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“E frio, é calor

Virtudes da menopausa

Todo o corpo € um ardor

Sem que se veja uma causa.
E um constante veste e despe
De noite tapa e destapa

Isto parece uma peste

A que a gente ndo escapa.
Usa o leque, abre a janela
Todos olham espantados

O que se passa com ela?
Parafusos desapertados?

E um corpo diferente

Do que eu estava habituada
Mas por mais que me impaciente

Nao posso fazer nada.”

Paula Boaventura em “Poema com rima - A menopausa”
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RESUMO

PADRONIZACAO DE EXTRATOS DE FOLHAS DE AMOREIRA COM POTENCIAL
FITOESTROGENICO PARA USO NO TRATAMENTO DOS SINTOMAS DO
CLIMATERIO. As folhas de amoreira sdo popularmente utilizadas por mulheres no
alivio das ondas de calor e sudoreses noturnas, sintomas decorrentes da produgao
irregular de estrogénio no climatério. Um problema recorrente no uso comum de
produtos naturais com fins medicinais € o comprometimento da eficacia, pois ndo ha
controle de qualidade dos produtos. Neste trabalho foi realizada a padronizagao
quimica qualitativa e quantitativa de extratos hidroetandlicos de folhas de Morus alba
com potencial para uso no tratamento desses sintomas. Em testes in vitro de
estrogenicidade com células ER. (MCF-7) extratos com até 35% (v/v) de etanol:agua
estimularam o crescimento celular como o 17-p-estradiol. Aqueles contendo entre 35
e 75% de alcool atuaram como agonistas parciais, enquanto extratos com elevado
teor alcodlico induziram a morte celular. Nos estudos de seletividade para o receptor
estrogeno com células ER. (MDA-MB-231), extratos preparados com até 55% etanol
foram inativos, enquanto os demais levaram a morte das células. Estudos com
células de fibroblastos ndo tumorais (BALB/c 3T3 clone 31) mostraram citotoxicidade
para extratos com percentual alcodlico superior a 60%. Assim, extratos preparados
com 0-35% etanol foram os mais indicados para uso como fonte de fitoestrogenos
em NHRT e aqueles com 50 - 60% foram indicados como antitumorais em cancer de
mama triplo-negativo. Ferramentas quimiométricas multivariadas aplicadas na
analise do perfil quimico dos extratos por FT-ICR-MS e LC-DAD-MS associaram a
atividade estrogénica aos derivados 3-O-(6"-glicosil), 3-O-(6”- rutinosil) e 3-O-(6-
malonilglicosil) dos flavonoides quercetina e campferol, os quais foram selecionados
como marcadores quimicos para a padronizacdo quantitativa do extrato em teor de
flavonoides totais. Nos extratos com perfil de agonismo total, o teor maximo
encontrado foi inferior a 3% (m/m), enquanto naqueles com agonismo parcial e com
elevada citotoxicidade, os teores médios foram respectivamente 4,8% e 4,4%. A
influéncia de fatores ambientais no teor dos compostos bioativos em folhas de
amoreira também foi avaliada. Estagdes do ano: o maior teor foi encontrado no inicio
da primavera (4,9%) e o menor no inicio do outono (2,0%). Ciclo circadiano: o valor
maximo foi obtido no inicio da manha (2,38%), com redugédo gradual ao longo do
fotoperiodo. Senescéncia: crescimento no teor total dos flavonoides a uma taxa
mensal média de 0,53%. Estresse hidrico: valores mais altos (2,0%) foram obtidos
em periodos de estiagem. Analises quantitativas dos marcadores também foram
realizadas em amostras de medicamentos fitoterapicos comerciais de amora,
mostrando grande variabilidade nos teores (0,28 a 13,88%), evidenciando a falta de
padronizagcao dos extratos nas formulacbes. Esse trabalho mostrou que extratos
hidroetandlicos de folhas de Morus alba possuem fitoestrogenos e tém potencial
aplicagdo em medicamentos fitoterapicos. Além disso, o controle da composigao do
solvente extrator &€ fundamental para garantir a eficacia do extrato, visto que
pequenas alteragbes podem tanto alterar significativamente a atividade bioldgica
esperada, como manter a concentragdo dos compostos bioativos em uma faixa
6tima, mesmo quando a sua producédo é desfavorecida por fatores ambientais.
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ABSTRACT

STANDARDIZATION OF MULBERRY LEAF EXTRACTS WITH HIGH
PHYTOESTROGENIC POTENTIAL FOR USE IN CLIMACTERIC SYMPTOMS
TREATMENT. Mulberry leaves are commonly used by women to alleviate hot
flashes, shivering and night sweats. These symptoms appear due to the irregular
estrogen secretion by ovaries during climacteric and are often alleviated using
natural products for non-hormonal replacement therapy (NHRT). A recurrent issue
regarding the use of plant extracts as therapeutics is the lack of standardization,
compromising their efficacy. In the present work, hydroethanolic extracts of Morus
alba leaves with pharmaceutical potential were qualitatively and quantitatively
standardized. All extracts were screened by in vitro assays for estrogenicity based in
estrogen receptor cell model (ER+ MFC-7). The ones containing up to 35% ethanol
(v/v) induced cell proliferation like 17-pB-estradiol. The extracts with alcohol level
between 35 and 75% behaved as partial agonists, while higher alcohol content
extracts killed the cells. In ER selectivity in vitro assay based on ER- cell model
(MDA-MB-231), extracts prepared with up 55% ethanol were inactive and the others
killed them. Cell-based assays using non-tumoral fibroblasts showed cytotoxicity for
extracts with ethanol concentration higher than 60%. Thus, extracts prepared using
0-35% ethanol were the more suitable for phytoestrogenic sources in NHRT. Ethanol
solutions (50-60%) were the best ones to get an extract with antitumoral potential for
triple negative breast cancer subtype. Multivariate exploratory techniques were
applied to analyze the chemical profile provided by FT-ICR-MS and LC-DAD-MS.
Extracts with estrogenic activity had 3-O-(6”-glycosyl), 3-O-(6"- rutinosyl) e 3-O-(6"-
malonylglycosyl) derivatives of quercetin and kaempferol. These 6 coumpounds were
then defined as chemical markers for the quantitative standardization of mulberry leaf
extracts, expressed as total flavonoids content (TFC). The maximum TFC was below
3% (w/w) in the total agonistic-like extracts. In the partial agonist-like and highly toxic
ones the average levels were 4.8% and 4,4% respectively. The influence of
environmental factors over the bioactive compounds content in mulberry leaves was
also investigated. Four-seasons: the highest TFC was found in the beginning of
spring (4.9%) and the lowest one in autumn (2.0%). Circardian cycle: the maximum
TFC was reached in early morning (2.4%), gradually reducing throughout the
photoperiod. Senescence: TFC average increment at 0.53% monthly. Hydric stress:
higher TCF values (2.0%) were found during drought periods. Quantitative analysis
of the chemical markers was also performed in samples of mulberry-based herbal
drugs. The TCF results showed a huge variability among them (0.28 to 13.88%),
clearly evidencing the lack of standardization of raw materials to be used in
formulations. This work highlighted that mulberry leaf hydroethanolic extracts are
sources for phytoestrogens and hence have promising potential for treatment of
climacteric symptoms, but the control of extraction solvent composition is the key to
efficacy. Small changes on it can interfere substantially in the expected biological
activity, hence the concentration of bioactive compounds must be kept under an
optimal range, even in an unfavorable environmental condition.

XiX



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ... e Vi
LISTA DE TABELAS ..o e e e e e e eanas IX
LISTA DE FIGURAS ..ot e e e e eaa s Xi
RESUMO . ..o e e e aaan XVil
N = ST I 2 ¥ PP Xix
SUMARIO ...ttt e ettt et e s Xxi
INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt st e e ettt et e st e et e s e e aesteeaeesreenes 1
1.1 - Climatério, andropausa € MENOPAUSA .........cccceeeviiiuiiiieeeeeeiiiiiiiee e e e e e e e eeartaa e e eaaeeeeennes 3
1.2 - Afisiologia dO ClIMAEIIO ........uueiiiiiiiiiiiiiiie it eaeeeeeaneee 3
(IR I @ 13 g (o] a 0 F= E o (o I [T 4 =1 1= T3 o J 6
1.3.1 - AS ONAAS € CAlON ...t e e e e e e e e e e eeraaas 8
1.4 - Os tratamentos de reposicao (nao-)hormonal...............coooviiiiiiiiiiiiiiiiicee e, 10
1.4.1 - O uso de fitoestrogenos em terapia de reposSiCa0.......ccevvveevviiiiiiiiiiiieeeeeeee. 13
1.4.1.2 - A amora nos tratamentos de repoSiCa0.........ccocvvviiiiiiiiiiii e, 19

1.5 - Avaliagdo do potencial fitoestrogénico de um extrato com potencial para uso em
NH R T e 23
1.6 - O controle de qualidade no uso de fitoestrogenosna terapia de reposigéo ............... 29

1.6.1 - Os métodos mais utilizados para monitorar a qualidade de extratos

fItOESITOGENICOS ... 30
1.6.1.1 - Analise de fendlicos totais..........couvuiiiiiiiii e 30
1.6.1.2 - Analises qualitativa e quantitativa de perfil quImMICo ...l 31

1.6.1.2.1 Espectrometria de massas de Ressonancia Ciclotrénica de fons com
Transformada de Fourier como fonte de ionizagao eletrospray (ESI-FT-ICR-MS)..32

a) A fonte de ionizagao eletrospray (ESI).........coovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 32
b) A espectrometria de massas de Ressonancia Ciclotrénica de ions com

Transformada de Fourier (FT-ICR-MS) ... 33

1.6.1.2.2 - Cromatografia Liquida acoplada a detecgéo por arranjo de diodos e
espectrometria de massas de baixa resolugao (LC-DAD-MS)...........ccccovveevvminnnnnnns 35
(O ]2 0 L I Y 1 45
P B © o)1= (1o e 1= = | PP 47
2.2 - ODbjetivos €SPECITICOS ... .uuiiiiiiiiie ettt 47
PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ..o 49
3.1 - Preparacao dOS eXIratos ... ..ooeuiuiiii e 51
3.1.1 - Material Vegetal - folhas de Morus alba. ............ccccccoiiimiiiiiiiiiees 51
3.1.2 - Planejamento experimental para otimizagao do extrato de folhas de amoreira ..52
3.1.2.1 - Triagem d€ VAIIAVEIS..........uuiii ittt e e 52
3.1.2.2 - Modelagem da superficie de respostas...........cccccvvvvviviiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee 54
3.2 - ENS@ios Celulares..........oooouiiiiiiii 55
3.2.1 - Manutengéo das culturas das linhagens celulares utilizadas..................cccc...e. 55

XXi



3.2.2. - Método colorimétrico para proliferacao e viabilidade celular.............................. 57

3.2.3 - Estudo de estrogenicidade (E-SCREEN modificado) .............cccoevvviiiieieiiinninnnnn, 59
3.2.4 - Estudos de citotoxicidade e seletividade ... 64
3.2.5 - Curvas concentragao-resposta de estimulacao para os extratos........................ 64
3.3 - Caracterizagao Quimica dos Extratos de folhas de amoreira................cccceeeeiineec, 65
3.3.1 - Analises de fenoOlicos tOtaIS ............uuuumimmiii e 65
3.3.2 - Analises de perfil QUIMICO.........oeiiiniii e 66

3.3.2.1 - Andlises por Espectrometria de massas de Ressonancia Ciclotrénica de fons
com Transformada de Fourier como fonte de ionizacao eletrospray (ESI-FT-ICR-MS)

.................................................................................................................................. 66
3.3.2.2. - Analises por Cromatografia Liquida acoplada a deteccao por arranjo de
diodos e Espectrometria de massas de baixa resolugao (LC-DAD-MS)..................... 67
3.3.2.2.1 - Desenvolvimento do método analitico ...........cccevvieiiiiiiiiiiciin i, 67
a) Otimizagao dos parametros cromatografiCcos............cccvvviiieiiiiiiiiiiiceeeeee, 67
- a escolha da fase estacionaria.............oouuiiiiii i 68
- planejamento experimental aplicado no desenvolvimento do método
cromatografico: triagem de VariQveisS................uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieies 68
- planejamento experimental aplicado no desenvolvimento do método
cromatografico: modelagem da superficie de respostas...........cccccceeeeeeeeiiinnnn, 69
b) Otimizacado dos parametros espectromeétricos ........ccoovvvvvviiiiiiiiciiieeeeeeeiin. 70
3.3.2.2.2 - Aplicacdo do método analitico para a obtengao do perfil quimico dos
extratos de folhas de amoreira. ...........oooveiiiiiiii i 73
a) Anadlise dos extratos testados nos ensaios celulares ...........cccccccvvvvvvveveeeennnne. 73
b) Analise dos meios de cultura apds a incubagéao das células de MCF-7 e MDA-
1= R B SRR 74
¢) Quantificagdo dos analitos presentes nos extratos de folhas de amoreira ...... 74
3.3.3 - Validacédo do método analitico para os marcadores quimicos de autenticidade do
g E A= YT o = = | 75
3.3.4 - Aplicacdo do método analitico na padronizacao do extrato de folhas de
=T 00T =Y PO USRPPPRRPPIN 78
3.3.4.1 - Manipulagdo do material vegetal para a preparacdo do extrato. .................. 78
3.3.4.2 - Analises de variabilidade atribuida a fatores naturais. ................cccoovviinnnnnnn. 80
3.3.4.3 - Analise de formulagdes fitoterapicas comerciais............cccccevvvveeeveeeeeeeeennnne. 83
RESULTADOS E DISCUSSAD ..ottt 85
4.1 - PreparaGao dOS €XIratOS.......coiiiiiiieiiiiiiie e e e e eeeaee 87
4.1.1 -Triagem de VariAVEIS ........cooeiie i 87
4.2 - ENSQIOS CEIUIAES. ... oo e e e eaaee 91
4.2.1 - Periodo de incubag@o com 0 MT T ... 91
4.2.2 - Concentragéao ideal de células para os ensaios celulares..................cceeeeeeeee. 92
4.2.3 - Estudo de estrogenicidade (E-SCREEN modificado) ...........ccccvviiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 95

4.2.4 - Estudos de citotoxicidade e seletividade para extratos de folhas de amoreira..116

4.2.5 - Etapa final da otimizagc&o do extrato de folhas de amoreira com potencial
FItOESITOGENICO ... . e 129



4.3 - Caracterizacdo Quimica dos Extratos de folhas de amoreira...........cc.cc.ccoeveeee. 132
4.3.1 - Analises de fendlicos totais .......ccoiieeiiiiiiiiici e 132
4.3.2 - Analises de perfil quimico dos extratos de folhas de amoreira ......................... 135

4.3.2.1 - Analises por Espectrometria de massas de Ressonancia Ciclotrénica de ions
com Transformada de Fourier como fonte de ionizagéo eletrospray

(ESIFFTAICRAMS) ... 135
4.3.2.2 - Analises de Cromatografia Liquida acoplada a detecg¢ao por arranjo de
diodos e Espectrometria de massas de baixa resolucdo (LC-DAD-MS)................... 142
4.3.2.2.1 - desenvolvimento do método analitiCo.............ccccecummimmimiiiiiiiiiiiins 142
a) Otimizagao dos parametros cromatograficos............ccccvceeieiiiiiiiiicccee e, 142
- a escolha da fase estacionaria .........cccoooeviiiiiiicii e 142
- planejamento experimental aplicado no desenvolvimento do método
cromatografico: triagem de variaveis ............ccccccciiiiiii 144
- Modelagem da superficie de resposta..........cccccceeeiiiieiiiiiiiicie e 148
b) Otimizacado dos pardmetros espectromeétricos ..........coeevvvveiiiiiiiiieeeeeiiiiinn. 151

4.3.2.2.2 - Aplicagao do método analitico para a obteng¢ao do perfil quimico dos
extratos de folhas de @amoOreira. ............uuuueeeiiiiiiiiiiiiie e 155

a) Anadlise dos extratos testados nos ensaios celulares para estrogenicidade ..155
b) Analise do meio extracelular dos sistemas incubados com diferentes extratos

de folhas d€ @mMOrEIra ..........uuiiiiiiiii e 177

¢) Quantificagao dos flavonoides presentes nos extratos de folhas de amoreira
......................................................................................................................... 184
4.3.3 - Validagao do método analitico para os marcadores quimicos ............ccc........... 191

4.3.4 - Aplicagao do método analitico na padronizacéo do extrato de folhas de

=10 0[0] (=11 = TP UPPPPRSPPIN 202
4.3.4.1 - Manipulacdo do material vegetal para a preparacéo do extrato. ................ 203
4.3.4.2 - Analises de variabilidade atribuida a fatores naturais. ..............cceevvvvinnnnn. 211
4.3.4.3 - Analise de formulagdes fitoterapicas comerciais...........cccccceeeeeeeeieiieeinnnnnnn. 219
CONCLUSOES ..ottt 223
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooiviiieeitecieeeee e, 227
ANEX DS . e aaa 227

XXiii



INTRODUCAO



1 - INTRODUCAO

1.1 - CLIMATERIO, ANDROPAUSA E MENOPAUSA

O termo climatério vem do grego klimacter e significa periodo de
mudancgas. No século XIX, era utilizado para descrever certas épocas da vida do
homem e da mulher, nas quais, acreditava-se passar por mudangas radicais’.
Naquela época, ndo havia qualquer distingao pratica entre menopausa e climatério e
por isso, ndo havia esforgos para se estabelecer alguma relagdo enddcrina entre as
duas condigdes. Acreditava-se que a menopausa iniciava o climatério e por isso
esses dois termos nao poderiam ser tratados separadamente. Em 80 a 90% das
mulheres, a menopausa estava intimamente relacionada com os sintomas do
climatério, os quais coincidiam com a interrupcao definitiva da menstruagao, porém
com uma defasagem de alguns anos?. Ainda hoje, muitas vezes o termo menopausa
€ erroneamente utilizado para definir a transigcdo do periodo de fertilidade para o de
infertilidade feminina, periodo no qual aparecem diferentes sintomas decorrentes
das alteragdes hormonais caracteristicas desse periodo. No entanto, a menopausa
deve-se referir apenas a ultima menstruacéo®.

O climatério ndo é uma fase exclusiva das mulheres e também afeta os
individuos do sexo masculino. Durante esse periodo os homens passam por um
processo conhecido como andropausa®, que, embora possa soar semelhante, ndo é
analoga a menopausa. Em termos hormonais, o climatério masculino ¢é
caracterizado pela reducédo nas taxas de testosterona livre, 0 que € causado tanto
pelo funcionamento irregular dos testiculos, quanto pelas alteragées na secregao de
gonadotrofina pelas glandulas pituitarias. No entanto, o que realmente diferencia o
climatério feminino do masculino, é a velocidade com que as mudancas hormonais
ocorrem. Enquanto na mulher, o nivel de estrogénio cai abruptamente, no homem, a

gueda nos niveis de testosterona é gradual5’6.

1.2 - AFISIOLOGIA DO CLIMATERIO

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS) o ciclo fértil da
mulher pode ser dividido em etapas’ (FIGURA 1.1). A pré-menopausa se inicia com
a primeira menstruagcao da mulher, a menarca. Na adolescéncia, a mulher possui
uma reserva de aproximadamente 400.000 foliculos ovarianos. Esse numero reduz

gradualmente a uma taxa de 1000 foliculos.més™ durante o seu ciclo fértil até a



extingdo completa, marcada pela menopausa®. Apenas uma pequena parte dos
foliculos ovarianos se desenvolve completamente até a maturacéo do ovocito que se
forma em seu interior. A maioria deles morre por apoptose. Quando a idade da
mulher se aproxima dos 35 anos, ha uma redugcdo na qualidade dos foliculos,
resultado em uma menor maturagédo e consequentemente da fertilidade (FIGURA
1.2). No entanto, os indicios do fim da pré-menopausa e inicio do climatério
comegam a aparecer a partir dos 40 anos, quando o ciclo menstrual torna-se
irregular e os foliculos ja estdo com a qualidade muito comprometida e com uma
taxa muito baixa de maturagédo dos ovécitos, extinguindo-se completamente a época
da menopausa. O ultimo sangramento pode ocorrer entre 40 e 60 anos, sendo mais

comum apoés os 50 anos® 1%,

Menarca
(primeiro sangramento)

Menopausa
(dltimo sangramento)

Peri-menopausa (climatério)
Pré-menopausa Comega com os primeiros sinais indicativos da
Periodo reprodutivo antes da menopausa (ciclos menstruais irregulares, ondas de
menopausa calor...) e se estende até aproximadamente =2 meses
apds a menopausa "

Pés-menopausa

Co
mecga 12 meses
apds a menopausa

FIGURA 1.2 - Corte histolégico mostrando o desenvolvimento dos foliculos

ovarianos de acordo com a fase do ciclo reprodutivo feminino
(adaptado de PERHEENTUPA e HUHTANIEMI®)

O ciclo reprodutivo feminino € um mecanismo controlado pela triade
hipotalamo - glandula pituitaria - ovario. Durante a pré-menopausa, 0 processo se
inicia com a secregcao do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) na glandula
pituitaria pelos neurdnios do hipotalamo (FIGURA 1.3A)"'. Quando as moléculas de
GnRH interagem nos sitios receptores nessa glandula, ocorre a ativacdo do
processo de sintese e liberagdo de gonadotrofinas: o horménio foliculo-estimulador
(FSH) e o horménio luteinizante (LH). Os dois ultimos sao transportados para os
ovarios, onde exercem fungdes importantes no ciclo reprodutivo. O LH se liga nos

receptores presentes em um tipo de célula ovariana, a tecal. Quando ocorre essa



interacdo, é ativada a sintese da androstenodiona (um androgénio)'?. Em paralelo, o
FSH interage nos sitio receptor em outro tipo de célula ovariana, a granulosa. Essa
interacao leva a ativagdo do metabolismo do androgénio, que por aromatizagdo do
anel A, é convertido em 17-B-estradiol (Ez;, um estrogénio) (FIGURA 1.4). O
desenvolvimento dos foliculos ovarianos mencionados anteriormente também é um
processo regulado pelo FSH. Quando os foliculos atingem o estagio de maturacgao,
eles se rompem, liberando o ovdcito. Apds a liberacédo, as paredes do foliculo se
transformam no corpo luteo, uma glandula endécrina que finalmente libera o
estrogénio, a progesterona e as inibinas A e B. Os quatro horménios produzidos nos
ovarios sado entdo liberados e transportados de volta (feedback negativo) ao

hipotalamo e a glandula pituitaria, onde regulam a liberagdo do FSH.

pré-menopausa climatério pds-menopausa
GnRH - GnRH
Hipotalamo =" 0 Hipotalamo % Hipotélamo,/GnRH
pituitaria pituitéria}v A pituitaria’
/ B
4 \

progesterona progesterona // \

estradiol estradiol /l X
inibina A inibina A / Y
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inibipat2 LH / \ LH LH
FSH ! \ FSH FSH
1
i \
1 |
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\\ /I
7 \\~__ > 74 v o ~
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FIGURA 1. 3 - Representacgao do ciclo de liberagao hormonal nas diferentes fases
do ciclo reprodutivo feminino.
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desidrogenase 2
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desidrogenase 3
—_—

CH3 aromatase CYP19

HO

androstenodiona testosterona 17-B-estradiol

FIGURA 1.4 - Reagéao de conversado da androstenodiona em testosterona e estradiol

Na transicdo da pré-menopausa para o climatério, ocorre uma reducao
da atividade ovariana, diminuindo a quantidade liberada das inibinas A e B, da
progesterona e do estradiol. Em consequéncia disso, a regulagdo da producdo de

FSH e LH na glandula pituitaria fica comprometida e a concentragdo desses



horménios no sangue aumenta (FIGURA 1.3B). Durante o climatério, a atividade
ovariana reduz gradualmente, reduzindo o desenvolvimento dos foliculos (e a
formacao do corpo luteo), o que resulta na diminuicdo gradativa da liberagado de
progesterona e principalmente do estradiol no sangue, levando ao aumento gradual
dos niveis de FSH.

Ap6s a menopausa e durante a transicdo do climatério para a pos-
menopausa, ndo ha mais atividade ovariana, e, em fungéo disso, também acaba a
liberagdo de estradiol, progesterona e inibinas. Como ndo ha horménio chegando a
glandula pituitaria, a liberagdo do GnRH aumenta e, por consequéncia, os niveis de
LH e FSH elevam significativamente (FIGURA 1.3C). Durante a pds-menopausa,
ocorre uma maior estimulagao da hipdfise, levando a um aumento na producao do
GnRH, que acaba por bloquear os receptores na pituitaria, inibindo gradualmente a
producdo de LH e FSH™.

1.3 - OS SINTOMAS DO CLIMATERIO

Na pré-menopausa, a liberagdo dos horménios, principalmente o
estradiol ocorre com uma periodicidade regular, que corresponde ao ciclo menstrual
(FIGURA 1.5). Durante o climatério, os niveis de estradiol oscilam irregularmente
entre ndo detectaveis até valores superiores aqueles encontrados na fase anterior.
Isso faz com que os niveis de FSH e LH variem entre concentragbes muito elevadas
até concentragdes muito baixas'. Com a variacdo dos niveis desses horménios, a
formacdo do corpo luteo fica comprometida, levando ao primeiro indicio do
climatério, a irregularidade do ciclo menstrual. Essa irregularidade inclui o
aparecimento de uma amenorreia (auséncia de menstruagéo) por um periodo de
aproximadamente 60 dias (dois ciclos menstruais), que precede o ultimo
sangramento, a menopausa'®.

A oscilacdo nos niveis de estrogénio leva ao surgimento de alguns
sintomas caracteristicos desse periodo, os quais podem ser classificados em
psicoldgicos, somaticos, fisicos'®:

a) sintomas psicoldgicos: irritabilidade, queda da libido", tendéncia a
depressao e alteracdes de humor'®,

b) sintomas somaticos: enxaquecas'®, tonturas®, fadigas?’, e insénia®.

c) sintomas fisicos: alteragdes no trato urogenital®®, osteoporose® e

alteracdes vasomotoras, as quais incluem calafrios?, sudoreses excessivas e ondas



de calor®.

ciclo regular A e fim da atividade dos ovarios:
de liberagéo . niveis ndo detectaveis
: de estradiol A
de estradiol de estradiol
nivel de estradiol
na corrente sanguinea
pré-menopausa pen-menopausa pdés-menopausa

FIGURA 1.5 — Esquema representativo da liberagao de estradiol nas diferentes
fases do ciclo fértil da mulher. Adaptado de DEECHER e DORRIES™

Ha tempos, existe uma discussdao na comunidade médica e cientifica
se apenas os sintomas fisicos, principalmente as alteragdes vasomotoras e a do
trato urogenital, estariam relacionados diretamente a variacdo nos niveis de
estrogénio caracteristica desse periodo, enquanto que os demais seriam
secundarios ou estariam relacionados de outra forma ao envelhecimento'. No
entanto, na pratica, a separagcdo dos sintomas segundo essa premissa € muito
complicada, uma vez que eles ndo se manifestam isoladamente. Mulheres que
reclamam de ondas de calor também relatam disturbios do sono e estados de
fadiga. Em outros casos, a manifestacao de atrofia vulvovaginal e secura vaginal
levam as disfungdes sexuais femininas pos-menopausais®’, dentre as quais esta a
reducao da libido®. O surgimento de muiltiplos sintomas acontece devido & presenca
de grandes concentracdes de receptores estrogenos distribuidos principalmente pelo
cérebro, em regibes como hipotalamo, coértex pré-frontal, hipocampo e a medula,
regides diretamente relacionadas com o controle cognitivo, de humor e
termorregulatério. Quando o estrogénio, sobretudo o estradiol, é liberado
irregularmente pelos ovarios e chega ao cérebro, ocorre um desequilibrio nas
interacdes com os sitios ativos dos receptores localizados nos 6rgaos mencionados,
desencadeando os sintomas® (FIGURA 1.6). Embora o mecanismo ainda n&o tenha
sido esclarecido, acredita-se, por exemplo, que o estradiol esteja envolvido na
modulagcdo de sistemas monoaminérgicos, aumentando a neurotransmissdo de
serotonina e norepinefrina no hipotalamo, dois componentes importantes na
manuteng¢do do humor. Quando ha variagdes nos niveis de estradiol, a quantidade

liberada dos neurotransmissores acima também se desestabiliza, e felizmente é



rapidamente controlada pelos inibidores de recaptura dos mesmos. Isso sugere que
a cada flutuacdo hormonal, o cérebro da mulher tem que se adaptar a nova condicao
hormonal, o que poderia explicar as variagdes de humor. Na pOs-menopausa, 0s
sintomas vasomotores tendem a desaparecer, uma vez que nessa fase os

hormonios ovarianos ndo s&o mais produzidos.

corpo caloso cortex frontal

talamo

estradiol

O i progesterona

FIGURA 1.6 - Esquema representativo das interagdes dos horménios produzidos

nos ovarios (estrogénio e progesterona) em diferentes regides cerebrais.
Adaptado de MORRISON et al.29.

1.3.1 - AS ONDAS DE CALOR

De todos os sintomas caracteristicos do climatério, os vasomotores s&o
os mais frequentemente relatados por mulheres que estao passando pelo periodo do
climatério como aqueles que mais comprometem a sua qualidade de vida®'. Além
disso, muitas delas se queixam de acordarem frequentemente durante a noite
devido a sudorese excessiva que as acomete durante a manifestagcdo desses
eventos™?.

As ondas de calor consistem em sensagdes intensas e rapidas de
calor, acompanhadas de enrubescimento e aumento de fluxo sanguineo na pele.
Duram entre 1 e 5 minutos, podendo se estender até 60 minutos® e geralmente sdo
seguidas de calafrios. Tais sensagbes estdo associadas as alteragbes no
funcionamento do sistema termorregulatorio, o qual é responsavel por conservar ou
dissipar o calor, através de vasoconstri¢cao, vasodilatagao e transpiragéo16.

A homeostasia térmica também é realizada por uma triade: cérebro



(mais precisamente a regido anterior do hipotalamo), cavidade corporal interna e o
sistema circulatério periférico®*. Acredita-se que os neurotransmissores serotonina e
norepinefrina sejam pecas-chave na regulagao da temperatura corpérea35. Estudos
realizados em modelos in vivo sugeriram que os subtipos 1a e 2a dos receptores de
serotonina localizados nos neurdnios pés-sinapticos estejam diretamente envolvidos
da regulacdo da temperatura. Quando o subtipo 1a fosse ativado, ocorreria uma
redugao da temperatura corporea, enquanto a estimulagédo do subtipo 2a levaria a
um estado de hipertermia36'37. A acgao do estradiol no sistema termorregulatério
ainda ndo esta totalmente elucidada, mas conhece-se de estudos in vitro e in vivo
que esse hormdénio é um neuromodulador dos sistemas serotoninérgico e
noradrenérgico®®*®. Em uma situacdo normal, como durante a pré-menopausa, a
serotonina e a norepinefrina sao liberadas na fenda sinaptica e ha um equilibrio
entre a sua interacdo com os receptores de cada subtipo, e ainda ha a recaptura dos
mesmos pelo neurdnio pré-sinaptico, fazendo com que a temperatura corpérea seja
mantida em uma faixa 6tima, cuja diferenca entre os limites superior e inferior € de
0,4°C (FIGURA 1.7A).

