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RESUMO

O glicoalcaléide esteroidal solamargina (SM) e sua aglicona solasodina (SD), isolados de
frutos de Solanum palinacanthum (jud), foram avaliados /n vifro quanto a citotoxicidade,
mutagenicidade, atividade antimicrobiana na presenca de sistema de metabolizacdo
microssomal hepatico (fracao S9). A viabilidade das linhagens celulares RAW 264.7, SiHa
e HepG2 expostas a diferentes concentragbes (200 — 6,25 yg/mL) dos alcaldides, na
presenca ou nao da fracdo S9, foi avaliada apds 24 horas pela técnica do MTT-tetrazolio
e Vermelho Neutro (VN). A curva dose-resposta indicou que a fragdo microssomal diminui
o efeito citotoxico dos alcaléides para as linhagens RAW e SiHA, entretanto essa
atividade foi potencializada para a linhagem HepG2. Atividade antibacteriana para
Staphylococcus aures, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, através da técnica de
microdiluicdo, demonstrou que a fracdo S9 potencializou esse efeito para ambos os
alcalodides, entretanto a concentragédo inibitoria minima (CIM) sé foi definida para S.
aureus (1,0 mg/mL), porém apenas com efeito bacteriostatico. O teste de mutagenicidade,
realizado pela técnica de AMES, demonstrou efeito mutagénico apenas para a SM na
linhagem TA98 na auséncia de ativagdo metabdlica nas concentragbes acima de 400
Mg/mL. Espectrometria de massas foi utilizada para comparar os fragmentos gerados
pelos alcaloides apods metabolizacdo com a fragcdo S9. A analise espectral evidenciou a

presenca de diferentes fragmentos, indicando biotransformagao dos alcaléides.

Palavras-chave: Solamargina, solasodina, metabolizagao, citotoxicidade, mutagenicidade,

atividade antibacteriana



ABSTRACT

The steroidal glycoalkaloid solamargine (SM) and its aglycone solasodine (SD), isolated
from fruits of Solanum palinacanthum (jud) were evaluated in vitro for cytotoxicity,
mutagenicity, antimicrobial activity in the presence of hepatic microsomal metabolizing
system (S9 fraction). The viability of RAW 264.7 cell lines, SiHa and HepG2 cells exposed
to different concentrations (200 to 6.25 mg/mL) of alkaloids, in the presence or absence of
S9 fraction was analyzed after 24 hours using the techniques of the MTT-tetrazolium and
Neutral Red (RN). The dose-response curve indicated that the microsomal fraction
decreased to cytotoxic of alkaloids lines for RAW and Siha, however this activity has was
potentiated to the HepG2. Antibacterial activity Staphylococcus aures, Escherichia coliand
Pseudomonas aeruginosa by the microdilution technique, showed that the fraction S9
potentiated the effect to both alkaloids, however the minimum inhibitory concentration
(MIC) was defined only for S. aureus (1.0 mg / mL), but without bactericidal effect. The
mutagenicity test, performed by the technique of AMES, demonstrated mutagenic effect
only for the SM strain TA98 in the absence of metabolic activation at concentrations above
400 mg/mL. Mass spectrometry was used to compare the fragments generated by
alkaloids after metabolization with S9 fraction. Spectral analysis showed the presence of

different fragments, indicating biotransformation of alkaloids.

Keywords: solamargine, solasodine, metabolism, cytotoxicity, mutagenicity, antibacterial

activity
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| - INTRODUGAO

As plantas produzem uma vasta variedade de compostos organicos, sendo que a
maioria ndo esta, necessariamente, relacionada de forma direta ao processo de crescimento
e desenvolvimento das mesmas. Esses compostos, conhecidos como metabdlitos
secundarios, sao produtos derivados do metabolismo primario, sintetizados para a
preservacao do vegetal e, em muitos casos, como resposta a alguns estimulos incluindo o
ataque por microrganismos, insetos e herbivoros, que garantem vantagens para a
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie em seu ecossistema (HARBORNE, 1999; AERTS

et al., 1991).

1.1. Familia Solanacea

Plantas da familia Solanaceae sdo exploradas no contexto cientifico por
apresentarem caracteristicas relevantes a saude humana (FRIEDMAN, 2006). Nessa familia
de, aproximadamente, 96 géneros e 3000 espécies, o género Solanum é 0O mais
representativo, uma vez que contém espécies que fazem parte da alimentagcdo humana
(MABBERLY, 1997). Dentre as principais espécies utilizadas como alimentos destacam-se
S. tuberosum (batata), S. /ycopersicum (tomate) e S. melongena (berinjela) (FRIEDMAN,
2004).

Muitas solanaceas sdao endémicas no Brasil. A espécie Solanum palinacanthum
Dunal, (Figura 1), denominada popularmente de jua, possui como caracteristica arbusto
ereto, caule, ramos com folhas isoladas e espinhosas, flores roxas, baga globosa e

numerosas sementes. Essa planta foi utilizada nesse estudo para obtengao de solamargina.
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Trata-se de uma espécie exclusiva da América do Sul, com distribuicdo no Brasil, Bolivia,

Paraguai e Argentina, em locais com altitudes abaixo de 1.200 m (AGRA, 2009).

Figura 1. Aspecto geral do individuo adulto Solanum palinacanthum L.

1.2.  Metabdlitos Secundarios

A maioria dos metabolitos secundarios de interesse cientifico € classificada em
categorias com base na sua origem biossintética e sdo, muitas vezes, derivados dos
metabolitos primarios. Entende-se por metabolismo primario o conjunto de processos
metabdlicos que desempenham uma fungao essencial no vegetal, tais como a fotossintese,
a respiragcado e o transporte de solutos, e possuem uma distribuicdo universal nas plantas
(VERPOORTE e MEMELINK, 2002).

A taxonomia vegetal pode ser realizada através da avaliagdo do metabdlito
secundario originado, uma vez que esses compostos ndao possuem uma distribuigcdo
universal e nao sao necessarios para todas as plantas (MARASCHIN e VERPOORTE;

MEMELINK et al, 2001).
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O ciclo de vida das plantas, na maioria das vezes, independe do metabolismo
secundario, mas ele desempenha um papel importante na interacido dessas com o ambiente
(SANTOS, 2000). Os produtos secundarios possuem um papel contra o ataque de
patdgenos, competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como
polinizadores, dispersores de semente e microrganismos simbiontes (VERPOORTE et al,
2000). Contudo, produtos secundarios também possuem acgao protetora em relacdo a
mudancgas de temperatura, conteudo de agua, niveis de luz, exposi¢cado a UV e deficiéncia de
nutrientes minerais (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos
fendlicos e alcaldides. Os terpenos sao feitos a partir do acido mevalénico (no citoplasma)
ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os compostos fendlicos sdo derivados do
acido chiquimico ou acido mevaldnico. Por fim, os alcaléides séo derivados de aminoacidos
aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido chiquimico, e também de
aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina) (CROTEAU et al., 2000).

Espécies do género Solanum acumulam alcaloides, que constituem uma classe de
metabdlitos secundarios, representada por um grande numero de substancias
estruturalmente diversas, e, portanto, dificil de serem definidas quimicamente (MILNER,

2011).

1.3. Alcaldides
Por definicao alcaldides sdo compostos organicos heterociclicos, que possuem um
ou mais nitrogénio em seu esqueleto carbdnico, caracteristica que indica a origem quimica.

Os alcaldides esteroidais sao classificados com base no hidrocarboneto esteroidal que
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melhor representa a estrutura geral do composto, em trés grupos principais:
aminopregnanos (21 atomos de carbono), 20-piperidilpregnanos (27 atomos de carbono) e
alcaldides com esqueletos andmalos. Os alcalbdides esteroidais com 27 carbonos, do tipo
piperidilpregnano, podem ser encontrados na forma de glicosideos produzidos pela planta, e
classificam-se em quatro subgrupos: espirosolanos, solanidanos, solanocapsinas e 20-
piperidilpregnanos simples (CHIESA et al., 1999).

Desse modo, quase a totalidade dos alcaldides € derivada de aminoacidos, como a
ornitina, a lisina, a tirosina e o triptofano. A ornitina € precursora dos alcaldides pirrolidinicos
e tropanicos, a lisina origina os alcaldides piperidinicos. A tirosina e o triptofano sao
formados na via do acido chiquimico e originam os alcalbides isoquinolinicos e inddlicos,
respectivamente (DEWICK, 2001).

A presenca do atomo de N indica um par de elétrons ndo compartilhados, conferindo
carater alcalino a maioria dos alcaldides. Os alcaldides s&o sintetizados no reticulo
endoplasmatico, concentrando-se, em seguida, nos vacuolos e, dessa forma, nao aparecem
em células jovens. Essa classe de compostos do metabolismo secundario é famosa pela
presenca de substancias que possuem acentuado efeito no sistema nervoso, sendo muitas
delas utilizadas como venenos ou alucinégenos (FACCHINI, 2001).

Os dados de uso desses compostos sao referenciados desde a antiguidade, sendo
talvez o caso mais famoso a execugao do filésofo grego Sécrates, condenado a ingerir
cicuta (Conium maculatum), uma fonte do alcaldide coniina. Os romanos também faziam
uso de alcaléides em homicidios, sendo os principais alcaléides em questao a hiosciamina,

a atropina e a baladonina, todos derivados de Afropa belladonna. Tal uso fez com que mais
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tarde essa e outras plantas da familia Solanaceae ficassem conhecidas na Europa como
plantas da sombra da noite ou night shade. (KUTCHAN, 1995).

Os alcaldides também sao uteis para a sociedade, medicamentos com alcaloides
vincristina e vimblastina, presentes em vinca (Vinca rosea) sao amplamente utilizados no

tratamento anticancer (MARINHO, 2001).

1.4. Glicoalcal6ides

Glicoalcaloides consistem de dois componentes estruturais, que representa a sua
natureza anfifilica. A unidade aglicona consiste de um esqueleto de 27 carbonos de
colestano hidrofobico com residuo glicosideo ligado na posicao 3-OH, caracterizado por
uma hidréfila cadeia lateral de hidrato de carbono. As agliconas de glicoalcaloides, também
referido como alcaminas, sdo classificadas em cinco categorias diferentes, dependendo das
suas estruturas: solanidanas, spirosolanas, epiminocholestanas, R-epiminocyclohemicetals
e 3-aminospirostanas. A maioria dos glicoalcaldides encontrada em espécies de So/anum
pertence a categoria solanidane e spirosolana (MILNER, 2011). A estrutura dos principais
glicoalcaléides de Solanum, relacionando a aglicona ao residuo glicosideo pode ser

observada na Figura 2.
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Figura 2. Relacao estrutural dos principais glicoalcaléides de Solanum

(Fonte: MILNER, 2011)

A solamargina é um heterosideo alcaloidico que difere da aglicona solasodina por
apresentar uma cadeia de trissacarideo no grupo 3-hidroxi, denominada chacotriose,
formada por duas moléculas de ramnose e uma de galactose como ilustra a Figura 3

(BLANKEMEYER et al., 1998).
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Aglicona

A — galactose
B — raminose

C - raminose

Figura 3. Estrutura quimica do glicoalcal6ide solamargina e aglicona solasodina, enfatizando

os residuos glicosideos da chacotriose: A — galactose, B € C — raminose.

1.5. Biotransformagao

Biotransformacdo é a alteragdo quimica sofrida por xenobibéticos no organismo,
comumente sob a acdo de enzimas especificas e/ou inespecificas (MEYER, 1996).
Processos de biotransformacdo sao capazes de converter compostos lipofilicos em
metabdlitos mais soluveis através de reagdes enzimaticas. Assim, a molécula original é
modificada no sentido de reduzir sua capacidade de particdo em membranas biolégicas, o
que restringe sua distribuicdo pelos tecidos e sua reabsorgao renal e intestinal. (OLIVEIRA,
2006).

Na maioria das vezes, os processos de biotransformagcao levam a inativacdo das
substancias (mecanismo de desativagao), mas pode ocorrer que os metabolitos produzidos

sejam mais toxicos que os compostos de origem (mecanismo de ativagao ou bioativagao).
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Sao conhecidos inumeros exemplos onde o farmaco administrado (denominado "pro-
farmaco") é um produto inativo, o qual € convertido /n vivo na forma farmacologicamente
ativa, como por exemplo, a ciclofosfamida, que € um agente antineoplasico que requer
ativacdo metabdlica por enzimas hepaticas do sistema citocromo P-450, pois somente os
metabolitos formados sao responsaveis pela atividade antitumoral (RANG et al., 2003; CHU
e SARTORELLI, 2005). Assim, a bioativacao pode levar a formacao de intermediarios mais
ativos capazes de causar danos induzindo morte celular, como também cancer
quimicamente induzido, teratogénese e outras consequéncias indesejaveis (WALGREN et.
al, 2005; PARK et. al, 2005).

O figado é o 6rgao primario para a biotransformacao de xenobiéticos e nutrientes, que é
realizada, geralmente, por enzimas, principalmente aquelas existentes nos microssomas e
na fragdo soluvel do citoplasma de células hepaticas. As reagdes de biotransformacao séo
referidas, frequentemente, como microssOmicas ou citosdlicas, de acordo com as
localizagoes subcelulares das enzimas envolvidas. O principal sistema enzimatico
responsavel pela biotransformacao de xenobidticos (citocromo P-450) contem cerca de 30

enzimas oxidativas agrupadas em 11 familias (RENDIC e DI CARLO, 1997).

