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RESUMO

Calisteginas sdo um grupo de alcaloides polihidroxilados que apresentam atividade de inibigcdo de
glicosidases e tém ampla ocorréncia em plantas do género Solanum (Solanaceae). Nesse sentido, 0
presente trabalho tem como objetivo determinar a concentracdo de calisteginas em frutos de S.
crinutum e avaliar a atividade de inibi¢do enzimatica in vitro do extrato hidroalcoolico desses frutos.
O IC50 foi calculado por regressao logistica de quatro parametros. As analises qualitativas foram
realizadas por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-EM).
Cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo em chama (GC-FID) foi utilizada na
analise quantitativa. O extrato dos frutos de S. crinitum apresentou atividade inibitoria da o-
glicosidase de Saccharomyces cerevisiae. A andlise dos frutos indicou a presenca das calisteginas
As, B e Bo. Os resultados evidenciam que calisteginas tem contribui¢éo na atividade antidiabética
e hipoglicemiante atribuida aos frutos de S. crinitum.

Palavras-chaves: calisteginas, analise fitoquimica; inibidores de glicosidases; alcaloides.

ABSTRACT

Calystegines are polyhydroxylated alkaloids displaying glycosidase inhibiting activity. These
alkaloids are found in several species of the genus Solanum (Solanaceae). The present study aims
to identify and quantitate calystegines in S. crinutum fruits. S. crinitum fruits are reported to be used
as antidiabetic in traditional medicine. Qualitative analyzes were performed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS). The analysis indicated the presence of calystegines Az, By
and B2 in fruits. Gas chromatography with flame ionization detector (GC-FID) was used in
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quantitative analysis. The fruits extract of S. crinitum showed inhibitory activity against a-
glycosidase from Saccharomyces cerevisiae. IC50 was calculated using a four parameter logistic
regression model. Our results demonstrate that calystegines may have a contribution to the
antidiabetic and hypoglycemic activity attributed to S. crinitum fruits.

Keywords: calystegines, phytochemical analysis; glycosidase inhibitors; alkaloids.

1 INTRODUCAO

As calisteginas sdo um grupo de alcaloides polihidroxilados cujo esqueleto principal é um
anel nortropanico, o 8-azabiciclo [3.2.1] octano, ao qual estdo ligados de 3 a 5 grupos OH. Com
base no nimero de grupos OH ligados a essa estrutura, elas receberam a seguinte classificacdo: as
calisteginas do tipo A contém trés grupos OH; as do tipo B quatro e as do tipo C cinco (DUCROT;
LALLEMAND, 1990; ASANO et al., 1994). Além dessas, foram identificadas calisteginas N-
metiladas (ASANO, et al., 1997a), glicosiladas (GRIFFITHS et al., 1996; ASANO, et al., 2001) e
a calistegina N, que tem um grupo amino ligado ao carbono C1 (ASANO, et al., 1996). Até o

presente momento dezesseis calisteginas estdo identificadas na literatura (Figura 1).

Figura 1: Estruturas das 16 calisteginas conhecidas.
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Esses alcaloides apresentam estruturas assemelhadas as de acucares, o que faz com que
interajam com glicosidases por meio de um mecanismo em que mimetizam a distribuicdo de carga
no estado de transicdo da hidrolise enzimatica desses substratos, levando a inibigdo do metabolismo
de carboidratos (VARROT et al, 2003; JOCKOVIC et al., 2013). A atividade de inibicdo de
glicosidases faz com que o interesse pratico nessa classe de substancias concentre-se principalmente
em duas areas: apresentam potencial terapéutico e sdo constituintes de alimentos e racGes com
possiveis efeitos toxicos (RICHTER; SONNEWALD; DRAGER, 2007).