Quando a concentragdo de estradiol que chega ao hipotalamo esta
abaixo do normal, a quantidade liberada de norepinefrina aumenta e a de serotonina
diminui, havendo um desequilibrio entre a ativagao dos dois receptores e a recaptura
pelo neurdnio pré-sinaptico. Por causa desse desequilibrio, ha um estreitamento da
faixa 6tima e uma minima alteragdo da temperatura corpérea ja ultrapassa o limite

superior*®.

Na tentativa de se restaurar a temperatura normal, ocorre uma
dilatagdo dos vasos sanguineos, para a dissipagao do calor, o que também faz com
que aumente a transpiragdo, podendo chegar a uma sudorese excessiva, que
geralmente acontece durante a noite. Como esse processo é extremamente rapido
e faixa 6tima de temperatura esta reduzida, geralmente a queda da temperatura
ultrapassa o limite inferior, o que provoca uma rapida vasoconstricdo, na tentativa de
se manter o calor e aumentar a temperatura interna (FIGURA 1.7B)". Por isso,
quando a mulher sente a onda de calor, logo em seguida é comum aparecerem

calafrios.
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FIGURA 1.7 - Representagao do controle termoregulatorio durante a pré-menopausa
(A) e no climatério (B). Adaptado de Deecher e Dorries™.

1.4 - OS TRATAMENTOS DE REPOSICAO (NAO-)HORMONAL

Na maioria das vezes, as ondas de calor desaparecem com o fim do

climatério, pois o funcionamento normal do sistema termorregulatério é
reestabelecido na pds-menopausa. No entanto, por ser um sintoma que traz
bastante desconforto para as mulheres, muitas procuram tratamentos que
“acelerem” o reestabelecimento do sistema ainda no climatério por meio de
intervengdes farmacoldgicas conhecidas como terapias de reposi¢do hormonal
(HRTs) ou ndo-hormonal (NHRTs)**.

Nas NHTRs, sao utilizados farmacos que atuam diretamente no
sistema nervoso central, de forma a restaurar o equilibrio nos receptores de
serotonina*. Uma das mais utilizadas & baseada no uso de inibidores seletivos de

recaptura de serotonina (SSRIs) ou de inibidores seletivos de recaptura de
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norepinefrina (SNRIs). Esses compostos interagem nos sitios ativos de recaptura
dos neurotransmissores localizados no neurbnio pré-sinaptico. Com isso, a
quantidade de neurotransmissores disponiveis para se ligar nos receptores de
serotonina aumenta, reestabelecendo o equilibrio fundamental para a manutencéao
da temperatura corpérea. O problema relacionado a este tipo de terapia advém do
fato dos SSRIs ou SNRIs alterarem a concentragdo destes neurotransmissores de
forma geral, com consequentes efeitos colaterais.

As HTRs utilizam horménios na tentativa de se reestabelecer as
concentracdées nos niveis normais no periodo em que as mesmas se tornam
inconstantes. Nessa linha existem 3 vertentes:

a) as terapias baseadas em estrogénio isoladamente;

b) as terapias baseadas na combinagao de estrogénio e progesterona;

c) as terapias baseadas em androgénios.

As HRTs baseadas em estrogénio (principalmente estradiol) s&o
utilizadas ha bastante tempo. Apresentam como principais vantagens a amenizagao

das ondas de calor e da atrofia vulvovaginal®

. Além disso, em baixas dosagens,
pode contribuir para o aumento do HDL (lipoproteinas de alta densidade ou
colesterol bom) e reducédo do LDL (lipoproteinas de baixa densidade ou colesterol
ruim)*® e reduzir o risco de doencgas cardiacas*’. No entanto, o uso continuo de
estradiol, mesmo em baixa dosagem, pode levar ao desenvolvimento de
tromboembolia, além de potencializar o crescimento de tumores horménio-
dependentes: mama, ovario e endométrio*®. Por causa dos riscos associados a
doencgas cardiovasculares, as terapias baseadas em hormébnios bioidénticos
surgiram como alternativa as HRTs classicas®. O horménio bioidéntico mais
utilizado € o estriol, empregado em uma concentragao aproximadamente 10 vezes

maior que a de estradiol®

. Além disso, ha poucos estudos com esses horménios, o
que coloca em duvida se sdo realmente melhores que o E;°".

O risco de cancer de endométrio foi reduzido com a introdugéo de
progestogenos (como as progestinas). No entanto a combinagao de progesterona
com estradiol potencializa ainda mais o risco de cancer de mama®2. A Iniciativa pela
Saude da Mulher (Women’s Health Initiative, WHI) vem investigando desde 1993 a
influéncia das duas modalidades de HRTs na incidéncia de cancer mamario®. Em
um estudo iniciado naquele ano, um grupo constituido por 16.608 mulheres utilizou

HRT baseada na combinacdo de estrogénio e progestina durante 5 a 6 anos.
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Paralelamente, em um segundo grupo, 10.739 mulheres que haviam sido
submetidas a histerectomia (retirada do utero) utilizaram HRT baseada apenas na
reposicao do estrogénio durante 7 anos . Todas as mulheres de ambos grupos
tinham idade entre 50 e 79 anos (sendo 25% delas entre 50 e 59 anos) e estavam
na poés-menopausa. No primeiro conjunto de voluntarias a combinagdo dos
horménios estimulou o crescimento dos tumores de mama, e, mais seriamente,
mascarou o diagnostico precoce dos mesmos, levando a detecgédo somente quando
ja se encontravam em metastase. No segundo grupo, o uso do hormoénio isolado
praticamente ndo estimulou o crescimento de tumores. Os resultados publicados
pela WHI contrariam muitos trabalhos que vém sendo publicados na literatura
associando o uso prolongado de estrogénio com o aumento de incidéncia de cancer
de mama>**°.

A progesterona administrada isoladamente pode aliviar as ondas de
calor, mas apresenta muitos efeitos colaterais que desencorajam a sua utilizagédo
com essa finalidade®®. Apos a divulgacdo dos resultados do estudo da WHI, as
agéncias regulatorias passaram a recomendar o uso por um tempo reduzido de
doses ultrabaixas da combinagdo de hormdnios ou mesmo do estradiol isolado®’.
Essas baixissimas dosagens tém-se mostrado eficientes em relagédo ao alivio das
ondas de calor e da dispaneuria, sem potencializar o risco de céancer, tanto de
endométrio, quanto de mama>®*°.

Existe ainda uma quarta modalidade de HRT, baseada em
androgénios, principalmente testosterona. Essas terapias s&o recentes e
direcionadas principalmente para o aumento da libido®®. O uso continuo e
prolongado de androgénios por mulheres, porém, é desaconselhado, pois pode levar
a um quadro de hirsutismo (aparecimento de caracteristicas masculinas)®"®2. Como
alternativa, muitas mulheres recorrem a dihidroepiandrosterona (DHEA), que é um
precursor da testosterona e do estradiol®®. No entanto, em um guia de orientagao
langado recentemente pela Sociedade Americana de Endocrinologia e apoiado por
diferentes organizagbes na area, incluindo a Sociedade Internacional para a
Menopausa, o uso de HRT baseado em testosterona e DHEA é desencorajado, sob
a alegagao de que nao ha estudos em quantidade suficiente que demonstrem a

relacdo entre os androgénios e os sintomas da menopausa®*.
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1.4.1 - O USO DE FITOESTROGENOS EM TERAPIA DE REPOSICAO

As HRTs, quando utilizadas continuamente durante um periodo inferior
a 5 anos geralmente sdo seguras. Em periodos mais prolongados, porém, podem
apresentar os riscos ja mencionados, fazendo muitas mulheres as abandonarem
antes que os sintomas desaparecessem por completo. Um estudo realizado com
254 mulheres que interromperam a HRT apds 7 anos de uso continuo mostrou que
em 71,7% dos casos os sintomas voltaram a se manifestar apds o primeiro ano, com
a diminuicdo da intensidade acontecendo somente apds o terceiro ano de
interrupgcdo. Uma parte dessas mulheres optou entdo por mudar o tratamento,
escolhendo terapias de ultrabaixa dosagem, porém uma grande parcela elegeu o
uso de fitoestrégenos como tratamento®.

Fitoestrogeno é o termo utilizado para designar compostos n&o-
esteroidais identificados em plantas que conseguem mimetizar a agao do estrogénio,
interagindo no mesmo sitio ativo do receptor estrégeno (ER)%®. Para que essa
mimetizagdo aconteca, é necessario que o candidato a fitoestrogeno apresente
conformacao espacial e polaridade semelhantes ao E;. Em outras palavras, a
distancia entre as hidroxilas dos grupos fendlicos presentes na molécula deve ser o
mais proximo possivel daquela entre a hidroxila do grupo fendlico na posi¢cédo 3 e a
hidroxila do alcool na posi¢cdao 17 do esqueleto esteroidal da molécula do 17p-
estradiol, que é de aproximadamente 1,2 nm (FIGURA 1.8)°". Caso ndo haja uma
hidroxila em alguma das posi¢gdes, mas as densidades eletrénicas da molécula
naquelas regides sejam semelhantes as do estradiol, o critério também se aplica.
Por serem estruturalmente semelhantes ao Ej, os fitoestrégenos podem atuar como
agonistas nos receptores estrégenos ER, e ERg, competindo com o horménio pelos
receptores68. De acordo com os dados de afinidades de ligagao e transativagao dos
receptores estrogenos apresentados por Becher e Zsarnovszky®® para varios
fitoestrogenos, esses compostos apresentam, de modo geral, maior afinididade pelo
subtipo B. Isso poderia explicar as variagbes na agdo dos mesmos em diferentes
tecidos celulares, nos quais essas duas proteinas estido expressas em quantidades
distintas, visto que o ER, esta mais relacionado ao mecanismo de proliferagao
celular, ao passo que o ERg esta envolvido no processo de diferenciagéo celular™.
Lamartiniere e colaboradores’' mostraram, em estudos in vivo, que, em animais do
sexo feminino, a genisteina, um fitoestrégeno presente nos graos de soja, atuou

diretamente no mecanismo de sinalizacdo do fator de crescimento epidermal do
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tecido mamario, o qual esta relacionado ao mecanismo de diferenciagéo celular. Nos
animais do sexo masculino, a genisteina ndo interferiu no mecanismo de sinalizagao
do ERg, porém reduziu a expressdo do ER,, levando a inibi¢do do crescimento de
tumores prostaticos.

Embora n&o sejam tao potentes como o estradiol, estudos recentes
mostraram que os fitoestrégenos, além de diminuir a intensidade e a frequéncia das
ondas de calor e de melhorar a qualidade do sono, também foram capazes de
minimizar outros sintomas do climatério, como a atrofia vaginal, a incidéncia de
doencgas cardiovasculares e tromboembolia. Um estudo clinico duplo-cego realizado
por Zhang e colaboradores durante 24 meses com 85 mulheres na pés-menopausa,
no qual foram avaliados fitoestrogenos derivados da Epimedium brevicornum
maxim, mostrou que esses compostos conseguiram manter os niveis de densidade
mineral 6ssea estaveis em relagdo aqueles encontrados no grupo controle, sem, no
entanto, provocar hiperplasia no endométrio’”>. Em outros estudos descritos na
literatura, mulheres que fizeram uso de fitoestrogénios ndo apresentaram risco em

potencial de desenvolverem cancer de mama ou de endométrio”> ",
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FIGURA 1.8 - Requisitos estruturais necessarios para um metabdlito secundario de
planta candidato a fitoestrogeno. A: andlise comparativa das distancias entre as
hidroxilas dos grupos fendlicos nas moléculas de alguns fitoestrégenos e a distancia entre a
hidroxila do grupo fendlico na posi¢ao 3 e a hidroxila do alcool na posi¢do 17 na molécula de
17B-estradiol. B: estrutura cristalografica de raios X com o modo de interagédo do estrogénio
(esq.) ou de um fitoestrogénio (dir.) no receptor estrégeno o (ER,). C: interagbes
intermoleculares entre a molécula do estradiol (esq.) ou da genisteina (esq.) e os residuos
de aminoacidos no sitio ativo do receptor. Adaptado de COS et al.®® e POLUZZI et al.?”’

Os fitoestrogenos sado resultantes do metabolismo secundario de
plantas (FIGURA 1.9). As plantas superiores produzem uma enorme gama de
metabdlitos secundarios e muitos possuem atividade biolégica de diversa natureza,
sendo que apenas uma minoria apresenta potencial fitoestrogénico. De acordo com
essa caracteristica, os metabdlitos secundarios podem ser divididos em 3 grandes

classes: estilbenos, flavonoides e lignanas. Todos eles sao provenientes de uma
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rota biossintética comum que se inicia com a formacgao do acido 4-cumarico, a qual
pode ocorrer por dois caminhos: (i) reacdo de eliminagdo do grupo amino da
molécula de tirosina; ou (ii) reacdo de eliminacdo do grupo amino da molécula de
fenilalanina , com a formacgao do acido cinamico, o qual é hidroxilado na presenga de
NADPH e 0,”.

As lignanas s&o polifendis resultantes de uma reagéo radicalar de
oxidagao seguida de uma dimerizagao do alcool coniferol, que, por sua vez, provém
de etapas de hidroxilagdo e metilacdo sofridas pela molécula do acido 4-cumarico
(FIGURA 1.9). No intestino, as lignanas sdo metabolizadas pela flora bacteriana em
enterolactonas e enterodiol, substancias encontradas no tecido mamario’®. Esses
metabdlitos sdo mais encontrados em sementes e graos. Um estudo realizado com
90 mulheres indicou que extratos de linhagca (ricos em secoisolariciresinol)
apresentaram efeito positivo na reducdo dos sintomas da menopausa durante 6
meses, sem provocar efeitos colaterais significativos’”.

Os estilbenos e flavonoides sao moléculas envolvidas no sistema de
defesa da planta contra predadores (microrganismos, como fungos e bactérias, ou
herbivoros). Suas rotas biossintéticas se originam de uma reacdo em cadeia do
acido 4-cumarico com moléculas de malonil-coenzima A (malonil-CoA), catalisada
respectivamente pelas enzimas estilbeno sintase e chalcona sintase. Os estilbenos
sao quimicamente caracterizados pela presenca de dois anéis aromaticos separados
em trans por uma ligacdo dupla. Para a sua formagcdo, a molécula resultante da
reacdo com o malonil-CoA passa por etapas de reacao alddlica, hidrolise de éster,
descarboxilagdo e desidratagdo, todas catalisadas pela estilbeno sintase. Os
estilbbenos sdo encontrados facilmente em cascas de uvas (e nos vinhos), em
amendoim e frutas vermelhas e estdo relacionados a prevencdo de doencgas
cardiovasculares a diminuicdo do LDL e sdo quimiopreventivos, por isso eles podem
ser benéficos para mulheres na menopausa, embora ndao atuem diretamente nas
ondas de calor’®. Eles sdo considerados fitoestrogenos porque podem contribuir
para o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, aumentando a quantidade de
ovécitos maduros’®.

Os flavonoides sdo quimicamente caracterizados por uma estrutura
constituida de dois anéis aromaticos (A e B) interconectados por uma cadeia de 3
atomos de carbono, o qual pode ser ciclico (anel C) ou n&o. Biossinteticamente

resultam da reacao de condensagao de Claisen seguida de enolizagao sofridas pelo
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mesmo precursor dos estilbenos. Os flavonoides com propriedades fitoestrogénicas
podem ainda ser subdivididos em trés classes: flavonois, isoflavonas e
coumestanas.

Os flavonodis sdo formados por uma hidroxilagdo na posi¢ao 2 do anel
heterociclico (C), seguida de uma eliminacdo 1,2. S&o encontrados em frutas e

vegetais, nas diferentes partes dos mesmos®®'

. Diferentes estudos ja relacionaram
flavonois, como o campferol com a prevengdo de tumores e doengas
cardiovasculares®. Um estudo com 32 mulheres na pos-menopausa com um quadro
de hipercolesterolemia mostrou que a ingestdo de uma bebida preparada com
flavondis extraidos do cacau levou a um aumento de 11% na concentracdo de
marcadores soluveis para adesdo celular na parede do vaso sanguineo. Quanto
maior a concentragdo desses marcadores no sangue, menor a chance de um
entupimento das artérias, o que pode ocorrer devido a elevada taxa de HDL®,

As isoflavonas sao caracterizadas principalmente pelo fato de o anel C
estar ligado em meta ao anel B, devido a uma migragcdo aril 1,2 durante a sua
biossintese. Em relagado a atividade bioldgica, sao os fitoestrogenos ha mais tempo
estudados e podem ser encontradas tanto em gréaos, quanto em folhas e sementes.
As trés maiores fontes de isoflavonas utilizadas nas terapias de reposicdo hormonal
sao a soja, o cravo vermelho e uma planta popularmente conhecida na américa do
norte e Europa como Black Cohosh (Cimicifuga racemosa). Estudos realizados com
extratos dessas plantas mostraram que esses flavonoides reduziram os sintomas da
menopausa em até 36% e, ao mesmo tempo, baixaram os niveis de LDL, além de
prevenir osteoporose e amenizar os sintomas psicoldgicos, embora 0 mecanismo de
acao nesses casos ainda nao esteja totalmente esclarecido. Além disso, nao
apresentaram efeitos téxicos, tais como aumento de peso ou aumento da pressao
arterial, mesmo em concentragdes mais elevadas 8+8%%.

As coumestanas sdo caracterizadas pela presenca de um nucleo
cumarinico (anel aromatico A fundido a uma lactona) e sao produzidas a partir das
isoflavonas. Geralmente sido encontradas em brotos de feijao, alfafa e soja e
também no cravo vermelho, porém poucas apresentam estrogenicidade quando

isoladas®’.
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1.4.1.2 - A AMORA NOS TRATAMENTOS DE REPOSICAO

A amoreira € uma planta do género Morus, familia Moraceae, ordem
Urticales, classificada morfologicamente pela primeira vez por Lineu em 1753%. E
bastante usada na pratica da sericultura, como fonte exclusiva de alimento para o
bicho-da-seda (Bombyx mori L.), podendo também ser utilizada como forragem para
animais, principalmente ovinos, ou como cerca-viva em projetos paisagisticos. E
uma planta de origem asiatica, mas que, devido a produgéo de seda, se espalhou ao
redor do mundo com facil adaptacao, sobretudo aos climas tropical e subtropical,
podendo ser cultivada tanto na forma de arvore quanto arbusto. Mais de 150
espécies de amoreira foram catalogadas baseadas na classificagdo de Lineu, porém
0 avango das técnicas de biologia molecular permitiu identificar por estudos
filogenéticos que muitas “espécies” eram na verdade variagdes fenotipicas para um
mesmo genétiposg. Em uma espécie de amoreira, as vezes em um unico exemplar, é

possivel encontrar as folhas com diferentes formatos (FIGURA 1.10).

FIGURA 1.10 - Diferentes morfologias observadas para folhas de uma mesma
espécie de amoreira.

As espécies de amoreira mais conhecidas sdo a Morus alba, Morus
nigra e Morus rubra, que receberam essas denominagdes por causa da forma dos
frutos. No Brasil, a mais popular € a Morus alba, que possui frutos mais alongado
(FIGURA 1.11). A amoreira tem uma longa histéria de uso na medicina tradicional
oriental, principalmente na China, Japao e Coréia. Na China, além do uso bastante
intenso na sericultura, partes da amoreira sdo utilizadas nas composi¢cbes de
medicamentos tradicionais chineses (TCMs), nos quais sdo conhecidas como Sang

Gen (raiz), Sang Bai Pi (casca da raiz), Sang Zhi (caule); Sang ye (folha) ou Sang

18



shen (fruto) e indicadas respectivamente para (i) hipertensao, epilepsia, vermelhidao
ocular, estomatite micética, inflamagao muscular; (ii) antitussigeno; (iii) hipertensao,
dores e dorméncia nas juntas; (iv) refriado, tosse seca, tontura, dor de cabega, olhos
avermelhados e embagamento da visao; (v) constipacado por alteracdo sanguinea,

diabetes, tontura, insdnia, palpitagéo, (vi) antioxidante®.

FIGURA 1.11 - Fruto de Morus ala, espeécie comumente encontrada no Brasil

Estudos in vitro e in vivo vem demonstrando que extratos preparados
com as raizes, caule, folhas ou frutos das espécies mencionadas apresentaram
atividades bioldgicas de diferentes naturezas (TABELA 1.1). No Brasil, as folhas de
amoreira sao muito utilizadas na medicina popular para o preparo de infusdes (chas)
que amenizam o desconforto causado pelas ondas de calor. A amoreira vem sendo
alvo de estudos para diferentes atividades biolégicas, mas o seu potencial para esse
propdsito em particular € pouco conhecido. No final da década de 1990,
experimentos realizados com a larva do bicho-da-seda mostraram que o estrogénio
sintético (17-B-estradiol), quando absorvido por ingestao, interferia na atividade das
glandulas produtoras da seda, estimulando principalmente a sintese de proteinas
diretamente relacionadas a qualidade do casulo produzido®'®2. Recentemente, outro
estudo, publicado por Yang e colaboradores®™, mostrou que extratos preparados
com a pupa do bicho-da-seda levaram a um aumento no nivel de 17--estradiol em

ratazanas ovariectomizadas.
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TABELA 1.1 - Atividade bioldgica descrita para extratos preparados com diferentes
partes da amoreira para as espécies mais comuns

Parte da planta Espécie Atividade Referéncia

folha Morus alba Antileucémica 94

raiz Morus sp.* Anti-inflamatoria 95

raiz Morus alba | Antimetastatica para melanoma 96
fruto Morus alba Antibacteriana 97
caule Morus alba Antineuroinflamatoria 98
caule Morus nigra Antioxidante 99
folhas Morus nigra hipoglicémica 100
folhas Morus rubra Antiaterosclerose 101
folha Morus rubra Antidiabetes 102
fruto Morus rubra Adjuvante em tratamento 103

periodontal

* espécie ndo informada.

Como a unica fonte de alimento para o animal é a folha de amoreira,
pode-se inferir que essa parte do vegetal contém fitoestrégenos, os quais estariam
envolvidos na sinalizacdo para a producao da seda. A hipotese da presenca de
compostos com esse perfil foi reforcada recentemente, pelo patenteamento de
extratos alcodlicos da espécie Morus alba para uso no tratamento de sintomas do
climatério, em tratamentos de cancer de mama e/ou utero e osteoporose1°4, embora
no texto da patente constem apenas informagdes obtidas de estudos in vitro com
linhagens celulares que expressam o receptor estrogeno e nao ha qualquer
informacao acerca da composi¢ao quimica dos extratos .

Ha diferentes estudos nos quais sao identificados metabdlitos
secundarios nas espécies do género Morus, porém poucos sao direcionados para a
identificacdo de fitoestrégenos. KIM e colaboradores isolaram os flavonoides
glicosilados quercetina 3-O-glicosideo (isoquercetina) e quercetina 3,7-O-
diglicosideo de folhas de Morus alba® (FIGURA 1.12). DOI e colaboradores isolaram
outro flavonoide glicosilado, o campferol 3-O-glicosideo (astragalina), das folhas da
mesma espécie, além da isoquercetina’®. Pawlowska e colaboradores isolaram de
frutos das espécies Morus nigra e Morus alba, os flavonoides glicosilados quercetina
3-O-rutinosideo, campferol 3-O-rutinosideo e a isoquercetina'®. SONG e
colaboradores por sua vez identificaram dois estilbenos, o oxiresveratrol e o
resveratrol em frutos das espécies Morus multicaulis Perr. e em folhas da espécie
Morus atropurpurea Roxb'®’. Nesses estudos, entretanto, quando houve avaliagdo

da atividade bioldgica, a estrogenicidade nao foi investigada. O potencial estrogénico
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dos flavonoides glicosilados identificados em espécies de amoreira foi observado em
um estudo in vitro realizado por LEE e colaboradores, que isolaram as moléculas da
Artemisia vulgaris L., uma planta comumente utilizada na medicina tradicional
chinesa para aumentar o fluxo menstrual em casos de desequilibrio hormonal como
na oligomenorreia'®. Mais recentemente, DAT e colaboradores isolaram de folhas
de Morus alba os flavonoides kuwanon S, ciclomulberrina, sanggenona J,
sanggenona K, ciclomorusina, morusina, atalantoflaavona, campferol e dequelina,
todos na forma aglicona'®. Devido & similaridade estrutural com o 17-p-estradiol,
poderiam ser candidatos a fitoestrégenos. Os mesmos autores realizaram um ensaio
in vitro com a linhagem MCF-7, um modelo bastante utilizado em estudos de
estrogenicidade, mas nas concentracbes testadas, todos os flavonoides

apresentaram citotoxicidade.

quercetina 3-glicosideo (isoquercetina) campferol 3-glicosideo (astragalina) HOW
O

quercetina 3-rutinosideo (rutina)

HO
OH OH
HO HO

oxiresveratrol

morusina ciclomorusina

sanggenona K campferol 3-rutinosideo

FIGURA 1.12 - estruturas quimicas de substancias identificadas e/ou isoladas de
espécies de amoreira

A presenga de residuos de agucar como substituintes nos flavonoides

confere uma maior solubilidade em agua, o que facilita o transporte e o

110

armazenamento na planta Em uma formulagao fitoterapica, o aumento da
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solubilidade também torna-se interessante por facilitar a administracdo do
medicamento. A grande maioria dos derivados glicosilados é metabolizado no
intestino, sofrendo uma reacédo de desglicosilagdo e sendo absorvidos na forma
aglicona'"'"2 embora também possam ser absorvidos na forma ndo-
metabolizada'"®. A perda da molécula de agticar de modo geral aumenta o potencial
estrogénico da molécula.

O fato de conhecidos fitoestrégenos, como o campferol, ter provocado
citotoxicidade para uma linhagem celular na qual se esperaria observar o efeito
oposto, perfil caracteristico de compostos como o estradiol, reflete a importancia de
se padronizar e regulamentar o uso de extratos em formulagdes fitoterapicas para
tratamentos de sintomas do climatério. Em relagao a atual legislacao brasileira, até o
presente momento nao foi encontrada qualquer orientacao oficial da ANVISA sobre
a utilizagcdo de partes da amoreira para essa finalidade nas edigdes vigentes da
Farmacopeia Brasileira®, do Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira’™*, da Lista de Medicamentos Fitoterapicos de Registro Simplificado, e
tampouco na Lista de Produtos Tradicionais Fitoterapicos de Registro

Simplificado '™

, embora capsulas de amora sejam facilmente encontradas em
farmacias de manipulagao.

Pensando em explorar o potencial fitoestrogénico das folhas da
amoreira e a grande variabilidade de fatores envolvidos no uso de plantas para
reposicdo hormonal, foi desenvolvido esse trabalho, que propds a padronizacédo de
um extrato preparado com folhas de Morus sp com potencial para ser utilizado na
amenizagao das ondas de calor, sintoma caracteristico da fase do climatério. Desta
forma, métodos analiticos devem ser aplicados para auxiliar na padronizagao das
caracteristicas de interesse do extrato, combinados com estudos in vitro para

observar a atividade biolégica de interesse.

1.5 - AVALIACAO DO POTENCIAL FITOESTROGENICO DE UM
EXTRATO COM POTENCIAL PARA USO EM NHRT

Como mencionado anteriormente, para um extrato apresentar potencial
fitoestrogénico € necessario que ele possua em sua composi¢ao uma molécula (ou
um conjunto delas) que mimetize a agado do estradiol no sitio de interagdo do
receptor estrogeno (ER), ativando a sinalizagdo celular. Os testes que medem a
capacidade do extrato (ou um composto isolado) de simular a agcdo do estradiol
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recebem o nome de testes de estrogenicidade e podem ser divididos em ensaios in
vitro e in vivo.

Os ensaios in vivo sdo geralmente realizados em ratazanas (Rattus
norvegicus e a raga mais utilizada é a Wistar) ovariectomizadas, para que esses
animais ndo sejam capazes de produzir naturalmente os horménios ovarianos. O
extrato € administrado ao animal e, apdés um periodo correspondente a alguns ciclos
reprodutivos (ciclo estral), é feita uma analise colpocitologica de esfregaco vaginal.
Assim como na mulher, durante o ciclo reprodutivo das ratazanas, ocorre uma
oscilagéo periodica dos niveis de estrogénio no sangue, levando a uma alteragdo no
epitélio vaginal, a qual pode ser detectada pelo esfregago”s. Para a realizacao de
ensaios in vivo é necessaria a aprovacado prévia de um comité de ética e os
resultados obtidos s&o bastante complexos. Além disso, os experimentos requerem
um elevado numero de animais, que na grande maioria das vezes s&o mortos em
seguida, e os resultados apresentam uma grande variabilidade. Em um estudo para
avaliagao dos efeitos farmacologicos do Menoprogen®, um medicamento fitoterapico
para o tratamento dos sintomas do climatério, Lu e colaboradores ndo conseguiram
observar diferengas morfolégicas por microscopia entre o grupo de ratas testes e o
grupo controle’*®. Poucos anos depois, Ma e colaboradores conseguiram observar
que o mesmo medicamento promoveu a recuperacao da atrofia uterina e da
glandula adrenal, além de reestabelecer os niveis de estradiol, estrona e
progesterona no sangue'"”.

Em virtude das implicacbes relacionadas aos ensaios in vivo, 0s
ensaios in vitro estdo sendo utilizados preferencialmente para as triagens iniciais de
perfil fitoestrogénico de extratos. Os testes bioquimicos sdo os mais simples de
serem executados. Neles, os extratos s&o testados no alvo isolado, no caso o
ER''819 Esse tipo de teste fornece apenas uma resposta do tipo “sim ou nao”, além
de quantificar a afinidade pelo alvo macromolecular. Como o alvo esta isolado, ndo é
possivel observar como a interagdo da molécula com o mesmo esta inserida no
contexto de sinalizagao celular. Neste ensaio € possivel inferir se havera uma agao
agonista (ativando o receptor) ou antagonista (inibindo a sua agao) por meio de
alteracdes na conformacgao da hélice 12 do receptor.120 No entanto, isto depende de
informagdes provenientes de métodos biofisicos como cristalografia de raios-X, que
nao € ftrivial principalmente para uma mistura de substancias. Além disso, a

informacao estrutural por si s6 ndo é suficiente para determinar o padrao de
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resposta celular. O raloxifeno € um farmaco modulador seletivo do receptor
estrogeno (SERM) de segunda geracdo que pode atuar como agonista ou
antagonista do ER, dependendo do tipo celular no qual o receptor esta localizado.
Ele atua como agonista regulando a densidade 0ssea em casos de osteoporose em

mulheres na pos-menopausa’?’

e, por esta razdo, € utilizado nas HRTs. Por outro
lado, a mesma molécula atua como antagonista do ER em células do tecido
mamario, bloqueando a proliferagdo de células tumorais, com uso na quimioterapia
para o cancer de mama'%.