1.6. Fragdo S9

A fragdo microssomal S9, composta por um homogenato de células de figado de rato
pré-tratado com a mistura do indutor enzimatico bifenil policlorinada (Aroclor 1254) que
induz um aumento das enzimas P450, pode ser utilizada em uma variedade de modelos,
sendo aceita como ativador metabdlico para testes /n vifro (BARILE, 1994). Enzimas do

complexo P450, responsaveis por reagdes de oxidagao e redugao que fazem parte do grupo
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das reagbes da fase | (metabolismo), causam aumento da polaridade da substancia
metabolizada e ancoram grupos para subsequentes reac¢des de conjugacdo (PEREIRA,
2007; WERMUTH, 2003; COSTA, 2004). Testes /n vifro que simulam situagdes /n vivo

possibilitam a obtencdo de dados que complementam os testes de citotoxicidade.

1.7.  Atividade biolégica dos glicoalcaldides

A ingestdo de glicoalcaldides na dieta humana inclui chaconina e solanina (batata),
tomatina e deidrotomatina (tomate) e solamargina e solasonina (berinjela), existindo assim
grande necessidade de se definir os possiveis efeitos dessas substancias. Para o consumo
de insumos que contenham esses compostos, as quantidades deveriam ser estimadas para
atender condi¢des de seguranca (FRIEDMAN, 2006).

As Batatas sdo consideradas um dos alimentos mais importantes para o consumo
humano por fazer parte de uma dieta estavel para muitas culturas, devido as suas
caracteristicas nutricionais (MACHADO et al., 2007). No entanto, glicoalcaldides toxicos
estdo presentes em produtos provenientes de batatas por apresentarem papéis
fundamentais na protecéo natural desses vegetais (CAHILL, 2010).

Atualmente, estudos que envolvem a biodisponibilidade, metabolismo e
farmacocinética de glicoalcaldides em seres humanos s&o escassos. Glicoalcaldides
presentes em batatas tém recebido maior atencao nesta area, porém o desenvolvivemnto de
um perfil de seguranga para esses compostos, em geral, precisa ainda ser retificado.
Modelos animais foram empregados para determinar os mecanismos pelos quais esses

compostos induzem a toxicidade. Hellenas et al. (1992) e Mensinga et al. (2005)
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investigaram /n vivo o metabolismo de glicoalcaldides presentes na batata e relataram o
acumulo dos mesmos no corpo, com depuragio renal (clearance) superior a 24 horas.

Estudos indicam que a biotransformacdo dos glicoalcaldides para a aglicona
solanidina e varios metabdlitos desconhecidos ocorre tanto no trato digestivo como em
outros orgaos (FRIEDMAN, 2006). Ainda nao € conclusivo se as cadeias laterais de
oligossacaridos sao hidrolisadas no estdmago, trato intestinal ou figado e se os agentes
téxicos séo os glicosideos ou as agliconas (FRIEDMAN et al., 2005).

Em decorréncia da alta toxicidade, os alcalbides tém sido foco de atencao cientifica,
especialmente em relacdo a sua presenca em alimentos essenciais a dieta humana e
animal, sendo considerados potenciais fontes de intoxicagdes alimentares (FRIEDMAN e
McDONALD, 1997).

Os alcalbides esteroidais derivados de Solanum, na sua forma glicosilada ou néo,
também sédo relatados como teratogénicos, embriotoxicos e genotdxicos (KORPAN et. al,
2004). Alguns sao conhecidos por exibirem fortes propriedades liticas e inibirem a atividade
de enzimas, como a acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (KRAKOWSKI et al. 1997).

Os glicoalcaldides n&do sao alterados durante o processamento dos alimentos, como
cozinhar, assar e fritar (FRIEDMAN e LEVIN, 1995; FRIEDMAN e DAO, 1992). Altos niveis
de glicoalcaldides confere sabor amargo as batatas e o consumo desses vegetais, nessa
situagao, pode causar doenga grave e até morte (KORPAN et al., 2004; GIESBRECHT et
al.,, 2003). A ingestdo de baixas doses glicoalcaléide pode acarretar em intoxicagdes,
levando a quadros clinicos que incluem vomitos, cefaléias e diarréias. Em doses elevadas,
os glicoalcaléides, em seres humanos, produzem sintomas como febre, pulso rapido,

pressao arterial baixa, respiragao rapida e até a morte (RAYBURN et. al, 1994). Alteragdes
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neuroldgicas também foram relatadas, incluindo apatia, sonoléncia, agitagdo, confusao
mental, incoeréncias, estupor, alucinagdes, tonturas, tremedeira e disturbios visuais
(MILNER et al., 2011).

Estudos sobre a tolerancia para intoxicacdo de glicoalcaldides em humanos sao
variados. Casos letais de envenenamento foram relatados com doses orais acima de 3-6
mg total de glicoalcal6ide/kg peso corporal, e intoxicagao leve podem ocorrer com doses de
1-5 mg/kg (HELLENAS et. al, 1992). Suspeita-se que uma maior porcentagem de
envenenamento por doses leves de glicoalcaldide pode ocorrer, no entanto, os sintomas sao
semelhantes aos de outros disturbios gastrointestinais e permanecem sub-relatada
(MILNER, 2011). Devido a toxicidade humana, 200 mg de glicoalcaldide total/ kg peso fresco
(PF) em batata € o limite seguro aceito (SMITH, et. al, 1996).

Pesquisas demonstram que os glicoalcaldides isolados de So/anum também podem
ter efeitos benéficos, tais como acao antinflamatoéria, antinociceptiva, antipirética, antifungica
e antibacteriana (MILNER et al., 2011). Alguns estudos relacionam a solamargina com a
inducédo de apoptose e inibicdo do crescimento de células tumorais humanas (KUO et al.,
2000; SHIU et al., 2007), sugerindo uma atividade altamente citotéxica desejavel no
tratamento de carcinoma de células escamosa e basal da pele, células de figado e cdlon
humano (LEE et al., 2004), células do cancer de pulmao (LIU et al., 2004). Em oposi¢ao ao
extensivo estudo farmacologico, referéncias em relagao a biodisponibilidade, metabolismo e

farmacocinética em humanos ainda sio escassas.
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1.8. Citotoxicidade

Citotoxicidade € um evento complexo /n vivo cuja expressdo pode ser manifestada
através de um amplo espectro de efeitos, com alteracdes funcionais até morte celular
(FRESHNEY, 1994). A viabilidade celular representa um dos paradmetros mais utilizados
para avaliar a citotoxicidade, a qual pode ser demonstrada por uma variedade de técnicas,
incluindo a utilizacdo de corantes, como o vermelho neutro (VN) e MTT-tetrazolio (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazdlio).

A técnica do MTT-tetrazolio baseia-se na quebra do sal de MTT-tetrazélio (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazélio), o qual é reduzido em produto corado
(formazana) por redutases microssomais e, em menor parcela, pela enzima mitocondrial
succinato desidrogenase. Os cristais azuis formados intracelularmente sdo solubilizados e,
posteriormente, avaliados por espectrofotometria UV/visivel. Deste modo, quanto menor a
viabilidade celular, menor sera a redugao do MTT e menor a absorvancia (MOSMANN,
1983).

O teste do vermelho neutro (VN) baseia-se na capacidade das células viaveis
incorporarem o corante cloridrato de 3-amino-dimetilamino-2-metilfenazina a nivel
lisossomal. O VN é um corante fracamente catiénico que penetra rapidamente nas células
por difusdo nao idnica e é retido intracelularmente nos lisossomas devido ao conteudo acido
dessas organelas. Alteragcbes na membrana lisossomal resultam numa reducdo da
incorporacao do VN, podendo distinguir células viaveis (incorporam VN) de nao viaveis (ndo
incorporam VN) (BORENFREUND et al., 1988; BORENFREUND e PUERNER,1985).
Alguns estudos demonstram que o tipo de linhagem celular e os métodos utilizados para a

determinagao da citotoxicidade /in vifro possuem pouca influéncia na correlagcao entre os
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indices toxicos, principalmente para substancias que atuam em funcgbes celulares basais

(SHRISVASTAVA et al., 1992).

1.9. Mutagenicidade

Mutagenicidade é a capacidade de um agente quimico ou fisico causar alteragcées no
conteudo ou estrutura do material genético de um organismo (DEARFIELD, 2002). Esse
agente pode ser um mutageno primario, interagindo diretamente com a molécula de DNA,
ou mutageno secundario que, sofrendo rea¢cdes metabdlicas no organismo vivo, tornam-se
mutagénicos (VARELLA et al., 2004). Estudos demonstram que mutagbes génicas atuam
nas etapas da carcinogénese e que os ensaios que detectam genotoxicidade permitem
identificar substancias com risco potencial a saude humana.

O teste de mutagenicidade com Salmonella typhimurium, também conhecido como
teste de Ames, é uma das metodologias mais utilizada para detectar substancias
genotodxicas (VARELLA et al., 2004). Nesse ensaio, sao utilizadas linhagens de Salmonella
typhimurium mutantes no operon da histidina que, na presenga do agente mutagénico,
revertem seu carater auxotréfico para a sintese desse aminoacido, crescendo em meios que
ndo o possuem. O crescimento de coldnias revela uma mutacéo induzida pela substancia
teste e a quantidade caracteriza a agdo mutagénica em fungao da concentragao (ZEIGER,
2001).

As diferentes mutagées no operon histidina permitem diferenciar mecanismos de
agao, ou seja, diferentes mutagdes causadas pelos agentes quimicos. As mutagdes podem
ser substituicdes de bases ou do tipo frameshift (AMES, 1983; MORTELMANS e ZEIGER,

2000). As linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium sao
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comumente utilizadas nos estudos de triagem e mostram eficiéncia na deteccao de grande
numero de agentes mutagénicos. A linhagem TA98 apresenta mutacdo no gene D
(hisD3052) e detecta compostos mutagénicos que alteram o quadro de leitura do DNA. A
linhagem TA100 apresenta mutacao hisG46 e detecta agentes que causam substituicdes de
pares de base, principalmente em G-C. A cepa TA102 contém a mutagdo no gene hisG
detectando agentes quimicos e radiacbes, além de agentes cross-link. A linhagem TA97a
também detecta mutagenos do tipo frameshift, apresentando mutacdo no gene hisD6610
(MARON e AMES, 1983).

A estrutura primaria do DNA de procariotos € a mesma do genoma humano, assim
substancias que provocam alteragbes no genoma de organismos procariotos podem
também ocasiona-las no genoma humano (PILOT e DRAGAN, 1998). Entretanto, as
bactérias ndo apresentam a maioria das enzimas envolvidas no processo de
biotransformacdo, cujo mecanismo pode gerar substincias com ou sem atividade
mutagénica. Para que os testes em procariotos possam detectar mutagenos secundarios
para o homem, esses ensaios também sao realizados na presenga de um sistema exdégeno

de metabolizagdo, como a fragdo S9 (LANG e PELKONEN, 1999).

1.10. Antimicrobianos

A flora brasileira apresenta-se altamente diversificada em espécies que na maioria ainda
nao foi pesquisada cientificamente quanto & agdo antimicrobiana (SIMOES et al., 2000;
AURICCHIO e BACCHI, 2003). Em razdo ao grande aumento da resisténcia de
microrganismos patogénicos a multiplas drogas e devido ao uso indiscriminado de

antimicrobianos surge a preocupagao para a procura de novas alternativas terapéuticas
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(OLIVEIRA et al., 2007). O uso de extratos e componentes quimicos vegetais ambos com
propriedades antimicrobianas vém contribuindo para resultado satisfatério em tratamentos
terapéuticos (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

A avaliacado do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns dos constituintes,
tais como, flavondides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos e lignanas, tem sido
objeto de incessantes estudos (HAVSTEEN, 1983). O impacto da crescente resisténcia dos
microrganismos a antibidticos e substancias especificas intensificou a pesquisa para o
desenvolvimento de novas drogas que sejam capazes de combater as estratégias de
adaptagao que esses organismos elaboram (PRATES et al., 2000). Nas ultimas décadas, os
fitofarmacos tém sido usados como alternativa no meio terapéutico, mediante as
propriedades antimicrobianas (KREUGER et al., 2007; SIMOES et al., 2008).

Varios métodos podem ser utilizados para a determinacao da atividade antimicrobiana /in
vitro, sendo aplicados em estudos pilotos na triagem de novas substincias ativas.
Atualmente, técnicas espectrofotométricas de microdiluicao possibilitam a utilizacado de
volumes reduzidos na determinagdao da concentracdo inibitéria minima de substancias
quimicas. Tais técnicas permitem a analise de varios compostos para diferentes espécies
bacterianas concomitantemente (DEVIENNE; RADDI, 2002; JORGENSEN et al., 1999), bem
como possibilitam associar substincias que possam induzir biotransformacdo nesses
compostos para promover a atividade antibacteriana.

Conforme descrito anteriormente, pré-farmacos sdao compostos que necessitavam de
biotransformacao prévia para promover efeito farmacolégico. Como exemplo de pré-farmaco

com atividade antibacteriana cita-se a isoniazida, farmaco utilizado no tratamento da
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tuberculose, que origina um potente metabdlito capaz de oxidar grupos protéicos que atuam

na sintese do acido micdlico (CHUNG et al., 2005).