Calisteginas sdo amplamente distribuidas em Solanaceae e Convolvulaceae. Essas duas
familias compreendem a maioria dos géneros e espécies de plantas a partir das quais essas
substancias foram identificadas (BEKKOUCHE et al. 2001; SCHIMMING et al., 2005). A maioria
das calisteginas descritas na literatura foram isoladas de plantas da familia Solanaceae. Esses
alcaloides tém ocorréncia reportada em 12 géneros de Solanaceae: Atropa, Brunfelsia, Datura,
Duboisia, Hyoscyamus, Lycium, Mandragora, Nicandra, Physalis, Scopolia, Solanum e Withania
(WATSON et al., 2007; BEKKOUCHE et al. 2001). Nessa familia, 0 género Solanum merece
especial atencdo, uma vez que muitas de suas espécies apresentam importancia econémica, agricola
e alimentar tais como: S. tuberosum L. (batata); S. lycopersicum L. (tomate); S. melongena L.
(beringela). O género Solanum corresponde a quase metade de todas as espécies dessa familia, das
quais muitas sdo popularmente utilizadas para fins medicinais. No Brasil, 0 género Solanum esta
representado por 283 espeécies aceitas, sendo 138 endémicas, tendo a Mata Atlantica como um dos
biomas de grande diversidade do género (ANDRADE et al., 2018).

Estudos farmacologicos tem sido realizados para verificar e validar as aplicacfes medicinais
tradicionais de muitas plantas desse género que, apesar do seu grande potencial, tem a quimica da
maioria das espécies desconhecida ou superficialmente estudada (KAUNDA; ZHANG, 2019). S.
crinitum é um exemplo, da qual apenas alguns flavondides (tilirosideo, astragalina e canferol) foram
isolados a partir dos tricomas das partes aéreas e dos frutos, além de alcaldides esteroidais
glicosilados (solamargina; 20-epi-solamargina e solasonina) obtidos do extrato etandélico dos frutos
verdes (CORNELIUS et al., 2004; CORNELIUS et al., 2010).

S. crinitum é conhecida como “joa-bravo”, “lobeirinha do norte” e "jurubeba” (LIMA; dos
SANTOS; SMOZINSKI, 2014; DE MENDONCA,; LOPES, 2019). A planta é um arbusto de até
3,0 m de altura, com tronco, ramos e folhas aculeadas ovais a elipticas lobadas, medindo até 30 cm
de comprimento por 20 cm de largura, frutos tipo baga de até 7,0 cm de diametro com tricomas
estrelados persistentes, corola com 4,0-7,0 cm de diametro pentagonal parpura, lilas ou certlea (DE
MENDONCA,; LOPES, 2019).
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N&o hé referéncias sobre o consumo dos frutos em culinéria, uma vez que, popularmente,
estes sdo considerados toxicos. Ha citagdes na literatura sobre atividades citotoxicas e antitumorais
desta planta (LIMA; dos SANTOS; SMOZINSKI, 2014; DE MENDONCA; LOPES, 2019). No
entanto, os frutos de S. crinitum s&o usados na medicina popular para o tratamento do diabetes
(ARAUJO; COELHO; AGRA, 2010). Estes relatos despertaram 0 nosso interesse em investigar a
ocorréncia de calisteginas em frutos da espécie, uma vez que ndo ha relatos sobre a ocorréncia desses
metabolitos em S. crinitum (AGRA et al; 2009; LIMA; dos SANTOS; SMOZINSKI, 2014). Nesse
sentido, o objetivo do presente trabalho é determinar a concentracdo de calisteginas em frutos de S.
crinutum e verificar a atividade de inibicdo enzimaética in vitro do extrato hidroalcoolico desses

frutos.

2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1 MATERIAL VEGETAL

Frutos de S. crinitum foram coletados em Porto Velho, Rondonia, regido amazonica, Brasil.
A espécie foi identificadas pelo botanico Massimo Giuseppe Bovini, pesquisador do Instituto de
Pesquisas Jardim Botéanico do Rio de Janeiro.

