruto seco (108 g).

Para obtencdo do precipitado, fracdo rica em alcaloides, 30 g do extrato bruto
hidroalcoolico foi solubilizado em agua deionizada e alcalinizado, com hidroxido de
amonio, até atingir o pH 9, aproximadamente. Essa mistura foi submetida a refrigeracéo
em geladeira, onde permaneceu por 24 h. Apds esse periodo, obteve-se um precipitado
que foi separado por filtracdo sob vacuo. O precipitado foi ressuspendido em &gua,
neutralizado com acido acético diluido, e refrigerado por 24 h. Esse processo foi repetido
por trés vezes e por fim centrifugado.
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Isolamento dos constituintes quimicos

O extrato bruto concentrado (35 g) foi suspenso em H>O (1 L) e particionado
sucessivamente com os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. A fase
n-Butanol (3,96 g) foi submetida a cromatografia em coluna, utilizando silica gel, como
fase estacionaria (0,063-0,200 mm, 60 Fss, Merck), e hexano (n-Hex/EtOAc 10:0a 0:10),
acetato de etila (EtOAc/MeOH 9:1 a 3:6) e metanol (MeOH/EtOAc 3:6 a 10:0) como fase
movel, obtendo-se 35 fragBes e estas foram analisadas por CLAE-DAD em escala
analitica da Shimadzu (Prominence) equipado com modulo de bombeamento de solvente
binario LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, um sistema de degaseificacdo DGU20A, detector
SPD-M20A diode array e CBM-20A como unidade controladora. A coluna utilizada foi
Kromasil, Bohus, Sweden C18 (250 mm x 4,6 mm d.i. preenchido com particulas 5 um),
com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3 mm d.i. preenchido com

particulas 5 pm).

As fragbes 11 (102,1 mg) e 12 (720,2 mg) obtidas da fase n-butanol foram
submetidas a cromatografia por exclusdo, utilizando Sephadex LH-20 (Sigma- Aldrich,
Merck) e metanol 100% (MeOH) como eluente, obtendo-se 14 e 16 fracoes,

respectivamente.

A fragdo 07 (92,9 mg) obtida do fracionamento da fragdo 12 foi analisada por
CLAE-DAD analitico e submetida a analises de CLAE preparativa realizadas utilizando
um sistema da Shimadzu equipado com moédulo de bombeamento de solvente binario LC-
6AD, injetor Rheodyne, detector SPD-M10A diode array e SCL-10A. As analises foram
realizadas em coluna preparada com octadesilsilano (ACE C18 250 mm X 21,2 mme 5
um de tamanho de particula), e como fase mdvel acetonitrila e 4gua ultrapura acidificada
com acido férmico 0,1% grau CLAE, obtendo-se assim a substancia codificada como SJA
02 (6,5 mg). A fracdo 02 obtida do fracionamento da fragdo 11 em sephadex foi analisada
por HPLC-DAD em escala analitica e observada a presenca da substancia codificada
como SJA 03 (7,73 mg).

A fracdo rica em alcaloides (precipitado) (2,40 g) também foi submetida a
fracionamento em coluna de Sephadex e MeOH como eluente, obtendo-se 21 fracGes que
foram analisadas por CLAE-DAD em escala analitica a e reunidas quando conveniente.

Das fracgdes 4-5 analisadas e reunidas foi obtido o composto codificado como SJA 1 (37,1