1.11. Espectrometria de massas

Atualmente, a espectrometria de massas € uma das mais complexas técnicas
analiticas instrumentais existentes e, entre suas qualidades, destacam-se a capacidade de
identificar qualitativamente diferentes tipos de substancias, utilizando o tipo de ionizagao
adequado; a possibilidade de realizar analises quantitativas; a capacidade de analisar
misturas complexas e a alta sensibilidade e especificidade (ESTEBAN, 1993).

O principal requisito de um espectrémetro de massas consiste numa zona de vacuo
eficiente que permite que os ions atinjam o detector sem colidir com outras moléculas
gasosas. Se essas colisdes acontecerem, ocorre uma diminuicdo da resolugdo e da
sensibilidade do equipamento, uma vez que, ou essas colisbes acabam induzindo novas

fragmentacgdes ou impedindo que os ions alcancem o detector.

1.12. Electrospray

Electrospray € definido como um alto potencial elétrico aplicado a uma fase mével
emergindo de um capilar, provocando a quebra do solvente em pequenas gotas. Este
fendmeno foi descrito pela primeira vez por Zeleny em 1917 (NIESSEN e VAN DER GREEF,

1992).

A primeira aplicacdo do electrospray em espectrometria de massas foi reportada em
1968, quando Dole e colaboradores investigaram a possibilidade da produgdo de ions

intactos a pressao atmosférica de substancias com alto peso molecular pelo spray elétrico
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dessas macro-moléculas dissolvidas (NIESSEN e VAN DER GREEF, 1992). Trata-se da
extracdo de ions em solugdo ou na formacdo desses ions sob a agao de um forte campo
elétrico gerando ions com altos pesos moleculares e cargas multiplas que podem ser
observados e analisados em espectrémetros de massas simples (quadrupolo), fato que
contribuiu para uma enorme popularizagao dessa técnica (ROSENBERG, 2003), que é
amplamente utilizada para a analise de compostos polares, ibnicos e nao volateis
(ROSENBERG, 2003; GASKELL, 1997).

Aproximadamente 80 % de todos os produtos naturais ndo sio volateis ou sao
termicamente instaveis e por isso essa técnica de ionizacdo é utilizada e de grande
importancia (STREGE, 1999).

A faixa de aplicacao da ionizacao por electrospray € bastante ampla, sendo utilizada,
por exemplo, no estudo de substancias orgénicas sintéticas, analises de farmacos e seus
metabdlitos, produtos naturais, quimica forense, proteinas, carboidratos, lipideos, polimeros,
compostos inorganicos e organometalicos, fulerenos, surfactantes entre outros (PRAMANIK
et al., 2002).

A ionizagdo por electrospray, ao contrario da maioria dos métodos de ionizagéo
empregados normalmente, produz predominantemente ions com cargas multiplas de
moléculas intactas do soluto. Como o espectrémetro de massas mede a razdo massa/carga
(m/z) de um ion, tal fato aumenta efetivamente a faixa de massas e permite o estudo de
moléculas com massa molecular acima de uma faixa normal de trabalho (por exemplo, um
ion com m/z 1000, com 20 cargas, € derivado de uma substancia com uma massa molecular

de 20000 Da).
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Devido ao grande numero de fatores que devem ser otimizados numa ionizagao por
electrospray (composicao e fluxo da fase movel, energia de ionizacdo etc), a variacado das
condigbes experimentais pode produzir variagdes significativas na aparéncia dos espectros

obtidos.

1.13. Espectrometria de massas seqiencial — Tandem - (EM/EM)

A técnica de ESI é considerada um método brando de ionizacdo e, como tal, ndo
produz muitos fragmentos. Essa caracteristica de ndo producdo de fragmentos em
abundancia é extremamente Util em analises quantitativas e em determinagcdes de massas
moleculares. No entanto, nao é util em elucidacao estrutural (NIESSEN e VAN DER GREEF,
1992; HE, 2000). Portanto, diante dessa limitagdo, é necessario o desenvolvimento de
técnicas que permitam, a partir dos modos de ionizagado brandos, propiciar informagdes
estruturais das moléculas analisadas através de fragmentacao adicional dessas moléculas.

A espectrometria de massas seqliencial € o ramo da espectrometria de massas que
utiliza a selecdo de um ion particular formado de uma molécula (ou uma mistura de
moléculas) e sua ativagao, através de colisdes (com um gas inerte ou com um solido), para
gerar ions fragmentos secundarios caracteristicos (FUTRELL, 2000; SHUKLA e FUTRELL,
2000). Esse tipo de ativagao colisional nao € indicado para a analise de misturas, uma vez
que todos os constituintes da amostra, sem excecao, sédo ativados (PRAMANIK et al., 2002).

Um dos principais modos de monitoramento de ions disponiveis utilizando a
espectrometria de massas seqiiencial € o monitoramento dos ions produtos, também

denominados de ions “filhos”. Neste tipo de experimento, ions de um determinado valor de
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m/z sdo selecionados e induzidos a novas fragmentag¢des. Os ions produzidos sé&o entédo

transmitidos e analisados (HOFFMANN, 1996; ESTEBAN, 1993).

Apesar de certos alcalbdides serem genotdxicos, e outros inibirem a mutagenicidade e
carcinogenicidade de diferentes mutagenos (FRIEDMAN et al.,, 2005; FRIEDMAN e
HENIKA, 1992) houve um aumento na investigacdo das atividades biolégicas desses
compostos devido a presenca em alimentos e potenciais aplicagdes em medicamentos,
cosméticos e agroquimicos (PINTO, 2002).

A toxicidade dos alcalbdides é reconhecida, entretanto poucos estudos relacionam
processos de biotransformacdo a bioatividade. O desenvolvimento de bioensaios
simplificados, novos métodos de triagem, testes /n vifro que mimetizam situagdées analogas
/n vivo, entre outros, aceleram a avaliagdo da atividade farmacolégica e toxicolégica de
substancias isoladas ou de extratos totais do vegetal (SONAGLIO et al., 1999). Devido a
exposicao humana a esses alcaloides, através de alimentos e a possibilidade de utilizagao
na terapéutica é importante considerar a biotransformagdo desses compostos antes de
serem administrados /n vivo (RANG et al., 2003). Motivado pelo crescente estudo dos
produtos naturais, este estudo avaliou /n vifro diferentes atividades biolégicas dos alcalbides

solamargina e solasodina na presenga de um sistema exégeno de metabolizagao.
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Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Analisar /n vifro a bioatividade do glicoalcaléide solamargina e da aglicona solasodina

sobre diferentes sistemas celulares.

2.2 Objetivos Especificos
1 — Determinar a atividade da solamargina e solasodina, com e sem sistema de ativagéo

metabdlica, utilizando a fragdo microssomal S9, quanto a:

a) Citotoxicidade para linhagem celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2,
ATCC 59195), carcinoma cervical (SiHa, ATCC HTB-35) e macrofagos murino (RAW
264.7);

b) Atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853);

c) Mutagenicidade empregando as linhagens TA 97a, TA 98, TA 100, TA 102 de

Salmonella typhimurium,

2 — Avaliar o perfil de biotransformagao da solamargina e solasodina induzido pela fragéo

microssomal S9.
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ll. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtengao da solamargina e solasodina
3.1.1. Planta

Frutos de Solanum palinacanthum Dunal foram obtidos na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara - UNESP, Rodovia Araraquara/Jau Km 1, Sao Paulo, Brasil
(21° 48 53,39” S e 48° 12'0,09” W). Coletados em janeiro de 2009, tiveram amostras

depositadas no Herbario Rioclarense (HRCB) da UNESP, exsicata numero 56873.

3.1.2. Isolamento da solamargina

A obtencio dos alcalbides foi realizada no laboratério de Quimica Farmacéutica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas campus de Araraquara - UNESP sob orientacédo da
Profa. Dra. Adélia Emilia de Almeida, conduzida de acordo com a metodologia proposta por
Almeida e Rocca (1995). Os frutos de Solanum palinacanthum (400g) foram cortados em
pedacos e colocados em estufa a 100° C durante quarenta minutos, para inativacdo de
enzimas. Na seqiéncia, foram conservados em estufa a 60° C por dois dias para secagem
completa. Para obtencdo do extrato bruto, os frutos dessecados foram triturados em
liquidificador e diluidos em dois litros de etanol 95° GL, mantidos por 4 horas, e filtrados.
Esse processo foi repetido trés vezes, mantendo sempre o mesmo volume de solvente.

O extrato alcodlico obtido (cerca de 6 litros) foi concentrado a pressao reduzida, em
rotaevaporador, até consisténcia xaroposa e, em seguida, dissolvido em 350 mL de acido
acético aquoso 5% (v/v), mantido em repouso por 24 horas e, posteriormente,

desengordurado mediante extragdes sucessivas com hexano. A seguir, levou-se a
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alcalinizacao com hidréxido de aménio, até obtengado de pH 10. Apds novo repouso, por 24
horas, o material foi filtrado e o residuo seco, obtendo-se 19,4 gramas.

A verificagdo da presencga de alcaldides no precipitado bruto (Figura 4) foi possivel
através da analise cromatografica em camada delgada (CCD) de silica gel G. Para
realizacdo da CCD, placas de vidro (15x20cm) preparadas com camadas de silica gel de
0,25u de espessura foram ativadas em estufa a 150°C, por 30 minutos. Na seqléncia, foi
aplicada a amostra, utilizando como padrdo uma auténtica de outra espécie de So/anum. A
cromatoplaca foi desenvolvida em n-butanol, acido acético glacial e agua, na proporgéo de
6:3:1, respectivamente. Posteriormente foi revelada com acido sulfurico a 10% e aquecida

em forno (150° C), durante 5 minutos.

Figura 4. Obtencgéo de extrato bruto com glicoalcaldides
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3.1.3. Separacgao e purificagao da solamargina

A presenca do glicoalcaldide no extrato bruto foi confirmada na CCD em silica e o
extrato foi submetido a um processo de separagdo através de cromatografia em coluna.
Para essa finalidade, foram utilizadas colunas de alumina neutra atividade | e etanol aquoso
40% como eluente. Cerca de 200 fragdes de 15 mL, foram recolhidas, levadas a capela para
evaporacao total do solvente e submetidas a analise cromatografica por CCD em silica gel

G, para constatagcdo de componentes esteroidicos (Figura 5).

Figura 5. Identificacédo de fragdes esteroidicas
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A analise das 200 fragdes por CCD ocorreu por triagem numeérica, cromatografando
de 10 em 10 frascos e a verificagdo ocorreu pela comparacdo do rf com o padrdo do
glicoalcaldide. As fragdes identificadas como possiveis portadoras do glicoalcaldide foram
submetidas a separacdo através de cromatografia em coluna. Para separacdo da
solamargina foram utilizadas colunas de alumina neutra ativadade | e etanol aquoso 40%
(v/v) como eluente, cuja purificagao ocorreu através da recristalizagdo, com aquecimento em
banho maria, adicionando-se metanol quente até completa solubilizagao. Apos trés horas de
resfriamento em freezer, com posterior filtracdo a vacuo, obteve-se um grama de

solamargina (Figura 6).

Figura 6. Isolamento da solamargina
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3.1.4. Separacao e purificagdo da solasodina

A obtencdo da solasodina ocorreu por hidrolise da solamargina isolada
anteriormente, acrescentando 50 ml de solugdo metandlica de acido cloridrico 2N em,
aproximadamente, 500mg de solamargina, refluxados por 5 horas. O solvente foi eliminado
por concentragcao a vacuo e o residuo suspendido em mesmo volume de agua, acrescido de
hidroxido de aménio, refluxado por 1 hora. Apds resfriamento, o precipitado formado,
correspondente a glicona, foi separado por filtragdo fornecendo peso seco de 200 mg de
solasodina (Figura 7), cuja purificacdo ocorreu através da recristalizacdo, com dissolugédo do

material em metanol, conforme descrito para a solamargina.

Figura 7. Isolamento da solasodina
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3.1.5. Identificagao dos alcalbides

A identificacdo da solamargina e solasodina ocorreu mediante comparagao realizada
com pastilhas de brometo de potassio na concentracido de 1:2, em espectrofotbmetro
modelo IR Prestige-21. Utilizou-se também a determinacdo das faixas de fusao para
identificacdo do glicoalcaléide e sua aglicona, através do equipamento FLUKE MEL-TEMP
1.

A faixa de fusdo da solamargina (294 a 302°C) ocorreu no processo de carbonizagao
a 297°C, indicando a presenca da substancia. Para a aglicona solasodina, cujo ponto de
fusdo varia ente 200 a 202°C, a carbonizacao ocorreu em 200°C. Espectroscopia de
infravermelho (V) foi usada para caracterizacao da solasodina e solamargina. Os dados de
absorcao foram obtidos na faixa 4000-400 cm-' em espectrofotometro Perkin-Elmer 567, a

temperatura ambiente.

3.2. Fragao microssomal S9 (sistema de ativagéo metabdlica)

O sistema de ativagdo metabdlica (fracdo S9) consiste de um preparado liofilizado de
figado de ratos Sprague-Dawley induzidos com arocloror 1254, um indutor de enzimas
(MOLTOX, USA), acrescidos de solu¢des de cloreto de magnésio 0,4M, cloreto de potassio

0,4M, glicose-6-fosfato 1M, beta-NADP 0,1M, tampé&o fosfato 0,2M e dgua destilada.