2.2 PADROES E REAGENTES

Os solventes utilizados na extracdo e nas analises por CG-EM e CG-FID foram todos de
elevado grau de pureza. A resina de troca i6nica (Dowex AG 50W X8), o meio filtrante (Celite 545),
0 reagente para derivatizacdo N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), piridina anidra,
a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae, acarbose, tampao fosfato pH 7 e p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosideo (PNPG) foram todos adquiridos da Sigma Aldrich. O perseitol (D-glycero-D-
galacto-heptitol) da Santa Cruz Biotechnology e os padrbes de calisteginas As, B> e B4 da

Carbosynth. Os demais reagentes utilizados séo de alta pureza.

2.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS ENRIQUECIDOS PARA OS ENSAIOS ENZIMATICOS

Os frutos frescos foram triturados e liofilizados, em seguida foi pesado 1 g do material. A
extracdo foi realizada com metanol/agua (1:1, v/v, 20 mL) em banho ultrassénico por 30 min. Cada
amostra foi filtrada sob pressdo reduzida através de meio filtrante (Celite 545), e o filtrado foi
reduzido para 3 mL utilizando evaporador rotatério a 60 °C sendo o pH ajustado para 4,0 com HCI
1 M. A solucdo foi introduzida em uma coluna (50 mm x 12 mm) empacotada com 15 mL de resina

de troca idnica de carater acido (Dowex AG 50W X8) e lavada trés vezes com agua ultrapura. Em
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seguida o material foi eluido com solucdo aquosa de NH4sOH 2 M, utilizando vazdo de
aproximadamente 1 mL/min. O eluente alcalino foi recolhido e o volume reduzido para 2-6 mL,

utilizando evaporador rotatério a 60 °C. Em seguida o material foi liofilizado.

2.4 ENSAIOS ENZIMATICOS

Os ensaios enzimaticos foram realizados em placas de 96 pocos, em triplicata. A cada pogo
foram adicionados 36 pL da solu¢do tampao de fosfato, 30 mL de solugdo de amostra com vérias
concentragdes (10, 25, 50, 100 e 150 ug/mL - concentrac@es finais no poco apos a adicdo de todos
os reagentes) ¢ 17 uL. de PNPG na concentracdo de 5 mM. Esta mistura foi incubada a 37 °C por 5
min. Em seguida, foram adicionados 17 uL da solugdo de a-glicosidase 0,15 U/mL. A mistura foi
incubada por 15 min para obter a reacdo de hidrdlise completa. Ap6s 15 min, a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 100 puL de carbonato de sédio (Na.COs) 200 mM. Como controle
positivo foi empregado acarbose. As absorbancias foram medida a 405 nm usando-se uma leitora
de microplacas Kasuaki (ELYA et al., 2015).

A inibicao foi calculada com base nos pardmetros de auséncia e presenca do inibidor, dado
pela equacéo 1.

e ey~ Parametro sem inibidor—Parametro com inibidor
% de inibigao = ( - —— 2100 (1)
Parametro sem inibidor

O IC50 foi calculado utilizando um modelo de regressdo logistica de quatro parametros

(equacdo 2), no qual foi empregada a ferramenta Quest Graph™ IC50 (MLA, 2020).

Max—Min (2)
+(L) Coeficiente de Hill
IC50

Y =Min+ .

Nessa equacao, a concentracdo do inibidor é representada por X, IC50 é a concentracdo de
inibidor necessario para inibir 50% da atividade enzimatica e o coeficiente de Hill é o fator de
inclinacdo (VOLPE; HAMED; ZHANG, 2014).

2.5 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos como a média *+ desvio padrdo de ensaios em triplicata. A

analise de variancia (ANOVA, fator Unico) e o teste t pareado foram utilizados para a comparacgéo
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da inibicdo enzimatica. Para a execugdo dos testes estatisticos foi utilizado o software GraphPad

Prism,versao 8.