mQ).
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Solamargina (1): p6 branco, [a]3!- 58,071 (c. 0.1, MeOH), IV (ATR) vmasx cm™:
3371, 1651, 2938, 1045, EMAR modo positivo: m/z 868,5053 [M+H] * (calcd. para 868,
5021, A = 3,7 ppm), *H RMN &x (MeOD, 400 MHz): 1,09 (1H, s, C-1), 1,91 (1H, m, C-
1),1,71 (1H, m, C-2), 1,93 (1H, m, C-2), 3,53 (1H, m, C-3), 2,45 (1H, m, C-4), 2,30 (1H,
m, C-4), 5,38 (1H, br s, C-6), 1,41 (1H, m, C-7), 2,00 (1H, m, C-7), 1,71 (1H, m, C-8),
0,98 (1H, br s, C-9), 1,56 (1H, m, C-11), 1,81 (1H, m, C-12), 1,22 (1H, m, C-12), 1,23
(1H, s, C-14), 1,72 (1H, m, C-15),1,49 (1H, m, C-15), 4,57 (1H, br s, C-16), 1,90 (1H,
m, C-17), 0,85 (3H, s, C-18), 1,05 (3H, s, C-19), 2,31 (1H, m, C-20), 1,14 (3H, s, C-21),
1,96 (1H, m, C-23), 1,51 (1H, m, C-23), 1,91 (1H, m, C-24), 1,60 (1H, m, C-24), 1,85
(1H, m, C-25), 2,36 (1H, m, C-26), 1,05 (3H, d, C-27), Glucose: 4,49 (1H, d, C-1"),
3,41(1H, m, C-2"), 3,60 (1H, m, C-3"), 3,33 (1H, m, C-4"), 3,60 (1H, m, C-5°), 3,66 (2H,
m, C-6"), Ramnose: 4,85 (1H, d, C-1""), 3,92 (1H, m, C-2"’), 3,61 (1H, m, C-3"’), 3,43
(1H, m, C-4>"), 3,94 (1H, m, C-5>), 1,26 (3H, s, C-2"), Ramnose: 5,20 (1H, d, C-1""),
3,94 (1H, m, C-2°"), 3,85 (1H, m, C-3>>), 3,42 (1H, m, C-4>>"), 4,12 (1H, m, C-5>""),
1,25 (3H, d, C-6>>*), 3C RMN &¢ (MeOD, 400 MHz): 38,50 (C-1), 30,69 (C-2), 79,94
(C-3), 39,45 (C-4), 141,9 (C-5), 122,4 (C-6), 33,04 (C-7), 32,75 (C-8), 51,53 (C-9), 37,99
(C-10), 21,87 (C-11), 40,40 (C-12), 42,08 (C-13), 57,62 (C-14), 28,87 (C-15), 84,28 (C-
16), 63,05 (C-17), 16,53 (C-18), 19,81 (C-19), 42,78 (C-20), 14,81 (C-21), 100,04 (C-
22), 33,08 (C-23), 30,69 (C-24), 29,48 (C-25), 46,79 (C-26), 18,75 (C-27), 100,44 (C-
1%), 79,38 (C-2"), 77,96 (C-3), 76,57 (C-4’), 79,28 (C-5"), 61,95 (C-6"), 102,95(C-1""),
72,17 (C-27"), 72,14 (C-37), 73,71 (C-4™), 70,65 (C-57), 17,86 (C-6"), 102,32 (C-1"""),
72,40 (C-2""), 72,36 (C-37"), 73,90 (C-4""), 69,78 (C-5""), 17,97 (C-6"").

(22S,23R,25R)-3pB,150,23-Triidroxiespirost-5-en-26-ona 3-O-{o-L-
ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-p-D-glicopiranosideo} (2): solido
incolor, [a]3!- 86,557 (c. 0,1, MeOH), IV (ATR) vms cm™: 3392, 1757, 2932, 1042,