3.3. Preparo dos alcal6ides
Os alcaldides foram preparados para cada ensaio em solugdes contendo 2,0 mg/mL

em dimetilsulféxido (DMSO). Imediatamente antes da utilizacdo, diluicbes em série da
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solugdo-mae foi realizada segundo o protocolo a ser utilizado. A concentracao final de

DMSO (2%) néo interfere na viabilidade celular (DEVIENNE, 2000).

3.4. Determinagao da atividade citotoxica
3.4.1 Procedimento

As linhagens SiHa (carcinoma cervical, ATCC HTB-35) e HepG2 (linhagem de
carcinoma hepatocelular humano, ATCC HB-8065) foram mantidas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEN) contendo L-glutamina e glicose, a 37°C, em atmosfera
contendo 5% de CO,, em garrafas de 75cm2. A dispersdo da monocamada celular foi
realizada utilizando-se 2 mL de solugao contendo tripsina 0,2% e versene 0,02% (ATV,
Instituto Adolfo Lutz). Apéds tripsinizacdo, as células foram suspensas no meio de cultivo e
distribuidas em garrafas destinadas a manuteng¢do ou em meio DMEM acrescido de 10% de
soro fetal bovino na concentragao de 104 a 10° células/mL para a realizagdo dos testes.
Linhagem RAW 264.7 (macrofagos murino, ATCC, TIB 71) foi mantida em garrafas,
conforme descrito por WASLEY (1969), em DMEM, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF), a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO.. Decorridos 3-4 dias, as células
foram removidas com o auxilio de scrapers, homogeneizadas e resuspendidas em meio
DMEM na concentragcao de 104a 105 células/mL para a realizacao dos testes.

Duzentos microlitros (200 pL) da suspenséo celular foram distribuidos em orificios de
microplacas (96 orificios) para cultura de tecido, as quais foram incubadas por 72 horas, em
atmosfera contendo 5% de CO; para obtengdo de crescimento com cerca de 70% de
confluéncia. Apoés incubagédo, o meio foi removido e as células tratadas com diferentes

concentragdes das substancias teste (solamargina e solasodina), substancia de referéncia
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para morte celular (cisplatina) e solvente (DMSO). Apds 24 horas de incubacgao, as placas
foram preparadas para o teste do vermelho neutro e MTT-tetrazolio. Os testes de
citotoxicidade foram acompanhados de crescimento controle, realizados em triplicata e
repetidos, no minimo, trés vezes. As linhagens SiHa e HepG2 foram gentilmente cedidas
pela Profa. Dra. Cristiane Pienna Soares e a linhagem RAW 264.7 pela Profa. Dra.

Alexandra Ivo de Medeiros.

3.4.2. Técnica do vermelho neutro

A citotoxicidade dos alcaldides e seus metabdlitos para as diferentes linhagens
celulares foi avaliada pela técnica do vermelho neutro (MOSMANN, 1983). Para a
determinagéo da viabilidade celular, o meio foi substituido por DMEN sem soro (200 pL),
contendo 50 mg/mL de vermelho neutro. As placas foram incubadas por 3 horas, a 37°C.
Apods esse periodo, o meio foi removido e as células lavadas duas vezes com solugao
fosfatada tamponada e, em seguida, 200 pyL de solugdo aquosa de acido acético/etanol
(1/50) foram adicionados a cada orificio para remog¢éo do corante incorporado. Apos 10
minutos, sob agitacdo, foi realizada leitura espectrofotométrica em leitor de microplacas

(Tecan Spectra) em comprimento de onda de 540 nm

3.4.3 Técnica do MTT

A citotoxicidade dos alcaldides e seus metabdlitos para as diferentes linhagens
celulares também foi avaliada pela técnica do MTT (BORENFREUND, 1988). O meio de
cultivo contendo as diferentes concentragdes das substancias teste foi desprezado e 100 yL

de meio contendo MTT (1mg/mL) foram adicionados em cada orificio. Apés 3 horas de
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incubacdo, sob as mesmas condi¢des atmosféricas de crescimento, os cristais de
formazana formados foram solubilizados pela adicdo de 100 pL de isopropanol. Leitura
espectrofotométrica foi realizada em espectrofotdmetro multicanal (Tecan Spectra), em

comprimento de onda de 540 nm.

3.4.4 Determinagéo do [ndice Citot6xico (ICso)
O ICso dos alcaldides foi determinado através da analise de regressao linear da
relacdo dose-resposta (absorvancia versus concentragido), que define a concentragdo da

droga capaz de reduzir em 50% viabilidade celular.

3.4.5 Citotoxicidade associada ao sistema de metabolizagdo S9

Para avaliar a citotoxicidade apds reagdo com sistema exdgeno de metabolizacao
(fracdo S9), o mesmo procedimento descrito em 3.4.1 foi realizado, sendo as células
tratadas com 200 uL das diferentes concentracoes dos alcaldides previamente submetidos a
metabolizagdo com 10% de fragdo S9. Como controle, os experimentos foram
acompanhados de crescimento celular na auséncia dos alcaldides, na presenca de 10% da
mistura S9, na maior concentragcao do solvente (DMSQO) e com diferentes concentragdes de
cisplatina com e sem a adicdo da fracdo S9. Apds 24 horas de incubacdo, o meio foi
desprezado e a viabilidade celular determinada pelo teste do VN e MTT, conforme descritos
anteriormente. Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos, no minimo, trés vezes.

O ICs5q foi determinado conforme descrito em 3.4.4.
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3.4.6. Andlise Estatistica
O teste t-Student foi utilizado para comparar dos indices citotdxicos na presenca (+)
e auséncia da fragdo S9. Assim, foram formados cinco grupos:
(A) Solamargina com (SM+) e sem (SM) sistema de metabolizacao,
(B) Solasodina com (SD+) e sem (SD) sistema de metabolizagao,
(C) Solamargina (SM) e Solasodina (SD),
(D) Solamargina (SM) e Cisplatina (CIS),

(E) Solasodina (SD) e Cisplatina (CIS).

3.5. Determinagao da atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos alcaldides foi determinada utilizando a técnica de
microdiluigdo em placas, conforme proposta por Devienne e Raddi (2002). Stgphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 foram semeados em placas contendo agar sangue de carneiro e incubadas a 37°C.
Apds 24 horas, colbnias foram transferidas para tubos contendo caldo Mueller Hinton, os
quais foram incubados overnight, a 37°C. Para obtengcdo de crescimento em fase
exponencial, uma aliquota dessa cultura foi transferida para o mesmo caldo, incubado a
37°C até turvacao equivalente a 0,5 da escala de McFarland. Orificios de microplacas foram
preenchidos com 100 puL do meio de crescimento contendo concentragdes dos alcaldides
(variando de 1500 a 0,125 mg/mL), na auséncia e presencga do sistema de metabolizagao
(10% fracao S9), sobre os quais foram adicionados 100 pL do crescimento dos diferentes
microrganismos em fase exponencial (108UFC/mL). Gentamicina foi utilizada como

antimicrobiano padrao. A inibigado do crescimento, induzida pelos alcaléides, foi determinada
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através da diferenga de absorvancia em 620 nm (espectrofotbmetro multicanal Spectra
(Shell) & Rainbow (Shell) Readers da Tecan Austria GesmbH) obtida antes e apos
incubacao por 24 horas a 37 °C. Aliquotas da suspensao bacteriana contida nos orificios da
microplaca foram inoculadas em caldo triptona soja e em placas contendo agar sangue de
carneiro a 5% que, apos incubacao, foram utilizados para a determinagdo da concentragéo
bactericida minima (CBM). Os testes foram realizados em ftriplicata e acompanhados de
crescimento controle.

A relagao direta entre a absorvancia do crescimento bacteriano apds incubacgao e
concentragao da substancia teste define a concentragao inibitéria minima, que graficamente,
€ a menor concentracdo do composto que induz um brusco declinio no valor da absorvancia
préximo de zero, que € mantido nas concentragdes seguintes. A CBM é determinada como
a menor concentragdo dos alcaldides a partir da qual ndo ha crescimento bacteriano, apos

repiqgue em meios isentos de substancia teste.

3.6. Determinagao da atividade mutagénica

Neste estudo foram utilizadas linhagens de Salmonella typhimurium auxotréoficas em
relacédo a histidina que detectam, preferencialmente, mutagenos que causam deslocamento
do quadro de leitura ou substituicdo de pares de bases do DNA (MARON; AMES, 1983).
Linhagens de S. typhimurium TA 97, TA 98, TA 100 e TA 102 foram inoculadas em 30 mL
de caldo nutriente, os quais foram incubados a 37°C, por 14 horas, sob agitacao, até resultar
suspensao contendo de 1 a 2 x 109 UFC/mL. Diferentes concentragdes dos alcaléides(500 a
125 pg/mL) e 100 pL da cultura bacteriana foram adicionados a 2 mL de Top agar,

homogeneizados e vertidos sobre placas de Petri contendo agar minimo seletivo. Apos
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solidificacdo do Top agar, as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas e colbnias
histidina positiva (+His) foram manualmente contadas. A influéncia da ativagdo metabdlica
dos glicoalcaldides foi testada simultaneamente sobre as mesmas linhagens, por meio da
adicao de 500 pL de mistura S9 ao Top agar, seguindo a metodologia descrita acima. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata, repetidos trés vezes, acompanhados de
controle de crescimento espontaneo, controle do solvente (controle negativo) e controle da
+fracdo S9 (quando necessario). Esses ensaios foram realizados no Laboratorio de
Mutagenicidade, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, sob a

orientagao da Profa. Dra. Eliana Aparecida Varanda.

Linhagem Mutageno padrao

TA 100/ -S9 AS = azida sddica (1,25 pg/placa)

TA 100/ +S9 ANTR = 2-antramina (1,25 pg/placa)

TA 98 e 97/ -S9 NPD = 4-O-nitrofenilenodiamina (10 ug/placa)
TA 98 e 97/ +S9 ANTR = 2-antramina (1,25 ug/placa)
TA102/-S9 DAU = daumicina C (6 ug/placa)

TA 102/ +S9 AF = 2-aminofluoreno (10 ug/placa)

Uma substancia é considerada mutagénica quando a razdo de mutagenicidade (RM)
€ maior ou igual a dois (MORTELMANS e ZEIGER, 2000), em pelo menos uma das doses
testadas. Igualmente, deve ficar evidenciada uma relagdo dose-resposta entre as
concentragdes avaliadas e o numero de revertentes induzidos. A RM consiste na razao
entre a média do numero de revertentes por placa teste (espontdneas e induzidas) e a
média do numero de revertentes por placa do controle negativo (espontaneas) (VALENT,

1993; UMBUZEIRO e VARGAS, 2003).
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3.7. Andlise do perfil espectral para avaliagao dos produtos de metabolizagdo dos alcaldides
pela fragao S9

O (dlicoalcaléide solamargina e sua aglicona solasodina foram analisados por
espectrometria de massas, isolados (padréo) e diluidos em DMEN acrescido de 10% de
fracdo S9 (amostras). Os espectros de massas foram obtidos através de equipamento LCQ
Fleet, da Thermo Scientific. Os padrbées e as amostras foram solubilizados em metanol
contendo 0,01% de acido formico e infundidos com o auxilio de seringa de infusdo em fluxo
de 10 pL/min em uma interface de electrospray, operando no modo positivo, com as
seguintes condicoes de analise: voltagem do spray = 5 kV, temperatura do capilar = 275°C,
voltagem do capilar = 20 V, voltagem das lentes do tubo = 100 V e fluxo do gas nebulizador
(nitrogénio) = 6 unidades arbitrarias. Os fragmentogramas foram obtidos em full scan com
m/z 50 a 650 para solasodina e 50 a 950 para solamargina. As analises foram realizadas no

Instituto de Quimica de Araraquara pelo Prof. Dr. Alberto Alécio Camilo.
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IV. RESULTADOS
4.1. Influéncia da fragdo S9 na viabilidade celular

A relacdo dose-resposta induzida pelos alcaldides solamargina e solasodina em
células Raw, SiHa e HepG2, avaliada na auséncia e presenca de sistema de ativagao

metabdlica, pela técnica do VN e MTT, é apresentada nas Figuras 8 a 13.
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Figura 8. Relacao dose-resposta de diferentes concentragdes de solamargina e solasodina,
com (-®-) e sem (-m-) sistema de metabolizagdo (S9), na viabilidade de células RAW,

utilizando a técnica do VN
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com (-¢-) e sem (-®-) sistema de metabolizagdo (S9), na viabilidade de células HepG2,

utilizando a técnica do VN




1,6
1,4
1,2
1,0
08 i

0,6 \\‘

0] I

N N

— 00000 .
0,0 4 L]

Viabilidade Celular (%)

54

T T T T T
0 50 100 150 200

Solamargina (ug/mL)

Viabilidade Celular (%)
o o o o r
N ES o [} o
1 1 1 1 1

e
=}
1

T T T
50 100 150 200
Solasodina (pug/mL)

Figura 11. Relacéo dose-resposta de diferentes concentragdes de solamargina e solasodina,
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Figura 13. Relacéo dose-resposta de diferentes concentragdes de solamargina e solasodina,

com (-®-) e sem (-m-) sistema de metabolizacdo (S9), na viabilidade de células HepG2,
utilizando a técnica do MTT

A Tabela 1 apresenta os indices citotoxicos obtidos pela técnica do VN e demonstra
a potente atividade téxica dos alcaldides para as linhagens celulares, superior a cisplatina,
droga usada como agente quimioterapéutico antineoplasico. O ICsy foi definido para as
linhagens Raw e SiHa, contudo, para a linhagem HepG2 esse indice nao pode ser
determinado com as concentracbes utilizadas, definindo-se assim o ICg. O ICg € a
concentragcdo da substancia teste (ug/mL) capaz de reduzir em 80% viabilidade celular. A
analise estatistica demonstrou nao haver diferengas entre os indices toxico da solamargina
e solasodina para as linhagens Raw e SiHa. Na presencga da fragao S9, observa-se que o
indice citotdxico aumenta significativamente para a linhagem Raw de ambos alcaldides,
enquanto que esse aumento na linhagems SiHa linhagem ocorreu apenas para solamargina.