2.6 EXTRAC;AO DAS CALISTEGINAS

As etapas de extracdo e derivatizagdo seguiram a metodologia empregada por Friedman,
Roitman e Kozukue (2003) com algumas alteracdes.

O material fresco foi triturado, homogeneizado e em seguida pesado 1 g em triplicata. A
extracdo foi realizada com metanol/agua (1:1, v/v, 20 mL) em banho ultrassénico por 30 min. Cada
amostra foi filtrada sob pressdo reduzida através de meio filtrante (Celite 545), e o filtrado foi
reduzido para 3 mL utilizando evaporador rotatorio a 60 °C sendo o pH ajustado para 4,0 com HCI
1 M. A solucéo foi introduzida em uma coluna (50 mm x 12 mm) empacotada com 15 mL de resina
de troca ibnica de carater acido (Dowex AG 50W X8) e lavada trés vezes com &gua ultrapura. Em
seguida o material foi eluido com solucdo aquosa de NH4OH 2 M, utilizando vazdo de
aproximadamente 1 mL/min. O eluente alcalino foi recolhido e o volume reduzido para 2-6 mL,
utilizando evaporador rotatério a 60 °C. A solucdo resultante foi transferida para um baléo
volumétrico de 10 mL, diluida e avolumada com agua ultrapura. Aliquotas de 1,0 mL foram

transferidas para frascos (vials) de 1,5 mL e liofilizadas.

2.7 DERIVATIZACAO

Calisteginas ndo sdo volateis, nem lipofilicas, assim requerem transformacdo para uma
forma volatil com agentes de sililagdo suaves antes da analise por CG (BIASTOFF; DRAGER,
2007). Deste modo, a cada vial contendo o extrato alcaloidico foram adicionados 50 uL de piridina
anidra, 45 puL N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), a reacdo segue ilustrada na
Figura 2. Como padrdo interno 5 uL de uma solugéo de 2 mg/mL de perseitol (D-glicerol-D-galacto-
heptitol) derivatizado com 50 uL de piridina anidrae 50 uL. MSTFA previamente aquecidas durante
1 ha100 °C. Os frascos foram entdo aquecidos por 30 min a 60 ° C em um banho seco para frascos
(vials) de 1,5 mL.
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Figura 2: Equacdo para a reacao de derivatizacdo da calistegina As com MSTFA

Si—_ Piridina
+ / F
oH _—N F 60 °C
3 F —Si—O0
HO OH 0
Calistegina Aj MSTFA Calistegina A; -TMS

3 ANALISE CROMATOGRAFICA
3.1 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (CG-EM)

Nas analises cromatogréaficas foi utilizada a metodologia empregada por Bourebaba et al.
(2016) modificada. As amostras derivatizadas foram analisadas em um cromatografo CG-EM
(GCMS-QP2010 Plus Shimadzu), equipado com uma coluna DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
um), empregando He como gas de arraste e velocidade linear de 37 cm/seg. O volume injetado foi
1 uL no modo divisdo de fluxo (razéo 1:20) com temperatura do injecdo de 250 °C e programacéo
de temperatura iniciando com 100 °C durante 5 min, seguida por uma taxa de aquecimento de 10
°C/min até 270 °C, temperatura que foi mantida por 5 min. O tempo total de anélise foi de 27 min.
Os parametros de deteccdo no espectrometro de massas foram: temperatura da interface 280 °C e da
fonte de ions, 200 °C; faixa de massas, m/z 50-600; eletroionizacédo a 70 eV, velocidade de varredura
1428 amu.seg; tempo de evento 0,50 seg. As amostras foram analisadas simultaneamente nos
modos de aquisi¢cdo SCAN (full scan mode) e SIM (selective ion monitoring mode).