Ainda no ambito dos ensaios in vitro, devido a limitagdo dos testes
bioquimicos, os ensaios celulares vém ganhando cada vez mais espago. Um dos
mais utilizados nessa categoria € o E-SCREEN®, teste desenvolvido inicialmente
por Soto e colaboradores'?® para quantificar a estrogenicidade de xenobidticos e
verificar se eles poderiam ter efeito acumulativo ou mesmo causar alteragdes
sexuais em diferentes espécies antes que os mesmos fossem liberados no meio
ambiente. Experimentalmente, mede-se a proliferacdo celular induzida por
compostos bioativos presentes nos extratos em comparagdo aquela obtida pela
acao do 17-pB-estradiol em linhagem de células MCF-7, um modelo de células
humanas de adenocarcinoma mamario cuja replicacao é estimulada pelo horménio.

As linhagens de células humanas de cancer de mama séo classificadas
em quatro subtipos principais, conforme a expressao de 3 proteinas biomarcadoras:
o receptor estrégeno (ER), o receptor e progesterona (PR) e o receptor do fator de
crescimento epidermal HER2/neu. O subtipo que expressa os receptores hormonais
(ER+/PR+/HER-) é o mais comum e o de melhor diagnéstico, enquanto o subtipo
que nao expressa qualquer um dos trés marcadores (ER-/PR-/HER-), também
conhecido como triplo negativo, advém do tipo de céncer considerado mais
agressivo, o mais dificil de ser diagnosticado e o que menos responde aos
tratamentos quimioterépicos124. A linhagem MCF-7 expressa o0s receptores
hormonais, principalmente o receptor estrégeno125. Nesse caso, se uma molécula
agonista do receptor estrégeno (como o 17-B-estradiol) interage com o ER, a
replicacao sera estimulada e levara a um numero muito maior de células quando
comparada a cultura celular na auséncia de agonistas. MCF-7 & uma linhagem que
tende a formar colbnias durante o crescimento celular, muitas vezes havendo

superposi¢cao de camadas de célula (FIGURA 1.13).
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FIGURA 1.13 - Culturas de células utilizadas em ensaios in vitro para extratos com
potencial fitoestrogénico

O teste de estrogenicidade é fundamental para avaliar se um extrato é
fitoestrogénico. No entanto, para que esse extrato se torne um candidato em
potencial para ser utilizado em terapia de reposicdo hormonal, estudos de
seletividade e citotoxicidade sao recomendaveis previamente aos estudos in vivo. O
teste de seletividade busca avaliar se o extrato é seletivo ao ER, o qual esta
diretamente envolvido na modulacdo da sinalizagdo celular do sistema
termorregulatério. Experimentalmente, a avaliagdo pode ser realizada com base em
um modelo de células humanas de adenocarcinoma mamario que nao expressem o
receptor estrogeno, como a MDA-MB-231. Ao contrario da MCF-7, essa linhagem é
do subtipo triplo negativo, pois ndo expressa qualquer um dos 3 marcadores citados
anteriormente. Por essa razao, a replicacido celular nao é estimulada por horménios
ou por moléculas que mimetizem a agdo dos mesmos. Dentre as linhagens triplo-
negativas, também conhecidas por subtipo basal, a MDA-MB-231 € uma das mais
utilizadas em estudos sobre mutagdo génica e metastase'®. E uma linhagem que
replica rapidamente e preferencialmente em monocamadas (FIGURA 1.13).

Os testes de citotoxicidade sao realizados com a finalidade de se
investigar se o extrato com potencial fitoestrogénico também apresenta algum efeito
téxico em células sadias. Esse estudo também é feito por meio de ensaios in vitro e
€ uma etapa preliminar bastante importante antes de se passar para um estudo in
vivo mais complexo, que demandam custo e tempo maiores. Se o extrato apresentar
toxicidade no ensaio in vitro, a probabilidade de ele vir a ser testado in vivo sera
muito baixa. Esses testes sdo baseados em medidas de viabilidade celular,
realizada em modelos de células de fibroblastos. Uma das linhagens mais utilizadas

€ a BALB/c 3T3 clone 31, recomendada pelo Instituto Nacional de Saude dos EUA
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para essa finalidade'. A linhagem BALB/c 3T3 (comumente conhecida apenas
como BALB/c) € uma linhagem de fibroblastos isolados de embrides (com até 17
dias gestacionais) de camundongos albinos da raga BALB/c (Mus musculus). E uma
linhagem de facil manuseio que sempre cresce rapidamente em monocamadas. E
capaz de se dividir infinitamente, porém quando atingem 100% de confluéncia,
ocupando toda a superficie do frasco de cultura, a divisdo é interrompida’®
(FIGURA 1.13).

Nesses 3 ensaios, as células sao incubadas com o extrato diluido em
meio de cultura por um determinado periodo de tempo. A quantificacdo do
crescimento ou da viabilidade celular € expressa pelo numero de células vivas na
cultura, por isso ela requer entdo um método analitico. Para se quantificar o numero
de células vivas em uma cultura, existem diferentes métodos, como os de contagem

3 ou ainda os métodos colorimétricos

direta dos nucleos celulares marcados'
envolvendo a incorporacdo de vermelho neutro'®® ou a reducdo de um sal
tetrazolio™. O sal de tetrazolio em solucdo apresenta uma cor amarela e ao ser
reduzido, leva a formacdo do formazan, que € insoluvel em agua e apresenta

coloragéo azul/violeta (FIGURA 1.14).
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FIGURA 1.14 - Reacao de reducgao do sal de tetrazélio com produgao de formazan

Como possuem uma carga positiva, os ions tetrazdlio sao
transportados para o citoplasma via diferenca de potencial da membrana plasmatica
e tendem a interagir em regides anibnicas, principalmente grupos fosfato ligados ao

reticulo endoplasmatico’®’

. Essa mesma organela produz o NADH, que, ao ser
oxidado a NAD, leva a redugéo do sal de tetrazdlio a formazan, cujos (micro)cristais
sao armazenados em vesiculas lipidicas ou eliminados por exocitose para o meio

extracelular (FIGURA 1.15A).
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(B) solubilizados apds a adicdo de um agente solubilizante

O brometo de 3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazélio, também

conhecido como Metil-Tiazolil-Tetrazolio (MTT) € o sal de tetrazdlio mais comumente

utilizado nos métodos colorimétricos para estudos de viabilidade'?

0

ou proliferagao

celular™® e também foi o escolhido para os estudos deste trabalho. No entanto,

outros sais, como o XTT (brometo de 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-

tetrazolio-5-carboxanilida) e o NBT (brometo de nitroazul de tetrazdlio) também sao

utilizados nesses tipos de ensaio (FIGURA 1.16)'%.
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FIGURA 1.16 - Estruturas quimicas dos sais de tetrazolio utilizados nas analises
colorimétricas dos ensaios de estrogenicidade, citotoxicidade e seletividade

o,N

Como os cristais de formazan formados sdo armazenados em
vesiculas lipidicas no citoplasma da célula, € necessario adicionar um agente
solubilizante constituido por um tensoativo (geralmente dodecilsulfato de sdédio,
SDS; e um solvente organico — dimetilsulféxido - DMSO) para romper a membrana

134

celular e solubilizar os cristais ™. Quando a solugéo estd homogénea e translucida,

é feita uma analise colorimétrica na regido do visivel (FIGURA 1.15B).
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1.6 - O CONTROLE DE QUALIDADE NO USO DE
FITOESTROGENOSNA TERAPIA DE REPOSICAO

O uso de fitoestrogenos em terapias de reposicdo vem crescendo
continuamente. Pensando na eficiéncia de sua utilizagdo em uma terapia de
reposigao hormonal, o nivel de compostos bioativos absorvidos pelo organismo deve
ser constante para que ndo haja grandes variagbes nos sintomas. Muitas vezes, os
fitoestrogenos sdo consumidos na forma de alimentos in natura (frutas ou legumes)
ou infusdes (chas), dificultando esse controle’®. Os habitos alimentares variam
bastante de pais para pais e, consequentemente, a quantidade de fitoestrogenos
também. Os alimentos a base de soja, ricos em isoflavonas, sdo muito populares
nos paises asiaticos, enquanto os europeus, de forma geral, consomem uma maior
quantidade de graos e cereais, ricos em lignanas. Ja aqueles que vivem proximos do
mar mediterrdneo apresentam um consumo significativo de vinho, ricos em
estilbbenos e flavonoides. Apenas para ilustrar a variabilidade na quantidade de
fitoestrogenos consumidos em diferentes paises, um levantamento publicado em
2007"% mostrou que o consumo entre adultos no Jap3do era de 50 a 200 mg.dia™,
enquanto em outros paises asiaticos era de 20 a 150 mg.dia”’ e nos paises
ocidentais, aproximadamente 2 mg.dia™.

Além disso, os metabdlitos secundarios de plantas tém a sua producéao
bastante suscetivel a interferéncia de fatores externos, como a qualidade do solo, a
quantidade de chuva, a exposi¢ao ao sol, as estagdes do ano, o periodo de coleta,
etc. Soma-se ainda o fato de que a producao e distribuicdo desses metabdlitos nédo
ocorrem de maneira uniforme pelas diferentes partes da planta81. No caso de
formulagbes comerciais, como o0s suplementos nutricionais e chas, deve-se
considerar também a manipulacdo e preparo dessas formulacbes. Em outras
palavras, € imensa a quantidade de variaveis envolvidas no preparo de um extrato
rico em fitoestrégenos, o que o torna muito suscetivel a variagdes. Dessa forma, é
necessario um controle da qualidade, seguranca e eficiéncia das formulacdes

fitoterapicas.
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1.6.1 - OS METODOS MAIS UTILIZADOS PARA MONITORAR A
QUALIDADE DE EXTRATOS FITOESTROGENICOS

1.6.1.1 - ANALISE DE FENOLICOS TOTAIS

Entende-se por composto fendlico toda molécula que possuir em sua

estrutura quimica um ou mais anéis aromaticos com no minimo uma hidroxila como

137

substituinte Muitos compostos polifendlicos apresentam estruturas quimicas

semelhantes ao estradiol e por isso possuem acdo estrogénica'® 1%

140,141

ou
antiestrogénica
O método colorimétrico de Folin-Ciocalteu € o mais amplamente

142143 sendo presente em diferentes

utilizado para analise de fendlicos totais
farmacopeias'**. A farmacopeia brasileira recomenda o método de Folin-Denis para
determinagdo de taninos'®, polifenois produzidos a partir da mesma rota
biossintética que leva a formagdo do &cido 4-cumarinico e do acido cafeico'*®
(FIGURA1.9). S&o os taninos que conferem a adstringéncia a alimentos n&o-
maduros e a bebidas como chas.

O método original foi proposto por Folin e Denis™’ para determinacéo
de fendis livres em urina. Ele é baseado em uma reagao de oxi-reducdo em meio
basico (pH ~10) entre os ions fosfomolibidato e fosfotungstato que compdem os
reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu (ambos de coloragao amarela) e os ions
fenolato dos compostos fendlicos (os quais se encontram desprotonados naquele
pH), resultando em uma coloragdo azul bastante intensa. O mecanismo exato da
reacao nao € conhecido, mas acredita-se que a reagao aconteca por formacao de
complexo e a mudanga na coloragdo esteja associada a redugdo do Mo(VI)

(amarelo) para Mo(V) (azul)'*.

O fosfomolibidato e o fosfotungstato sao instaveis
em meio basico, exigindo uma maior concentragdo de compostos fendlicos, que, por
sua vez levaria a precipitacao de sais insoluveis. Para contornar o problema, Folin e

Ciocalteu™®

adicionaram sulfato de litio ao reagente, que passou entdo a ser
conhecido como reagente de Folin-Ciocalteu.

As anadlises de fendlicos totais geralmente sdo acompanhadas de
analises de potencial antioxidante, visto que tais compostos podem inibir o processo
de reacdo em cadeia iniciado por radicais livres produzidos metabolicamente,
exercendo uma acéo protetora processo de estresse oxidativo celular por meio da
remocdo de espécies reativas'®'*". Entretanto, também pode ser utilizado em uma

analise preliminar para fitoestrégenos, que também sao polifenois.
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1.6.1.2 - ANALISES QUALITATIVA E QUANTITATIVA DE PERFIL
QUIMICO

As analises de fendlicos totais apenas servem para estimar o conteudo
de compostos fendlicos presentes em um determinado extrato. No entanto, para
classificar um polifenol como fitoestrégeno, sdo necessarias analises muito mais
complexas.

As analises qualitativas fornecem informagdes sobre a natureza
quimica dos componentes de um determinado extrato, principalmente em relagao a
presenca de substancias que atendam ao critério apresentado na secao 1.4.1 e que
possam ser consideradas fitoestrégenos. Pelas analises quantitativas € possivel
saber qual a concentragcdo dos compostos bioativos necessaria para se observar
determinada atividade bioldgica. A analise quantitativa também permite saber como
essa concentragado esta sendo alterada sob a acdo de fatores externos, como
umidade, temperatura, exposicao ao sol, etc., uma vez que o metabolismo das
plantas é bastante influenciado pelos mesmos e consequentemente influencia a
eficacia da formulacao fitoterapica.

Além disso, conhecendo-se o perfil quimico do extrato, torna-se
possivel identificar um ou mais marcadores quimicos, que s&o compostos
caracteristicos da planta de origem. Esses marcadores ndo tém que ser
necessariamente os responsaveis pela atividade biolégica em questdo, porém sao
fundamentais para assegurar a autenticidade do material vegetal que esta sendo
utilizado na preparacéo do extrato'?.

O monitoramento da qualidade dos extratos, desde a matéria-prima até
o produto final, deve seguir os parametros recomendados pelas autoridades
sanitarias do pais onde ele sera utilizado. No Brasil, tais pardmetros estao reunidos
na Farmacopeia Brasileira’ e em Resolucdes atualizadas periodicamente, ambas
elaboradas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). No ano de
2014, a ANVISA emitiu a Instrugdo Normativa (IN) n° 4, na qual preconiza o controle
de qualidade dos medicamentos fitoterapicos (MF) e os produtos tradicionais
fitoterapicos (PTF). Essa classificagao em MF e PTF é baseada principalmente na
seguranga e eficacia do produto final: o MF precisa ter estes parametros
comprovados em estudos clinicos, enquanto para o segundo isto € feito por tempo
de uso descrito na literatura técnico-cientifica. No entanto o documento reitera que o

controle de qualidade deve apresentar critérios semelhantes para ambos. De acordo
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com a regulamentacdo da ANVISA, todo fitoterapico (MF e PTF) tem que ser
constituido apenas de Insumos Farmacéuticos Ativos Vegetais (IFAV), descritos no

Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (FFFB)154

, hao podendo
conter em sua formulagao o principio ativo isolado ou em elevado grau de pureza155.

O controle de qualidade do fitoterapico, desde a sua producdo até a
formulacdo final inclui a obtencdo do perfil quimico e a validacdo do método
analitico. Ele é realizado em relagdo aos IFAVs e os métodos cromatograficos séao
os recomendados pela ANVISA para esta finalidade. As recomendagdes para a
avaliacdo da qualidade estdo organizadas em monografias publicadas em
farmacopeias ou constam em Resolugbes de Diretoria Colegiada (RDCs) que séo
revisadas pela ANVISA periodicamente.

Além das técnicas cromatograficas, outras técnicas analiticas séao

bastante utilizadas, principalmente na obteng¢ao do perfil quimico do extrato.

1.6.1.2.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE RESSONANCIA
CICLOTRONICA DE iONS COM TRANSFORMADA DE FOURIER
COMO FONTE DE IONIZACAO ELETROSPRAY (ESI-FT-ICR-MS)

A ESI-FTICR-MS néo faz parte do atual escopo de técnicas analiticas
utilizadas para o controle de qualidade. Entretanto essa € uma técnica bastante
promissora que vem sendo utilizada na elucidagao estrutural de produtos naturais.
Gracgas a sua altissima resolugao, na ordem de 1 a 2 ppm, ela permite determinar
com exatidao e precisdo a massa exata dos fitoestrogenos presentes em um extrato

com potencial fitoterapico'®.

a) A fonte de ionizagao eletrospray (ESI)

As fontes de ionizagao a pressao atmosférica (API) foram um divisor e
aguas no ambito das analises quimicas por tornar possivel analisar amostras
incompativeis com equipamentos de cromatografia a gas, embora mesmo nos
equipamentos que utilizam essas fontes, a deteccdo continua acontecendo em fase
gasosa. Uma das mais utilizadas é a fonte ESI, por permitir a analise de moléculas
em solucdes altamente polares, como as aquosas. A amostra € introduzida na fonte
por um capilar a uma vazao muito baixa (geralmente 1 - 20 pL.min'1). Entre o capilar
e a primeira lente focalizadora na entrada do analisador de massas, aplica-se uma

diferenca de potencial (3 - 6 kV), gerando um campo elétrico forte. Devido a forga do
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campo, as gotas formadas na saida do capilar passam a apresentar excesso de
carga (positiva ou negativa) na superficie. Devido a tens&o superficial, o formato das
gotas é alterado, formando assim o Cone de Taylor. Com o volume reduzido, a forca
de repulsao entre ions de mesma carga aumenta substancialmente e, as goticulas,
sdo expelidas para a fase gasosa, formando assim o eletrospray. Para ajudar na
reducdo do volume das goticulas, por meio da evaporagdo do solvente, um gas de
nebulizagdo (N2) aquecido € injetado em vazdo alta coaxialmente ao capilar
(FIGURA 1.17A). Apos passar pela lente focalizadora, o spray atravessa uma regiao
aquecida e preenchida por uma “cortina” de um gas inerte (geralmente Nz ou Ar),
com a fungédo de remover as ultimas moléculas de solventes que interagem com o
ion e chega ao analisador de massas'’. Todo o processo até esse ponto acontece a
pressdo atmosférica. Entretanto, para evitar interagcbes entre os ions durante a
analise, os analisadores de massa operam em pressdes muito baixas. Uma lente
focalizadora com abertura muito pequena, chamada skimmer, & colocada na
interface para conduzir os ions durante a transicdo da pressao atmosférica para
baixa pressao (FIGURA 1.17B).

A Ponta do capilar B +3-6 kV N, (80°C)
+ (fons positivos) !
+ + |
++ + + t 4 I
FA > ® @ T + L immerd | Analisador
= Cone de Taylor Eletrospray o
Oxidagao Reducio %
w w
L= c
£ =
@ ‘©
w , . W Capilar metlico
Para ions positivos N4 44
Lente
+ | potencial de |~ Bomba
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FIGURA 1.17 - Esquema representativo da “formag¢ao” dos ions (A) em uma fonte
ESI (B). Adaptado de DE HOFFMANN e STOOBANT "

b) a espectrometria de massas de Ressonancia Ciclotrénica
de fons com Transformada de Fourier (FT-ICR-MS)

As analises espectrométricas em um equipamento com analisador de
massas do tipo FT-ICR sdo baseadas nas trajetorias descritas pelos ions de
diferentes m/z quando os mesmos s&o submetidos a agdo de um campo magnético.
Os ions que entram no analisador sao conduzidos desde um funil de ions dual,
passando por um conjunto de lentes focalizadoras e por um quadrupolo (ou

hexapolo) até a cela de ressonancia ciclotronica (ICR) por meio de diferencas de
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potencial aplicadas as diferentes partes. A ICR esta posicionada no centro de um
magneto supercondutor, o qual gera um campo magnético da mais alta
homogeneidade possivel158. Ela € composta por 3 tipos de eletrodos: eletrodos de
aprisionamento, de excitagdo e de deteccado (FIGURA 1.18). O campo magnético
unidirecional gerado pelo magneto esta alinhado aos eletrodos de excitagdo e
emissao, perpendicularmente aos eletrodos de aprisionamento. Quando entram na
cela, devido a agao do campo magnético, eles adquirem uma trajetoria circular
(movimento ciclotrénico), cujo sentido dependera da polaridade da carga da
particula 8. A trajetéria que eles descrevem possui um raio pequeno, distante dos
eletrodos de deteccdo. Para que os ions possam ser detectados, um pulso de
radiofrequéncia (RF) é aplicado nos eletrodos de excitagcédo, excitando os ions que
passam a percorrer uma Orbita de raio maior, se aproximando dos eletrodos. A
frequéncia associada a essa nova trajetéria € denominada frequéncia ciclotrénica

(oc) €, matematicamente, € inversamente proporcional a razao m/z do ion:

.= aB eq. 1.1
m

onde g € a carga do ion, B é a forca do campo magnético e m é a
massa do ion. Como se pode notar, o, ndo depende nem da velocidade com que os
ions entram na cela de ICR, nem da sua energia, o que ajudaria a explicar a
altissima resolucéo (até 1:1.000.000) proporcionada pela técnica™®. Quando o ion
se aproxima dos eletrodos de detecgdo, uma corrente alternada € gerada e
amplificada diferencialmente em um sinal de RF. Utilizando-se a transformada de
Fourier, os valores de RF sdo deconvoluidos em um grafico de frequéncias
ciclotrénicas individuais, as quais sdo convertidas em m/z, por meio da equagéao 1.1
(FIGURA 1.18).

O principio de ressonancia ciclotrénica € conhecido desde os anos de
1930', mas foi apenas nos anos 1970 que ele foi aplicado na area de
espectrometria de massas, quando foi desenvolvido o primeiro espetrémetro com
um analisador de massas do tipo FT-ICR'""®2. Por causa da altissima resolucéo
exatidao, essa é uma técnica amplamente usada na area de petroledmica’®®, mas
vem sendo bastante usada também para estudos em sistemas bioldgicos,
direcionados para o metabolismo de farmacos'®*, descoberta de biomarcadores e
analises de complexos nao-covalentes, por exemplo, protel’na-ligante165. Na area de

156
17,

produtos naturais a sua principal aplicagdo € na elucidacdo estrutura mas

também pode ser uma técnica muito interessante para estudos de biossintese'® ou
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mesmo para estudos de degradagdo®’.
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FIGURA 1.18 - Espectrdmetro de massas com analisador FT-ICR e o0 esquema do
funcionamento de uma ICR

1.6.1.2.2 - CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A DETECCAO
POR ARRANJO DE DIODOS E ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE
BAIXA RESOLUCAO (LC-DAD-MS)

A técnica de HPLC acoplada a multiplos detectores, baseados em
diferentes propriedades fisico-quimicas dos analitos, € uma das ferramentas mais
amplamente utilizada para estudos de perfil quimico de extratos vegetais'®,
principalmente quando se acredita que o mesmo possua alguma atividade
biolégica169’17°'171.

A cromatografia liquida se baseia na separagao dos analitos presentes

em uma amostra de acordo com as interagdes dos mesmos com a fase estacionaria
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(retengdo) e a fase mével (eluigdo), as quais podem ocorrer principalmente por meio
de diferentes interagdes intermoleculares (FIGURA 1.19). Quando a fase movel é
mais polar que a fase estacionaria, diz-se cromatografia em modo reverso e a

72 Quanto maior for o carater

retencao é regida principalmente pela hidrofobicidade
apolar do analito, maior sera a sua interacdo com a fase estacionaria e menor ela

sera em relacido a fase mével.
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FIGURA 1.19 - Interagdes intermoleculares que governam a separagao
cromatografica. Adaptado de SNYDER et al.'”

Na cromatografia em modo reverso, a fase modvel é geralmente
constituida por uma mistura de agua e solvente organico. Por razdo da
(i)miscibilidade ha uma limitacdo em relagao aos solventes que podem ser utilizados
com essa finalidade, sendo a acetonitrila (ACN), o metanol (MeOH) e o
tetrahidrofurano (THF) os mais comumente utilizados. Quanto maior a proporgao de
agua, menor a for¢a da fase movel, favorecendo a eluicdo de compostos hidrofilicos
(mais polares) e aumentando a retengdo dos compostos hidrofébicos (menos
polares), os quais serdo eluidos apenas com uma fase mével mais forte (maior
porcentagem de solvente organico).

Ainda em relagdo a composicao da fase mével, a cromatografia em
modo reverso pode ser realizada no modo de eluicdo isocratico, no qual a
composi¢cao da fase mével € mantida constante, ou no modo de eluigdo gradiente,
onde a proporcdo de solvente organico na fase moével aumenta gradualmente.
Quando se tem uma amostra complexa, como os extratos vegetais, contendo
analitos com diferentes polaridades (geralmente pertencentes a diferentes classes
quimicas) o modo gradiente é o mais indicado, pois o aumento gradativo da for¢a da
fase movel permite uma melhor retengéo dos diferentes analitos, levando a uma boa
separacédo dos mesmos.

O tempo em que um analito fica retido na fase estacionaria até ser
eluido da coluna pela fase mével € denominado tempo de retencéo (t;) e deve ser

caracteristico de cada analito. A separacdo dos diferentes componentes de uma
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amostra é representada graficamente por um cromatograma, que registra a resposta
do detector em funcéo do tempo. O sinal correspondente a um analito que foi eluido
ap6s um tempo de retencao especifico € chamado banda cromatografica e segue
uma distribuicdo gaussiana.

A separagdo cromatografica €& baseada no binbmio seletividade-
eficiéncia (FIGURA 1.20). A primeira mede a capacidade do sistema analitico em
distinguir quimicamente dois analitos em uma amostra. Quanto maior a separagao
de duas bandas cromatograficas em relagao a linha de base, maior a seletividade do
método. A segunda esta relacionada ao alargamento da banda cromatografica:
quanto mais estreita for a banda, menor a dispersao dos dados e, portanto mais
eficiente é a separacao.

EFICIENCIA
SIM NAO

SIM

resposta do detector
resposta do detector

tempo (min) tempo (min)

SELETIVIDADE

resposta do detector
resposta do detector

tempo (min) tempo (min)

FIGURA 1.20 - Representagao do bindmio seletividade — eficiéncia que rege a
separagao cromatografica

A medida quantitativa da separacao de duas bandas cromatograficas
em relacédo a linha de base do cromatograma é a resolugdo cromatografica (Rs),

calculada pela equacéo:

Rs — 2 (ty2—tr1) = 1,18 (ty2—tr1) eq. 1.2

witw, Wo,5,11tWo,5,
onde t;1 e t», sdo os tempos de retengao, w1 e w, as respectivas larguras das duas
bandas cromatograficas adjacentes; e wps as larguras dos mesmos picos a meia
altura. Quando o valor de Rs é igual ou superior a 1,5, as bandas sao ditas bem
resolvidas (separadas), tornando-se possivel usar a integragdo da area sob a curva
da banda cromatografica em uma analise quantitativa, visto que a area é

diretamente proporcional a concentracdo do analito. Valores abaixo de 1,5 para Rs
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indicam uma coeluigdo parcial dos analitos, havendo assim a necessidade de se
otimizar o método cromatografico até que Rs apresente um valor satisfatorio.

A resolucao € influenciada pela retencao, seletividade e eficiéncia do
método, por meio de 3 parametros cromatograficos: nimero de pratos tedricos (N),
fator de retengdo (k) e fator de separacédo (o), (FIGURA 1.21), os quais estédo

matematicamente relacionados a Rs pela seguinte equagao:

1 k
= = \/ X [—) x — eq. 1.3
Rs 4 x VN (1+k) (@—1) a
eficiéncia retencao seletividade

resposta do detector

Rs
N NG

tempo (min)
VAVAN i

tempo (min)

resposta do detector
resposta do detector

tempo (min)

resposta do detector

tempo (min)

FIGURA 1.21 — Influéncia dos parametros o, k € N na separagao cromatografica

O numero de pratos tedricos (N) vem de uma analogia a coluna de
destilacao fracionada de petréleo’”®, na qual os componentes do petréleo no estado
de vapor entram pela base que esta a uma temperatura elevada e se distribuem
conforme as respectivas densidades. Quanto menor o numero de atomos de
carbono, menor a densidade e maior a distancia que o vapor percorrera no interior
da coluna, o qual é preenchido por pratos posicionados ao longo da mesma e cuja
temperatura diminui com a altura. Quando a temperatura na coluna se iguala a
temperatura de ebulicdo da substancia, o vapor condensa, se acumulando no prato
mais préoximo até ser transferido para um condensador na parte externa.

Quanto maior o numero de pratos, menor a distancia entre eles e mais
eficiente é a separagdo. Analogamente, na coluna cromatografica, em cada prato
tedrico ha um equilibrio de particdo do analito entre a fase estacionaria e a fase
movel. Quanto maior o numero de pratos tedricos, maior o equilibrio do analito entre
a fase movel e a fase estacionaria. Como o equilibrio de particdo é caracteristico de

cada analito, quanto maior o valor de N, maior o numero de moléculas de uma
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mesma substancia eluidas em um determinado t; e mais estreita torna-se a banda
cromatografica (FIGURA 1.22). Matematicamente, N se relaciona com o tempo de

retencao (t;) e a largura na base da banda (wp) por meio da equacao:

N =16 (t—r)2 eq. 1.4

Wh

Numero de pratos

€1 C0C0C0C0CuCa CiCsCi0CisCnCsCn

petréleo I petréleo I

caldeira Coluna de caldeira Coluna de
destilagdo fracionada destilagéo fracionada

Numero de pratos tedricos

FIGURA 1.22 - Analogia entre N e o numero de pratos de uma coluna de

destilagdo fracionada. Adaptado de SNYDER et al'"”.

O fator de retencgao (k) esta diretamente relacionado com as interagoes
analito - fase estacionaria e analito - fase moével. Ele mede a proporgao entre a
quantidade de moléculas do analito presentes na fase moével e a quantidade de
moléculas do mesmo retidas na fase estacionaria. Matematicamente, k pode ser

calculado pela equacéo:
tr— to
to

k= eq. 1.5

onde t; € o tempo de retencao do analito e to € o tempo de eluicdo dos analitos que
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nao ficaram retidos na coluna. Um valor baixo para t; e, por consequéncia, valor
pequeno para kK, indica que o analito tem maior afinidade pela fase mével que pela
fase estacionaria. Da mesma forma, k muito grande indica maior afinidade do analito
pela fase estacionaria, sendo a fase movel considerada fraca. Para uma boa
separagao cromatografica, o valor de k deve ficar entre 1 e 5. No modo gradiente,
pelo fato de ocorrer um aumento gradual da forga da fase mével, k é assumido como
0 mesmo para todas as bandas e é representado por K'.

O fator de separacéo (o) esta diretamente relacionado a seletividade
do método analitico, pois mede a sua capacidade em distinguir dois analitos que
possuem bandas cromatograficas adjacentes. Matematicamente, o pode ser
calculado pela razao entre os fatores de retengdao de duas bandas cromatograficas

vizinhas (eq. 1.6).

o=
5 eq. 1.6
Associando-se as equacgdes 1.5 e 1.6, tem-se que
_ trz_ tO
T ta—to eq. 1.7

onde t4 refere-se a primeira banda cromatografica e t,, a banda subsequente.
Quando as bandas cromatograficas estdo bem separadas em relagéo a linha de
base, t;, € significativamente maior que t;1, levando a um valor alto para o.