Para a linhagem HepG2 a fragdo S9 potencializou o efeito citotoxico dos alcaldides.
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Tabela 1. indice citotéxico (IC) da solamargina (SM) e solasodina (SD) (ug/mL), com (+) e
sem sistema de ativacdo metabdlica, para diferentes linhagens celulares obtido pela técnica

do vermelho neutro

Alcaléides, Droga Controle e Sistema de Ativagdo Metabdlica S9

Linhagens SM SM+ SD SD+ Cis Cis+
RAW (ICs0) 12,5+043c 129108 17,6+022 121,103 271,6+218 161,6%07
SiHa (ICso) 53,6 + 3,62 92,8+1,0 90,4+0,8 54,1+6,3 87,0 5,1 9,7 £0,7
HepG2 (ICso) 7,4 £0,73b° 1,8 20,1 55+0,2abc  23+0,1 160,6+ 10,4 68,4 +4,6

aDiferenga estatisticamente significativa (p<0,05) na presenca e auséncia da fragdo S9; PbDiferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) da solamargina e solasodina na presenga e auséncia da fragdo S9;

cDiferencga estatisticamente significativa (p<0,05) dos alcaldides e cisplatina.

A Tabela 2 apresenta os indices citotdxicos dos alcalbdides, com e sem o sistema de
metabolizacdo, determinados pela técnica do MTT-tetrazdlio. Para as linhagens RAW e
SiHa nao houve diferenga significativa para o ICso dos alcaldides. Conforme ja demonstrado
pela técnica do VN, devido a alta toxicidade desses alcaldéides para HepG2, as
concentragoes utilizadas nos ensaios nao permitiram a definicao do 1Cso, sendo determinado
0 ICg. Para essa linhagem, apesar da fracdo S9 potencializar o efeito citotoxico dos
alcaloides nao houve diferenga significativa em relagéo aos indices na auséncia do sistema
de metabolizagdo. A comparacao dos resultados demonstra que a concentragdo téxica
obtida pela técnica do MTT-tetrazolio foi menor que a obtida pela técnica do VN, excecao
feita para HepG2, porém o comportamento citotdxico de dose-dependéncia € mantido,
independente da técnica utilizada. O resumo da analise estatistica por teste t-Student para

comparacgao da atividade citotdxica determinada pela técnica do VN e MTT € apresentado a
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seguir. Nota-se que apenas para a linhagem HepG2 nao houve diferenca significativa entre
as duas técnicas utilizadas para a comparacdo da citotoxicidade nos diferentes grupos

analisados.

Tabela 2 - indice citotéxico (IC) da solamargina e solasodina com e sem sistema de

ativacdo metabdlica para diferentes linhagens celulares obtido pela técnica do MTT-

tetrazélio

Alcaléides, Droga Controle e Sistema de Ativagdo Metabdlica S9
Linhagens SM SM+ SD SD+ Cis Cis+
RAW (ICs0) 7,2£0,32 13,6 £1,0 9,8 £ 0,42 14,8+1,9 357+3,8 11,2 £ 0,01
SiHa (ICso) 8,6 + 1,0ac 26025 133x063c 21,1+0,2 51,6 £6,5 19,2+0,4
HepG2 (ICso) 11,6 £0,2 34+04 15,9 0,1 3,5+0,1 3,6+0,1 41+02

aDiferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na presenca e auséncia da fracdo S9; PbDiferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) da solamargina e solasodina na presenga e auséncia da fragdo S9;

cDiferenca estatisticamente significativa (p<0,05) dos alcaldides e cisplatina.

4.2. Influéncia da fragdo S9 na atividade antimicrobiana

Os ensaios para a determinacdo da atividade antimicrobiana revelaram que os
alcaléides inibem o crescimento bacteriano de maneira dose-dependente. Este
comportamento ocorreu com e sem o sistema de metabolizacdo S9 para os diferentes
géneros bacterianos. A fragdo S9 contribuiu com o efeito antimicrobiano dos alcal6ides para
P. aeruginosa (Figura 14 e Tabela 3). Quando a atividade antibacterina foi avaliada para E.
coli; a solamargina apresentou maior atividade inibitéria em relagdo a solasodina (Figura 15

e Tabela 4) e a solasodina na presenca da fragdo S9 aumentou sua capacidade em inibir o



58

crescimento desse género bacteriano. Para S. aureus, a solasodina foi o alcaldide que
demonstrou maior atividade antibacterina, sendo a CIM, na presenca e auséncia do sistema
de metabolizagdo, de 1000 ug/mL (Figura 16 e Tabela 5). A CIM de 1000 pug/mL foi obtida
para a solamargina apenas na presenca do ativador metabdlico. Salienta-se que o efeito

bactericida ndo foi observado na maior concentragéo ensaiada (1500 pyg/mL).
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Figura 14. Relagao dose-resposta do crescimento de Pseudomonas aeruginosa na presenga
de solamargina e solasodina com (-®-) e sem (-®-) sistema de metabolizagdo (S9)

Tabela 3 - Inibi¢do do crescimento de Pseudomonas aeruginosa (%) induzido por diferentes
concentragbes de solamargina (SM) e solasodina (SD), com (+S9) e sem ativagdo

metabodlica S9

Porcentagem de inibigéo (%)

mg/mL SM SM+S9 SD SD+S9
0,125 26 19 20 51
0,250 32 41 31 50
0,500 41 50 33 54
0,750 43 75 49 55
1,000 53 78 49 62

1,500 60 80 80 72
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Figura 15. Relacdo dose-resposta do crescimento de Escherichia coli na presenca de

solamargina e solasodina com (-®-) e sem (-8-) sistema de metabolizacao (S9)

Tabela 4 - Inibicdo do crescimento de Escherichia coli (%) induzido por diferentes

concentragbes de solamargina (SM) e solasodina (SD,) com (+S9) e sem ativagdo

metabdlica S9

Porcentagem de inibigédo (%)

mg/mL SM SM+S9 SD SD+S9
0,125 34 23 36 48
0,250 60 26 37 64
0,500 61 29 37 73
0,750 63 30 46 76
1,000 65 30 52 78
1,500 75 98 66 82
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Figura 16. Relacdo dose-resposta do crescimento de Staphylococcus aureus na presenga

de solamargina e solasodina com (-®-) e sem (-m-) sistema de metabolizacao (S9)

Tabela 5 — Inibicdo do crescimento de Stgphylococcus aureus (%) induzido por diferentes

concentragbes de solamargina (SM) e solasodina (SD) com (+S9) e sem ativagdo

metabodlica S9

Porcentagem de inibigédo (%)

mg/mL SM SM+S9 SD SD+S9
0,125 3 40 36 61
0,250 14 48 42 74
0,500 33 70 59 74
0,750 36 85 71 84
1,000 47 100 100 100
1,500 50 100 100 100
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4.3. Influéncia da fragdao S9 na atividade mutagénica

Os resultados dos ensaios realizados com a solasodina para as linhagens TA98 e
TA100 de S. Hyphimurium, na presenga e auséncia de ativagdo metabdlica, sédo
apresentados na Tabela 6. Os valores de razao de mutagenicidade demonstraram que a
solasodina nao possui propriedades mutagénicas na maior concentracdo ensaiada (500
Mg/placa), visto a razdo de mutagenicidade, igual ou superior a 2, ndo ter sido detectada
(Tabela 7). Devido a baixa quantidade de massa, a atividade mutagénica para as linhagens
TA97 e TA102 ndo foi realizada. Para a solamargina, os resultados dos ensaios
revertentes/placa com as linhagens TA 98 e TA 97, na presenga e auséncia da ativagao
metabdlica, sdo apresentados na Tabela 8. Diferenga estatisticamente significativa para as
revertentes da linhagem TA98 nas concentragdes de 350, 450 e 500 ug/placa, na auséncia
de metabolizacdo em relagdo a metabolizada, foi observada. Os valores de razdo de
mutagenicidade igual e superior a dois demonstraram que esse glicoalcaléide apresenta
atividade mutagénica para essa linhagem. O mesmo nao é observado para a linhagem TA
97 (Tabela 9). A Tabela 10 apresenta os resultados revertentes/placa para as linhagens
TA100 e TA102, para solamargina com e sem sistema de ativagdo metabdlica. Apesar do
numero de vertentes por placas tratadas com solamargina em sistema de metabolizagéo
apresentar diferenga nas concentragdes maiores ou igual a 250 pg/placa, esse valor nao foi

suficiente para atingir a razdo de mutagenicidade (Tabela 11).
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Tabela 6 — Mutagenicidade da solasodina com e sem ativacdo metabdlica para linhagens
TA98 e TA100 de S. typhimurium

Revertentes/placa em linhagens de S. fyphimurium?

Tratamento TA 98 TA 100
(Mg/placa) -S89 +S9 -S89 + S9
0 18+ 3,5 2047 149 + 2,1 119+ 13,5
125 19+0,0 22+45 152 £ 2,1 110 + 14,7
250 13+1,5 25+7,2 118+ 1,0 121 + 15,9
350 13+1,5 26 + 3,2 129+7,0 126 + 23,5
500 20+7,6 23+27 150 £ 4,5 146 £ 14,0
C+ 416 + 22,3 525 + 8,7 1962 + 105,1 1182 + 54,8

a Valores apresentados como média e desvio padrdo. A freqliéncia de reversao espontanea nao foi subtraida.
Controle negativo = 0 (DMSO - 100 (uL/placa)); Controle Positivo: TA 98 (-S9) - NDP (4-o-nitrofenilenodiamina —
10,0 (ug/placa)); TA 98 (+S9) - ANTR (2-antramina - 1,25 (ug/placa)); TA 100 (-S9) — AS (azida sodica — 1,25
(ug/placa)); TA100 (+S9) — ANTR (2-antramina - 1,25 (ug/placa)).

Tabela 7 — Razdo de mutagenicidade em linhagens TA98 e TA100 de S. fyphimurium para

diferentes concentracdes de solasodina

Razao de mutagenicidade

Tratamento TA 98 TA 100

(ug/placa) -89 +S9 -S89 + S9
125 1,0 1,1 0,8 0,9
250 0,7 1,3 0,8 1,0
350 0,7 1,3 0,7 1,1
450 1,1 1,2 1,0 0,9

500 1,0 1,1 0,8 0,9
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Tabela 8 — Mutagenicidade da solamargina com e sem ativagcdo metabdlica para linhagens

TA98 e TA97 de S. typhimurium

Revertentes/placa em linhagens de S. fyphimurium?a

Tratamento
(Mg/placa) -S89 +S9 -S89 + S9
0 36 4,0 30+1,5 172 £ 5,0 166 * 4,0
125 34+1,0 31+2,1 168 £ 6,0 162 £ 4,5
250 37+2,7 30+2,0 171+4,0 167 £ 7,0
350 48 + 3,5b 36+1,5 176 £ 4,9 171+9,0
450 76 £3,1° 38+4,0 175+ 5,0 177 £ 5,0
500 82 +2,5° 49 + 3,1 202 £2,1 193+4,4
C+ 667 £ 2,5 41+5,1 184 £ 2,7 176 £ 4,0

a Valores apresentados como média e desvio padrdo. A freqiiéncia de reversdo espontanea ndo foi subtraida.

Controle negativo

0 (DMSO - 100 (uL/placa)). Controle Positivo: TA 98 e 97 (-S9) - NDP (4-o-

nitrofenilenodiamina — 10,0 (ug/placa)); TA 98 e 97 (+S9) - ANTR (2-antramina- 1,25 (ug/placa)). b Diferenga

estatisticamente significativa (p<0,05) na presenga e auséncia da fragdo S9.