EMAR modo positivo: m/z 915,4584 [M+H]* (calc. C4sH71019), *H RMN 84 (MeOD,
400 MHz): 1,05(1H, s, C-1) ,1,88 (1H, m, C-1), 1,60 (1H, m, C-2), 1,90 (1H, m, C-2),
3,39(1H, m, C-3), 2,42 (1H, m, C-4), 2,28 (1H, m, C-4), 5,36 (1H, br s, C-6), 2,73 (1H,
m, C-7), 1,90 (1H, m, C-7), 1,82 (1H, m, C-8), 1,02 (1H, d, C-9), 1,53 (2H, m, C-11),
1,26 (1H, s, C-12), 1,71 (1H, m, C-12), 1,23 (1H, s, C-14), 3,82 (1H, m, C-15), 4,34 (1H,
dd, C-16), 1,91 (1H, m, C-17), 0,83 (3H, s, C-18), 1,05 (3H, s, C-19), 2,46 (1H, m, C-
20), 1,01 (3H, d, C-21), 4,38 (1H, dd, C-23), 2,72 (1H, m, C-24), 1,61 (1H, m, C-24),
2,90 (1H, m, C-25), 1,19 (3H, d, C-27), Glucose: 4,49 (1H, d, C-17), 3,51 (1H, m, C-2°),
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3,58 (1H, m, C-3”), 3,41 (1H, m, C-4’), 3,60 (1H, m, C-57), 3,65 (2H, m, C-6’), 3,89 (1H,
m, C-6’), Ramnose: 4,84 (1H, d, C-1""), 3,91(1H, m, C-2"’), 3,60 (1H, m, C-3"’), 3,40
(1H, m, C-4>"), 3,92 (1H, m, C-5>"), 1,28 (3H, s, C-6""), Ramnose: 5,20 (1H, d, C-1"""),
3,83(1H, m, C-2"""), 3,65 (1H, m, C-3">"), 3,39 (1H, m, C-4"""), 4,13(1H, m, C-5>""), 1,25
(3H, d, C-6>""), 3C RMN &c (MeOD, 400 MHz): 38,70 (C-1), 30,76 (C-2), 79,31 (C-3),
39,41 (C-4), 141,13 (C-5), 123,12 (C-6), 31,48 (C-7), 33,02 (C-8), 51,53 (C-9), 37,93 (C-
10), 21,71(C-11), 41,47 (C-12), 41,81(C-13), 61,19 (C-14), 80,46 (C-15), 91,64 (C-16),
60,55 (C-17), 17,92 (C-18), 19,80 (C-19), 41,83 (C-20), 15,12 (C-21), 110,54 (C-22),
78,68 (C-23), 31,48 (C-24), 35,12 (C-25), 183,24 (C-26), 16,30 (C-27), 100,42 (C-1°),
80,01 (C-2°), 78,06 (C-3"), 79,27 (C-4"), 8,68 (C-5"), 61,90 (C-6"), 103,01(C-1""), 72,19
(C-277),72,19 (C-3"), 73,74 (C-4"), 70,68 (C-5"), 17,86 (C-6""), 102,03 (C-1"""), 72,45
(C-27),72,37 (C-3"’), 73,94 (C-4""), 69,79 (C-5""), 17,97 (C-6"").

(22S,23R,25R)-3p,23-Diidroxiespirost-5-en-26-ona  3-O-{a-L-ramnopiranosil-
(1—>2)-[a-L-ramnopiranosil-(1— 4)]-B-D-glicopiranosideo} (3): solido incolor, [a]3'-
113,414 (c. 0,1, MeOH), IV (ATR) vms cm™: 3371, 1757,1378, 1453, 2932, 1033,
EMAR modo positivo: m/z 921,4479 [M+Na] * (calcd. 921,4422, A = 2,6 ppm), *H RMN
81 (MeOD, 400 MHz): 1,06 (1H, m, C-1), 1,86 (1H, m, C-1), 1,60 (1H, m, C-2), 1,91(1H,
m, C-2), 3,51 (1H, m, C-3), 2,44 (1H, m, C-4), 2,29 (1H, m, C-4), 5,37 (1H, br s, C-6),
2,70 (1H, m, C-7), 1,94 (1H, m, C-7), 1,64 (1H, m, C-8), 1,02 (1H, d, C-9), 1,52 (1H, m,
C-11), 1,20 (1H, s, C-12), 1,78 (1H, m, C-12), 1,23 (1H, s, C-14), 1,96 (1H, m, C-15),
1,52 (1H, m, C-15), 4,58 (1H, m, C-16), 1,79 (1H, m, C-17), 0,81 (3H, s, C-18), 1,04 (3H,
s, C-19), 2,47 (1H, s, C-20), 1,02 (3H, d, C-21), 4,38 (1H, dd, C-23), 2,70 (1H, m, C-24),
1,59 (1H, m, C-24), 2,82 (1H, m, C-25), 1,19 (3H, d, C-27), Glucose: 4,49 (1H, d, C-17),
3,40 (1H, m, C-2"), 3,58 (1H, m, C-3°), 3,32 (1H, m, C-4’), 3,58 (1H, m, C-5"), 3,65 (1H,
m, C-6"), 3,80 (1H, m, C-6’), Ramnose: 4,84 (1H, m, C-1"’), 3,92 (1H, m, C-2""), 3,66
(1H, m, C-3*"), 3,39 (1H, m, C-4*"), 3,92 (1H, m, C-5""), 1,28 (3H, s, C-6’"), Ramnose:
5,20 (1H, d, C-1"""), 3,88 (1H, m, C-2""), 3,65 (1H, m, C-3"*"), 3,39 (1H, m, C-4"""), 4,12
(1H,m, C-5°"), 1,25 (3H, d, C-6>>* ), ®*C RMN &¢ (MeOD, 400 MHz): 38,06 (C-1), 30,75
(C-2), 79,98 (C-3), 39,48 (C-4), 141,90 (C-5), 122,62 (C-6), 31,50 (C-7), 32,68 (C-8),
51,72 (C-9), 37,82 (C-10), 21,91 (C-11), 40,98 (C-12), 42,06 (C-13), 57,68 (C-14), 32,68
(C-15), 83,15 (C-16), 63,40 (C-17), 16,37 (C-19), 19,83 (C-19), 37,80 (C-20), 15,19 (C-
21), 110,45 (C-22), 78,83 (C-23), 31,48 (C-24), 35,15 (C-25), 183,24 (C-26), 16,38 (C-
27), 100,48 (C-17), 79,30 (C-27), 78,05 (C-3"), 76,57 (C-4’), 78,84 (C-5"), 61,95 (C-6"),
103,01 (C-17), 72,19 ( C-2"), 72,19 (C-37"), 73,74 (C-4”), 69,78 (C-57), 17,86 (C-67),
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102,31 (C-1"), 72,44 (C-2°"), 72,36 (C-3°"), 73,94 (C-4°""), 69,81 (C-5"""), 17,98 (C-
6’,’)‘