Nos sistemas de cromatografia, é possivel utilizar um ou mais
detectores, que medem diferentes propriedades fisico-quimicas do analito. O
detector de arranjo de diodos (DAD) ou arranjo de fotodiodos (PDA) quantifica a
absorbancia molecular, que ¢ diretamente proporcional a concentragdo do
composto, conforme a lei de Lambert-Beer (A = ¢bc). Em linhas gerais, a radiagéo
eletromagnética emitida tanto por uma lampada de deutério na regido do ultravioleta,
entre 200 e 400 nm, quanto por um filamento de tungsténio com emisséo na regiao
do visivel, de 400 a 800 nm, é focalizada para a cela de fluxo por uma pequena
abertura em um anteparo. Apds atravessar a cela, a radiagao atinge uma grade de
difracdo, na qual ocorre a sua decomposi¢cao nos diferentes comprimentos de onda,
que sao detectados simultanea e individualmente pelos fotodiodos, geralmente 512
ou 1024 diodos, cujos sinais séo convertidos em um espectro de absor¢cédo (FIGURA
1.23).

Como o espectro de absorg¢ao € caracteristico para cada analito, esse

detector torna-se especialmente interessante para distinguir dois componentes de
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uma mistura em casos de coeluigdo de analitos, principalmente quando esgotadas
todas as tentativas de ajustes dos parametros do método analitico’”. Os metabdlitos
secundarios de produtos naturais, na grande maioria, possuem grupos cromoforos
em sua estrutura quimica, por isso métodos de HPLC com detector DAD séo

bastante utilizados em analises qualitativa e quantitativa de extratos'>17177,

arranjo de

fotodiodos
%
: ] 5
ol lad S \é; A
anteparo feace
\ fluxo
tempo (min)

@ I 1 absorbancia
o | = difragao . |
de%tﬁr'o entrada de L -

- amostra
tungsténio tempo (min)

FIGURA 1.23 - Esquema representativo do funcionamento de um detector DAD.

Adaptado de Snyder et al.'”®.

A utilizacdo da espectrometria de massas, como método de deteccio
cromatografica (LC-MS) s6 foi possivel com o desenvolvimento das fontes APIs'"®.
Os espectrometros podem ser classificados como baixa ou alta resolugao, conforme
a capacidade do analisador de massas em diferenciar razées m/z com valores muito
proximos. Os equipamentos pertencentes a primeira classe, como o triplo
quadrupolo (TQ-MS) tém resolugéo unitaria, possibilitando distinguir moléculas com
diferengas maxima de m/z de 1 u.m.a. No segundo grupo, tem-se os analisadores,

como o de tempo de voo ou orbitrap'’®.

Recentemente, essa classe se dividiu
originando uma terceira, a de altissima resolugédo que pode chegar a 1:1.000.000,
como o FT-ICR-MS descrito anteriormente.

O analisador de massas TQ-MS consiste em 3 quadrupolos alinhados
em série (FIGURA 1.24). Durante a analise, os ions da amostra provenientes da
fonte de ionizagdo passam por um conjunto de lentes focalizadoras, atravessam os
quadrupolos e sado detectados em uma cela fotomultiplicadora de elétrons. Cada
quadrupolo é formado por quatro polos distribuidos simetricamente, nos quais séo
aplicados potenciais de radiofrequéncia (RF) e corrente direta (DC), que fazem os
ions oscilarem longitudinalmente, em uma frequéncia diretamente relacionada a
razao m/z de cada ion. Os valores de RF e DC sao ajustados para que os ions de

uma determinada razdo m/z oscilem ao longo do eixo dos quadrupolos a uma
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frequéncia de baixa amplitude, enquanto os ions com outras m/z se movimentarao
com frequéncias de grandes amplitudes, se aproximando dos quadrupolos e
escapando entre eles.

O principio de funcionamento do TQ-MS possibilita diferentes formas
de analises quando ele é utilizado como detector (FIGURA 1.25). Na analise
exploratéria no modo de varredura completa, RF e DC s&o aplicados no primeiro
quadrupolo (Q1) com um aumento linear, mantendo-se a razdo RF/DC e a
frequéncia de oscilagdo constantes. Com isso, ha um aumento continuo nos valores
de m/z dos ions detectados, gerando o espectro de massas. Nos outros quadrupolos
(Q2 e Q3) é aplicada apenas a RF, transformando-os em linhas de transferéncias de

jons para o detector'®.

lentes focalizadoras Q1 Q2 Q3
f ’ . ’ T T T —‘
iomEacko Q54

AAAL

detector

orifice skimmer

Q1 Q2 Q3
lt":al'hald
o multiplicador
B PR — el
orifice skimmer

FIGURA 1.24 - Esquema de funcionamento de um analisador triplo-quadrupolo.
Adaptado de AB Sciex'®

lentes focalizadoras
curtain

fonte de
ionizagao °

Quando a amostra é conhecida ou se deseja obter informagdes a
respeito da estrutura quimica dos analitos, pode-se utilizar o modo de
espectrometria de massas sequencial (MS/MS). Os potenciais de RF e DC aplicados
no Q1 sédo ajustados de forma que apenas os ions com razdo m/z de interesse
permanecam no interior do quadrupolo, sendo transferidos para o Q2, no qual sao
aplicados potenciais para aumentar a energia cinética e provocar a dissociagao dos
ions por colisdo (CID). Os ions-fragmento s&o transferidos para o Q3 e detectados
de forma semelhante aquela descrita para o Q1 na analise exploratoria'>. Esse é o
modo classico de analise MS/MS também chamado de ions-produto, porém existem

variagbes, como a analise de perda (de moléculas) neutra, onde Q1 e Q3 operam

42



em modo exploratério e 0 Q2 em modo de fragmentagdo. Cruzam-se as informagdes
provenientes do Q1 e do Q3 e somente sdo registrados os ions que, durante a
dissociagao, levaram a perda de moléculas neutras com m/z igual a que foi
previamente selecionado. Ha ainda o modo de ion precursor, no qual se fixa a m/z
de um ion fragmento no Q3 e faz-se uma varredura exploratéria no Q1 de forma a
identificar o ion que gerou aquele sinal. Um quarto modo, muito utilizado em analises
quantitativas € o de monitoramento de reagao selecionada (SRM), nos quais se
ajustam os potenciais aplicados no Q1 e no Q2 para fragmentar uma determinada
m/z e no Q3 para reterem apenas um ou dois ions-fragmento provenientes daquela

dissociagao.

. Varredura fons-fraglpento Espectro
l m/z fixo fragmentacdo | arredura completa
0O D i ® ’ |
) mz
Varredura Ion precursor Espectro
O varredura completa fragmentacdo m/z fixo
I R O —— — S —
BNNN 23857 NN~ |
. mz
0O Varredura Perda de fragmento neutro Espectro
l varredura completa P9MeN3E0 4 radura completa
e ¢ .0 N ~
O R A Yavawy 3%, el Nl N I | |
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Monitoramento de reacgdo selecionada Espectro
. = fragmentacdo 3
l m/z fixo m/z fixo

AT AT A e |
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FIGURA 1.25 - Diferentes modos de analise possibilitados pelo uso do

espectrometro de massas como detector do sistema cromatografico. Adaptado de
Huestis e Smiths™".
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto de pesquisa foi padronizar quimicamente
um extrato de folhas de amoreira que apresentasse potencial fitoestrogénico para o
tratamento dos sintomas do climatério, visando a repetibilidade de preparo do

extrato e garantindo assim a qualidade do mesmo.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo geral seria alcangado por meio dos objetivos especificos
descritos a seguir:

- obter um extrato de folhas de amoreira que apresentasse atividade
estrogénica e ao mesmo tempo, ndo apresentasse toxicidade para células sadias
em ensaios in Vvitro;

- caracterizar quimicamente o extrato preparado de Morus alba por
técnicas analiticas de espectrometria de massas e cromatografia;

- identificar o(s) marcador(es) caracteristico(s) para a folha de
amoreira, matéria-prima para o preparo dos extratos;

- desenvolver e validar um método analitico para a analise
(semi)quantitativa dos marcadores selecionados nos estudos;

- aplicar o método analitico validado para estudos de variabilidade para
0s marcadores quimicos;

- aplicar o método validado na analise de formulacdes fitoterapicas

comerciais de extratos de folhas de amoreira.
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3 — PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 - PREPARACAO DOS EXTRATOS

3.1.1 - MATERIAL VEGETAL - FOLHAS DE Morus alba.

As folhas de amoreira foram obtidas em uma fazenda experimental da
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA) localizada na cidade de
Galia — SP (Latitude: 22 0 17’ 29" S, Longitude: 49 0 33’ 10" W, Altitude: 561 m), em
colaboragcédo com o Dr. Antdnio José Porto, atual diretor da unidade (FIGURA 3.1). O
cultivar 1Z 56/4 foi escolhido para o desenvolvimento do trabalho por possuir uma
boa quantidade de folhas por ramo, caracteristica que o tornou um dos mais
procurados por produtores de amoreiras para sericicultura. Esse cultivar foi
desenvolvido na década de 1970 no Instituto de Zootecnia (IZ) e resultou do
cruzamento de duas variedades de Morus alba: Catania Paulista e Formosa (essa
ultima de origem asiatica). A identificagdo da espécie Morus alba também foi
confirmada pelo Dr. Sérgio Romaniuc Neto, curador do Herbario do Instittuto de
Botanica - USP.

SECRETARIA pE %
AGRICULTURA £

" AﬂAsch,MENT[) SAO PAULO

As amoreiras foram cultivadas em solo Latossolo Vermelho-Amarelo
alico textura média e as folhas foram coletadas manualmente entre margo de 2012 e
abril de 2014, sempre no periodo da manha, entre 10 e 12 h, exceto quando
mencionado explicitamente.

O material vegetal foi lavado em agua corrente sem o uso de
tensoativos e secas a sombra, durante aproximadamente 10 dias. Apos a secagem
total, foram moidas e peneiradas em peneira granulométrica ASTM/TYLER 500
mesh (Bertel, Caieiras, Brasil) para controle de granulometria. O material moido foi
acondicionado em sacos plasticos herméticos, e estocados ao abrigo de luz e calor

até o inicio dos experimentos. Este procedimento foi adotado para a maior parte dos
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experimentos.

3.1.2 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA OTIMIZACAO DO
EXTRATO DE FOLHAS DE AMOREIRA

O método escolhido para o preparo dos extratos foi a maceracéo,
utilizando uma mistura Etanol/H,O como solvente extrator. O procedimento descrito
a seguir foi comum para todos os experimentos relacionados a otimizacdo do
extrato, nos quais foram utilizadas as folhas coletadas em margo de 2012.

Em cada experimento da otimizacdo do extrato foram pesados 150,0
mg de folhas secas moidas aos quais foram adicionados 6,00 mL de solvente
extrator (proporcao 1:40). Cada sistema foi agitado por 30 s (agitador Vortex modelo
AP56, Phoenix, Araraquara, Brasil) e mantido ao abrigo de luz durante o periodo de
maceragdo. Em seguida, os extratos foram centrifugados por 20 min, a 4°C e 18.500
xg (centrifuga termostatizada Eppendorf® 5810R, Hamburg, Alemanha), filtrados em
membrana PVDF 0,22um (Nova Analitica, Sdo Paulo, Brasil) e secos sob presséo
reduzida (CentriVap® Concentrador, acoplado a um refrigerador Cold Trap®, e uma
bomba de vacuo 117, Labconco, Kansas City, EUA). Os extratos secos tiveram a
massa aferida para o calculo de rendimento (Microbalanga analitica Sartorius com
precisdo 0,001 mg, modelo CPA26P, Gottingen, Alemanha) e foram armazenados a
-20°C até o momento de uso.

O etanol (EtOH) utilizado no preparo dos extratos foi grau HPLC (99%,
PanReac, Barcelona, Espanha) e a agua deionizada ultrapura foi obtida por um

sistema de filtragdo Direct-Q® (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).

3.1.2.1 - TRIAGEM DE VARIAVEIS

Na etapa inicial do planejamento experimental, foram avaliados os
cinco parametros relacionados ao método de maceragao e que podem interferir no
extrato obtido: (i) homogeneizagcao por turbdlise; (i) composi¢cdo etandlica do
solvente extrator; (iii) temperatura de extragdo; (iv) tempo de maceragao; e (v)
agitacao periddica.

Nos experimentos que envolviam o uso homogeneizagao por turbolise,
imediatamente apos a agitagao inicial em vortex por 30 s, o sistema foi submetido a
homogeneizagdo em Ultraturrax® (IKA T10, Staufen, Alemanha) por 1 min em

rotacdo maxima (20.000 rpm). Para avaliar a influéncia da composigcao etandlica no

52



solvente extrator nos experimentos foi utilizado um dos dois extratos hidroalcodlicos:
um extrato predominantemente aquoso, contendo 25% EtOH (v/v) e outro com maior
teor alcodlico, 75% EtOH (v/v). Em parte dos experimentos, a maceracéo foi
realizada em uma das duas temperaturas distintas: 22°C (temperatura ambiente do
laboratdrio) ou 40°C, ambas monitoradas por termémetro de infravermelho (Alla
France, Chemillé, Franga) ao abrigo de luz. Nos experimentos realizados a 40°C, os
extratos foram mantidos em banho-maria termostatizado (Nova Instruments,
Piracicaba, Brasil) durante o tempo de maceragao, protegidos da exposicédo a luz.
Para se avaliar o tempo de extragcdo, em alguns experimentos, o sistema foi mantido
em maceracao por 1 h e nos outros experimentos, por 4 h. Nos experimentos com
agitagcao periddica, a cada intervalo de 30 min no periodo de maceragao, o tubo era
agitado em vortex por 30 s.

A avaliagdo desses parametros foi realizada por meio de um
planejamento fatorial fracionado 25! em dois niveis (TABELA 3.1). A geratriz
utilizada na composicdo dos experimentos foi I=ABCDE. Os padrées de

confundimento para os contrastes foram:

Ia= A+ BCDE lag = AB + CDE lesp = BD + ACE
ls =B + ACDE lac = AC + BDE lze = BE + ACD
Ic =C + ABDE lap = AD + BCE lco = CD + ABE
Ip=D + ABCE Iae = AE + BCD Ice = CE + ABD
le =E + ABCD lsc = BC + ADE Iloe = DE + ABC

TABELA 3.1 - Niveis utilizados na etapa de triagem de variaveis do planejamento
experimental para a avaliagao dos parametros da extracdo em dois niveis.

E niveis
atores ) 1
A -Técnica de homogeneizagao turbodlise nada
B - %EtOH no solvente extrator 25% 75%
C - Temperatura de extragao 22°C 40°C
D - Tempo de maceracéao 1h 4 h
E - Agitacao periddica nao sim

Todos os experimentos foram executados aleatoriamente, seguindo o
fluxograma apresentado na FIGURA 3.2. Como variaveis dependentes foram
utilizadas o rendimento (em massa/massa) e a resposta para a avaliagdo da

atividade estrogénica.

53



folhas secas moidas
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FIGURA 3.2 - Fluxograma geral de execugao dos experimentos da etapa de triagem
de variaveis do planejamento experimental. As letras indicam os fatores avaliados.

3.1.2.2 - MODELAGEM DA OTIMIZACAO - PLANEJAMENTO
UNIVARIADO

Para a etapa final de otimizacao foram preparados 21 extratos, nos
quais se variou a concentracdo de etanol no solvente extrator em 1, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 e 99% (v/v). Cada tubo foi
agitado inicialmente por 30 s em vortex, seguido de turbdlise por 1 min a 20.000
rom. O tempo de maceragéo foi de 1 h a temperatura ambiente e ao abrigo de luz.

Apods o periodo de maceragao, os extratos foram centrifugados por 20
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min, a 4°C e 18.500 x g, filtrados em membrana PVDF 0,22mm, secos sob pressio
reduzida e armazenados a -20°C até o momento de uso. Como variavel dependente

foi utilizada a resposta para a atividade biolégica (estrogenicidade e citotoxicidade).

3.2 - ENSAIOS CELULARES

Esta parte do trabalho constituiu-se de ensaios celulares para
estrogenicidade (principal), citotoxidade e seletividade (complementares), que foram
realizados em colaboracdo com o Prof. Dr. Andrei Leitdo, responsavel pelo
Laboratério de Ensaios Celulares (LabECel) do Grupo de Quimica Medicinal
(NEQUIMED), no Instituto de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de Sao Paulo
(IQSC-USP).

3.2.1 - MANUTENCAO DAS CULTURAS DAS LINHAGENS
CELULARES UTILIZADAS

Para os ensaios de estrogenicidade, citotoxicidade e seletividade foram
escolhidas, respectivamente, as linhagens MCF-7, BALB/c 3T3 clone 31 e MDA-MB-
231 (BCRJ, Rio de Janeiro, Brasil). As trés linhagens de células aderentes foram
cultivadas em meio DMEM (Meio Eagle Modificado pela Dubelco, Cultilab,
Campinas, Brasil) contendo indicador vermelho fenol (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,
Brasil) na concentracdo 15,0 mg.L™' e tamponado em pH 7,40 com NaHCO; 18
mmol.L™'. O meio foi ainda suplementado com 3,5 g.L” de glicose (299,9%, Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil), 10% (v/v) de soro de feto bovino (FBS, Vitrocell,
Campinas, Brasil) e 1% (v/v) de solugdo dos antibidticos penicilina 10000 Ui.mL™" e
estreptomicina 10 mg.mL™ (Vitrocell, Campinas, Brasil). As culturas foram mantidas
em frascos de cultura T-75 (TPP, Trasadingen, Suica) a 37°C e em atmosfera com
5% CO; (incubadora Sanyo, Sao Paulo, Brasil) . A cada intervalo de 48 h de
incubagao, fazia-se a troca do meio de cultura.

Ao atingir entre 75 e 80% de confluéncia, ou seja, 75 a 80% da
cobertura da superficie total do frasco, era feita uma passagem das células para
novas subculturas. Para as linhagens MDA-MD-231 e BALB/c, esse procedimento
consistia na incubacgdo das células com solugédo de tripsina/EDTA 0,25% (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) por 5 min. Ao término da incubac&o adicionava-se o
mesmo volume do meio de cultura para inativar a tripsina, centrifugavam-se as

células a 400 xg por 5 min (centrifuga de rotor mével Quimis, Diadema, brasil) e as
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ressuspendia em meio DMEM fresco. Para a linhagem MCF-7, muito mais aderente
que as outras, o procedimento de passagem das células incluiu a lavagem inicial das
células com a solugédo de tripsina/EDTA, e em seguida com solugdo de tampao
fosfato (PBS) sem Ca*" e Mg?* no pH 7,40 (Cultilab, Campinas, Brasil), ambas por 1
min cada antes da incubacdo com a solugado de tripsina/EDTA por 10 min. O
restante do procedimento seguiu-se conforme descrito anteriormente. Nos ensaios
descritos nesse trabalho, todas as células utilizadas estavam entre as passagens 5 e
18. Apds a passagem 19, o material era descartado.

Para os ensaios de atividade biologica, o procedimento foi realizado
conforme representado no fluxograma da FIGURA 3.3. Apds a ressuspensao das
células no meio DMEM era feita a contagem de individuos em camara de Neubauer
(KASVI, Curitiba, Brasil) e o volume final de meio era aferido para que se obtivesse a
concentracao de células necessaria para cada experimento. A concentracio ideal de
células a ser utilizada nos ensaios foi ajustada para cada uma das linhagens. Para
isso, as células de cada linhagem foram transferidas em aliquotas de 100 uL para as
placas de 96 pogos (Falcon-Corning, Tewksbury, EUA) nas concentracdes de 1.10°,
5.10%, 1.10% 5.10* 1.10° e 5.10° células.mL™" e incubadas a 37°C, em atmosfera com
5% de CO; durante um periodo de 1 a 6 dias. Para a linhagem BALB/c a
concentracdo mais alta ndo foi testada. A cada 48 h de incubag&o, o meio de cultura
das placas era trocado por meio DMEM fresco contendo indicador vermelho fenol
fresco. Uma analise pelo método colorimétrico com MTT foi realizada a cada ciclo de
24 h de incubacgao, durante os 6 dias. Para cada concentragao foram realizadas 8
replicatas, distribuidas uniformemente em dois experimentos independentes. Isto
significa que todos os ensaios foram realizados 2 vezes, em dias distintos e com
células de passagens diferentes, de forma a minimizar os erros relacionados ao
preparo € manipulagao de amostras.

Nos estudos de estrogenicidade, citotoxicidade e seletividade, a
concentracdo de células foi ajustada em 5.10* células.mL™. Essa suspengdo de
células era transferida para placas de 96 pocos e incubada por 24 h, de forma a
garantir a sua maxima aderéncia. Posteriormente, o meio DMEM era removido por
aspiracdo, com lavagem das células usando PBS e adigdo do meio contendo o
material a ser avaliado. Ao final do periodo de incubacgao era realizada a analise pelo

meétodo colorimétrico de MTT descrito na seg¢ao 3.2.2.
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FIGURA 3.3 - Fluxograma do experimento para determinagédo da quantidade 6tima
de células a serem utilizadas nos ensaios biolégicos

3.2.2. - METODO COLORIMETRICO PARA PROLIFERACAOQ E
VIABILIDADE CELULAR

Para a quantificacdo do numero de células vivas nos ensaios de
estrogenicidade, citotoxidade e seletividade foi escolhido o método colorimétrico com
metabolismo do sal de tetrazdlio. Uma solugdo estoque de MTT (= 97,5%, Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil) foi preparada na concentragéo de 5,0 mg.mL'1 em PBS. A
solugado foi esterilizada por filtracdo em membrana de PVDF 0,22 mm (Millex®,

Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) e mantida a -20°C até o momento de uso,
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quando era diluida 5 vezes em meio de cultura. Para o branco de absorbancia, foi
utilizado PBS diluido 5 vezes em meio de cultura.

Ao final de cada ensaio celular, 0 meio de cultura era completamente
removido dos pogos por aspiragédo, sendo substituido por aliquotas de 100 uL da
solucao de MTT ou do branco diluidos. Para avaliar se o periodo de incubagao de 3
h era suficiente para a metabolizacdo do reagente, foi realizado um teste com as
células da linhagem MCF-7, conforme o esquema representado na FIGURA 3.4. As
células foram transferidas para placas de 96 pogos na concentragdo de 1.10°
células.mL™ e, apds as 24 h iniciais, o reagente MTT foi adicionado. Apds o tempo
de incubacdo de 0,5; 1; 2; 3; 4 ou 5 horas, o meio foi aspirado novamente e o
mesmo volume de agente solubilizante foi adicionado. O agente solubilizante foi
constituido por uma solugdo de dodecilsulfato de sdédio (SDS, 298,5%, Sigma-
Aldrich, S&o Paulo, Brasil) 100 mg.mL™" em dimetilsulféxido (DMSO, 299,5%, Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) acidificado com acido acético glacial (299,7%, Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) 0,6% (v/v). Para garantir a homogeneidade da solugéo,
ap6s a adicdo do agente solubilizante, as placas foram mantidas sob agitagéo
constante (agitador Kline Quimis, Sdo Paulo, Brasil) durante 1 h. A leitura da
absorbancia foi realizada em 570 nm (leitor de placas Synergy HT, BioTek,
Winooski, EUA). Para cada tempo de incubacdo, foram realizadas 10 replicatas

distribuidas uniformemente em dois experimentos independentes.
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FIGURA 3.4 - Fluxograma para otimizagdo do tempo de incubagdo com o MTT

Apos essa avaliacao inicial, o tempo de incubacédo das células com o
MTT foi mantido em 3 h para os 3 estudos (estrogenicidade, citotoxicidade e
seletividade). Passado esse tempo, 0 excesso do reagente foi removido e o agente
solubilizante adicionado. O restante do procedimento foi realizado como descrito
anteriormente. Todas as analises e tratamentos estatisticos dos dados obtidos nos
ensaios celulares foram realizados no software Prisma, v. 5.0 (GraphPad Software,
La Jolla, EUA).

3.2.3 - ESTUDO DE ESTROGENICIDADE (E-SCREEN MODIFICADO)

A atividade estrogénica dos extratos foi determinada por meio da
proliferacdo celular induzida por compostos bioativos presentes nos mesmos que
mimetizassem a agdo do 17-B-estradiol, em uma adaptagdo do E-SCREEN (teste
desenvolvido inicialmente por Soto e colaboradores)123. Antes do teste com os
extratos, alguns paradmetros foram ajustados para que esse ensaio pudesse ser
executado adequadamente nas condi¢bes de trabalho, conforme a sequéncia
apresentada na FIGURA 3.5.
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FIGURA 3.5 - Sequéncia de otimizagao das condigdes experimentais para a
realizacéo do teste de estrogenicidade

No meio de cultura DMEM ha alguns potenciais interferentes que
poderiam interagir no receptor estrogeno estimulando o crescimento celular: o
indicador vermelho fenol e os hormdnios enddgenos presentes no FBS. Para
verificar a interferéncia do indicador vermelho fenol na proliferacado das células de
MCF-7, o meio DMEM foi preparado sem a adicdo do mesmo. Os hormoénios
endégenos foram removidos do FBS antes que o mesmo fosse adicionado ao meio
de cultura.

Comercialmente, € possivel encontrar no mercado o FBS ja tratado,
porem com um custo bastante elevado. Alternativamente, existem alguns
procedimentos descritos na literatura que possibilitam fazer essa remocao no proprio
laboratério, com elevada eficiéncia. Nesse trabalho foram testados dois desses
procedimentos. O primeiro foi adaptado daquele descrito por Yohay e

2 e consistiu em adicionar um volume de 200,0 mL de solucéo

colaboradores®
tampao Tris 100mM, em pH 8,00 (299,9%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) a uma
mistura de 0,5000 g de carvao ativo (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) e 0,0500 g de
dextran T-70 (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). A suspensao ficou em agitacdo a
4°C por aproximadamente 10 horas, sendo, em seguida, centrifugada a 400 xg por
15 min. O sobrenadante foi descartado e ao residuo foram adicionados 50,0 mL de
FBS inativado por calor. O sistema foi incubado por 45 min a 45°C, e posteriormente
centrifugado a 1000 xg por 20 min. O sobrenadante foi coletado e centrifugado
novamente por mais duas vezes. Apos a ultima centrifugagéo, o FBS foi esterilizado
por filtragdo em membrana PVDF 0,22 um (Stericup®, Merk Millipore, Darmstadt,
Alemanha) e adicionado ao meio de cultura DMEM sem vermelho fenol. O segundo
procedimento foi adaptado de Haynes e colaboradores'®. A uma mistura contendo

0,5000 g de carvao ativo e 0,0500 g de dextran foram adicionados 50,0 mL de FBS
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inativado por calor. A suspens3o foi mantida sob agitagédo a 4°C por 30 min, seguido
de repouso a 4°C por 15min. Apds esse periodo o sistema foi centrifugado a 2500
rem por 15 min. O sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado nas mesmas
condi¢gdes por mais duas vezes. Apos a ultima centrifugacéo, o FBS foi esterilizado
por filtracdo em membrana PVDF 0,22 um e adicionado ao meio de cultura sem
vermelho fenol.
Para o ensaio de interferéncia foi adicionado nas placas de 96 pocos
um dos seguintes meios de cultura:
i. meio DMEM com vermelho e com 10% (v/v) de FBS sem tratamento.
ii. meio DMEM sem vermelho fenol e com 10% (v/v) de FBS sem tratamento.
iii. meio DMEM sem vermelho fenol, com 10% (v/v) de FBS tratado vendido
comercialmente (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil).
iv. meio DMEM sem vermelho fenol, com 10% (v/v) de FBS tratado de acordo com
Yohay.
v. meio DMEM sem vermelho fenol, com 10% (v/v) de FBS tratado de acordo com
Haynes.
As células foram incubadas a 37°C, em atmosfera com 5% de CO, por
um periodo de 1 a 7 dias, com troca de meio a cada 48 h de incubagédo. A cada 24 h
de incubagado era realizada uma analise com MTT, conforme descrito na segéo
3.2.2. Sete replicatas foram realizadas em cada ensaio em dois experimentos
independentes (n=14).Para diferenciar o FBS tratado do FBS n&o tratado, o primeiro
sera identificado no decorrer do texto como FBS-CS (do inglés charcoal stripped).
Como os extratos foram solubilizados em solvente organico, também
foi realizado um estudo com etanol nas mesmas concentracbes testadas nos
extratos para verificar se o solvente poderia levar a morte das células por toxicidade.
Nos pocos com células aderidas, foi adicionado entdo o meio DMEM sem vermelho
fenol, suplementado com 10% de FBS-CS, contendo etanol (0 mesmo utilizado na
preparacgao dos extratos) nas concentragdes de 0,25; 0,50; 0,75; 1,0 ou 2,0% (v/v).
No controle negativo do experimento, foi adicionado o meio de cultura sem solvente
organico. As células foram incubadas por um periodo de 6 dias, ocorrendo a troca
de meio a cada 48 h.
O ultimo parametro a ser ajustado foi a concentragédo do composto de
referéncia que seria utilizado como controle positivo em todos os demais estudos.

Uma solucéo estoque de 17-B-estradiol (E;,, 298%, Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil)
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foi preparada na concentracdo de 1mmol.L™" em etanol, esterilizada por filtragdo em
membrana de PVDF 0,22 um e mantida a -20°C até o momento de uso. Solugbes de
trabalho foram preparadas por diluicdo da solucdo estoque nas concentracdes de
0,1 nmol.L" a 100 pmol.L™" em etanol estéril. Todas as solugdes foram diluidas 100
vezes em meio de cultura para que a concentracdo de solvente no experimento
permanecesse em 1% (v/v). Apos a lavagem das células plaqueadas com PBS, foi
adicionado o meio DMEM sem indicador vermelho fenol, suplementado com 10% de
FBS-CS, contendo E, nas concentracdes de 1,00 pmol.L”", 10,0 pmol.L”", 100
pmol.L™", 1,00 nmol.L™", 10,0 nmol.L™", 100 nmol.L™" e 1,00 pmol.L™". As células do
controle negativo foi adicionado o meio de cultura contendo apenas EtOH na
concentracéo de 1% (v/v). As células foram incubadas pro um periodo de até 8 dias,
com troca de meio a cada 48 h.

Apos o ajuste das condi¢des, foram testados os extratos preparados
conforme descrito na seg¢ao 3.1.2. Os extratos secos foram ressolubilizados nos
respectivos solventes extratores para a concentracéo de 50 mg.mL'1, compondo as
solugbes estoque, que foram armazenadas a -20°C até a utilizagdo nos
experimentos de atividade bioldgica e caracterizagao quimica.