Tabela 9 — Razdo de mutagenicidade obtida com linhagens TA98 e TA97 de S. fyphimurium

tratadas com diferentes concentragdes de solamargina

Razao de mutagenicidade

Tratamento

(ug/placa) -89 +S9 -S89 + S9
125 0,9 1,0 0,9 1,0
250 0,9 1,1 1,0 1,0
350 1,0 1,2 1,0 1,0
450 2,0 1,2 1,1 1,1
500 2,2 1,2 1,1 1,1
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Tabela 10 — Mutagenicidade da solamargina com e sem ativagdo metabdlica para linhagens
TA100 e TA102 de S. typhimurium

Revertentes/placa em linhagens de S. tfyphimurium @

Tratamento TA 100 TA 102
(ng/placa) -S89 +S9 -S89 +S9
0 171 + 3,1 152+ 5,6 261 + 10,1 276 + 6,1
125 163 + 5,4 158 + 5,3 251 + 8,1 278 + 6,7
250 169 + 2,5°b 170 £ 4,7 264 + 6,0 287 + 8,5
350 174 £ 4,5° 176 £ 3,6 276 £ 5,3 302 £ 11,1
450 175+ 5,50 178 £4,0 286 + 6,0 30575
500 178 £ 4,0° 176 + 4,1 282+5)9 292 +7,6
C+ 1145 + 89 1225 + 45 999 + 53 1035 + 67

a Valores apresentados como média e desvio padrao. A freqiiéncia de reversdo espontanea nao foi subtraida.
Controle negativo = 0 (DMSO - 100 (uL/placa)). Controle Positivo: TA 100 (-S9) - AS (azida Sédica — 1,25
(ug/placa)); TA 100 (+S9) - ANTR (2-antramina - 1,25 (ug/placa)). TA 102 (-S9) — DAU (daunomicina — 6
(ug/placa)); TA 102 (+S9) — AF (2-aminofluoreno — 10 (ug/placa)); b Diferenga estatisticamente significativa

(p<0,05) na presenca e auséncia da fragdo S9.

Tabela 11 — Razdo de mutagenicidade em linhagens TA100 e TA102 de para diferentes

concentragdes de solamargina

Razao de mutagenicidade

Tratamento TA 100 TA 102
(ug/placa) -89 +S9 -S89 + S9
0 0,9 1,0 0,9 1,0
125 0,9 1,1 1,0 1,0
250 1,0 1,2 1,0 1,0
350 1,0 1,2 1,1 1,1
450 1,0 1,2 1,1 1,1

500 1,0 1,2 1,1 1,1
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4.4, Produtos de metabolizagéo /in vifro da solamargina e solasodina

lonizacao por electrospray foi realizada para as amostra dos alcaldides no intervalo
de massas de m/z 50-950 no modo positivo produzindo molécula protonadas [M + H]*. O
fragmentograma da solamargina (Figura 17) contém dois ions. O ion protonado m/z 868
corresponde a solamargina e o fragmento m/z 850 corresponde a perda de uma molécula de
agua. Os produtos de fragmentacido da solamargina com adicdo da fracao S9 (Figura 18)
contém dez fragmentos detectados em m/z 357, 369, 421, 434, 499, 579, 601, 633, 737, 835
que diferem da solamargina pura e da mistura de DMEN acrescido de S9 (Figura 21). Nesse
mesmo fragmentograma (Figura 18) observa-se, ainda, a presenca de trés ions em m/z 877,
893 e 934, que nao sao detectados na mistura S9 (Figura 21) e podem ser indicativos de
produto de metabolizacdo por conjugacdo. O fragmentograma da solasodina apresentado
na Figura 19 contém cinco picos principais. O ion protonado m/z 414 corresponde a
solasodina e 0 m/z 396 corresponde a perda de uma molécula de agua. Trés picos
adicionais também foram identificados e os seus ions moleculares foram detectados em m/z
157, 253, e 271. Os produtos de fragmentacdo da solasodina apds biotransformagédo com
fracdo S9 (Figura 20) contém trés fragmentos m/z 317, 379, e 381 que diferem dos obtidos
para solasodina pura, e ndo estdo presentes na fracdo S9 (Figura 21), porém, nota-se a
presenca de seis ions em m/z 421, 499, 522, 559, 579, 601, demonstrando mudancgas no
perfil de fragmentos dos alcaléides. Com excessao dos fragmentos m/z 522 e 559, todos os
demais coincidem com ions detectados no fragmentograma da solamargina na presenca da

fracdo S9 (Figura 18).
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V - DISCUSSAO

Compostos bioativos sdo, em sua maioria, metabolitos secundarios e, geralmente, estao
relacionados com os sistemas de defesa das plantas contra a radiagao ultravioleta ou as
agressodes de insetos ou patogenos (MANACH et al., 2004). Um bioativo pode apresentar certa
atividade bioldgica in vifro, mas esse mesmo composto pode ndo ser biodisponivel /in vivo ou
ser rapidamente metabolizado e excretado, tornando-se ineficaz. Uma abordagem completa
sobre a atividade biolégica dessas substancias deve envolver o estudo da sua
biodisponibilidade, englobando a absorcado, distribuicdo, metabolismo, tempo de meia vida
efetiva, mecanismos de ativacdo e inativacdo e a excrecdo do composto em questio.
Certamente, somente uma pequena parte dos compostos bioativos foi adequadamente
estudada sob esse ponto de vista.

Embora mais de 100 glicoalcaldides estruturalmente diferentes tenham sido isolados a
partir de mais de 350 espécies de So/anum, os quatro glicoalcaléides mais conhecidos sao
chaconina, solanina, solamargina e solasonina (FUKUHARA e KUBO, 1991). Os estudos que
avaliam o potencial biolégico dos alcaldides incidem sobre a estrutura quimica dos diferentes
metabolitos de Solanum spp e foram desenvolvidos para melhorar a seguranca dos alimentos
vegetais da dieta humana (MILNER et al. 2006).

Apesar dos glicoalcaléides estarem relacionados com intoxicagdo em seres humanos,
nas ultimas décadas, a maioria dos estudos foi direcionado para a atividade anticancerigena
devido a extrema citotoxicidade. E reconhecido que glicosideos contendo chacotriose sdo mais

ativos quando comparados a outros residuos glicosideos de estrutura quimica semelhante.
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Alguns estudos relatam que as agliconas possuem baixa atividade biolégica, sugerindo
que essa fungio possa estar relacionada aos glicosideos ligados a aglicona (MORILLO et al.,
2001). Nesse trabalho demonstramos pela técnica do MTT-tetrazdlio ndo haver diferenga no
potencial citotéxico do glicoalcaléide solamargina e da aglicona solasodina, independente da
linhagem celular utilizada (Raw, SiHa e HepG2), sugerindo que a cadeia lateral de trissacarideo
nao interfere nessa atividade para esses sistemas celulares.

O mecanismo de morte celular (apoptose) induzido pela solamargina em células
leucémicas (K562) foi relatado por Sun et al. (2010), onde os autores demonstram que,
inicialmente, esse alcalbide induz permeabilizacdo da membrana mitocondrial, com ruptura dos
lisossomas e liberacdo de catepsina B para o citosol. Subsequentemente, ocorre dano
mitocondrial, com diminuicido do potencial de membrana, e liberacdo do citrocromo C. Esse
mecanismo pode justificar as diferengas nos indices cictotoxicos determinado por técnicas que
revelam atividades mitocondrial (MTT) e lisossomal (VN). A citotoxicidade dos alcaléides foi
maior para as linhagens RAW e SiHa quando determinada pela técnica do MTT em relacao ao
VN. Essa diferenga pode ser decorrente da sequéncia dos mecanismos pelos quais esses
alcaldéides induzem morte celular. Ainda ha muito a esclarecer sobre as ligagbes moleculares
entre as vias lisossomal e mitocondrial na indugdo de morte celular pela solamargina (SUN et
al., 2010).

E notdrio o efeito citotdxico observado para a solamargina em células tumorais SiHa e
Raw, mas nas mesmas concentragdes utilizadas nos ensaios, 0 ICso ndo foi definido para a

linhagem HepG2, demonstrando maior sensibilidade dessas células. As células HepG2
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conservam, além das atividades das enzimas da fase |, tais como as do citocromo P450, as
enzimas da fase I, incluindo glutationa-S-transferases, sulfotransferases, N-acetiltransferases e
glucoranosiltransferases que estdo envolvidas no metabolismo de carcinégenos, as quais
apresentam importante funcao na ativacdo ou detoxicacdo de carcindgenos reativos de DNA
(MAJER et al., 2004). Portanto é aceitavel que esses ensaios possam refletir com mais
fidelidade o metabolismo desses alcaldides.

O mecanismo pelo qual alguns glicoalcaldides desencadeiam reagdes apoptéticas
também foi descrito por Shiu et al. (2007), que demonstraram ocorrer uma super expressao dos
receptores de morte, culminando no aumento de Bax para Bcl-2. Isso resulta na liberacdo de
citocromo C da mitocondria e ativacao de caspase-8, caspase-9 e caspase-3. Nesse mesmo
estudo, os pesquisadores observaram atividade antiproliferativa dos glicalcaléides solamargina
e solasonina, que possuem a mesma aglicona, bem como seus produtos de hidrolise
(chacotriose e raminose), em células tumorais HCT-8, através da técnica do MTT. Os
resultados mostraram que ambos glicoalcaléides exibem forte atividade citotdxica, sugerindo
que as diferengas nas cadeias laterais (trissacarideos) da aglicona n&o influenciaram nessa
atividade.

Os glicoalcaléides solamargina e solasonina, isolados de Solanum sodomaeum, foram
eficazes na inibicdo de tumores da pele humana, incluindo carcinomas de células basais e
escamosas (CHAM, 1994). Outros estudos indicam que a solamargina e seus derivados
possuem atividade antitumoral, inibindo o crescimento de linhagens celulares cancerigenas tais

como de colon (HT-29, HCT-15), de préstata (LNCaP, PC-3), de mama (T47D, MDA-MB-231)
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(HU, 1999; LEE, 2004) e células de cancer de pulmao (H441, H520, H66, HE69) (LIU, 2004;
FRIEDMAN, 2005, TIOSSI, 2010).

O efeito citotoxico da solamargina em células de cancer de mama humana demonstrou
ser maior que a de medicamentos utilizados na quimioterapia, como cisplatina, metotrexato, 5-
fluorouracil, epirrubicina e ciclofosfamida (SHIU, 2007), dados que corroboram com nossos
resultados em relagao as linhagens de carcinoma cervical e macroéfagos murino utilizadas nesse
estudo. Diferengas na sensibilidade de linhagens celulares a determinados xenobidticos podem
estar relacionadas aos diferentes mecanismos de entrada, acdo e reposta celular a esses
agentes. Alguns antineoplasicos derivados de planta que induzem apoptose demonstram que
esse efeito depende do estagio de diferenciagao celular, sendo mais efetivo contra células
pouco diferenciadas (BRANDAO et al., 2010).

A demonstracio de que apoptose € um mecanismo inato de defesa antineoplasica e que
varios agentes quimioterapicos agem através da indugao desse tipo de morte celular (agentes
supressores de cancer) levou a uma intensa investigagdo de substancias quimicas para
aplicagao no tratamento do cancer. (GRIVICICH et al., 2007)

Algumas familias de enzimas do citocromo P450, que catalizam a maior parte das
reacdes da fase | do metabolismo, sdo importantes na neutralizagao do efeito citotdxico de
alguns agentes antineoplasicos, gerando metabdlitos com pouca ou nenhuma citotoxicidade.
Esta situacao induz efeitos inesperados na terapia contra certos tipos de cancer. Como exemplo
pode-se citar a procarbazina e tamoxifeno, que inibem mielomas multiplos e tumores de mama,

respectivamente. Entretanto, existem subfamilias de enzimas P450 que catalisam reac¢des cujos
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produtos sao metabdlitos com potente atividade antitumoral. Exemplos destes sao a ifosfamida
e ciclofosfamida, pro-drogas metabolizadas por subfamilias do complexo P450, empregadas no
tratamento de sarcoma e leucemias, respectivamente (QUINONES et al., 2008). Apesar de
estudos com P450 serem os mais utilizados para avaliar o metabolismo de drogas, esse
sistema nao contem todas as enzimas de reacdes da fase Il, ndo representando totalmente o
ambiente fisiolégico endégeno (JIA e LIU, 2007).

Na tentativa de mimetizar a biotransformacgao /n vivo por enzimas do complexo P450, os
testes de citotoxicidade foram feitos na presenca de 10% da fracdo S9. Para a linhagem RAW,
nossos resultados demonstraram significativa diminuicdo da citototoxicidade dos alcaloides
obtidos pelas duas técnicas utilizadas. A presenca da fragao S9 para a linhagem SiHa diminuiu
a citotoxicidade dos alcaloides apenas quando revelada pela técnica do MTT. Para a linhagem
HepG2, a presenca do sistema de metabolizagdo aumentou significativamente a citotoxicidade
de ambos compostos demonstrada pela técnica do VN, entretanto ndo houve diferenca no
indice citotoxico pela técnica do MTT. Esses resultados sugerem diferengas na interacao célula-
droga ou especificidade de resposta celular ou que o sistema exégeno de metabolizagdo nao
interferiu na estrutura do alcaléides ou mesmo que, caso tenha ocorrido a metabolizacdo, a
atividade citotdxica dos metabdlitos gerados ndo modifica a citotoxicidade dos alcaldides.

O potencial antimicrobiano é o principal alvo para novos farmacos em decorréncia da
resisténcia bacteriana aos atualmente utilizados. Extratos de frutos e folhas de algumas
espécies de plantas da familia Solanaceae foram avaliados quanto a atividade antibacteriana

por serem utilizadas na medicina tradicional para tratar algumas doengas humanas e animais
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(WANYONYI et al., 2002). Poucos sao os trabalhos que relatam a atividade antibacteriana de
alcaldides isolados e identificados, entretanto essa atividade € observada, mesmo que
moderada, quando esses compostos estdo presentes em extratos brutos (SHOKEEN et al.,
1999; SIMEON et al., 1990).