Para a identificacao das calisteginas a partir dos cromatogramas obtidos no modo SIM foram
monitorados os seguintes pares de ions: 129 m/z e 244 m/z para B1; 217 m/z e 229 para Bz; m/z 217
e 259 para Bs; m/z 217 e 244 para Ba4; m/z 217 e 375 para Cy; m/z 244 e 156 m/z para Az e As; e m/z
390 para N1 (BOUREBABA et al., 2016). A coleta e o processamento dos dados foram realizados
utilizando o software GCMS Solution versdo 2.5 (Shimadzu).

Os tempos de retencédo e espectros de massas de padrdes auténticos foram utilizados para
confirmar a presenga das calisteginas Az, Bz e Bs, como éteres de TMS nas amostras. A
identificacdo das demais calisteginas foi realizada a partir da comparacdo com espectros de massas
publicados na literatura (DRAGER, 1995; GRIFFITHS; SHEPHERD; STEWART, 2008;
JOCKOVIC, 2014).
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3.2 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA COM DETECQAO POR IONIZAQAO EM
CHAMA (CG-FID)

As amostras foram analisadas por cromatografia em fase gasosa com detec¢ao por ionizagao
em chama em um cromatdgrafo com detector FID (CG-2010 Plus Shimadzu), equipado com injetor
automético (AOC-20) e coluna DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum). As condicOes
cromatogréaficas foram as mesmas empregadas nas analises por CG/EM, com a temperatura do
detector em 300 °C, velocidade linear do gas de arraste 30 cm/seg. Curvas de calibracdo foram
construidas a partir de padrdes analiticos de calisteginas Az, B2 e B4 (Carbosynth) com uma série de
seis (06) solucgdes de calisteginas trimetilsililadas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 OCORRENCIA DE CALISTEGINAS NAS AMOSTRAS

Nos frutos de S. crinitum calisteginas As, B1 e B2 foram detectadas, cromatogramas tipicos
das amostras obtidos por CG-EM nos modos de aquisicdo SCAN e SIM simultaneos estéo ilustrados
na Figura 3.

Figura 3: Cromatograma CG-EM (SIM) de trimetilsilil (TMS) derivados de calisteginas obtidos para:
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a) padrdes analiticos de calisteginas As, B2 e Bs; b) frutos de S. crinitum.

As calisteginas Az e B, foram identificadas com uso de padrfes analiticos por comparacéao
do tempo de retencdo relativo ao perseitol e seus espectros de massas. Além do auxilio dos dados
adquiridos em modo de aquisi¢do SIM via CG-EM. Em relacdo a deteccdo da calistegina B, é
importante destacar que o uso do modo SIM aumenta a sensibilidade e seletividade do método
(PIZZUTTI et al., 2012), possibilitando a realizacdo de anélises qualitativas em conjunto com 0s
espectros de massas obtidos pelo modo SCAN. Com esses dados em méaos foi possivel identificar a
presenca dessa calistegina sem a necessidade do uso de padrdes analiticos, tendo em vista a
substancia ser conhecida e ter seu perfil de fragmentacdo divulgado na literatura (GRIFFITHS;
SHEPHERD; STEWART, 2008). Calisteginas Az, B1 e B> sd0 as mais comuns em espécies de
Solanum, esses metabdlitos secundarios estdo presentes em batata, tomate e berinjela (NASH et al.,
1993; ASANO et al., 1997). Todavia, de maneira geral, as calisteginas B2, Az e B1, nesta ordem séo
as mais abundantes, B> ocorre em quase todas as plantas conhecidas por produzir calisteginas,
possivelmente devido aos quatro grupos hidroxila equatoriais, pode ser a forma mais estavel dentro
das calisteginas do grupo B (BIASTOFF; DRAGER, 2007).