Nos ensaios de atividade estrogénica, para que os extratos pudessem
ser administrados as células, os mesmos foram diluidos em meio de cultura. As
solugdes estoque foram diluidas 200 vezes em meio DMEM sem vermelho fenol,
com 10% FBS-CS, de forma que a concentracdo final fosse 250 pg.mL™, com
concentragdo maxima de etanol no meio de cultura igual a 0,38% (v/v) para os
extratos da etapa de triagem de variaveis; e 0,5% (v/v) para os extratos da etapa de
modelagem da superficie de respostas. Apos a diluicdo, o meio com o extrato foi
esterilizado por filtragdo em membrana de PVDF 0,22 um. Para o controle positivo, a
solugdo estoque de E; (1 mmol.L”" em etanol) foi diluida em meio DMEM sem
vermelho fenol com 10% FBS-CS, para atingir a concentragao final de 10 nmol.L™"
com 1% EtOH (v/v). Para o controle negativo, o etanol esterilizado por filtragado em
membrana de PVDF 0,22 um foi diluido no mesmo meio de cultura para uma
concentracéo final de 1% (v/v).

O ensaio de estrogenicidade foi realizado conforme ilustrado no
fluxograma da FIGURA 3.6. As amostras diluidas de extrato, composto de referéncia
e EtOH foram adicionadas em cada po¢co em solugdes de 100 yL de DMEM sem

vermelho fenol e suplementado com FBS-CS (10%). O meio de cultura foi trocado a
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cada dois dias com a reposi¢ao dos extratos/E,/solvente na mesma concentragao
inicial até atingir o periodo de incubacado de seis dias. Os ensaios foram realizados
em quadruplicata, em 2 experimentos independentes (n=8). Para os extratos
preparados na etapa de modelagem da superficie de respostas foi realizado ainda
um segundo estudo ao longo de 7 dias, has mesmas condic¢des.

Os extratos obtidos com o solvente extrator contendo 75, 85 e 95%
EtOH foram utilizados em um estudo de inibicado do crescimento celular da MCF-7.
As respectivas solugbes estoque foram diluidas em meio de cultura para as
concentragdes finais de 0,100; 1,00; 5,00; 10,0; 25,0; 50,0; 100; 250 ug.mL'1, sendo
imediatamente esterilizadas por filtragdo em membrana PVDF 0,22 um. Em cada
pogo com células aderidas foram adicionados 100 uL do meio DMEM sem vermelho-
fenol, com 10% FBS-CS, contendo os extratos ou E; na concentragdo de 10 nM ou
etanol na concentragao de 1% (v/v). O tempo de incubacgao foi de 6 dias e 0 meio de
cultura foi trocado a cada 48 h com a reposi¢cao dos extratos/E,/solvente na mesma
concentracdo inicial. Para cada concentracdo de cada extrato foram realizadas

quadruplicatas, em 2 experimentos independentes (n=8).

células MCF-7 em DMEM com vermelho fenol
5.10* células.mL™ em placas 96 pogos

f 24 h
o
37 C, 5% CO,

remogao do meio
DMEM com
vermelho fenol

lavagem com PBS ‘

extratos 250 ug.mL™", E; 10 nmol.L™", EtOH 1%
meio DMEM com 10% FBS-CS, sem vermelho fenol

troca de meio . 6d
48 h 37 C,5% CO, ag. solubiliza1nte
100 mg.mL

MTT .
1 mg.mL” . 3h temp lnr:biente analise
37 C, 5% CO, aqitacio 570 nm

FIGURA 3.6 - fluxograma para o ensaio de estrogenicidade
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3.2.4 - ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE E SELETIVIDADE

Nos estudos de citotoxicidade e seletividade com as linhagens BALB/c
3T3 clone A31e MDA-MB-231 respectivamente, todos os parametros experimentais
foram mantidos os mesmos descritos para o estudo de estrogenicidade na segao
3.2.3.

Os extratos utilizados nesses ensaios foram obtidos nos 21
experimentos que compuseram o0 planejamento univariado de modelagem da
otimizacdo do extrato de folhas de amoreira com potencial estrogénico (segéo
3.1.2.2). Os experimentos foram realizados de forma semelhante aquela ilustrada no
fluxograma da FIGURA 3.6, sem a lavagem das células com PBS apds a remogéao
do meio DMEM com indicador vermelho fenol. Foram adicionados aos pog¢os 100 uL
do meio de cultura contendo os extratos na concentragéo de 250 pug.mL™" ou E; na
concentracdo de 10 nM. As células do controle negativo foi adicionado o meio de
cultura contendo apenas etanol na concentragéo de 1% (v/v). Durante o periodo de
incubacao de 6 dias, houve troca de meio com a cada 48 h com a reposi¢cao dos
extratos/E,/solvente na mesma concentracdo inicial. Para cada extrato foram

realizadas 5 replicatas em 2 experimentos independentes (n=10).

3.2.5 - CURVAS CONCENTRACAO-RESPOSTA DE ESTIMULACAO
PARA OS EXTRATOS

Cada extrato preparado com o solvente extrator contendo 1, 5, 10, 15,
20, 25 ou 30% de etanol foi diluido em meio de cultura DMEM com 10% de FBS-CS
sem vermelho fenol de forma que as concentracdes finais fossem 0,100; 1,00; 5,00;
10,0; 25,0; 50,0; 100; 250; 500 e 1,00.10° ug.mL™", com concentracdo maxima de
etanol no meio de cultura igual a 2% (v/v). Apos a diluigdo, o meio com o extrato foi
esterilizado por filtragdo em membrana de PVDF 0,22 um.

Apos a lavagem das células aderidas com PBS, 100 uL do meio
contendo um dos extratos ou E; na concentracdo de 10 nM foram adicionados nos
pocos. As células do controle negativo foi adicionado o meio contendo apenas etanol
na concentragao de 1% (v/v). O tempo de incubacéo foi de 6 dias e a troca do meio
de cultura foi realizada a cada 48 h com a reposi¢cao dos extratos/E,/solvente na
mesma concentracdo inicial. Para cada concentracdo de cada extrato foram

realizadas 5 replicatas em 2 experimentos independentes (n=10).
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3.3 - CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS DE FOLHAS DE
AMOREIRA

3.3.1 - ANALISES DE FENOLICOS TOTAIS

As analises de fendlicos totais nos extratos de amora foram realizadas
pelo método Folin-Ciocalteu, conforme o protocolo recomendado pela International

Organization for Standardization (1SO)'8*

para determinacao de fendlicos totais em
chas. Para minimizar a quantidade de reagentes que posteriormente teriam que ser
descartados, foi feita uma miniaturizacdo do método para as analises desse
trabalho, procedimento que vem sendo cada vez mais utilizado 8186187,

Uma aliquota de 100 pL de cada solugdo estoque 50,0 mg.mL™ dos
extratos utilizados nos ensaios bioldgicos foi diluida 200 vezes em agua deionizada
para que a concentracdo final fosse 250 pg.mL”. Uma solugdo estoque de acido
galico monohidratado, (= 98,0%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foi preparada na
concentracdo de 1000 pg.mL" em agua deionizada. Para a curva de calibragao,
foram preparadas solugdes de trabalho nas concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50
ng.mL™ também em agua deionizada.

Em microtubos de 2,00 mL, foram adicionados 100 uL de agua
deionizada para o controle do experimento ou 100 uL de cada um dos padrdes de
calibragdo ou 100 uL de cada extrato na concentragédo de 250 ug.mL'1. Em seguida,
500 uL de uma solugédo aquosa 10% (v/v) do reagente Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foram adicionados em cada tubo, que foi rapidamente
homogeneizado. Apdés 6 min, foram adicionados 400 uL de uma solugao 7,5% (m/v)
de NayCOs3 anidro (= 99,5%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). O sistema foi
novamente agitado e mantido ao abrigo de luz por 60 min. Apds esse periodo, todas
as amostras foram transferidas para placas de 96 pocos e fez-se a leitura da
absorbancia em 765 nm. As analises foram realizadas em quintuplicatas.

As amostras e as solucbes de trabalho foram preparadas

imediatamente antes do uso e descartadas logo apds as analises.
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3.3.2 - ANALISES DE PERFIL QUIMICO

3.3.2.1 - ANALISES POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE
RESSONANCIA CICLOTRONICA DE iONS COM TRANSFORMADA
DE FOURIER COMO FONTE DE IONIZACAO ELETROSPRAY (ESI-
FT-ICR-MS)

Uma aliquota de 100 uL de cada solugdo estoque dos extratos
utilizados nos ensaios biolégicos previamente preparados com diferentes
quantidades de etanol variando de 1 a 99% (v/v) foi diluida 10 vezes no respectivo
solvente extrator para que a concentracao final fosse 5 mg.mL'1. Aliquotas de 100 pL
dessas solucdes foram diluidas 10 vezes em MeOH grau HPLC (= 99,8%, JT Baker,
Center Valley, EUA). Como modificador organico foi utilizado NH4OH grau HPLC
(27%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) na concentragédo de 0,4% (v/v).

As analises foram feitas em um espectrémetro FT-ICR MS modelo
SolariX (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e os parametros experimentais
ajustados estdo listados na TABELA 3.1. Todos os dados obtidos foram
processados por meio do software Compass DATAanalysis v. 4.0 (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha) e analisados por ferramentas quimiométricas de
reconhecimentos de padrdes por meio do software Statistica v. 12.0 (StatSoft, Tulsa,

EUA).

TABELA 3.2 - Parametros do espectréometro ESI-FT-ICR ajustados para as analises
dos extratos de folhas de amoreira

parametro condi¢cbes
pressao do gas nebulizador 1,0 psi
vazao do gas secante 4,0 l.min™"
ESI potencial aplicado no capilar 3,0 kV
temperatura de transferéncia do capilar 250°
vaz&o de insergao 5 ul.min”’
campo magnético 9,4T
modo de ionizagao negativo
modo de analise varredura completa
FT-ICR faixa de trabalho em m/z 200 - 1000 u.m.a.
tempo de voo no hexapolo 0,750 ms
tempo de acumulacéao de ions 1a5ms
numero de varreduras acumuladas para 8
obten¢ao do espectro
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3.3.2.2. - ANALISES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM
DETECCAO POR ARRANJO DE DIODOS E ESPECTROMETRIA DE
MASSAS DE BAIXA RESOLUCAO (LC-DAD-MS)

3.3.2.2.1 - DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

No desenvolvimento do método por HPLC-DAD-ESI foram utilizados os
extratos preparados com etanol nas concentragcbes de 20 a 30% (v/v). Esses
extratos foram selecionados por terem apresentado os melhores resultados nas
atividades bioldgicas. Um volume de 40 ulL da solugao estoque de cada extrato (50
mg.mL™") foi retirado para a preparagdo da amostra e diluido em agua deionizada em
um microtubo de 1,50 mL, de forma que a concentracao total e final de extrato de
folhas de amoreira fosse igual a 6 mg.mL™". Essa solucéo de trabalho foi transferida
para um microtubo e utilizada nas etapas de otimizagcdo dos parametros
cromatograficos e dos parametros do espectrémetro de massas.

O método analitico foi desenvolvido em um sistema de HPLC modelo
1200 series (Agilent, Santa Clara, EUA), composto por uma bomba quaternaria
G1311A, desgaseificador G1379, injetor automatico de amostra G1367B e forno de
coluna G1311A, acoplado a um detector DAD modelo G1315D acoplado ainda a um
espectrdmetro de massas com fonte ESI e analisador triplo-quadrupolo modelo API
2000 (AB Sciex, Framingham, EUA). Os dados obtidos foram processados
utilizando-se o programa Analyst v. 1.5.1 (AB Sciex, Framingham, EUA). Os
solventes organicos, metanol e acetonitrila, utilizados no desenvolvimento do
método eram grau LC-MS (299,9%, PanReac, Barcelona, Espanha), assim como o
aditivo acido formico (HCOOH) (98% Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). Estratégias
de planejamento experimental (DoE) foram aplicadas na otimizagdo dos paréametros
instrumentais, com tratamento dos dados realizado por meio do programa Statistica
v. 12.0 (StatSoft, Tulsa, EUA ).

a) otimizacao dos parametros cromatograficos

Na otimizacdo dos parametros cromatograficos, apenas o detector
DAD foi utilizado, uma vez que os parametros do espectrdmetro de massas ainda
teriam que ser ajustados. Em todas as analises, foi feita uma varredura de

comprimentos de onda de 200 a 800 nm.
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- a escolha da fase estacionaria

A primeira etapa na otimizagdo das condigdes cromatograficas de
separagao foi a escolha da fase estacionaria. Foram avaliadas 3 diferentes fases
para separacdo em modo reverso: (i) coluna Gemini® C18 (Phenomenex, Torrance,
EUA), nas dimensdes 150x4,6 mm, 5 um; (ii) coluna Luna® fenil-hexil (Phenomenex,
Torrance, EUA), nas dimensdes 250x4,6 mm, 5 um; e (iii) coluna Zorbax® fenil
(Agilent, Torrance, EUA), nas dimensdes 250x4,6 mm, 5 um. Para cada uma das
fases estacionarias, foi feita uma analise exploratoria nas condi¢des sugeridas por
Snyder e colaboradores’’? (TABELA 3.3).

TABELA 3.3 - Condi¢des experimentais utilizadas na analise exploratéria inicial para
a selecao da fase estacionaria

parametros condicbes
Modo de eluigéo gradiente
Fase movel A: H0, 0,1% HCOOH (v/v)

B: ACN, 0,1% HCOOH (v/v)
5-100%B, 60 min
100%, 10 min

Vazao 1000 pL.min™
Temperatura 40°C
Volume de injecao 5ulL

Faixa de varredura DAD 200 - 800 nm

- planejamento experimental aplicado no desenvolvimento do método
cromatografico: triagem de variaveis

Na etapa inicial do planejamento experimental, o objetivo principal foi
verificar quais parametros cromatograficos influenciavam diretamente a separagao
analitica dos componentes do pool de extratos. Foram avaliados 6 fatores por meio
de um planejamento fatorial fracionado 2¢7"
totalizando 32 experimentos (TABELA 3.4). A geratriz utilizada foi I=ABCDEF. Os

padroes de confundimento para os contrastes foram:

(resolugao VI) em dois niveis,
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Ia~= A+ BCDEF lao=AD + BCEF Ice = CE + ABDF lasr = ABF + CDE
ls = B + ACDEF Iae = AE + BCDF I = CF + ABDE laco = ACD + BEF
Ilc = C + ABDEF Iar = AF + BCDE Ioe = DE + ABCF Iace = ACE + BDF
Ilp =D + ABCEF lsgc = BC + ADEF Ipr = DF + ABCE lace = ACF + BDE
le = E + ABCDF lsp =BD + ACEF I = EF + ABCD laoe = ADE + BCF
I =F + ABCDE lze = BE + ACDF lagc = ABC + DEF lape = ADF + BCE
las = AB + CDEF Iz = BF + ACDE lasp = ABD + CEF  |aer = AEF + BCD
lac =AC + BDEF |Icp =CD + ABEF Iage = ABE + CDF

TABELA 3.4 - Parametros cromatograficos avaliados na etapa de triagem de
variaveis do planejamento experimental

niveis

Fatores z) 1
A - pH da fase movel* 2,74 3,05
B - vaz&o da fase mével (uL.min™") 600 1.000
C - natureza do modificador organico (fase B) MeOH ACN
D - tempo do gradiente (tg) (min) 15 30
E - temperatura do forno (°C) 35 45
F - concentracgéo inicial do modificador organico (%B;) 10 20

* medido experimentalmente apds a adigdo de HCOOH na fase A (H,0)

Todos os experimentos foram realizados aleatoriamente, mantendo-se
constantes:
i. volume de injecao: 5 uL do pool dos extratos;
ii. concentragdo final do modificador orgénico (%Bs): 40% B;
iii. aditivo adicionado na fase moével: HCOOH; e
iv. fase estacionaria: C18.
foram utilizadas as resolugdes

Como variaveis dependentes

cromatograficas (Rs) entre bandas cromatograficas adjacentes.

- planejamento experimental aplicado no desenvolvimento do método
cromatografico: modelagem da superficie de respostas

A estratégia de planejamento de composto central foi empregada na
etapa de modelagem da superficie de respostas com 18 experimentos (8 na parte
cubica, 6 na axial e 4 replicatas no ponto central) considerando-se apenas os fatores
quantitativos significativos identificados na etapa de triagem de variaveis (% B, tc e
pH). Os demais parametros cromatograficos foram fixados em:

i. modificador organico utilizado como fase B: ACN;
ii. aditivo adicionado na fase mével: HCOOH,;
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iii. volume de injec&o: 5 uL do pool dos extratos;
iv. concentragdo final do modificador organico (%Bs): 40% B;
v. temperatura: 40°C;
vi. vazao da fase mével: 600 uL.min'1; e
vii. fase estacionaria: C18.
Como variaveis dependentes foram utilizadas as resolugdes
cromatograficas (Rs) entre bandas cromatograficas adjacentes.
Assim como na etapa anterior, todos os experimentos foram realizados
aleatoriamente. Os niveis escolhidos para cada variavel estdo apresentados nas

TABELAS 3.5 .

TABELA 3.5 - Parametros cromatograficos otimizados na etapa de modelagem de
respostas do planejamento experimental.

Fatores niveis

- o (-2) -1 0 +1 +o (+2)
A-concentragao inicial de B
(%B)) 5 10 15 20 25
B- .tempo do gradiente (tg) 10 15 20 o5 30
(min)
C- pH da fase movel* 2,80 2,85 2,90 2,96 3,05
(concentracdo do HCOOH em %) (0,0040) (0,0035) (0,0030) (0,0025) (0,0020)

* medido experimentalmente apds a adigdo de HCOOH na fase A (H,0)

b) otimizacdo dos parametros espectrométricos

Os parametros instrumentais relacionados a potenciais e gases
descritos a seguir foram selecionados para a otimizagcdo do planejamento
experimental, com o qual se desejava obter o sinal mais intenso para as bandas
cromatograficas principais:

- cortina de gas (CUR): gas inerte, N, injetado na interface da fonte de
ionizagdo com o analisador de massas, ortogonalmente a entrada na amostra,
sendo funcdo era reduzir a quantidade de solvente e interferentes (principalmente
moléculas neutras) que entrariam no analisador.

- potencial no capilar (IS): potencial aplicado a saida do capilar para
ajudar a promover a repulsdo entre as cargas das particulas (ions parcialmente
solvatados).

- gas secante (GAS 1): gas inerte (N) injetado coaxialmente ao fluxo
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da amostra com o objetivo de ajudar na dessolvatagdo dos ions na formagéo das
goticulas.

- gas nebulizador (GAS 2): gas injetado coaxialmente ao fluxo da
amostra com o objetivo principal de formar o “spray” de ions por nebulizagao,
acelerando a evaporacao das moléculas de solvente.

- potencial de dessolvatacdo (DP): diferenga de potencial aplicada
entre as placas orifice e skimmer (lente focalizadoras) de forma a minimizar, ou
mesmo eliminar a esfera de solvatagao dos ions, reduzindo também a quantidade de
moléculas de solvente que entram no analisador.

- potencial de focalizacdo (FP): potencial aplicado no skimmer (uma
lente focalizadora), para focalizar e guiar os ions durante sua passagem pela lente.

- potencial de entrada (EP): Diferenga de potencial aplicada no QO,
sendo esse quadrupolo posicionado imediatamente apds a placa orifice, que tem a
funcdo unica e exclusivamente de focalizar os ions em sua trajetéria até a entrada
no Q1.

A otimizagao dos parametros do espectrometro de massas foi realizada
em uma unica etapa de modelagem de superficie de respostas, pois todos os
parametros acima se mostraram significativos em um planejamento fatorial
fracionado realizado inicialmente. Devido ao elevado numero de fatores (7), foi
escolhida a estratégia de planejamento reduzido composto central, no qual a parte
cubica dos experimentos correspondia a um planejamento fatorial fracionado 27,3, a
parte axial era composta por 14 experimentos e foram realizadas 3 replicatas no
ponto central. Como variaveis dependentes foram utilizadas as intensidades
observadas para as10 maiores bandas cromatograficas.

As geratrizes utilizadas foram I=ABCG = ACDF = ABDE. Os padrdes

de confundimento para os contrastes foram:
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In=A+ CDF + ACDEG + BDE + EFG + ABCEF + BCG + ABDFG
ls = B + ABCDF + BCDEG + ADE + ABEFG + CEF + ACG + DFG
Ilc = C + ADF + DEG + ABCDE + ACEFG + BEF + ABG + BCDFG
lo =D + ACF + CEG + ABE + ADEFG + BCDEF + ABCDG + BFG
le = E + ACDEF + CDG + ABD + AFG + BCF + ABCEG + BDEFG
Ilr=F + ACD + CDEFG + ABDEF + AEG + BCE + ABCFG + BDG
lc = G + ACDFG + CDE + ABDEG + AEF + BCEFG + ABC + BDF
las = AB + BCDF + ABCDEG + DE + BEFG + ACEF + CG + ADFG
lac = AC + DF + ADEG + BCDE + CEFG + ABEF + BG + ABCDFG
lao = AD + CF + ACEG + EB + DEFG + ABCDEF + BCDG + ABFG
lae = AE + CDEF + ACDG + BD + FG + ABCF + BCEG + ABDEFG
lar = AF + CD + ACDEFG + BDEF + EG + ABCE + BCFG + ABDG
lac = AG + CDFG + ACDE + BDEG + EF + ABCEFG + BC + ABDF
Ilce = CE + ADEF + DG + ABCD + ACFG + BF + ABEG + BCDEFG

Iace = ACE + DEF + ADG + BCD + CFG + ABF + BEG + ABCDEFG

As variaveis e os niveis utilizados estao apresentados na TABELA 3.6.

fonte de ionizagdo com o analisador.

respostas do planejamento experimental

As amostras foram inicialmente submetidas a separagcdo cromatografica nas
condi¢cdes otimizadas anteriormente e listadas na TABELA 3.7. Na saida da coluna
cromatografica foi colocado um divisor de fluxo ajustado para uma taxa de 1:20, de
forma que a vazao de entrada da fase movel fosse 30 uL.min'1 no espectrometro de
massas e 570 pL.min™" no detector DAD. Todas as analises do planejamento foram
realizadas de forma aleatoria e simultaneamente nos modos de ionizagao positivo e
negativo. Os unicos parametros espectrométricos mantidos constantes foram a

temperatura do gas secante (fixada em 400°C) e o aquecimento da interface da

TABELA 3.6 - Parametros espectrométricos otimizados na etapa de modelagem de

; niveis

atores w2 | 1 0 1 | +a(+2)
A - cortina de gas (CUR) 30 35 40 45 50
B - potencial no capilar (IS) 2500 3000 | 3500 | 4000 4500
C - gas secante (GAS 1) 40 50 60 70 80
D - gas nebulizador (GAS 2) 10,0 13,8 17,5 21,2 25,0
E - potencial de dessolvatagao (DP) 0,0 50,0 100,0 | 150,0 200,0
F - potencial de focalizagao (FP) 50,0 137,5 | 225,0 | 312,0 | 400,0
G - potencial de entrada (EP) 1,0 3.8 6,5 10,2 12,0
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TABELA 3.7 - Condi¢des cromatograficas utilizadas durante a otimizagao dos
parametros espectrométricos

parametros condicbes
fase movel A: H20, 0,025% HCOOH (v/v)
B: ACN, 0,025% HCOOH (v/v)
18 —40%B, 10 min

40%, 5 min
vaz&o 600 uL.min™"
temperatura 40°C
volume de injecéo 5 puL

faixa de varredura DAD 200 — 800 nm

3.3.2.2.2 - APLICACAO DO METODO ANALITICO PARA A OBTENCAO
DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS DE FOLHAS DE AMOREIRA.

a) analise dos extratos testados nos ensaios celulares

Uma aliquota de 100 puL de cada solugdo estoque dos extratos
utilizados nos ensaios biolégicos, os quais foram preparados com solugdes
hidroalcodlicas contendo de 1 a 99% EtOH, foi diluida 20 vezes no respectivo
solvente extrator para que a concentragao final fosse 2,5 mg.mL'1. Essas solucoes
foram transferidas para vials e analisadas por LC-DAD-MS utilizando o método
previamente desenvolvido. As condi¢cdes experimentais para cromatografia estao
listadas na TABELA 3.7 e para os parametros espectrométricos, na TABELA 3.8. O
sistema e os solventes utilizados nas anélises foram os mesmos descritos

anteriormente (secdo 3.3.2.1).

TABELA 3.8 - Condi¢des do espectrdmetro de massas utilizadas nas analises de
perfil quimico para os extratos testados nos ensaios celulares

parametro condigcdo experimental
cortina de gas (CUR) 45 psi
potencial aplicado no capilar (IS) 4000 V
gas nebulizador (GAS 1) 50 psi
gas secante (GAS 2) 13,3 psi
potencial de dessolvatacao (DP) 50V
potencial focalizador (FP) 312V
potencial de entrada (EP) 10,2V
cela multiplicadora de elétrons (CEM) 1900
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Nas analises para identificagdo estrutural dos principais analitos
presentes nos extratos de folhas de amoreira, foi utilizado o extrato preparado com
solvente extrator contendo 50% EtOH (v/v). O espectrébmetro de massas operou no
modo sequencial (MS/MS) e os parametros relacionados a fragmentagao foram
otimizados por planejamento experimental composto central, apos a identificagcao
dos ions quasimoleculares ([M+H]" ou [M-HJ), buscando a maior intentidade do sinal
das bandas cromatograficas correspondentes. Os niveis utilizados nos experimentos
realizados aleatoriamente estdo listados na TABELA 3.9. As demais condicbes

experimentais foram aquelas listadas na TABELA 3.7.

TABELA 3.9 - Parametros de espectrometria de massas sequencial otimizados por
planejamento experimental de composto central.

niveis

fatores
-a(-2) | -1 0| +1 | +a (+2)

A - densidade do gas de colisdo ativada por

dissociagéo (CAD) 0 31619 12

B - energia de colisédo (CE) 5 36 | 67| 98 129

G - potencial de saida da cela de colisdo (CXP) 1 15 129 | 43 57

b) analise dos meios de cultura apos a incubacao das células de MCF-7
e MDA-MB-231

Para essas analises foram selecionados os experimentos nos quais as
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram incubadas com os extratos preparados com
20, 45, 75 e 85% de etanol no solvente extrator. Os meios de cultura desses
sistemas foram coletados apds 2, 4 e 6 dias de incubacao e analisados por LC-DAD
nas condic¢des listadas na tabela 3.7. Foram analisadas amostras controle, além dos
respectivos extratos preparados por diluicdo das solugbes estoque em meio de
cultura e em agua na concentracdo de 250 pg.mL”. Todas as amostras foram

filtradas em membrana PVDF 0,22 um previamente a injegdo no cromatografo.

c) quantificagdo dos analitos presentes nos extratos de folhas de
amoreira

Solugdes estoque de rutina (294,0%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil),
isoquercetina (290,0%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e quercetina 6”-malonil (3-

O-glicosideo) (285,0%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foram preparadas na
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concentracdo de 5,00 mg.mL" em etanol grau HPLC. O flavonoide glicosilado
naringina (290,0%, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) foi utilizado com padrao interno
(PI) para o qual também foi preparada uma solugdo estoque na concentragdo de 5
mg.mL™" em etanol grau HPLC.

As analises foram realizadas em triplicata pelo método de adicédo de
padrao para os extratos preparados com 25, 40, 55, 70, 85 e 99% de etanol, os
quais foram diluidos em agua para a concentragao final de 2,50 mg.mL'1. Amostras
dos extratos foram fortificadas com volumes de padrdes de referéncia para as
concentragdes finais de 1,00; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0; e 100 ug.mL'1 e com um
volume de PI para a concentraggo final de 50,0 ug.mL™.

Uma curva de calibracdo por padronizacdo externa também foi
construida em triplicata, para a qual solucbes de trabalho dos analitos foram
preparadas por diluigdes das solugbes estoque em agua nas concentragdes de 1,
10, 20, 40, 60, 80 e 100 ug.mL™. A concentracdo do Pl em cada uma delas foi 50
ng.mL™,

As condi¢des de analise foram aquelas listadas na TABELA 3.7. no

comprimento de 260 nm foi escolhido para a quantificacao.

3.3.3 - VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA OS
MARCADORES QUIMICOS DE AUTENTICIDADE DO MATERIAL
VEGETAL

O método analitico por LC-DAD foi validado para os flavonoides rutina,
isoquercetina e quercetina 6”-malonil (3-O-glicosideo) conforme as recomendacdes
da ANVISA dispostas nos documentos vigentes RE n°. 899 de 29 de maio de
2003'% ¢ RDC n°. 27 de 17 de maio de 2012'®. A validacdo foi realizada segundo a
sequéncia apresentada na FIGURA 3.7, nas condicbes experimentais listadas na

TABELA 3.10 e sem o uso de padrao interno.

. . . - precisao s
[seletlwdade}[ linearidade }[repetlbllldade}[intermediéria}[ exatidao }[ robustez ]

FIGURA 3.7 - sequéncia utilizada na avaliagao das figuras de mérito para validagéao
do método analitico por LC-DAD
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TABELA 3.10 - Condi¢des cromatograficas utilizadas durante a validagao do método
analitico

parametros condicbes
fase mével A: H,0, 0,025% HCOOH (v/v)
B: ACN, 0,025% HCOOH (v/v)
18 —40%B, 10 min

40%, 5 min
vazao 600 uL.min'1
temperatura 40°C
volume de injecao 5ulL

comprimento de onda | 260 nm
para quantificacéo
Para a avaliacdo da seletividade, solugdes de trabalho dos analitos

foram preparadas em triplicata por diluicbes das respectivas solu¢cdes estoque em
agua nas concentragdes de 1,00; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100 pg.mL™.
Amostras nao-fortificadas do extrato com 30% de etanol foram preparadas em 6
replicatas por diluicdo de 20 vezes da solugdo estoque em agua para a
concentracdo final 2,5 mg.mL'. Outras 6 amostras do extrato na mesma
concentracéo final em agua foram fortificadas com os padrdes de referéncia nas
concentracdes de 3,00; 50,0 e 75,0 ug.mL™". A seletividade foi avaliada comparando-
se as concentragdes estimadas nas amostras nao fortificadas e nas amostras nas
quais foram adicionados padroes de referéncia.

Na avaliagcao da linearidade, solugbes de trabalho dos analitos foram
preparadas em ftriplicata por diluigdes das respectivas solugbes estoque em agua
nas concentragcdes de 1,00; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100 ug.mL'1. A linearidade
foi avaliada com base no modelo de regressdo gerado a partir dos resultados
obtidos para as 7 concentragoes.

Para as analises de repetibilidade, solu¢des de trabalho dos analitos de
referéncia foram preparadas em triplicata por diluicdes das respectivas solucdes
estoque em agua nas concentragdes de 3, 50 e 75 ug.mL'1. Essas solugdes foram
analisadas aleatoriamente no decorrer de um Uunico dia. Para a precisao
intermediaria, essas solugcbes foram preparadas em quintuplicata e analisadas em
dois dias ndo consecutivos. Em cada dia foi preparado um novo conjunto com todas
as amostras.