Extrato metandlico bruto dos frutos de Solanum aculeastrum Dunal demonstrou
atividade antibacteriana moderada para S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, através do teste de
disco difusao, sendo que essa atividade foi maior nas fragdes contendo maior quantidade de
glicosaponinas esteroidais (mais polares) que a observada nas fracdes com maiores
quantidades de glicoalcaloides esteroidais (menos polares). Os autores justificam que essa
atividade é decorrente de diferencas no numero, tipo de acucar e ligagdes interglicosideos do
agucar ligado a aglicona (WANYONYI et al., 2003). Esses autores ndo observaram haver
diferenga no halo de inibiacdo de uma das fragdes menos polar em relacdo ao extrato
metandlico bruto para S. aureus.

A comparacdo do potencial antimicrobiano de compostos vegetais & dificultada em
funcdo das diversas metodologias utilizadas pelos pesquisadores. Os dois métodos mais
comumente utilizados avaliagdo do potencial antimicrobiano, principalmente de extratos de
plantas, sdo os de difusdo em agar e de diluicdo em caldo. O método de difusdo em agar pode
ser realizado através das técnicas do disco, do poco ou template. Varias alteragoes foram
realizadas nessas metodologias para obtengdo de resultados mais confiaveis, pois alguns
fatores, tais como composicdo do meio de cultura, microrganismos testados, método de

extracdo, pH e solubilidade das amostras no meio de cultura, podem alterar os resultados,
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dificultando a padronizacado do procedimento (ALVES et al., 2008). Cowan (1999) sugere que a
padronizagao sistematica dos testes /n vifro na busca de compostos com atividade
antibacteriana seja uma alternativa para solucionar a discrepancia de resultados. Em nosso
estudo, a solasodina apresentou CIM apenas para S. aureus (1,0 mg/mL), obtida através da
técnica espectrofotométrica de microdiluicdo em placa. O sistema exdégeno de metabolizagao
potencializou a atividade antimicrobiana de ambos alcaléides. Compostos que necessitam de
biotransformacédo prévia para promover efeito farmacolégico sdo designados de pré-farmacos
(CHIN e FERREIRA, 1999). Entretanto, esses alcaléides, mesmo apds biotransformacéo,
mantém alta atividade citotdxica em baixas concentragdes, ndao demonstrando ser estruturas
propicias para maiores investigacdes como agente antimicrobiano.

A quimioterapia com uso de drogas citotoxicas tem sido rotina no tratamento de céancer,
sendo que as drogas utilizadas apresentam diferentes mecanismos de ag¢do e a maioria
mutagénica e/ou carcinogénica. Dentre os testes para avaliagdo da atividade mutagénica,
destacam-se os ensaios de mutagao génica reversa com S. lyphimurium, teste de AMES, que é
mundialmente reconhecido quanto a sua eficiéncia na deteccdo de mutagdes pontuais por
diferentes agentes (ZEIGER, 2001; VARELLA et al., 2004). Varias substancias mutagénicas
primeiramente identificadas pelo teste de Ames mostraram-se carcinogénicas em ensaios com
animais (UMBUZEIRO e VARGAS, 2003; MARON e AMES, 1983).

Nossos resultados demonstram que a solasodina ndo apresenta atividade mutagénica,
pois nao alterou significativamente a freqliéncia de revertentes para as linhagens testadas. A

solamargina demonstrou indicios de mutagenicidade na linhagem TA98 nas maiores
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concentragoes ensaiadas. Essa linhagem detecta compostos que deslocam o quadro de leitura
do DNA, resultados que corroboram com os achados de Almeida et al. (2010). Entretanto, as
linhagens bacterianas por ndo apresentarem enzimas de metabolizagéo, adiciona-se as culturas
fracdo microssomal S9 (MARON e AMES, 1983). Na presencga da fracao S9, solamargina e
solasodina ndo demonstraram atividade mutagénica para as linhagens testadas.

Um dos primeiros estudos em relacdo a mutagenicidade dos alcalodides foi realizado por
Friedman e Henika (1992), pelo teste de Ames, com as linhagens TA98 e TA100. A chaconina
apresentou ser mutagénica na TA98 sem ativacdo microssomal e a solanina demonstrou ser
fracamente positiva na TA100 com sistema de ativacdo S9 demonstrando que esses alcaloides
nao causam danos no DNA. Todavia, alguns trabalhos demonstram embriotoxicidade e
teratogenicidade induzida por alcaldides (WANG et al.,, 2005; McWILLIAMS et al.,, 2000;
FRIEDMAN et al., 1997; BLANKEMEYER et al., 1997; DRESSER et al., 1992). Assim, apesar
da maioria dos dados sobre potencial mutagénico de antineoplasicos derivar de ensaios com S.
typhimurium, é fundamental que outros testes mais complexos sejam realizados na deteccao de
danos genéticos causados por agentes antineoplasicos.

O emprego Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Espectrometria de Massa (CLAE-
MS) como um método analitico para a determinagdo estrutural de glicoalcaldéides ganhou
impulso na ultima década. A identificagao de glicoalcaldides é primeiramente realizada pelo seu
peso molecular e confirmada por comparagao o padrao de fragmentagao resultante de acordo
com a literatura (TROUILLAS, 2005). Para a maioria dos xenobibticos em teste, o metabolismo

€ muito complexo e envolve varios compostos ativos, dificultando a interpretacédo e a
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determinacgao dos caminhos de fragmentacao. A interpretacdo dos padrdes de fragmentacao de
glicoalcaldides da berinjela, da batata e do tomate realizada por MS fornece uma referéncia util
para a analise desses alcaldides (DISTL e WINK,2009; CATALDI, 2005; CLAEYS, 1996).
Mudangas estruturais causadas por reagdes metabdlicas induzem efeitos no
comportamento cromatografico dos compostos de origem, pois alteram as estruturas quimicas
dos mesmos (NALECZ-JAWECKI, 2007; NALECZ-JAWECKI et al., 2007). Os fragmentos
observados na espectrometria de massas correspondem a partes de uma molécula que, com
base nas mudangas de suas massas, determinam metabdlitos gerados, quando comparados
aos composto de origem. A analise espectral demonstrou a biotransformacao dos alcaldides
solamargina e solasodina induzida pelo sistema exdgeno de metabolizagao S9. Observa-se que
a quantidade da fragdo microsssomal utilizada (10%) néo foi suficiente para metabolizar todas
as moléculas dos alcaldides presente nos ensaios, visto que ainda sdo detectados picos
referentes a esses alcalbides, contudo foi possivel demonstrar diferentes produtos formados
pela adicdo da fracao S9. Os produtos de fragmentacao por MS, detectados em nosso estudo,
sao provenientes da clivagem no anel B e E conforme proposto por Cahill et al. (2010) cujos
fragmentos correspondem aos ions m/z 271, 253 e 175, conforme demonstrado na Figura 16.
Como esperado, na MS da solasodina é detectado ions m/z 414 e 396, esse ultimo referente a

perda de uma molécula de agua.



80

Figura 22. Fragmentos da solasodina detectados em MS (CAHILL et al., 2010)

Uma das limitagdo para o possivel desenvolvimento de medicamentos anticancerigenos
a partir de plantas é a obtencao de pequena quantidade dessas moléculas ativas. Estudos que
evidenciam glicoalcaldides de Solanum palinacanthum demonstram que essa espécie de
Solanum apresenta um bom rendimento para a obtengdo de solamargina, conforme
metodologia utilizada em nosso estudo e proposta por Almeida e Rocca (1995).

Uma das limitacdo para desenvolvimento de medicamentos anticancerigenos a partir de
plantas € a pequena concentracdo dessas moléculas ativas. Estudos que evidenciaram
glicoalcaléides em Solanum palinacanthum demonstraram que essa espécie apresenta um bom
rendimento para a obtengado de solamargina, conforme metodologia utilizada em nosso estudo e
proposta por Almeida e Rocca (1995).

Embora a literatura relate a agdo anticancerigena da solamargina, € importante ressaltar
que essa molécula, conforme demonstrado nesse trabalho é biotransformada in vitro por

enzimas microssomais presentes na fragcdo S9. Assim, € importante destacar que a resposta
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farmacologica esperada pode nao ser observada in vivo, visto ser a biotransformagao uma das

principais etapas farmacocinéticas responsaveis pela atividade terapéutica das drogas.
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VI - CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o sistema de metabolizagdo S9:

1) Altera a atividade citotoxica da solamargina e solasodina para as linhagens celulares
RAW e SiHa e potencializa essa atividade na linhagem HepG2, demonstrando poder induzir in

vivo efeitos hepatotéxicos;

2) Potencializa a inibigdo do crescimento bacteriano dos alcaldides para Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, entretanto a CIM foi obtida somente para

Staphylococcus aureus na concentragao 1,0 mg/mL;

3) Reverte o trago de mutagenicidade da solamargina na linhagem TA98;

4) Nao biotransforma o glicoalcaléide solamargina em sua aglicona solasodina,

conforme demonstrado pelo espectro de massa, mas atua nesses compostos gerando outros

metabadlitos.
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Abstract: The steroidal glycoalkaloid solamargine and its parent aglycone solasodine,
isolated from Solanum palinacanthum, were studied in vitro for cytotoxicity and
biotransformation by the hepatic S9 fraction. The MTT uptake assay was used to determine
viability after 24 h in RAW 264.7 mouse macrophage-like and SiHa cells exposed to
various concentrations of the alkaloids in the presence and absence of the hepatic S9
microsomal fraction. The dose-response curves were established for solamargine and
solasodine in the presence and absence of external metabolizing system. From these data
the cytotoxic index (ICsp) was calculated with mean values of 7.2 and 13.6 pg/mL for Raw
cells and 8.6 and 26.0 pg/mL for SiRa cells, respectively. Mass spectrometry was
performed to compare the fragmentation patterns of the alkaloids to predict metabolism by
the S9 fraction. The mass spectra demonstrated a distinct fragmentation patterns for
solamargine and solasodine after the addition of the S9 fraction, but our results show that
the S9 fraction does not affect cytotoxicity. In the present study we demonstrate that the
cytotoxic effect of solamargine or solasodine and the hydrolytic products prepared in vitro
by biotransformation with the S9 fraction are similar. These findings suggest that the
metabolic activation system S9 fraction may fail to contribute to the biotransformation
processes of solamargine and solasodine to turn these alkaloids less toxic.
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1. Introduction

Plants of the Solanaceae family are the subject of current scientific inquiry due to their medicinal
properties — naturally producing compounds that are important for human nutrition and health [1]. In
this family of approximately 96 genera and 3000 species, the Solanum genus is the most
representative, containing many fruits and vegetables commonly found in the human diet [2]. Research
has shown that members of the Solanaceae family synthesize both beneficial compounds and some
toxic compounds [1,3]. Glycoalkaloids, a class of nitrogen-containing steroidal glycosides, are
biologically active secondary plant metabolites commonly found in plants of the Solanum genus [4].

The toxicity of glycoalkaloids in humans is well documented, with solanine poisoning from
blighted, green, or sprouted potatoes having been reported as early as 1980 [5]. Consumption of
potatoes containing high levels of glycoalkaloids is reported to cause severe illness and even death. In
cases of mild glycoalkaloid poisoning symptoms include headache, vomiting, and diarrhea.
Neurological symptoms have also been reported, including apathy, restlessness, drowsiness, mental
confusion, rambling, incoherence, stupor, hallucinations, dizziness, trembling, and visual disturbances
[4]. Glycoalkaloids are largely unaffected by food processing, including baking, cooking, and frying
[6,7].

Glycoalkaloids have been the subject of a great deal of study. The literature suggests that these
compounds possess several beneficial properties, such as anticancer, anti-inflammatory,
antinociceptive, antipyretic, anticholesterol, antifungal, and antibacterial effects [4]. However, with the
exception of extensive pharmacological studies, few studies have examined the bioavailability,
metabolism and pharmacokinetics of glycoalkaloids in humans. Solanidine, a steroidal aglycone, has
been detected in the sera of people who had consumed compromised potatoes [8] and in human post-
mortem liver [9]. Research has also demonstrated that the clearance of glycoalkaloids usually takes
more than 24 h, which implies that the toxicants may accumulate with daily consumption, and this
accumulation may lead to adverse health effects [10]. Because it is not known whether the glycosides
or their hydrolytic products (metabolites) are the actual toxicants, there is a need to determine whether
the hydrolysis of the oligosaccharide side chains occurs in the gut by hydrochloric acid or by digestive
enzymes of the stomach and liver [11].

Biotransformation, a term synonymously used with metabolism, is the chemical alteration of a
substance, usually a drug, within the body by the action of enzymes [11]. Studies evaluating the in
vitro biotransformation of xenobiotic compounds in vertebrate systems are performed in either
microsomal liver systems [12] or commercially available hepatocytes isolated from various animal
species or human donors [13]. Liver metabolic enzymes (S9 fraction) containing cytochrome P450
with a heme iron center, a flavoprotein dependent on the reduction and oxidation of nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) (cytosolic enzyme), can be utilized in a variety of models
and is being accepted as a metabolic activator for in vitro tests [14]. The results obtained from such
tests can help with the interpretation of toxicological and clinical studies.
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The introduction of new analytical techniques, especially liquid chromatography/mass spectrometry
(LC/MS), has made it possible to characterize metabolites that are experimentally generated with the
use of animal and human recombinant enzymes, different livers and other tissue fractions such as
microsomes and slices [15]. In general, MS is considered to be one of the most universal tools for the
identification and determination of xenobiotics [11].