As calisteginas Az e B, foram quantificadas com uso de padr&es analiticos por CG-FID, as
curvas foram construidas com uma série de seis (06) solugdes de calisteginas trimetilsililadas com
concentragdes variando de 0,01 a 0,2 mg L, a linearidade da curva foi demonstrada pelos valores
dos coeficientes de correlacdo superiores a 0,98 nas curvas para 0s dois analitos (Tabela 1). O limite
de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram determinados pelo método baseado em
parametros da curva analitica, o qual é apontado como o melhor caminho para o calculo do LD e

LQ em cromatografia, por ser estatisticamente mais confiavel (RIBANI et al, 2004).

Tabela 1: dados de regressao da curva de calibragdo em CG-FID.

Parametros Az B
Coeficiente de determinagéo (r?) 0,987 | 0,995
Limite de deteccdo — LD (mg L™?) 0,03 | 0,01
Limite de quantificagdo — LQ (mg L™?) 0,06 0,04

Ap0s a construcdo das curvas, as amostras de frutos de S. crinitum foram analisadas em
triplicata. A calistegina As (11,30 £ 0,50 mg/kg) foi encontrada em concentracdo menor que a de

B2 (15,89 + 2,42). A presenca em maior quantidade da calistegina B é comum em epécies da familia
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Solanaceae (ASANO, 1997; BIASTOFF; DRAGER, 2007). As concentrages das calisteginas As e
B> nos frutos de S. crinitum encontram-se dentro de uma ampla faixa determinada em outras
espécies de Solanum, especialmente as observadas em berinjela (S. melongena) (0,6 — 28,1 mg/kg
e 0,3 — 124 mg/kg, respectivamente) (ASANO, 1997; MULDER 2016) e jil6 (S. aethiopicum) (6,03
mg/kg e 8,05 — 23,79mg/kg, respectivamente) (SOUTO; SILVA, 2020). Cabe ressaltar que
berinjelas e jil6s também sdo utilizados na medicina popular como agentes antidiabéticos e
hipoglicemiantes (SANTOS; NUNES; MARTINS, 2012; DOS SANTOS, 2017).

4.2 ATIVIDADE INIBITORIA DOS EXTRATOS
O extrato dos frutos de S. crinitum foi testado para inibicdo de a-glicosidase de

Saccharomyces cerevisiae, apresentando atividade inibitoria contra essa enzima (Figura 4).
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As varias concentracOes de extrato afetaram a atividade enzimatica de maneira diferente da

acarbose (p < 0,05). Os resultados sdo melhor demonstrados pelos valores de 1C50 obtidos para

ambos (Tabela 1).

Tabela 2: Valores individuais de IC50 (média * desvio padréo).

Espécie 1C50
P (ug/mL)
S. crinitum 35,40 + 2,67
Acarbose 59,07 £ 6,41
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O IC50 medido para acarbose esta em concordancia com dados da literatura para a indibic&o
da atividade de a-glicosidases (APOSTOLIDIS; LEE, 2010; RIVERA-CHAVEZ, et al., 2013;
ZHANG et al., 2017). O extrato dos frutos de S. crinitum inibiu a-glicosidase de Saccharomyces
cerevisiae de maneira mais potente que a acarbose, que é um inibidor de glicosidases utilizado como
medicamento para tratar o diabetes mellitus tipo 2 (ROSAK; MERTES, 2012).

Portanto, a inibicdo enzimatica in vitro de a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae
apresentada pelo extrato somada a presenca das calisteginas As, B1 e B> fornecem evidéncias da
atividade antidiabética e hipoglicemiante dos frutos de S. crinitum.

5 CONCLUSOES

O extrato dos frutos de S. crinitum apresentou atividade inibitoria contra a a-glicosidase de
Saccharomyces cerevisiae com 1IC50 menor que acarbose. A anélise dos frutos indicou a presenga
das calisteginas As, B1 e B2. As concentracdes das calisteginas Az e B foram determinadas. Os
resultados evidenciam que calisteginas podem estar relacionadas a atividade antidiabética e

hipoglicémica atribuida aos frutos de S. crinitum.
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