A exatidado foi avaliada utilizando-se amostras do extrato com 30%

EtOH preparadas em ftriplicata a partir de uma diluicdo de 20 vezes da solugao
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estoque em agua, de forma que a concentracdo final fosse 2,5 mg.mL™". Outras
amostras do extrato preparadas em triplicata na mesma concentragao final foram
fortificadas com as solugdes estoque dos padrbes analiticos, de forma que as
concentracdes finais dos mesmos fossem 3, 50 e 75 ug.mL™'. Todas as amostras
preparadas foram analisadas aleatoriamente em um unico dia.

A ultima figura de mérito avaliada foi a robustez do método, o que foi
realizado por meio de um planejamento experimental fatorial fracionado 2°
(resolugcédo V) em 2 niveis, totalizando 16 experimentos realizados aleatoriamente.
Os parametros cromatograficos avaliados foram o pH e a vazao da fase mével, o
tempo do gradiente, a temperatura do forno e a concentragao inicial do modificador
organico (TABELA 3.11). A geratriz utilizada foi |I=ABCDE e os padrbes de

confundimento para os contrastes foram:

Ia= A+ BCDE lag = AB + CDE lsp = BD + ACE
Ils =B + ACDE Iac = AC + BDE lge = BE + ACD
Ic = C + ABDE lao = AD + BCE lcp = CD + ABE
Ib =D + ABCE Iae = AE + BCD lce = CE + ABD
le =E + ABCD lsc = BC + ADE loe = DE + ABC

Na avaliagédo da robustez foram mantidos constantes:
i. volume de injecdo: 5 uL do o extrato preparado com 30% EtOH na
concentracdo de 5 mg.mL™";
ii. concentragdo final do modificador organico (%Bs): 40% B; e

iii. aditivo adicionado na fase mével: HCOOH.

TABELA 3.11 - Parametros cromatograficos utilizados na avaliagdo da robustez do
método analitico por LC-DAD

niveis
Fatores z) 1
A - pH da fase mével* 2,94 2,98
B - vazdo da fase mével (uL.min™") 550 650
C - tempo do gradiente (tg) (min) 9 11
D - temperatura do forno (°C) 38 42
E - concentragao inicial do modificador organico (%B;) 16 20

* medido experimentalmente apds a adicdo de HCOOH na fase A (H,0)
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3.3.4 - APLICACAO DO METODO ANALITICO NA PADRONIZACAO
DO EXTRATO DE FOLHAS DE AMOREIRA

3.3.4.1 - MANIPULACAO DO MATERIAL VEGETAL PARA A
PREPARACAO DO EXTRATO.

Nessa etapa foram estudados alguns parédmetros envolvidos no
preparo do material vegetal que poderiam alterar o perfil de flavonoides com a
melhor atividade bioldgica: (i) tratamento de secagem das folhas; (ii) tempo minimo
de maceragéo; (iii) propor¢do de massa de material vegetal em relagédo ao volume
de solvente extrator; e (iv) numero de extragdes sequenciais.. Para isso, extratos
foram preparados em diferentes condigdes, mantendo-se a composi¢cédo do solvente
extrator em 30% de etanol. Todos os extratos foram preparados com agitagdo em
vortex por 30 s, turbdlise por 1 min em 18.500 x g e maceragdo a temperatura
ambiente e ao abrigo de luz. Apds o preparo, foram centrifugados por 20 min, a
12000 rpm, 4°C, filtrados em membrana PVDF 0,22 um e secos a presséo reduzida.
Cada extrato foi ressolubilizado na mesma composi¢cdo do solvente extrator na
concentracdo de 5,00 mg.mL" e analisados por LC-DAD nas condigdes mesmas
condicdes utilizadas na etapa de validacdo do método analitico, apresentadas na
TABELA 3.10.

Em relacdo a secagem do material vegetal foram considerados 3
procedimentos: secagem a sombra e temperatura ambiente, secagem em estufa e
utilizacao da folha fresca, recém colhida. O material utilizado foi coletado no més de
setembro de 2012 e o procedimento de limpeza das folhas foi realizado conforme
descrito na secdo 3.1.1. Para cada tratamento foram preparadas triplicatas
constituidas de 15 folhas de amoreira selecionadas aleatoriamente. A secagem a
temperatura ambiente foi realizada a sombra durante 10 dias. A secagem em estufa
foi realizada a 40°C durante 72 h (estufa de secagem Q317M, Quimis, Sao Paulo,
Brasil). Os materiais secos foram moidos e peneirados em peneira granulométrica
500 mesh. Para o terceiro procedimento, apds a higienizagao inicial, o excesso de
agua foi retirado em toalha absorvente e as folhas foram trituradas. Os extratos
foram preparados mantendo-se a proporcédo de 150,0 mg de material vegetal
moidol/triturado para 6,00 mL de solvente extrator e o tempo de extragdo em 1h.

Para verificar se o tempo minimo de maceragao poderia ser reduzido
sem comprometer a extragdao, foram preparados extratos com o material vegetal

coletado em margo de 2012, mantendo-se a propor¢cao de 150,0 mg de material
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vegetal moido para 6,00 mL de solvente extrator. Foram avaliados os tempos de 0,0;
5,0; 10; 30 ou 60 min para maceracao a temperatura ambiente.

A proporcao de massa de material vegetal para volume de solvente
extrator também foi avaliada em relagao a possiveis alteragdes no perfil ativo com as
folhas coletadas em marco de 2012. Foram preparados extratos em triplicata nas
condigdes 1:40 (150,0 mg / 6,00 mL); 1:20 (300,0 mg / 6,00 mL), 1:10 (600,0 mg /
6,00 mL). O tempo de maceragao foi de 60 min.

O préximo parametro avaliado foi o numero de extragbes sequenciais
necessarias. Com o material coletado em margco de 2012, foram preparados 5
sistemas, em cada qual foram utilizados 150,0 mg de folhas secas moidas para 6,00
mL de solvente extrator. O tempo de maceracgao foi de 60 min.

Para o primeiro sistema, apds a centrifugagao, o sobrenadante foi seco
sob pressao reduzida e ressuspendido na concentragado de 5,00 mg.mL'1 na mesma
composi¢cdo do solvente extrator. Para o segundo, o sobrenadante foi reservado
para secagem e um novo processo de extracdo foi realizado com o residuo do
material vegetal. O novo sobrenadante foi misturado ao primeiro, seco sob pressao
reduzida e ressuspendido na concentragao de 5,00 mg.mL'1 na mesma composi¢cao
do solvente extrator. Para os sistemas 3, 4 e 5, 0 processo se extragdo foram
repetidos por 2, 3 e 4 vezes respectivamente. Cada sobrenadante foi acumulado,
seco sob pressao reduzida e ressolubilizado nas mesmas condi¢cdes dos sistemas
anteriores. Para cada sistema foram preparadas 3 replicatas.

Para finalizar os experimentos relacionados a manipulagdo do material
vegetal e o preparo dos extratos, foi realizada uma comparacao dos extratos obtidos
pelo método de maceragcao a temperatura ambiente utilizado nesse trabalho com

aqueles obtidos por métodos de referéncia estabelecidos pelas farmacopeias

145,153 190Erro! Indicador ndo definido.

brasileira € americana e pelo método mais utilizado na
edicina popular para o tratamento dos sintomas do climatério (TABELA 3.12).

Em todas as extragdes foram utilizadas as mesmas folhas secas e
moidas, coletadas em marcgo de 2012. A solugédo etandlica 30% (v/v) foi utilizada nos
meétodos de maceragao e extragdo soxhlet. Na infusdo foi utilizado somente agua. A
proporcdo de massa de folhas / volume de solvente também foi mantida em 1:40.
Todos os extratos foram centrifugados e preparados para as analises conforme o
procedimento geral descrito no inicio da segao.

Uma amostra do extrato também foi preparada utilizando-se 1,00 g das
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folhas secas moidas para 40,00 mL do solvente extrator, sendo em seguida agitado

em vortex por 30 s e submetido a turbdlise por 1 min em rotagdo maxima. O tempo

de maceracao a frio foi de 60 min, seguidos de centrifugagédo por 20 min, a 18.500

xg, 4°C. Apos a separagédo do sobrenadante, uma nova extragdo foi realizada nas

mesmas condigdes com o residuo do material vegetal. Os dois sobrenadantes foram

combinados, filtrados e uma amostra (2,00 mL) foi seca sob pressao reduzida.

TABELA 3.12 - Procedimentos utilizados nos métodos de referéncia para extragao

Método

Massa
de folhas

Volume de
solvente

procedimento

Maceracéao
a frio

1,00 g

40,0 mL

Ao material seco e moido foi adicionado o
solvente extrator; o tempo de maceragao a
frio foi 7 h com agitagdo frequente e 17 h
sem agitacgao.

Maceracéao
a quente

2,50 g

100 mL

Ao material seco e moido foi adicionado o
solvente extrator; O sistema foi agitado,
ficando pela proxima 1 h em repouso; um
condensador de refluxo foi acoplado ao
frasco e manteve-se o sistema em fervura
por 1 h. Apds o resfriamento do sistema,
reajustou-se o volume para o valor original
(100 mL).

Soxhlet*

2,50 g

100 mL

O material seco e moido foi depositado em
um cartucho feito de papel de filtro que foi
colocado no extrator soxhlet; apdés 6 h de
extragdo, o volume foi reajustado para o
volume original e uma amostra desse
material (1,00 mL) foi retirada para analise,
a qual foi seca e ressolubilizada no solvente
extrator na concentracdo de 5 mg.mL'1. A
extragdo prosseguiu por outras 6 h. O
volume final foi reajustado para o inicial
novamente.

Infusdo®

2,50¢g

100 mL

A massa de folhas moidas pesadas foram
transferidas para um cartucho ao qual foi
adicionada a agua apos entrar em ebuligéo.
O sistema ficou em infusao por 5 min.

* - recomendado apenas pela farmacopeia brasileira; # - medicina popular.

3.3.4.2 - ANALISES DE VARIABILIDADE ATRIBUIDA A FATORES

NATURAIS.

Nessa etapa os métodos de extracdo e analise foram utilizados para

investigar como fatores naturais poderiam influenciar a produg¢ao dos fitoestrogenos

80



e, consequentemente, o seu armazenamento nas folhas. Para isso, foram coletadas
amostras compostas de folhas de amoreira. Em outras palavras, as folhas foram
coletadas aleatoriamente em cinco ramos de amoreira e tratadas como descrito
anteriormente. Os extratos foram preparados em triplicata com materiais coletados
em diferentes condigdes. Para cada extrato, 1,00 mL de solugéo etandlica 30% foi
adicionado a 25,00 mg de folhas secas moidas. Cada microtubo contendo a mistura
foi submetido a agitacao em vortex por 30 s, turbdlise por 1 min em 20.000 rpm e
maceragdo a temperatura ambiente ao abrigo de luz. Apdés o preparo, foram
centrifugados por 20 min, a 18.500 xg, 4°C, filtrados em membrana PVDF 0,22 ym e
secos a pressao reduzida. Cada extrato foi ressolubilizado na mesma composi¢ao
do solvente extrator na concentragdo de 5 mg.mL™" e analisados por LC-DAD nas
mesmas condi¢des utilizadas na validacdo do método (TABELA 3.10).

O primeiro fator avaliado foi a poda hibernal, pratica agricola
comumente utilizada no inicio do inverno. Para esse estudo, alguns exemplares de
amoreira foram divididos em 2 grupos. Em um deles, foi realizada a poda proxima a
base do arbusto no més de maio de 2012. O outro grupo foi formado por exemplares
nos quais nao foi realizada a poda. Para que o material tivesse 0 mesmo tempo de
desenvolvimento, em cada conjunto foram selecionadas as folhas que brotaram na
mesma época, As folhas foram coletadas aleatoriamente em setembro de 2012,
aproximadamente 3 meses apds o brotamento. Em cada grupo foram coletados 3
conjuntos compostos de 15 folhas.

O periodo anual foi o segundo fator analisado. Um conjunto de
exemplares foi separado para esse experimento. Em cada amostragem, foram
coletados 3 grupos formados por 15 folhas selecionadas aleatoriamente. Foram
realizadas 4 coletas, sempre no final do més: setembro de 2012; novembro de 2013;
janeiro de 2013; e marco de 2013, correspondente ao inicio e final da primavera,
verao e outono, respectivamente.

A influéncia da incidéncia de raios solares na producado dos metabdlitos
foi investigada de duas formas. No primeiro experimento foram coletados 2 grupos
de folhas, cada qual formado por 3 conjuntos de 15 unidades escolhidas
aleatoriamente. O primeiro grupo consistiu de folhas que se desenvolveram proximo
a base do ramo e, portanto, a sombra de outras folhas. A segunda amostragem foi
composta por folhas localizadas na parte superior do mesmo ramo, as quais
receberam maior incidéncia de raios solares (FIGURA 3.8).
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No segundo experimento, foi avaliado o horario de coleta do material
vegetal. Foram coletados 4 grupos de folhas, cada qual formado por 3 conjuntos de
15 unidades escolhidas aleatoriamente. Os dois primeiros grupos consistiam de
folhas coletadas no periodo matinal, sendo o primeiro as 7h e o segundo as 11 h. O
terceiro grupo foi formado por folhas coletadas no meio da tarde, as 15 h e o quarto,

por folhas coletadas no periodo noturno, as 19 h.

» ~fothas =
\ ,

' inferiores

FIGURA 3.8 - grupos de folhas utilizados no estudo de exposi¢ao ao sol

O estagio de desenvolvimento das folnas no momento da coleta foi o
préoximo fator a ser avaliado. Foram coletados 4 grupos de folhas, cada qual formado
por 3 conjuntos de 15 unidades escolhidas aleatoriamente. As amoreiras foram
podadas no final do més de novembro de 2013. O primeiro grupo foi coletado ao
final do més de janeiro de 2014 (60 dias), o segundo foi coletado 30 dias depois (90
dias), o terceiro foi coletado em margo (120 dias) e o ultimo em abril (150 dias).

Entre os fatores naturais foi ainda estudado como o estresse hidrico
pode afetar o metabolismo secundario das plantas e o armazenamento dos
fitoestrogenos nas folhas. Para isso, um grupo de exemplares foi reservado para o
estudo no qual 3 amostras de folhas foram coletadas durante 3 anos consecutivos
(2012 a 2014), sempre no més de margo. Cada amostra era constituida por 3
conjuntos de 15 unidades escolhidas aleatoriamente.

Para finalizar, foi realizado um ultimo estudo que nado estava
diretamente relacionado com fatores naturais, mas com a distribuicdo dos
metabolitos em partes aéreas da planta. Nesse experimento foi utilizado o material

vegetal coletado em setembro de 2012, o qual foi separado em 3 grupos: frutos,
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pedunculo (haste que liga a folha ao caule do ramo) e folhas (FIGURA 3.9). Cada
grupo foi composto de 3 conjuntos com 15 unidades. Todas as partes foram

provenientes dos mesmos ramos escolhidos aleatoriamente.
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FIGURA 3.9 - Partes da amoreira avaliadas em relacédo ao teor de flavonoides

3.3.4.3 - ANALISE DE FORMULACOES FITOTERAPICAS
COMERCIAIS

Nessa etapa do trabalho foram analisadas em triplicata amostras de
capsulas de amora comercializadas por farmacias de manipulagdo. As amostras
foram adquiridas em 4 estabelecimentos da cidade de Ribeirdo Preto (SP). Além
destas, também foram analisadas capsulas de amora comercializadas como
suplemento alimentar nos EUA pela empresa “Swanson Health Products” (lote
183135, fabricado em janeiro/2011).

Para todas as replicatas, foram preparados extratos utilizando-se 25,00
mg do conteudo da capsula para 1,00 mL de uma solugéo hidroalcodlica 50%. Para
as capsulas americanas foi utilizada a propor¢gao de 600,0 mg (peso de 1 capsula)
para 24,0 mL do solvente, devido a dificuldade de desagregagédo do material. Todos
os tubos foram submetidos a agitagdo em vortex por 30 s e turbdlise por 1 min em
20.000 rpm. O tempo de maceragao foi de 60 min, seguido de centrifugagao por 20
min, a 18.500 xg, 4°C. O sobrenadante foi filtrado em membrana PVDF 0,22 um e
reservado. O procedimento de extragao foi realizado novamente e os sobrenadantes
foram combinados e secos sob pressdo reduzida. Cada sobrenadante foi
ressolubilizado no mesmo solvente de extracdo para a concentragao final de 5
mg.mL™. Aliquotas de cada replicata foram transferidas para microtubos e
analisadas por LC-DAD nas condigdes utilizadas para validacdo do método
(TABELA 3.10).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - PREPARACAO DOS EXTRATOS
4.1.1 - TRIAGEM DE VARIAVEIS

O planejamento fatorial € uma ferramenta quimiométrica que permite
otimizar um processo, seja ele uma extracdo, tal como realizado nesse trabalho,
uma reag¢ao quimica, uma biotransformacao, etc., por meio de um numero reduzido
de experimentos. Isso se torna especialmente interessante quando ha uma restricao
na disponibilidade de um determinado reagente ou mesmo quando se demanda um
tempo bastante longo para a sua execug¢do. De acordo com o principio de Pareto,
20% das variaveis explicam 80% da informagcdo obtida para um determinado
sistema, também chamado de espaco experimental'®’. Por isso, na etapa de triagem
de variaveis, testam-se o maior numero de fatores ou paradmetros em diferentes
niveis, para que s6 aqueles realmente significativos sejam utilizados na modelagem
da superficie de respostas (FIGURA 4.1).

FIGURA 4.1 - Esquema representativo da distribuicdo dos experimentos em niveis
no planejamento fatorial

No planejamento experimental, todos os parametros sao testados
simultaneamente, permitindo identificar interagcdes entre eles, o que nao é possivel
perceber quando se trabalha cada variavel independentemente. Como o numero de
experimentos necessarios cresce exponencialmente com o numero de fatores, o uso
do planejamento experimental fracionado torna-se especialmente interessante por
permitir avaliar um grande numero de fatores em um menor numero de

experimentos’®.
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A técnica de homogeneizacdo (A), mais especificamente o uso do
turbolise, poderia favorecer a extracédo de fitoestrogenos. Em sua grande maioria, os
fitoestrogenos sao metabdlitos secundarios produzidos em diferentes tecidos
celulares e armazenados em vactolos'®, organelas presentes nas folhas. Durante o
processo de homogeneizagdo, o movimento das hastes do Ultraturrax® em direcdes
opostas leva redugdo do tamanho das particulas, com possiveis rompimentos de
paredes das células vegetais, expondo os reservatérios de fitoestrégenos ao contato
com o solvente extrator.

Uma alteracdo na composi¢cdo quimica do solvente extrator (B) pode
levar a uma mudanca na polaridade da solugao, levando a extracao preferencial de
uma determinada classe de moléculas. Se essa classe fosse a responsavel pela
atividade biologica do extrato, controlando-se a polaridade do solvente seria possivel
obter um extrato com maior potencial para aquela atividade. Na triagem de variaveis,
entretanto, o objetivo foi apenas avaliar se essa variagdo de polaridade seria
suficiente para se alterar a estrogenicidade dos extratos. A escolha do etanol como
solvente organico foi baseada em uma possivel aplicabilidade do extrato em
formulacgdes farmacéuticas fitoterapicas, uma vez que esse solvente é classificado
como baixa toxicidade (classe 3) pela Conferéncia Internacional de Harmonizagao
dos Requisitos Técnicos para registros de produtos farmacéuticos para uso
humano'®°.

Muitas vezes, a temperatura (C) mais alta pode levar a um aumento da
solubilidade, resultando em um ganho na eficiéncia de extragdo de compostos
bioativos. O uso de temperaturas muito elevadas, porém, pode também levar a
degradagao dos mesmos'®.

O tempo de maceragao (D) é outro parametro importante quando se
pensa na extracdo como um equilibrio de particdo entre o solvente extrator e o
residuo sélido. Apds um determinado tempo de exposi¢do do material vegetal ao
solvente extrator, o sistema tende a entrar em equilibrio e a quantidade de
compostos extraidos, bioativos ou n&o, se estabiliza. As vezes, o tempo necessario
para se atingir esse equilibrio pode ser relativamente pequeno e um periodo mais
prolongado de maceragéao torna-se desnecessario.

A agitagdo periédica (E) foi o ultimo parémetro escolhido para
avaliagao porque, ainda que rapida, provoca uma perturbagcédo no sistema durante a

maceracgao. Isso leva a um aumento na superficie de contato do material vegetal
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com o solvente extrator e consequentemente, pode levar a um aumento da eficiéncia
da extragao.

No planejamento fatorial fracionado realizado, os contrastes principais
estavam confundidos com os de mais alta ordem de interagao (4 fatores), os menos
significativos, enquanto os efeitos resultantes das interagcdes de dois fatores
estavam confundidos com os resultantes das interacdes de terceira ordem. Nao se
pode saber exatamente a contribuicdo de cada variavel (ou interagdo) para o
contraste, porém é conhecido que o efeito de primeira ordem (variaveis principais)
tem um grau de importancia superior ao efeito devido as interagdes de segunda
ordem (entre duas variaveis), que, por sua vez, € maior que o devido as interagbes
de terceira ordem (entre trés variaveis) e assim sucessivamente. Com isso, foi
possivel avaliar os contrastes principais de forma independente daqueles devidos as
interagbes de primeira ordem. Para a identificacdo das variaveis significativas era
necessario utilizar algum parametro de resposta para os experimentos. No
planejamento experimental esse parametro € denominado variavel dependente.
Nesse trabalho, o rendimento em massa obtido para os extratos foi a variavel
dependente escolhida inicialmente para a analise do planejamento fatorial

fracionado.

TABELA 4.1 - Rendimentos em massa obtidos para os extratos preparados nos
experimentos realizados para o planejamento fatorial fracionado

Experimento | A B C D E | Rendimento (%)
1 11 1] -1 1 33,22%
2 1] -1 ] -1 1 -1 32,90%
3 -1 ] -1 1 -1 | -1 36,12%
4 -1 1 -1 1 1 1 35,45%
5 -1 1 1] -1 ] -1 25,97%
6 -1 1 -1 1 1 31,35%
7 -1 1 1 -1 1 30,59%
8 -1 1 1 1 -1 27,66%
9 1 111111 -1 23,48%
10 1 -1 ] -1 1 1 31,39%
11 1 -1 1 -1 1 23,80%
12 1 -1 1 1 -1 27,17%
13 1 1 -1 ] -1 1 14,89%
14 1 1 -1 1 -1 13,13%
15 1 1 1 -1 ] -1 16,15%
16 1 1 1 1 1 27,26%
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O grafico normal de contrastes, construido a partir do rendimento
obtido para cada experimento, sugeriu que os parametros com maior influéncia na
extragao foram o uso de turbdlise (A) e a composicao etandlica no solvente extrator
(B) (FIGURA 4.2). Com base no rendimento da extracdo, pode-se dizer que as
demais variaveis, bem como as interagcdes entre os parametros analisados nao

foram significativas, ou seja, ndo contribuiram para a otimizag&o da extragéo.

Grafico normal de contrastes
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FIGURA 4.2 - Grafico normal de contrastes baseado no rendimento em massa para
os extratos preparados nos experimentos que compuseram o planejamento fatorial
fracionado para otimizacao da extragao de compostos bioativos.

O trabalho, porém, tinha o objetivo especifico de se obter um extrato
com potencial fitoestrogénico para uso no tratamento dos sintomas do climatério, e o
rendimento da extragdo, portanto, ndo seria o pardmetro de resposta mais
apropriado para a avaliacido dos 5 parametros em questdo. Dessa forma, a analise
foi realizada novamente utilizando-se a resposta biolégica como variavel

dependente.
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4.2 - ENSAIOS CELULARES

4.2.1 - PERIODO DE INCUBACAO COM O MTT

Uma das etapas mais importantes do ensaio com o MTT € o periodo de
incubagao das células com o sal de tetrazdlio, visto que a reagdo de redugao €
catalisada por uma enzima que trabalha a um taxa de conversao 6tima. Um tempo
de incubagdo muito curto pode n&o ser suficiente para que o formazan seja
produzido em quantidades suficientes para a deteccdo pelo método colorimétrico.
Em contrapartida, periodos maiores de incubacdo acabam sendo desnecessarios,
pois, apos ser formado em uma quantidade 6tima, o formazan leva a inibigdo da
atividade enzimatica, mesmo quando se tem o metabdlito em excesso.

O ensaio no qual se variou o tempo de incubacédo das células com o
MTT entre 0,5 e 5 h foi realizado para se verificar qual seria 0 melhor intervalo de
tempo para que houvesse a produgao de formazan em quantidade adequada para a
realizagao dos estudos celulares.

Os resultados obtidos estdo apresentados no grafico da FIGURA 4.3 e
sugeriam haver uma tendéncia a estabilizagdo entre 2 e 3 h de incubacdo. Para
periodos inferiores a 2 h as enzimas pareciam ainda ser capazes de reduzir o MTT.
Por outro lado, para tempo de incubagao superiores a 3 h a quantidade de formazan
produzido pareceu ter atingido o valor 6timo, iniciando-se a inibigdo da atividade
enzimatica.

Uma analise de variancia (ANOVA) com comparag¢des multiplas foi
realizada com o teste de Tukey para os resultados obtidos. Quando se faz um
tratamento estatistico de dados envolvendo comparagdes multiplas como nesse
caso, a informagao que se consegue inferir da tabela ANOVA é se existem ou nao
diferengas significativas no conjunto de dados. No entanto, ndo é possivel saber
como € a diferengca entre as médias. Os testes ad hoc, como o de Tukey, séo
utilizados com essa finalidade e sdo baseados em comparacdes de médias. Para o
ensaio de incubagcdo com o MTT, o teste de Tukey indicou ndo haver diferengas
significativas entre os resultados obtidos para os periodos de 2 a 5 h. No entanto,
decidiu-se manter o tempo de incubagdo igual a 3 h para todos os ensaios
posteriores, pois nesse tempo seria possivel assegurar que a producéo do formazan

ja estaria estabilizada.
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Avaliagdo do periodo de incubacdo com MTT
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FIGURA 4.3 - Avaliagao do periodo de incubagao das células da linhagem MCF-7
com o MTT. Letras diferentes indicam diferencas significativas. Teste de Tukey (p < 0,001).

4.2.2 - CONCENTRACAO IDEAL DE CELULAS PARA OS ENSAIOS
CELULARES

De uma forma geral, a curva de crescimento celular para uma linhagem
cultivada in vitro apresenta um perfil sigmoidal, que pode ser dividido em estagios: (i)
lag - periodo de adaptacdo das células as condi¢cdes de cultura, com reduzida
divisdo celular; (ii) logaritmico ou log - periodo de crescimento exponencial; (iii)
plateau ou estacionario - periodo no qual a confluéncia ja esta alta, levando a
reducao da velocidade de replicagao celular; e (iv) declinio - periodo onde o meio de

cultura j& esta pobre em nutrientes e predomina a morte celular'®® (FIGURA 4.4).

lag exponencial ; plateau ; declinio

Numero de células

tempo

FIGURA 4.4 - Perfil de crescimento celular para uma linhagem cultivada in vitro.

As curvas de crescimento celular obtidas para as concentragdes de
células MCF-7 testadas indicaram que 5.10° células.mL” ndo seria uma

concentragcado apropriada para os ensaios, porque em um periodo curto (24-48 h) a
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quantidade de células ja estava bastante elevada, consequentemente o crescimento
celular estava no final da fase exponencial (FIGURA 4.5). As concentragdes 5.10* e
1.10° células.mL™ seriam as mais indicadas para os estudos de 1 semana, por
apresentarem toda a fase exponencial de crescimento nesse periodo. Para ensaios
mais longos (entre 7 e 15 dias), a concentragdo de 1.10* células.mL™ poderia ser
usada; enquanto as concentracbes mais baixas (5.103 e 1.10° céluIas.mL'1) seriam
mais apropriadas para estudos muito longos (até 30 dias). De acordo com dados da

literatura, os estudos de estimulacao celular sao realizados por um periodo de até 7

dias'®"¥" por isso, todos os ensaios celulares relacionados a estrogenicidade desse

trabalho foram realizados com a concentracdo de 5.10* células.mL™. Além disso,
observou-se também que, para a concentracdo escolhida, o crescimento celular
chega ao final da fase exponencial entre o 5° e o 6° dias de incubagio, entrando na

fase plateau, na qual a velocidade em que as células se multiplicam é reduzida.
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FIGURA 4.5 - Curvas de crescimento para diferentes concentracoes de células
MCF-7

O crescimento das células BALB/c apresentou uma tendéncia diferente
daquele observado para a linhagem MCF-7, permanecendo na fase log até o ultimo
dia do experimento (FIGURA 4.6). De acordo com dados encontrados na literatura,
as células dessa linhagem entram na fase estacionaria somente apos 20 dias de
incubagao'®. O objetivo do ensaio de citotoxicidade era verificar se, durante o
mesmo tempo de incubagéo para avaliagao de estrogenicidade, os extratos em teste
poderiam apresentar alguma toxicidade a células sadias. No periodo de 6 dias, a

concentracdo de 1.10° células.mL” apresentou valores muito baixos para a



absorbancia e foi descartada. As concentracdes 5.10° e 1.10* células.mL™ estavam
fase lag, periodo de adaptagdo das células as condigdes de cultura e por isso,
também foram descartadas. Tanto a concentracdo 5.10* células.mL™, quanto 1.10°
células.mL”’ apresentaram a fase exponencial de crescimento durante todo o
periodo de incubacao, condigao ideal para a realizagdo do ensaio, embora elas nao
atingissem a fase estacionaria no fim do experimento. A concentragao 5.10*
células.mL foi definida, portanto, como ideal para o teste de citotoxicidade por ser a

concentragcado padronizada no teste de estrogenicidade.
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FIGURA 4.6 - Curvas de crescimento para diferentes concentragcdes de células
BALB/c

As curvas de crescimento para diferentes concentracbes de células
MDA-MB-231 mostraram que, durante o periodo de 6 dias de incubagdo, as
concentragdes mais baixas testadas (1.10°, 5.10° e 1.10* células.mL™)
permaneceram na fase lag de crescimento, na qual as células ainda estdo se
adaptando as condi¢cbes do experimento, com crescimento lento, como pode ser
observado pelo baixo valor de absorbancia apresentado na analise colorimétrica de
MTT (FIGURA 4.7). As concentracdes de 5.10* a 5.10° células.mL™ se mostraram as
mais adequadas para o experimento, pois estavam na fase exponencial do
crescimento e entraram na fase estacionaria entre o 5° e o 6° dias de incubagéo. No
entanto, a concentragdo de 5.10° células.mL™ apresentou valores muito elevados
para a absorbancia, o que dificultaria uma analise em caso de estimulagdo do
crescimento. Dentre as duas concentracdes restantes, definiu-se que as
concentracdo de 5.10* células.mL™ seria a de trabalho, por ser a concentragdo
padronizada no teste de estrogenicidade e também utilizada no ensaio de

citotoxicidade.
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Curvas de crescimento para células MDA-MB-231
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FIGURA 4.7 - Curvas de crescimento para diferentes concentragdes de células
MDA-MB-231

4.2.3 - ESTUDO DE ESTROGENICIDADE (E-SCREEN MODIFICADO)

Ha 20 anos, os principais ensaios para medir a estrogenicidade eram
realizados em modelos animais. O E-SCREEN foi pioneiro no fato de que, usando
um ensaio in vitro baseado em células de mamiferos, era possivel chegar a
resultados similares aqueles obtidos em testes in vivo, porém com um pequeno
numero de falso negativos ou falso positivos, além de permitir que uma grande
quantidade de compostos fosse testada simultaneamente'?*.