Meétodos espectroscdpicos e espectrométricos

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C uni e bidimensionais
foram obtidos em espectrometros Bruker® Ascend, operando a 400 MHz (*H) e 100 MHz
(13C), e 500 MHz (*H) e 125 MHz (*3C). As amostras para as analises foram solubilizadas
em solvente deuterado (MeOD) e referenciadas pelo sinal do solvente (6+ 3,30 ppm ¢ dc

49 ppm).

Os espectros de massas das substancias foram obtidos em modo de ionizagdo
positivo pela técnica de lonizacdo Eletrospray, no modo positivo, utilizando um

espectrometro de massas de alta resolucéo (Bruker, MicroTOF II).

As rotacdes especificas das substancias foram realizadas no polarimetro do
modelo Polarimeter, série P-200 da JASCO, com a temperatura do ambiente estabelecida
em 21,68 °C.

Os espectros de ATR-Infravermelho foram adquiridos em Espectrofotdémetro de
Infravermelho por Transformada de Fourier, IRSpirit-X da Shimadzu. Para as aquisi¢oes
1 mg de cada amostra foi solubilizada em 200 pL de Metanol grau HPLC.

Material Suplementar

Espectros 1D, 2D RMN, Infravermelho e de EM para os compostos 1-3 estdo

disponiveis como material suplementar, Figuras 1S-27S.
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Figura 99. Estrutura do composto isolado 2.
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6. CONCLUSOES

Os dados apresentados neste trabalho demonstram que espécimes vegetais podem
ser utilizados em quimica de produtos naturais ndo s6 para estudos quimiossistematicos,
mas também podem ser (teis para triagem e descoberta de novos compostos bioativos.
Dados de CLAE-EM para geracdo de redes moleculares foi possivel a identificacdo de
metabolitos secundarios, especificamente glicoalcaloides de Solanum L., em espécimes
vegetais e estes foram similares aos encontrados em extratos e fragcdes da planta fresca
que demonstraram alto potencial larvicida e repelente. Dados do perfil quimico obtido
por CLAE-EM de espécimes vegetais também foram explorados junto a métodos
estatisticos demostrando que esta abordagem pode oferecer subsidio para discriminacéo
interespecifica e infragenérica de espécies de Solanum subg. Leptostemonum. Além
disso, neste trabalho também foi possivel o isolamento de um glicoalcaloide, uma rara e

uma nova saponina esteroidal que serdo utilizados como semente em estudos posteriores.
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