The glycoalkaloid solamargine [(22R, 25R)-spiro-5-en-3p-yl-a-I-rhamnopyanosyl-(1 — 2glu)-O-a-
I-rthamnopyranosyl (1 — 4glu)-p-d-glucopyranose], isolated from the fruits of Solanum, has been
shown to be very toxic. Pharmacological studies have revealed that solamargine can exert inhibitory
effects on tumor cells, including human hepatoma, colon cancer and lung cancer cells [16-18]. The
hydrolysis products of glycoalkaloids have been examined in a number of biological systems and have
been compared with the bioactivity of the parent glycoalkaloid. The majority of cases have reported a
reduction in biological activity [19,20].

Inhibitory concentrations are often used as an indication of the difference in the cytotoxicity of
xenobiotics, ignoring the possibility that the substance may change after biotransformation [21].
Focusing on the in vitro drug metabolism, the present research assayed the cytotoxic activities of
solamargine and solasodine from Solanum palinacanthum against RAW 264.7 macrophage-like and
SiHA cells and the mass spectrometric analysis of the alkaloids using S9 fraction.

2. Results and Discussion

The cytotoxicity of solamargine and solasodine in RAW and SiHa cells was evaluated by MTT
assay, where viable cells convert MTT into a formazan salt. Both alkaloids were cytotoxic, causing a
dose-dependent decrease in cell viability. As shown in Table 1, the 1Cs, values for solamargine and
solasodine confirm their potent toxicity for both cell lines being more effective than cisplatin, a
cytotoxic drug used as a conventional chemotherapeutic agent. One potential mechanism explaining
the higher cytotoxicity of glycoalkaloids is the complex that forms with membrane 3B-hydroxy sterols,
which results in the disruption and loss of membrane integrity [22]. Other researchers have postulated
that the removal of sugars might influence the transport of these compounds across cell membranes
[19].

Table 1. Solamargine (SM), solasodine (SD) and cisplatine (CIS) cytotoxic index (IC50) (ug/mL) in
the presence and absence of S9 fraction for RAW cells and SiHA cells evaluated by MTT assay.

SM SM with S9 SD SD with S9 CIS CIS with S9

Rawcells 7.2+0.26 13.6+1.00 98%035 148+188 357%382 112+001

SiRacells 86+096 26.0+250 133x059 21.1+0.23 51.6%6.50* 19.2+0.41*

Values are the mean + SE of four independent experiments carried out in triplicate. * p < 0.05

Because of the difficulties in differentiating glycoalkaloids, early poisonings by Solanum spp. were
simply attributed to solanine present in Solanum tuberosum. Therefore, no investigations into the
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bioavailability, metabolism, and pharmacokinetics of other Solanum glycoalkaloids have been
performed [4]. Solamargine, a glycoalkaloid found in eggplants and other Solanum species, differs
from the glycoalkaloids found in potatoes but only in the structure of the steroidal part of the molecule
[23]. Our results show no difference between the cytotoxicity for solamargine and its parent aglycone
solasodine, hence the trisaccharide side chain does not appear to be essential for this activity. Unlike
potato glycoalkaloids, comparable anticancer activity was observed between aglycone solasodine and
glycoalkaloid solasonine in human colon and liver cancer cells.!” Solamargine appears to kill cells by
membrane disruption [24].

It is unknown whether the oligosaccharide side chains are hydrolyzed in the gut, either by
hydrochloric acid or digestive stomach and liver enzymes, and whether the glycosides or the aglycones
are the toxicants [25]. Studies indicate that the biotransformation of the parent glycoalkaloid into the
aglycone solanidine and several unknown metabolites occurs in both the digestive tract and in other
organs.’ In vitro studies of metabolism-mediated cytotoxicity are evaluated through cell viability
assays by including the test mixture hepatic S9 microsomal fraction. The S9 fraction (post-
mitochondrial supernatant fraction) is a mixture of microsomes and cytosol. Accordingly, this fraction
contains a wide variety of phase | and phase Il enzymes [26]. The results from our study demonstrate
that the cytotoxicity of solamargine and solasodine did not change upon incubation with the
metabolizing S9 system (Table 1), which suggests that the metabolism by liver enzymes may not occur
or that the hydrolytic products have the same cytotoxic activity as the parent alkaloids.

The structural changes caused by metabolic reactions clearly have an effect on the chromatographic
behavior of the metabolites. The mass spectrum of solamargine performed in the mass range of m/z 50-
950 in the positive mode shown in Figure 1A contains two fragments. The fragment at m/z 868
corresponds to solamargine, whereas the fragment at m/z 850 corresponds to the loss of water. The
fragmentation pattern of solamargine incubated with the S9 fraction (Figure 2B) shows that the ions
produced are not products of the fragmentation of the monosaccharides attached to the glycoalkaloid
because there are no fragments with mass shift values that can be attributed to the loss of rhamnose (-
180), and galactose (-164) moieties required to produce the aglycone solasodine.

The mass spectrum of solasodine shown in Figure 2A contains five main peaks. The m/z 414
corresponds to solasodine, and the m/z 396 corresponds to the loss of water. Three additional peaks
were also identified, and their protonated molecular ions were detected at m/z 157, 253, and 271. The
fragmentation patterns of the solasodine mixture after biotransformation with the S9 fraction (Figure
2B) contained three fragments at m/z 317, 379, and 381 that differed from the patterns obtained for
solasodine without the S9 fraction. The MS spectrum of solasodine is dominated by a water loss ion
(m/z 396) and ions from the fragmentation of the E-ring (m/z 271 and 253) and B-ring (m/z 157) as
proposed by Cahill et al. [27]. This finding confirms that solamargine may not be hydrolyzed to
solasodine by liver microsomes.
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Figure 1. MS spectrum of (A) solamargine and (B) solamargine with S9 fraction.

Figure 2. MS spectrum of (A) solasodine and (B) solasodine with S9 fraction.
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3. Experimental Section

Chemicals

Fetal bovine serum (FBS) was purchased from Cultilab (Campinas, Brazil). S9 fraction was
purchased from Molecular Toxicology Inc. (Annapolis, Maryland, USA). Dulbecco's modified Eagle's
minimum essential medium (DMEM), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT), dimethylsulfoxide (DMSO), and other chemicals of analytical grade were obtained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Cisplatin was acquired from Tecnoplatin® 50 mg, Zodiac (lot
84696).

Plant material

The fruits of Solanum palinacanthum Dunal were obtained from plants grown at UNESP - S&o
Paulo State University, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara, Rodovia Araraquara/Jau
Km 1, S3o Paulo, Brazil (21° 48’ 53.39” S, 48° 12’ 0.09” W), in January 2009. A voucher specimen
(number 56873) was deposited at the Herbarium Rioclarense (HRCB) of UNESP - S&o Paulo State
University, Rio Claro, SP, Brazil.

Isolation and purification of solamargine.

Air-dried and powdered fruits of S. palinacanthum (400.0 g) were subjected to an exhaustive
extraction with ethanol (EtOH) at 1:5 (w/v) and 60 °C (4 X 24 h). Solvent was evaporated under
reduced pressure, creating a crude glycoside extract (80.2 g). The extract was eluted using 5% aqueous
acetic acid (v/v). After 24 h, the extract was subjected to preliminary purification by successive
benzene extraction, and the pH was adjusted to 10 using ammonium hydroxide. After 24 h at room
temperature, the precipitate was dried (19.4 g) and chromatographed on column chromatography-
neutral aluminum oxide using aqueous ethanol 40% (v/v) as the eluent. The separation was monitored
by thin-layer chromatography (TLC) analysis on silica-gel TLC plates on glass (20 x 20 cm), run with
a solvent mixture composed of n-butanol : acetic acid : water (6 : 3 :1, v : v : V), sprayed with 10%
sulfuric acid solution and then heated to 150 °C for 5 min to develop the spot. Solamargine was
repeatedly chromatographed and recrystallized, and its identity was verified by comparing physical
and spectral data (mp, 1V) with those described in the literature [28]. After recrystallization, the
purified fraction produced 60 mg of pure compound that was later subjected to mass spectrometry.

Isolation of solasodine

Reflux chromatography, in which the eluentis continuously recycled by reflux, was used to
obtain solasodine. Purified solamargine (0.5 mg) in 2N HCI-methanol solution was refluxed for 5 h,
and the solvent was filtered and evaporated under reduced pressure. Next, the glycoalkaloid was
resuspended in water, neutralized with sodium hydroxide, and subjected to reflux for 1 h. The residue
was separated by filtration to produce pure solasodine (220 pg), identified by comparison (mp, TLC)
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against a standard sample (courtesy of Professor M. Motidome, USP, SP, Brazil). The TLC analysis
was conducted on silica-gel TLC plates on glass (20 x 20 cm), run with a solvent mixture composed of
n-butanol : acetic acid : water (6 : 3 :1, v : v : v), sprayed with 10% sulfuric acid solution and then
heated to 150 °C for 5 min to develop the spot. Infrared (IR) spectroscopy was used to characterized
solamargine and solasodine. The absorption data were obtained in the range 4000-400 cm™ using a
Perkin-Elmer 567 spectrophotometer at room temperature. Melting points were determined on a
FLUKE Mel-Temp Il (Laboratory Devices, Holliston, Massachusetts, USA).

S9 fraction (metabolic activation system)

The metabolic activation system S9 fraction, prepared from the livers of Sprague—Dawley rats
treated with the polychlorinated biphenyl mixture Aroclor 1254, consisted of 4% S9 fraction, 1%
0.4 M MgCI2, 1% 1.65 M KCI, 0.5% 1 M d-glucose-6-phosphate disodium, 4% 0.1 M B-nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate sodium, 50% 0.2 M phosphate buffer and 39.5% sterile distilled water.
The S9 fraction was added at a 10% level in DMEM.

Cytotoxicity assay

The alkaloids were stored as stock solutions at 2.0 mg/mL in DMSO. Immediately before use, serial
dilutions of the stock solution with DMEM supplemented with 10% FBS and 10 mg/mL gentamicin
were performed for cytotoxic assays, ranging in concentration from 6.25 pg/mL to 200 pug/mL. The
final concentration of DMSO (2%) does not interfere with cell viability. Cisplatin, used as a reference,
was diluted with DMEM supplemented with 10% FBS at 200 pg/mL. The test compounds were also
prepared after reaction with 10% S9 fraction. The basal cytotoxicity and metabolism-mediated
cytotoxicity of the alkaloids with and without the S9 system were evaluated using the MTT tetrazolium
salt colorimetric assay [29]. RAW 264.7 macrophage-like (ATCC, TIB 71, Rockville, MD) and SiHA
cells (ATCC HTB-35, squamous cervix cell carcinoma) were cultured in DMEM containing L-
glutamine and glucose supplemented with 10% FBS and 10 mg/mL gentamicin at 37 °C in a
humidified atmosphere with 5% CO,. RAW 264.7 or SiHA cells (1.0 x 10* cells in 200 uL) were
added to each well of a 96-well plastic plate (Corning Inc., Corning, NY, USA). After 72 h under
consistent conditions, the medium was aspirated, and 200 puL of various concentrations of the test
solution (solamargine, solasodine and cisplatin), DMSO (solvent), and unmodified medium were
added to each well. After another 24 h, the plates were prepared for the MTT-tetrazolium assay.
Following brief agitation, the optical density of each well was measured at 540 nm using a microplate
reader (Spectra and Rainbow (Shell) Readers—Tecan, Austria). To assess the cytotoxicity with the
exogenous metabolizing system (S9 fraction), the same protocol was performed with cells treated with
different concentrations of alkaloids previously incubated in the presence of the activation system.
Each concentration was tested in triplicate wells with appropriate controls (10% S9 fraction or
DMSO). All experiments were performed at least four times using three wells for each test. The
cytotoxicity data were normalized by determining the absorbance and chemical concentration. Linear
regression analysis with a 95% confidence limit was used to establish the dose—response curve and to
compute the chemical agent concentration needed to reduce the absorbance of the MTT by 50%, which
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is the cytotoxic index (Clsp). The results are expressed as the means + SD (standard deviation). A one-
way analysis of variance (ANOVA) was performed to calculate the difference between treatment
averages. Statistical significance was established at p < 0.05.

Spectral analysis

Solamargine and solasodine mass analyses were performed with and without the S9 fraction by
electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) using an LCQ Fleet MS detector (Thermo
Scientific). Standards and samples were dissolved in methanol containing, acetic acid (0,1% v/v) and
formic acid (0.1% v/v) and injected into the LCQ Fleet with a syringe pump that delivers samples at a
flow rate of 10 mL/min onto an electrospray interface operating in positive mode. The interface was
set to the following conditions for analysis: 5 kV spray voltage, capillary temperature of 275 °C, 20 V
capillary voltage, 100 V tube lens voltage, and a nebulizer gas flow (nitrogen) of 6 in arbitrary units.
The fragmentation patterns were obtained in full scan with m/z between 50-950 for solamargine and
50-650 for solasodine.

4. Conclusions

Although in vitro experimental models can never resemble the complexity of a whole organism, in
the present study we demonstrate that the cytotoxic effect of solamargine or solasodine and the
hydrolytic products prepared in vitro by biotransformation with the S9 fraction are similar in RAW
264.7 macrophage-like and SiHA cells. These findings suggest that hepatic S9 microsomal fraction
may fail to contribute to the overall transformation processes of solamargine and solasodine to turn
these alkaloids less toxic.
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