Para que os extratos preparados fossem avaliados em relacdo a
atividade estrogénica, foi necessario otimizar inicialmente alguns parametros
relativos as condi¢cdes experimentais dos ensaios celulares.

Um dos pardmetros avaliados estava relacionado a presenca de
interferentes no meio de cultura que poderiam mascarar o resultado dos testes
biolégicos realizados com os extratos. Um deles € o vermelho fenol, um indicador
acido-base bastante utilizado em culturas celulares por ter o pKa 7,90, proximo ao
pH fisioldgico. O problema do vermelho-fenol esta em sua estrutura quimica, na qual
a distancia entre a hidroxila e o grupo sulfénico é bastante similar aquela entre os
grupos hidroxila na molécula de 17-B-estradiol e em substancias estrogénicas nao
esteroidais (FIGURA 4.8). Isso Ihe confere um perfil de agonista parcial do receptor
estréogeno com uma afinidade de aproximadamente 0,0001% em comparagéo ao E,
nas concentragdes em que é utilizado em culturas celulares (15 - 45 pM)'®. Em
outras palavras, mesmo as células utilizadas como “controle negativo” estdo tendo o

seu crescimento estimulado por um agonista, levando a perda de confiabilidade do
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resultado do experimento. Apesar da baixa afinidade, ainda ha uma estimulacao
celular devido a concentracéo usada no meio de cultura (15 umoI.L'1). Por isso, o
indicador vermelho fenol ndo pode ser adicionado ao meio de cultura utilizado nos

testes de estrogenicidade.

indicador vermelho-fenol 17-B-estradiol campferol
(forma bésica)

FIGURA 4.8 - Estrutura quimica do indicador vermelho fenol em comparagao com
compostos estrogénicos

Os outros interferentes avaliados estavam presentes no soro de feto
bovino adicionado ao meio de cultura, fonte de estrogénios endégenos. Como nao
seria possivel utilizar o meio de cultura sem o FBS, os horménios teriam que ser
removidos do soro antes que o mesmo fosse adicionado ao meio de cultura. O
tratamento mais comumente utilizado para isso € feito com uma combinacdo de
carvao ativo e dextran, onde os hormdnios sao retidos por adsor¢céo no carvao ativo.
No entanto, o mesmo também é capaz de adsorver proteinas, alterando a
composicao do FBS. Para evitar que isso aconteca, € utilizada uma mistura de
carvao ativo e dextran, na qual se acredita que o carboidrato recubra a superficie do
adsorvente, permitindo que apenas moléculas menores, como os hormdnios livres,
alcancem a superficie do carvao ativo®®.

Nesse estudo, os efeitos que os interferentes presentes no meio de
cultura produziriam no crescimento celular foram avaliados simultaneamente, em
curvas de crescimento para as células cultivadas em meios DMEM cuja unica
diferenga era a presencga do vermelho fenol (curvas preta e vermelha, FIGURA 4.9).
Nas curvas de crescimento obtidas, foi possivel observar que houve uma
estimulacédo do crescimento pela presenca do indicador acido-base. Um teste t-
Student pareado foi realizado para comparar os dois conjuntos de dados e confirmou

que essa diferenga é significativa com 95% de confianca (ts 7= 3,329, p =0,0158).
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Avaliagdo de potenciais interferentes na estimulacéo
do crescimento da MCF-7
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FIGURA 4.9 - Avaliagao da influéncia de potenciais interferentes na estimulacéo do
crescimento celular para a linhagem MCF-7

Em relagao aos horménios enddgenos presentes do FBS, comparando-
se as curvas de crescimento para as células cultivadas em meio DMEM sem
vermelho fenol com FBS néo tratado (curva preta) e para aquelas cultivadas em
meio cujo FBS passou pelo tratamento de remogao dos hormdénios (FBS-CS, curvas
verde, azul ou rosa na FIGURA 4.9), observou-se que a presenga desses
interferentes levou a uma estimulagao bastante significativa do crescimento celular.
Portanto, a remog¢ao dos horménios previamente a adicdo do FBS ao meio de
cultura seria fundamental para o teste de estrogenicidade.

Os dois tratamentos para a remocdo dos hormdnios enddgenos
realizados no laboratério foram avaliados visando principalmente verificar se os
tratamentos resultariam em um FBS tratado equivalente aquele comercialmente
disponivel. Na comparacao dos resultados obtidos, foi realizada uma ANOVA com o
teste de Dunnet (p <0,001), utilizando como referéncia os dados da curva de
crescimento das células cultivadas em DMEM sem vermelho fenol com FBS-CS
comercial. O teste de Dunnet é um teste ad hoc para comparagbes multiplas, assim
como o teste de Tukey, com a diferenga de que um fator é escolhido como controle
e os demais sdo comparados a ele. Os resultados dessas analises sugeriram que
estatisticamente ndo havia diferengas significativas entre o FBS-CS comercial e os
obtidos pelos tratamentos realizados. Isso significava que ambos tratamentos foram
eficientes, dispensando assim a necessidade de compra de um reagente caro, o que
oneraria o trabalho no laboratério. Como o primeiro tratamento envolvia um maior
numero de etapas, demandando maior tempo e manipulacido do material, optou-se

por utilizar apenas o segundo tratamento para preparar o FBS-CS no laboratério.
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O ultimo fator analisado estava relacionado a toxicidade do etanol para
as ceélulas MCF-7, visto que tanto os extratos de folhas de amoreira quanto o
estradiol foram solubilizados nesse solvente ou misturas das quais ele faz parte.
Com o periodo de incubagcdo de 6 dias, o tempo no qual as células estariam
expostas ao solvente orgénico seria relativamente alto. Tal exposi¢gado prolongada
eventualmente poderia levar a um efeito toxico que mascararia os resultados dos
testes de estrogenicidade. Por isso, a fim de verificar se esse solvente poderia
interferir nos ensaios de proliferagdo celular, foi realizado um teste de toxicidade
para o etanol em células de MCF-7. Por ser um experimento de toxicidade, os
resultados foram expressos em viabilidade celular que media a quantidade de
células vivas. Em nenhuma das concentragbes analisadas o etanol apresentou
toxicidade para as células (FIGURA 4.10). A ANOVA com teste de Dunnet (p <
0,001) confirmou a observacgao, visto que ndo houve diferenga significativa entre o

controle negativo e qualquer uma das concentragdes avaliadas.
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FIGURA 4.10 - Estudo de citotoxicidade para o etanol utilizado na preparacao dos
extratos de folhas de amoreira.

Apods a avaliagao dos interferentes, o ultimo parametro a ser ajustado
antes da analise dos extratos seria a concentracao 6tima do composto de referéncia
que seria utilizado como controle positivo nos experimentos posteriores. A linhagem
MCF-7 tem como caracteristica principal a expressao dos receptores hormonais,
sobretudo do receptor estrogeno, do qual o 17-B-estradiol é classificado como um
agonista total. Na presenca desse horménio, ocorre a estimulagdo maxima da
proliferacdo celular. Por isso, o E; foi definido como controle positivo nos ensaios

que tiveram como objetivo avaliar a proliferagao celular induzida por fitoestrogénios.
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A acédo do E; no crescimento celular € concentragdo-dependente e atinge o seu
maximo com a concentragao fisioldgica do hormdnio, de 1,00 a 10,0 nmol.L™"%°" .
Com o objetivo de se encontrar a concentragdo 6tima de E, para as
condigdes experimentais do laboratério, foi realizado um estudo no qual se variou a
concentragdo do horménio adicionado as células. Os resultados obtidos e
apresentados na FIGURA 4.11 sugeriram que, ao final de 8 dias, o E; na
concentracao de 1,00 pmoI.L'1 nao estimulou o crescimento das células (curva azul).
Nas concentracdes de 100 nmolL'e 1 pmolL" (curvas laranja e roxa
respectivamente) houve uma estimulacdo muito elevada em relagdo ao controle
negativo, porém nao foi possivel observar a estabilizagdo do crescimento celular
entre o 5° e 6° dias de incubacéo, conforme visto para as demais concentragbes e
nos experimentos anteriores. As concentracdes de 10,0 e 100 pmol.L™" (curvas verde
e vermelha respectivamente) apresentaram valores de absorbancia préoximos

aqueles obtidos para controle negativo.
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FIGURA 4.11 - Estudo da estimulagao do crescimento celular da linhagem MCF-7
por diferentes concentracdes de E;

A diferenca de aproximadamente 10% poderia dificultar ou até mesmo
mascarar a resposta de um estudo de agonistas parciais como os fitoestrogenos,
visto que para esse tipo de composto espera-se obter um valor intermediario para a
absorbancia, compreendido entre aquele obtido para o E, (agonista total) e a
absorbancia das células na auséncia do E,. Dessa forma, 1,00 e 10,0 nmol.""
(curvas rosa e cinza respectivamente) foram as melhores concentragdes para o
composto de referéncia nas condi¢gdes experimentais e ambas estdo na faixa da

concentragao fisioldgica®”.
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No mesmo grafico de crescimento celular notou-se ainda uma deflexdo
geral na absorbancia, sobretudo nos dias 6 e 8, o que possivelmente estaria
associado ao meio de cultura ja pobre em nutrientes e a quantidade de células
elevadas, iniciando-se um processo de morte celular. Por isso, em todos os
experimentos, cujo tempo de incubagéo fosse superior a dois dias, ocorria a troca do
meio de cultura a cada 48 h.

Quando foram analisados apenas os resultados apos 6 dias de
incubagao, periodo total do teste de estrogenicidade, notou-se uma semelhanga
entre as absorbancias obtidas para as diferentes concentracdes de E, testadas
(FIGURA 4.12). Uma analise estatistica ANOVA com o teste de Tukey indicou o
agrupamento das respostas em 4 conjuntos distintos (identificados na figura como a,
b, ¢ ou d), confirmando as observacgdes anteriores. O teste de Tukey, assim como
outros testes ad hoc para comparagdes multiplas sem referencial, pode apresentar
problemas de ambiguidade. Esses testes estatisticos sdo baseados em analises de
pares, podendo classificar em um mesmo grupo um par de médias que também
seria nao significativo em relacdo a outros dois valores, os quais, por sua vez,
diferiiam estatisticamente entre si. Foi 0 que aconteceu com o controle negativo e
as concentracdes de 1,00 e 10,0 pmol.L”' na analise dos dados apresentados na
FIGURA 4.12. Na pratica, ambiguidades como essa nao apresentam significancia e
cabe ao analista interpreta-la da forma mais apropriada para explicar o conjunto de

dados.
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FIGURA 4.12 - Proliferagao celular estimulada por E; apds 6 dias de incubagao.
Letras diferentes significam diferenca estatistica (p < 0,001).
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As concentragdes de 1,00 e 10,0 nmol.L™ foram as que apresentaram
os resultados mais satisfatérios no perfil de crescimento celular e, de acordo com o
teste de Tukey, estatisticamente ndo apresentaram diferengas significativas entre si.
Para os testes de estrogenicidade, a concentracao de 10 nM foi escolhida por estar
no limite superior da concentracéo fisioldgica.

Todos o0s parametros experimentais relativos ao teste de
estrogenicidade foram bem ajustados as condigdes experimentais do laboratério. No
entanto, pelo fato de as concentragbes 6timas e o método utilizado para a
quantificacdo das respostas biologicas estarem diferentes daqueles utilizados
originalmente para o E-SCREEN'?, os testes de estrogenicidade realizados nesse
trabalho serao referidos como E-SCREEN modificado. A interpretacdo do teste foi
baseada em uma andlise comparativa, utilizando-se como referencial a resposta de
um agonista total (E2) (controle positivo). As medidas de absorbéncias obtidas para
os extratos foram expressas em termos de resposta relativa ao E; (RRE), no qual a
resposta do controle positivo foi considerada como 100% e as demais respostas
foram normalizadas em relagao a ela.

De acordo com os resultados do E-SCREEN modificado, os 16 extratos
preparados na etapa de triagem de variaveis do planejamento experimental (seg¢ao
3.1.2.1) apresentaram valores de RRE na faixa esperada para agonistas parciais do
receptor estrégeno, entre os valores para o controle negativo e o E, (FIGURA 4.13).
Como o objetivo do trabalho foi obter um extrato com potencial para uso fitoterapico
no alivio de sintomas do climatério, era necessario que 0 mesmo apresentasse
compostos bioativos que mimetizassem a acdo do estrogénio (os fitoestrégenos).
Por isso, no planejamento experimental para a otimizagado do extrato, as medidas de
RRE foram entdo utilizadas como variavel dependente do planejamento
experimental, descrito na segcéo 3.1.2.1. A tabela com os valores de RRE e os

respectivos experimentos esta apresentada no ANEXO 1..

101
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FIGURA 4.13 - Ensaio de estrogenicidade para os extratos preparados nos
experimentos da etapa de triagem de variaveis do planejamento experimental.

O grafico normal de contrastes para a estrogenicidade (FIGURA 4.14)
sugeriu que a composigcdo etandlica do solvente extrator (B) foi a unica variavel
significativa (83,34%). O seu efeito negativo sugeriu que a atividade bioldgica
diminuia com o aumento da quantidade de etanol no solvente. Comparando-se
esses resultados com o grafico normal de contrastes no qual foi utilizado o
rendimento da extragdo (FIGURA 4.2), notou-se que o uso da turbdlise, o parametro
mais significativo no segundo caso, ndo apresentou efeito algum na atividade,
embora a sua interagdo com a variavel B tenha influenciado a estimulagao do
crescimento celular em uma proporgédo muito menor (4,67%) que a composigao do
solvente extrator. Se os 5 parametros fossem avaliados um de cada vez, haveria
uma grande possibilidade de que alguns deles fossem considerados significativos,
mesmo que nao influenciassem o resultado, aumentando desnecessariamente o
numero de experimentos da otimizagdo, o que implica em maior consumo de tempo
e material. Em contrapartida, outros paradmetros poderiam ser considerados nao
significativos e descartados, ainda que fossem de fato importantes para a otimizagao
do extrato. Além disso, ndo seria possivel verificar se interacbes entre os fatores
estariam contribuindo para as respostas desejadas, como aconteceu para a

atividade bioldgica.
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Grafico normal de contrastes
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FIGURA 4.14 - Grafico normal de contrastes baseado na atividade estrogénica.
Onde A: técnica de homogeneizagao do extrato; B: composi¢do etandlica do solvente extrator; C:
temperatura de extragéo; D: tempo de maceragao; E: agitagao periddica

Apesar da composi¢cdo do solvente extrator ter sido significativa, com
efeito semelhante para o rendimento da extragao e para a atividade bioldgica, cujo
aumento da quantidade de alcool levou a uma diminuicdo em ambas respostas, a
correlagao linear entre elas foi considerada fraca. Isso significa que nao é possivel
associar um aumento no rendimento da extracio com um aumento na
estrogenicidade do extrato (FIGURA 4.15).
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FIGURA 4.15 - Correlagao entre o rendimento da extragédo e a atividade estrogénica
para os experimentos da triagem de variaveis do planejamento experimental
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Utilizando-se apenas a variavel significativa, foi planejado um conjunto
de experimentos com o objetivo de construir um modelo matematico que permitisse
predizer as condigdes nas quais se obtivesse um extrato com o maior potencial
fitoestrogénico no espago experimental de trabalho. Quando se tem mais de uma
variavel continua significativa, o modelo é chamado multivariado e gera uma
superficie de respostas na qual €& possivel visualizar a regido com a maior
probabilidade de obter os maiores valores para a variavel dependente, no caso, a
atividade estrogénica. Nesse trabalho, como houve apenas uma variavel continua
significativa, a otimizagdo do preparo do extrato seguiu um modelo univariado. As

extracdes apresentaram um rendimento que variou de 7 a 43% (m/m) (TABELA 4.2).

TABELA 4.2 - Rendimento das extracdes realizadas com diferentes composicoes
etandlicas no solvente extrator

% EtOH no solvente extrator (v/v) | rendimento (% m/m de extrato seco)
1 34,37
5 37,89
10 42,19
15 43,02
20 43,04
25 42,70
30 40,07
35 40,35
40 39,02
45 36,07
50 32,82
55 31,39
60 30,61
65 31,34
70 30,83
75 30,58
80 26,51
85 28,17
90 27,39
95 12,01
99 7,00
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Os resultados das analises realizadas para os novos extratos ao final
do periodo de incubacido de 6 dias mostraram que aqueles preparados com uma
solugdo contendo até 75% de etanol (v/v) apresentaram atividade estrogénica
caracteristica de agonistas parciais (FIGURA 4.16). No entanto, os extratos
preparados com solventes com teor alcodlico superior a 75% (v/v) apresentaram
uma atividade semelhante aquela esperada para antagonistas do receptor
estrégeno, uma vez que os valores de RRE para esses extratos foram inferiores
aquele obtido para o controle negativo, no qual foi adicionado apenas meio de
cultura contendo 1% de etanol. No grafico da FIGURA 4.16 foi possivel ainda
observar a distribuicdo dos extratos em 4 grandes grupos: (i) os que estimularam o
crescimento celular de forma semelhante ao E,, como agonistas totais (1 a 35%
EtOH); (ii) os que apresentaram estimulacao caracteristica de agonistas parciais (40
a 75% EtOH); (iii) os que levaram a morte celular de parte das células (80 e 85%
EtOH); e finalmente (iv) os que levaram a morte de todas as células (90 a 99%
EtOH). O teste estatistico ad hoc de Tukey (p <0,001) confirmou essa classificagao,
embora tenha apresentado uma subdivisdo no grupo dos agonistas parciais com

baixa ambiguidade.
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FIGURA 4.16 - Ensaio de estrogenicidade para os extratos preparados nos
experimentos da etapa de otimizacado do extrato com potencial fitoterapico

Devido aos resultados que indicaram antagonismo, o experimento foi
realizado novamente durante um periodo de 7 dias, em intervalos de 24 h.
Analisando-se os resultados das curvas de estimulagdo celular (FIGURA 4.17),
notou-se que os extratos preparados com solugdes etandlicas 90, 95 ou 99% (v/v)
levaram a morte celular apdés as primeiras 48 h de incubagdo. Os extratos
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preparados com solugdes 80 e 85% (v/v)de etanol induziram o processo de morte
celular somente apdés 96 h de incubacdo. Nesse intervalo, o meio de cultura foi
trocado com reposigao dos extratos por duas vezes. Os demais extratos estimularam
o crescimento celular com um efeito de proliferagcéo relativa superior a 70%, sendo
que aqueles preparados com solucao hidroalcodlica de 1 a 20% de etanol

apresentaram um perfil de crescimento muito semelhante aquele obtido para o E».
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FIGURA 4.17 - Curvas de estimulagcado do crescimento celular para extratos de folhas

de amoreira em fungao da composigao alcodlica do solvente extrator. Os teores
alcodlicos (v/v) utilizados estao indicados abaixo dos respectivos graficos.

A microscopia de campo claro € uma ferramenta bastante utilizada em
estudos in vitro, pois pode fornecer informagdes muito importantes sobre alteracdes
morfolégicas provocadas nas células por agentes externos, como os extratos de
folnas de amoreira. Nas analises realizadas com aumento de 100 vezes, notou-se
que, durante os 6 dias de ensaio, para os sistemas nos quais as células foram
incubadas com etanol (controle negativo), estradiol (controle positivo), ou com um
dos extratos preparados com até 75% EtOH (v/v), as células MCF-7 estavam bem
aderidas no fundo do poco e o crescimento celular ocorria por meio de formacgao de

colénias, conforme era esperado para essa linhagem (FIGURA 4.18).
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EtOH 20% EtOH 25% EtOH 30% EtOH 35% EtOH 40% EtOH 45%

FIGURA 4.18 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de estrogenicidade realizado em
linhagem MCF-7 (continuagao)
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EtOH 50% EtOH 55% EtOH 60% EtOH 65% EtOH 70% EtOH 75%

2 dias

4 dias

6 dias

FIGURA 4.18 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de estrogenicidade realizado em
linhagem MCF-7 (continuagao)
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EtOH 80% EtOH 85% EtOH 90% EtOH 95% EtOH 99%

2 dias

4 dias

6 dias

FIGURA 4.18 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de estrogenicidade realizado em
linhagem MCF-7 (continuagao)
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Comparando-se os perfis de crescimento das células as quais foram
adicionados esses extratos com aquele obtido para o estradiol, foi possivel observar
uma alta similaridade, sobretudo para os extratos preparados com até 30% EtOH.
Para os extratos preparados com 35 a 45% de alcool (v/v), a similaridade ainda foi
elevada, embora nas imagens obtidas apds os 6 dias de incubagdo a quantidade de
células aparentemente fosse menor que nos casos anteriores. Para os sistemas nos
quais as células foram incubadas com os extratos preparados com 50 a 75% de
etanol, as imagens sugeriram que os perfis de crescimento se assemelhavam mais
aquele obtido para o controle negativo, embora os resultados quantitativos das
analises de MTT indicassem que 0os mesmos extratos apresentaram comportamento
de agonistas parciais. Essa diferenga se deveu principalmente ao fato de as
imagens de microscopia terem sido obtidas individualmente, enquanto os resultados
das analises de MTT foram médias de multiplas replicatas.

Para o sistema no qual as células foram incubadas com o extrato
contendo a 80% EtOH (v/v), apos 4 dias de incubagdo, parte das células possuia
formato arredondado, um indicativo de que as mesmas estavam em processo de
morte e perderam a aderéncia. Apés os 6 dias de incubagdo, predominavam as
células com formato arredondado, e, portanto em processo de morte celular, o que
explicava o baixo metabolismo do MTT no ensaio quantitativo. Além disso, para esse
ultimo quadro, também se observou o aparecimento de vacuolos no citoplasma,
sugerindo tratar-se de um processo de morte por apoptose.

Nos pogos que tinham as células incubadas com o extrato a 85% EtOH
(v/v), apos os 2 primeiros dias de incubagao, observou-se que a maior parte das
células apresentava morfologia bastante alterada, inclusive com a presenca de
vacuolos no seu interior. Apdés os 6 dias de incubagdo, o numero de células
arredondadas (e em processo de morte celular) aumentou significativamente e a
quantidade de células vivas era muito baixa, o que explicava o RPE abaixo de 20%
na analise de MTT.

No caso do ensaio realizado com o extrato a 90% EtOH (v/v), a
quantidade de células arredondadas foi bastante elevada ja apds os 2 primeiros dias
de incubacdo. Apos 4 dias de incubacdo, observaram-se também fragmentos de
células, os quais aumentaram significativamente apds os 6 dias de incubagao. Isso
demonstrou que essas células estavam em um estagio bastante avangado no

processo de morte celular logo nos 2 primeiros dias. Esse quadro foi ainda mais
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evidente para os pogos nos quais as células foram incubadas com os extratos
preparados com 95% e 99% de etanol, visto que logo apds os dois primeiros dias de
incubacado houve um predominio dos fragmentos de células, indicando que esses 3
extratos apresentam uma elevada citoxicidade.

De forma geral, os extratos induziram o aparecimento de granulos no
citoplasma das células dependendo da concentragao de etanol usada, conforme foi
observado na analise das imagens de microscopia de campo claro com aumento de
400x (FIGURA 4.19C-L), obtidas apds 48 h de incubacdo. A granulagdo nao foi
observada nos extratos com concentragdes mais baixas de etanol, mas estava
presente nos extratos com porcentagem mais alta de alcool, sobretudo acima de
70%. Esta granulagéo foi muito mais intensa para os extratos preparados com maior
teor alcodlico, principalmente para aqueles que levaram a morte das células
(FIGURA 4.19K e L). O aparecimento de granulos no citoplasma pode estar
relacionado com o envelhecimento ou com uma resposta da célula a um ou mais
compostos toxicos, que podem levar a uma redugdo do metabolismo ou mesmo a

morte celular'®3,

Entretanto, cabe ressaltar que estudos mais aprofundados em
biologia celular sdo necessarios para se confirmar se essa granulacdo esta

diretamente relacionada com a morte celular nesses casos.
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FIGURA 4.19 - Imagens de microscopia de campo claro com aumento de 400 X para
o estudo de estrogeniciade apds 2 dias de incubagao. A:controle negativo, B: Ej;
Extratos com distintas porcentagens de etanol (v/v): C: 1%; D: 10%; E: 25%; F:

30%; G: 40%; H: 50%; I: 60%; J: 70%; K: 80%; L: 95%.




Devido aos resultados apresentados anteriormente para os extratos
preparados com 80 a 99% de etanol (v/v), os quais levaram a morte celular, duas
hipéteses foram levantadas: (i) esses extratos induziram a morte celular porque a
concentracdo na qual eles foram testados (250ug.mL™”) estava muito elevada,
causando a toxicidade para as células; ou (ii) esses extratos induziram a morte
celular porque sdo muito toxicos mesmo em concentragdes mais baixas.

Para verificar as hipoteses acima, fez-se um novo experimento para os
quais foram utilizados os extratos preparados com 75%, 85% ou 95% de etanol (v/v).
Os trés extratos foram escolhidos porque na concentracdo de 250 ug.mL™, (i) o
extrato preparado com 75% EtOH levou a estimulagdo do crescimento celular, sem
efeito toxico para as células; (ii) o extrato preparado com 85% EtOH, assim como
aquele preparado com 80%, apresentou efeito toxico moderado, visto que apds o
periodo de incubagédo ainda havia metabolismo de MTT (RRE aproximadamente
igual a 20%; e (iii) o extrato preparado com 95% EtOH, assim como aqueles
preparados com 90% ou 99%, apresentou efeito toxico elevado, uma vez que levou
a morte celular ja no inicio do periodo de incubagéo.

Nos sistemas nos quais as células foram incubadas com o extrato
preparado com 75% EtOH (v/v) (FIGURA 4.20A) observou-se que a estimulagéo do
crescimento celular comegou a ser efetiva na concentracdo de 5,00 ug.mL™ (teste
de Tukey, p < 0,001) e aumentava proporcionalmente a concentracdo do extrato,
sendo que as repostas obtidas para as concentragcbes 100 e 250 ug.mL'1 nao
apresentaram diferenca significativa entre elas (teste de Tukey, p < 0,001). Esse
perfil ja era esperado para o extrato preparado com 75% EtOH (v/v), uma vez que no
teste inicial de estrogenicidade, ele estimulou a proliferagdo das células.

Nos sistemas nos quais as células foram incubadas com o extrato
preparado com 85% de alcool (v/v) (FIGURA 4.20B), observou-se um perfil de
estimulagdo a partir da concentracdo de 5,00 pg.mL™" até a concentracdo de 50,0
ng.mL?, com RRE para essa Ultima semelhantes aquele obtido para as
concentracbes mais elevadas testadas para o extrato com 75% de alcool (v/v). Nas
concentracbes mais altas, o extrato passou a induzir a morte celular,
comprometendo o metabolismo do MTT. Ja o extrato preparado com 95% de etanol
(v/v) se mostrou bastante toxico em concentragdes a partir de 50 pug.mL™, visto que
houve uma redugdo no metabolismo do MTT (FIGURA 4.20C). Nas concentragbes

abaixo de 50,0 ug.mL'1, o extrato pouco estimulou a proliferagao celular, visto que o
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RPE maximo obtido n&o atingiu sequer a 60% quando comparado com o estradiol.
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FIGURA 4.20 - Estudo de concentracdo-dependéncia para os extratos preparados
com solugdes etandlicas 75 (A), 85 (B) e 95% (v/v) (C) em células MCF-7

Diante dos resultados obtidos nesse experimento, foi possivel concluir
que os extratos preparados com até 35% de alcool (v/v) no solvente extrator
apresentaram atividade estimulatéria maxima para as células MCF-7, sendo que 40-
75% (v/v) foram considerados intermediarios. Portanto, para se obter um extrato de

folhas de amora com perfil estrogénico, a quantidade maxima de alcool utilizada no
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solvente extrator deveria ser preferencialmente 35% (v/v), embora teores até 75%
(v/v) de etanol também seriam aceitaveis.

Os extratos contendo 90, 95 e 99% EtOH foram bastante toxicos para
células MCF-7 em concentragdes iguais ou superiores a 50,0 ug.mL™ e possuiram
baixa atividade estrogénica em concentragbes inferiores a esse valor. O extrato
preparado com 85% de etanol (v/v), assim como aquele preparado com 80% (v/v),
por sua vez, apresentou toxicidade em concentragdes iguais ou superiores a 100
ng.mL™, porém, em concentragdes mais baixas, apresentou atividade estrogénica
comparavel aos demais extratos testados inicialmente.

O etanol utilizado no preparo desses extratos foi totalmente evaporado
em uma etapa prévia aos ensaios celulares. Além disso, apds a ressolubilizagdo em
solugdes hidroalcodlicas, os extratos foram diluidos em meio de cultura e o teor
maximo de EtOH no meio n&o ultrapassou 1% (v/v), 0 que, em um experimento
anterior, indicou ndo ser téxico para as células dessa linhagem. Dessa forma, a
toxicidade observada foi devida a componentes téxicos presentes no extrato e néo
ao solvente organico utilizado na extragao.

Devido ao efeito toxico apresentado por alguns extratos para a
linhagem MCF-7 era crucial a realizacdo de um teste de citotoxicidade em um
modelo de células sadias, o qual sera descrito em seguida. Além disso, era
necessario observar se os extratos com atividade estrogénica apresentam baixa

citotoxicidade para estimar o seu uso em estudos posteriores.

4.2.4 - ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE E SELETIVIDADE PARA
EXTRATOS DE FOLHAS DE AMOREIRA

O estudo de citotoxicidade teve como objetivo principal verificar se os
extratos de folhas de amoreira apresentariam efeito téxico para células sadias,
principalmente aqueles que induziram a morte das células MCF-7. Por isso, as
respostas para esse ensaio foram expressas em termos de viabilidade celular, ou
seja, quantidade relativa de células vivas, utilizando o controle negativo como
referencial (100%). Os resultados das analises realizadas apo6s 6 dias de incubagao
sugeriram que os extratos preparados com até 30% de etanol (v/v) n&o
apresentaram efeito toxico para as células de fibroblastos (FIGURA 4.21). Os
extratos preparados com 35 a 60% de de etanol (v/v) apresentaram baixa toxicidade,

visto que a viabilidade celular estava em cerca de 80%. Os extratos preparados com
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65 a 90% de EtOH (v/v) apresentaram toxicidade que aumentava progressivamente
com o aumento do teor alcodlico do solvente extrator. Os extratos preparados com
95 e 99% de alcool foram extremamente toxicos, levando a morte de 100% das
células BALB/c. De acordo com os resultados do teste de Tukey com p<0,001,
apenas o estradiol foi estatisticamente ndo significativo em relagdo ao controle
negativo, o que o classificaria como ndo téxico. No entanto, os extratos preparados
com até 30% EtOH também podem ser incluidos nesse grupo, visto que a
viabilidade celular para os mesmos foi da ordem de 90% e estdo dentro da faixa

aceitavel para nao toxicidade (linha pontilhada na FIGURA 4.21).
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FIGURA 4.21 - Ensaio de citotoxicidade para os extratos de folhas de amoreira
incubados por 6 dias com as células Balb-c 3T3 clone A31

Nas analises de microscopia de campo claro com aumento de 100x
(FIGURA 4.22), nao foi possivel observar alteracées na morfologia das células para
os sistemas nos quais as células foram incubadas na presenca de solvente, do
estradiol ou dos extratos preparados com até 60% de etanol (v/v), embora as
analises quantitativas tenham mostrado que ha toxicidade para os extratos com 35 a
60%. Nos sistemas nos quais as células foram incubadas com os extratos
preparados com 65 a 75% EtOH (v/v), pode-se observar uma alteragdo na
morfologia das células ao final do periodo de incubagado, sugerindo que as células
estavam em processo de morte. No entanto, houve ainda muitas células sadias

aderidas, como pode ser visto pelos valores de viabilidade celular entre 40 e 60%.
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FIGURA 4.22 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de citotoxicidade realizado em

linhagem BALB/c 3T3 clone 31
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EtOH 25% EtOH 30% EtOH 35% EtOH 40% EtOH 45%

EtOH 20%

FIGURA 4.22 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de citotoxicidade realizado em

linhagem BALB/c 3T3 clone 31 (continuagao)
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EtOH 50% EtOH 55% EtOH 60% EtOH 65% EtOH 70% EtOH 75%

4 dias

6 dias

FIGURA 4.22 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de citotoxicidade realizado em
linhagem BALB/c 3T3 clone 31 (continuagao)
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FIGURA 4.22 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de citotoxicidade realizado em

linhagem BALB/c 3T3 clone 31 (continuagao)
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A incubacdo com os extratos preparados com 80 ou 85% de alcool, a
alteracdo na morfologia das células foi bastante significativa logo apos os dois
primeiros dias de incubagdo. No entanto, havia ainda células aderidas, o que
explicaria a viabilidade celular entre 17 e 30%. Ja para os extratos preparados com
90% EtOH, apos os dois primeiros dias de incubacdo as células apresentaram
morfologia bastante alterada, conforme também foi observado para os extratos com
80 e 85%. Entretanto, ao contrario dos anteriores, apds 4 dias de incubagao havia
poucas células aderidas e muitas células arredondadas, ja em processo de morte.
Além disso, era possivel observar a presenca de fragmentos de células. A
citotoxicidade foi mais elevada para os extratos com 95 ou 99% de etanol, onde
apenas fragmentos de células foram observados logo apés os dois primeiros dias de
incubacdo, mostrando que esses extratos foram extremamente toxicos para a
BALB/c, assim como o foram para a MCF-7.

Nos sistemas nos quais as células foram incubadas com extratos
preparados com teor etandlico a partir de 65% (v/v), notou-se também o
aparecimento de granulagdo no citoplasma durante o periodo de incubagao
(FIGURA 4.22). Essa granulacao foi semelhante aquela observada para a linhagem
MCF-7 na imagem com aumento de 400 x (FIGURA 4.20), e, como dito
anteriormente, pode estar relacionada com o envelhecimento celular ou com uma
resposta do organismo a um composto tdxico, levando a redugcdo do metabolismo ou
a morte celular. A granulagéo foi ainda mais pronunciada nos extratos com alta
porcentagem de etanol (acima de 80%, v/v), sendo observadas logo em seguida as
alteragcdes na morfologia e posterior morte celular. Sendo assim, acredita-se que
nesse caso, a granulacao esta diretamente relacionada com a resposta da célula
aos compostos toxicos.

Outro estudo complementar realizado paralelamente ao ensaio de
citotoxicidade foi o de seletividade. Sabe-se que o E; € um agonista total do receptor
estrogeno. Isso significa que, em linhagens como a MCF-7, que expressam esse
receptor hormonal em grande quantidade, a ativacdo do receptor por um agonista
levara a estimulacao da replicacao celular, a qual ocorrera mais rapidamente.

No ensaio de estrogenicidade, alguns extratos apresentaram um perfil
de estimulagdo semelhante ao do E,, outros apresentaram um perfil caracteristico de
agonistas parciais, e ainda tiveram aqueles que induziram a morte celular (FIGURA

4.16). Para verificar se os extratos que apresentaram atividade estrogénica
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estimularam o crescimento celular pela mesma via de sinalizagdo do E, ou seja,
pela ativagdo do receptor estrégeno, foi realizado um estudo de seletividade. A
linhagem escolhida para o ensaio foi a MDA-MB-231, que € uma linhagem de cancer
de mama do tipo triplo negativa, pelo fato de ndo expressar qualquer um dos trés
biomarcadores para a classificagdo do céncer de mama: receptor estrégeno,
receptor de progesterona e receptor do fator de crescimento epidermal HER2/neu.
Se os extratos estimulassem o crescimento da MCF-7 pela via de ativagdo do
receptor estrogeno, esperava-se que os mesmos nao influenciassem o crescimento
das células MDA-MB-231.

De acordo com os resultados obtidos para o ensaio de seletividade
(FIGURA 4.23) notou-se a distribuicdo dos extratos em 3 grandes grupos. Os
extratos preparados com até 55% EtOH n&o estimularam o crescimento das células
MDA-MB-231, assim como o estradiol, visto que os valores de RPE obtidos para os
mesmos estatisticamente ndo apresentaram diferencgas significativas em relagdo ao
controle negativo, sugerindo que a estimulagéo da proliferacéo celular para a MCF-7
tenha ocorrido pela via de ativagdo do receptor estrogeno. Isso mostrou que esses

extratos foram seletivos para a linhagem horménio-dependente.

ensaio de seletividade para o receptor estrégeno
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FIGURA 4.23 - Ensaio de seletividade para os extratos de folhas de amoreira
incubados por 6 dias com as células MDA-MB-231

De acordo com o resultado do teste de Tukey para esse ensaio
(p<0,001) os controles positivo (E;) e negativo nao apresentaram diferenga
significativa em relacdo aos extratos preparados com até 55%% EtOH (v/v), com
excecao daqueles contendo 10 e 15% (marcados com * no grafico da FIGURA 4.21).

Entretanto, de acordo com o mesmo teste, esses dois extratos estatisticamente nao
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apresentaram diferenga significativa em relagdo aos demais classificados no mesmo
grupo. Como em termos de resultado experimental, essa diferenga nao é relevante,
ela foi desconsiderada para as analises.

Em contrapartida, os extratos preparados com 80 a 99% EtOH (v/v)
apresentaram efeito toxico para a MDA-MB-231, assim como o fizeram para a MCF-
7, ainda que para essa ultima linhagem os extratos com 80 e 85% de etanol (v/v)
ndo tenham provocado a morte de 100% das células.

Outros resultados que também devem ser destacados foram obtidos
para os extratos preparados com 60 a 75% de etanol.(v/v) Estes extratos induziram
a morte celular para a linhagem MDA-MB-231, embora, na mesma concentracao,
tenham apresentado atividade estrogénica nas células MCF-7. Os extratos com 70
ou 75% (v/v) EtOH levaram a morte de 100% das células MDA-MB-231. Esses
resultados indicaram um segundo tipo de seletividade, no qual o mesmo extrato, nas
mesmas condi¢cdes experimentais, pode levar a dois efeitos completamente opostos
(estimulo de crescimento ou efeito toxico), conforme a linhagem celular ao qual ele
esta sendo administrado. Desta forma, os extratos com 70 ou 75 % de alcool
apresentaram atividade citotéxica seletiva para a MDA-MB-231, que é uma linhagem
celular que apresenta resisténcia multipla a quimioterapia.

As analises por microscopia de campo claro com aumento de 100x
mostraram que os sistemas nos quais as células foram incubadas com solvente
(controle negativo), estradiol ou com um dos extratos preparados com até 55% EtOH
apresentaram o mesmo perfil de crescimento durante os 6 dias de incubacéo,
confirmando os resultados apresentados pela analise quantitativa de MTT (FIGURA
4.24).

Nos sistemas nos quais as células foram incubadas com extratos
preparados com um percentual alcodlico minimo de 60% (v/v), notou-se logo apés
os dois primeiros dias de incubagcao, que parte das células apresentou alteracoes
em sua morfologia, tornando-se mais arredondada, o que indica um processo de
morte celular. A partir de 4 dias de incubacéao foi possivel perceber o aparecimento
de fragmentos de células, os quais aumentam no decorrer do periodo de incubacgao,
indicando que o processo de morte celular ja esta avangado. A citotoxicidade é
ainda maior para os extratos com 80 ou 85% de etanol (v/v), seguindo a tendéncia
observada nos outros ensaios. Comparando-se as imagens das duas linhagens de

cancer de mama para esses mesmos extratos (FIGURAS 4.18 e 4.24), pode-se dizer
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FIGURA 4.24 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de seletividade realizado em linhagem
MDA-MB-231
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EtOH 25% EtOH 30% EtOH 35% EtOH 40% EtOH 45%

EtOH 20%

FIGURA 4.24 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de seletividade realizado em linhagem

MDA-MB-231 (continuacao)
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FIGURA 4.24 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de seletividade realizado em linhagem
MDA-MB-231 (continuagao)
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2 dias

4 dias

FIGURA 4.24 - imagens de microscopia de campo claro com aumento de 100 x para o estudo de seletividade realizado em linhagem
MDA-MB-231 (continuagao)
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que os extratos foram mais toxicos para a linhagem triplo-negativa, por ter levado a
morte das células mais rapidamente que para a MCF-7.

Finalmente, nos sistemas nos quais as células foram incubadas na
presenca dos extratos preparados com 90 a 99% EtOH,(v/v) houve inducdo da
morte celular, assim como aconteceu com a linhagem MCF-7. Isso mostra que os
extratos ndo apresentaram seletividade, sendo toxicos para ambas linhagens.

Fazendo-se uma analise comparativa entre os resultados dos ensaios
de estrogenicidade, citotoxicidade e seletividade realizados nas mesmas condi¢coes
experimentais (concentragdes de células, concentragdo do extrato, meio de cultura
utilizado, tempo de incubagéo), observa-se que o extrato preparado com 60% de
etanol levou a estimulagdo do crescimento celular para a MCF-7, a morte celular
para a MDA-MB-231 e apresentou baixa toxicidade para a BALB/c, com viabilidade
celular na ordem de 80%. Atualmente, um dos principais problemas relacionados a
quimioterapia no tratamento de cancer de mama, sobretudo para o subtipo triplo-
negativo, € a baixa seletividade entre as células cancerigenas e nao cancerigenas.
O extrato mencionado seria entdo um bom candidato para estudos de atividade
antitumoral, uma vez que foi seletivo induzindo a morte celular apenas da linhagem
triplo-negativa (subtipo mais agressivo de cancer), com baixa citotoxicidade para as

demais linhagens.

4.2.5 - ETAPA FINAL DA OTIMIZACAO DO EXTRATO DE FOLHAS DE
AMOREIRA COM POTENCIAL FITOESTROGENICO

No planejamento experimental proposto nesse trabalho para
otimizacao do extrato de folhas de amoreira, as condicdes Otimas para se obter o
extrato com o maior potencial fitoterapico seriam determinadas por meio de um
modelo matematico. Para isso, seria entdo necessario utilizar uma variavel
quantitativa. A melhor forma de quantificar a eficiéncia de um composto ou, nesse
caso, um extrato se daria por meio da concentracdo efetiva para estimular o
crescimento de 50% da populagao de células (ECsp), a qual é calculada a partir de
uma curva concentragao-resposta.

Devido aos resultados do ensaio de toxicidade que apontaram efeitos
toxicos para os extratos preparados com teor alcodlico a partir de 35%, a
composi¢ao do solvente extrator para a otimizagao do extrato de folhas de amoreira
com melhor potencial fitoestrogénico foi restrita ao limite maximo de 30% de etanol
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em agua. Para a curva concentragdo-resposta desses extratos, foram realizados
novos experimentos nos quais as suas concentragdes variaram de 0,100 ug.mL'1 até
1,00.10° pg.mL™", que foram convertidas para mg.mL", que é a unidade mais
comumente utilizada para esse tipo de curva. Os resultados foram expressos em
porcentagem de efeito proliferativo relativo (RPE)'®. No calculo do RPE, a
absorbancia do controle negativo € subtraida da absorbancia obtida para cada
extrato e para o E;. Os valores resultantes sdo entao ajustados para uma escala de
0 a 100, considerando-se o valor do controle negativo (sem adigdo de estradiol)
como 0% e com a adicédo de E; como 100%.

Com excegéao do extrato preparado com solvente extrator contedo 1%
EtOH), os demais levaram a morte celular na concentragédo mais alta de1000 pg.mL"
' a qual foi retirada desse estudo (ANEXO 2). De modo geral, os resultados de RPE
obtidos para as concentracdes mais baixas (até 10 pg.mL™"), ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle no qual as células foram
incubadas com 20% de etanol, conforme o teste de Dunnet a 95% de confianga. No
entanto, esses valores foram importantes para a constru¢cdo da curva concentragao-
resposta.

Para o extrato com 1% de etanol nao foi possivel obter os dados para
as concentragdées de 500 e 1000 pg.mL'1, devido a contaminagbes cruzadas com
bactérias. Os experimentos foram realizados simultaneamente em uma placa de 96
pocos. Por isso, acredita-se que essa contaminagao estivesse ocorrendo na etapa
de esterilizagdo apés a diluicdo do extrato no meio de cultura, possivelmente por
danificacdo da membrana de filtragcao, visto que a contaminacao foi recorrente em
diferentes replicatas e restrita as duas concentragbes mais altas.

As curvas concentragao-resposta apresentaram bons ajustes nos
modelos de regressao para todas as composigdes etandlicas ensaiadas (ANEXO 5)
e os valores de ECs, obtidos a partir dessas curvas foram inferiores a 150 pg.mL”
para todos os extratos (TABELA 4.3) .

Na etapa final do planejamento experimental, foi construido um grafico
dos valores de EC5y em funcdo do teor alcodlico do solvente extrator. De acordo
com o conjunto de dados apresentados, ndo foi possivel ajustar um modelo que
explicasse os resultados obtidos, sendo somente realizada uma analise comparativa
entre as concentragdes de etanol e a poténcia (FIGURA 4.25). Nesta analise, foi

observado que os valores de ECsp separaram os extratos em dois grandes grupos.
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O primeiro compreendia os extratos preparados com 1 a 15% de etanol (v/v) no
solvente extrator (linha vermelha tracejada na FIGURA 4.25). Todos esses extratos
apresentaram os valores mais altos para o ECsy, portanto foram menos potentes
mas estimularam a replicagao celular em valores préximos a 100%, observado para
o E».

O segundo grupo consistiu nos extratos preparados com 20 a 30%
EtOH (v/v) (linha azul tracejada na FIGURA 4.25). Nesse grupo, os extratos
apresentaram maior poténcia, traduzida em valores baixos de ECsy, porém o valor
maximo médio de RPE obtido para esses extratos estava em aproximadamente
90%, , sendo que o extrato com 20% Etanol (v/v) chegou a niveis maximos de

estimulagéo equiparaveis ao estradiol (com RPE entre 90 e 100%).

TABELA 4.3 - Valores de EC obtidos a partir das curvas concentragao-resposta
construidas para os extratos preparados com um percentual alcodlico
maximo de 30%

% etanol no solvente extrator ECso
1 67,242,0 ug.mL”’
5 132,056 pg.mL™
10 80,7+3,6 ug.mL”’
15 102,4+4.8 pg.mL™
20 24,7+1,7 ug.mL”’
25 42,5+1,7 pg.mL™
30 13,68+0,94 pg.mL™”

EC ara os extratos de folhas de amoreira
50
preparados com diferentes composigcdes etandlicas
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FIGURA 4.25 - Valores de ECsg para os extratos de folhnas de amoreira em fungéo
da composicao etandlica do solvente extrator
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Desta forma, foi observado que os extratos contendo até 15% de alcool
(v/v) tiveram menor poténcia do que aqueles preparados com solugdes etandlicas na
faixa de 20-30% (v/v), mas estimularam uma maior replicacéo celular do que os
ultimos. Ponderando-se entre a poténcia do extrato e a estimulagédo maxima obtida,
pode-se dizer que, de todos os extratos avaliados, os extratos preparados com 20%
a 30% de etanol foram os que apresentaram melhor potencial fitoestrogénico em
estudos in vitro e sao, portanto, bons candidatos para testes nas etapas mais
avancgadas do desenvolvimento de uma formulacéo fitoterapica, como os ensaios in

Vivo.

4.3 - CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS DE FOLHAS DE
AMOREIRA

4.3.1 - ANALISES DE FENOLICOS TOTAIS

A analise de fendlicos totais € um procedimento recomendado por
diferentes farmacopeias. Nesse trabalho ela foi realizada como uma analise inicial
na tentativa de se identificar o perfil(is) quimico(s) que levara(m) as atividades
biolégicas observadas, uma vez que os fitoestrégenos sdo compostos polifendlicos.
O método de Folin-Ciocalteu foi usado para determinar a quantidade de polifendis
totais expressa por meio de equivalentes de acido galico. As medidas de
absorbancia obtidas nesse experimento geraram o modelo linear apresentado na
FIGURA 4.26 e descrito pela equacgao:

y = (0,0742 + 0,0013) + (0,002464 + 0,000038)x, r’ = 0,9945 eq. 4.1

curva de calibragdo - acido galico ANOVA
0297 variacdo sQ |g.l MQ F p
© 020 Regressao | 0,03027 | 1 0,03027 | 4159 |<0,0001
2 Residuo | 1,7.10% | 23| 7,3.10°
2 1A F.ajuste |25.10°| 3 | 83.10° | 1,168 | 0,3627
2 Erro puro | 1.4.10* | 20| 7,2.10°
0.101 total 0,03044 | 24
o 1'0 2'0 3'0 4'0 5'0 % variagdo maxima explicada 99,45
concentragdo (ng.mL™") % variagdo maxima explicavel 99,53

FIGURA 4.26 - Curva de calibragao para o acido galico utilizada na analise de

fendlicos totais para os extratos de folhas de amoreira. SQ: soma quadratica; g.1.: graus de
liberdade; MQ: média quadratica; F: valor calculado para o teste F; p: probabilidade da hipétese nula
ser verdadeira (a = 0,05); F. ajuste: falta de ajuste
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A partir dos valores de absorbancia obtidos para os extratos, foi
determinado o conteudo total de polifendis para as amostras, os quais foram
expressos em porcentagem em relagcdo a massa de extrato seco (mg de
equivalentes de &acido galico - GAE - por 100 mg de extrato seco), conforme
recomendagao da ISO 14502-1:2005 (TABELA 4.4).

TABELA 4.4 - Resultados da analise de fendlicos totais para os extratos de folhas de

amoreira

% Entg‘”"' % mg GAE /100 g & Entg‘”o' % mg GAE /100 g

solvente extrato seco solvente extrato seco
1 1,334 £ 0,034 55 1,523 £ 0,020
5 1,231 £ 0,032 60 1,705 £ 0,014
10 1,091 £ 0,029 65 1,529 £ 0,025
15 1,376 = 0,026 70 1,295 £ 0,038
20 1,347 + 0,057 75 1,295 = 0,038
25 1,503 + 0,014 80 0,734 £ 0,021
30 1,3344 % 0,0089 85 0,721+ 0,019
35 1,461 £0,014 90 0,760 0,011
40 1,789 + 0,042 95 0,711 £ 0,020
45 1,731 £ 0,095 99 1,081 £ 0,035
50 1,195 + 0,048

De modo geral, os resultados obtidos estdo em concordancia com os
teores de fendlicos totais encontrados nas folhas de amoreiras da espécie Morus
nigra®®2. Em uma comparacdo com andlise de fendlicos totais realizadas pelo
método de Folin-Ciocalteu com extratos de folhas de amoreira cultivadas em
diferentes paises, os resultados obtidos nesse trabalho foram:

i. aproximadamente 10 vezes menores que aqueles obtidos para extratos
aquosos preparados com folhas de amoreira cultivadas na Polonia®®?;

ii. aproximadamente metade daqueles obtidos para extratos hidroalcodlicos (60%
EtOH) preparados com folhas de amoreira cultivadas na Tailandia®®*; e

iii. aproximadamente 25 vezes menor que aqueles obtidos para extratos
hidroalcoolicos (70% EtOH) preparados com folhas de amoreira cultivadas na
China®®.

Essas diferencas refletem a complexidade de um estudo envolvendo

metabdlitos secundarios, pois varios fatores, como o solo, o clima e a época do ano
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de coleta influenciam substancialmente a produgdo dos polifendis e,
consequentemente, influenciardo na atividade biolégica dos mesmos.

Com os dados da TABELA 4.4, fez-se uma tentativa de correlacionar o
conteudo de fendlicos totais e as atividades biolégicas observadas, ndo encontrando
qualquer correlagao entre os dados (FIGURA 4.27). O método Folin-Ciocalteu ndo é
seletivo para compostos fendlicos, pois nos extratos de folhas de amoreira podem
estar presentes outros agentes redutores, como agucares, que podem reagir com o
reagente, mascarando o resultado para os fendlicos totais™*®. Por isso, o uso de
outras ferramentas analiticas com maior seletividade €& essencial para o estudo

quimico, como descrito no préximo item.
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FIGURA 4.27 - Falta de correlagao entre o teor de fendlicos totais e o resultado da
atividade bioldgica para os extratos de folhas de amoreira preparados com diferentes
solucdes etandlicas
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4.3.2 - ANALISES DE PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS DE FOLHAS
DE AMOREIRA

4321 - ANALISES POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE
RESSONANCIA CICLOTRONICA DE iONS COM TRANSFORMADA
DE FOURIER COMO FONTE DE IONIZACAO ELETROSPRAY (ESI-
FT-ICR-MS)

Alterando-se a polaridade do solvente extrator em fungdo do seu
percentual alcodlico, esperava-se observar variacdes no perfil quimico dos extratos
que pudessem explicar as diferengas observadas em relagéo a atividade biolégicas.

Uma primeira tentativa nesse sentido foi uma analise visual dos

espectros de massas obtidos para os extratos (FIGURA 4.25).
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FIGURA 4.28 - Espectros de massas de altissima resolugao para os extratos de
folhas de amoreira testados nos ensaios in vitro.

Nessa anadlise, muitos sinais de solventes e impurezas foram
observados entre 200 e 350 u.m.a. e nenhum sinal acima de 700 u.m.a. (dados nao
mostrados). No entanto, na faixa de 350 a 700 u.m.a. estava a “impressao digital”
dos extratos. Os extratos preparados com 1 a 10% de etanol (v/v) apresentaram
uma grande quantidade de sinais de baixa intensidade nessa regidao, assim com o
extrato preparado com 99%. De um modo geral, os perfis obtidos foram muito
semelhante, sugerindo que a mudanga de polaridade do solvente extrator causada
pela variagcdo do teor alcodlico nédo foi suficiente para se extrair uma grande
diversidade de classes de metabdlitos secundarios. Devido a elevada similaridade

visual, analises quimiométricas exploratérias e de reconhecimento de padrdes foram
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realizadas com os dados espectrométricos no sentido de se tentar identificar
componentes presentes nos extratos que poderiam explicar a atividade observada
nos ensaios in vitro.

As ferramentas de analise exploratéria e reconhecimento de padrdes
sdo utilizadas para classificar as amostras, nesse caso, os extratos, em grupos de
acordo com a similaridade entre elas a partir de um conjunto de parametros medidos
experimentalmente (dados multivariados), como as intensidades das razbées m/z.
Para que essas ferramentas fossem aplicadas corretamente, era fundamental que
todos os dados estivessem em uma mesma escala e alinhados em relagcdo as
variaveis (razdes m/z). A primeira condigao foi alcangada por meio da normalizagéo
das intensidades absolutas em uma escala de intensidade relativa, entre 0 e 100%.
A segunda foi alcangada por meio da ferramenta de consolidacdo de dados do
programa Excel® v. 2010 (Microsoft, Redmond, EUA) Para reduzir o numero de
variaveis, facilitando o processamento dos dados, considerou-se o valor de corte
para a intensidade dos sinais nos espectros de massas igual a 1%. Em seguida, foi
realizado o auto-escalonamento dos conjuntos de dados, para que todas as
variaveis fossem analisadas com a mesma importancia. O auto-escalonamento é
especialmente interessantes quando se utiliza espectrometria de massas, visto que
nessa técnica analitica, a intensidade do sinal observada esta diretamente
relacionada a facilidade com que cada analito € ionizado e ndo com a concentragcao
do mesmo na amostra. O auto-escalonamento foi realizado com base na equacgao
4.2:

Xy~ X eq. 4.2
S(xij— %))

respOStaauto—escalonada =

Inicialmente foi realizada uma analise exploratéria baseada em
agrupamento hierarquico (HCA). A similaridade entre os extratos foi calculada
através da distancia euclidiana entre os pontos. Com base nos valores obtidos para
essas distancias, as amostras foram gradualmente conectadas umas as outras (da
menor distancia para a maior), conforme o método de Ward (soma dos quadrados
das distancias entre o ponto central de cada grupo). O dendrograma obtido mostrou
5 grupos de amostras (FIGURA 4.29). Comparando-se o perfil de agrupamento
obtido na HCA com o resultado do teste de estrogenicidade (FIGURA 4.16),
observou-se que 4 dos 5 grupos formados na HCA continham extratos que
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apresentaram atividade estrogénicas similares, agonismo total, agonismo parcial ou
citotoxicidade. No entanto, no grupo formado pelos extratos preparados com 45, 50,
95, 99% de etanol (v/v) havia tanto extratos que estimularam o crescimento celular,
como os dois primeiros, quanto outros extremamente toxicos, como os dois ultimos.
Com base na HCA, concluiu-se que existe uma tendéncia no perfil
quimico dos extratos que poderia explicar a estrogenicidade. Entretanto com essa
ferramenta quimiométrica nao foi possivel saber qual(is) componente(s) do extrato

estaria(m) relacionado(s) com a atividade bioldgica.

dendrograma - HCA
meétodo de Ward
distancia euclidiana

0 50 100 150 200 250 300 350 400
distancia de ligacdo

FIGURA 4.29 - Dendrograma da HCA realizada com os espectros de massas FT-
ICR extratos de folhas de amoreira

Dessa forma, outra analise de classificacdo nao supervisionada de
padrdes foi realizada. A ferramenta quimiométrica escolhida para essa finalidade foi
a analise de componentes principais (PCA). A PCA tem como objetivo principal
reduzir a dimensionalidade do conjunto multivariado de dados. Com essa
ferramenta, a matriz original de dados (X) € decomposta em duas matrizes: os

escores (T) e os loadings (P) por meio da relagdo matematica:
X=T.P" eq. 4.3
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Os scores representam a localizagdo das amostras, nesse caso, 0s
extratos no espaco das componentes principais (PCs). Os loadings, por sua vez,
estdo relacionados ao peso das variaveis originais, como as razées m/z. Eles
representam as novas dimensdes rotacionadas no sentido da maior variancia dos
dados. Todas as PCs sao ortogonais, isto €, a correlagédo entre elas é zero. Cada PC
€ formada por um par de escore e loading, onde a variancia do conjunto de dados é
explicada de forma decrescente pelas PCs. Como a PCA é uma analise nao
supervisionada € importante que exista uma variancia entre as amostras para uma
mesma variavel, o que €& fundamental para a diferenciacdo das mesmas.
Analisando-se os espectros de massas da FIGURA 4.28, notou-se que a razdo m/z
de 353,09 u.m.a. foi o pico base do espectro, com 100% de intensidade relativa)
para todos os extratos. Como a variancia para essa m/z foi nula, o ion foi excluido
do conjunto de dados para que a PCA pudesse ser realizada. Apos a retirada da
variavel, o conjunto de dados foi novamente normalizado em uma escala de 0 a 100.

A analise de componentes principais com 4 componentes explica
80,6% da variancia total do conjunto de dados (FIGURA 4.30). A partir da sétima
componente, a variancia explicada € muito baixa e provavelmente essas PCs
subsequentes estariam explicando o ruido das analises e ndo mais as informacgdes
quimicas dos extratos. Em outras palavras, a dimensionalidade do espago no qual
estdo inseridas as amostras foi reduzida de aproximadamente 5000 para apenas 6
dimensoes!

Os escores da PCA representam as coordenadas das amostras no
novo espago de n dimensdes. Quanto maior fosse a similaridade entre as
informagdes quimicas contidas nas amostras, mais proximas as amostras estariam
nesse espaco. De acordo com os graficos da FIGURA 4.31, a PC1 explicou 38,65%,
enquanto a PC2 explicou 21,87%, totalizando aproximadamente 60% de toda a
variancia contida no conjunto de dados. No grafico de escores para as duas
primeiras componentes (PC1 e PC2), observou-se que as amostras de extratos
estariam classificadas em 4 grupos (FIGURA 4.31A), resultado semelhante aquele
obtido na HCA, considerando-se a distancia euclidiana de 40% do valor maximo
observado, com exceg¢do dos extratos preparados com 45 e 50% EtOH (v/v).
Pensando-se também na atividade estrogénica, observou-se a formagdo de dois
grupos maiores: (i) os que estimularam o crescimento celular (destacados em azul)

e (ii) os que levaram a morte celular (destacados em preto).
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FIGURA 4.30 - Variancia do modelo explicada por cada PC realizada com base nos
espectros de massas dos extratos de folhas de amoreira

. grafico de escores - PCA B gréfico de loadings - PCA
6
4
2
0
2 “,, 40
a4l N2
-6
-8
-10
-12
-15 -10 -5 0 5 10 15 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

PC1 (38.65%) PC1(38.65%)

FIGURA 4.31 - Analise de componentes principais realizada com base nos
espectros de massas dos extratos de folhas de amoreira

Os loadings representam o peso que cada variavel tem na separagao
das amostras nos grupos observados no grafico de escores. Por isso, analisando-se
o grafico de loadings seria possivel verificar as razées m/z com maior influéncia na
separacdo e classificacdo das amostras. Foram identificados 4 conjuntos de
variaveis principais marcados como |, Il e lll (FIGURA 4.31B). Dentre as variaveis
presentes no grupo |, foram identificadas as m/z 447,09 e 593,15. Com base nos
dados de massa exata em alta resolugdo, com quatro casas decimais, essas razoes
foram atribuidas respectivamente aos ions quasimoleculares ([M-H]) dos
fitoestrogenos campferol-3-glicosideo e campferol-3-rutinosideo (FIGURA 4.32). No

grupo |l foram identificadas as m/z 489,10 e 533,10 atribuidas aos ions
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quasimoleculares do fitoestrégenos campferol 6”-malonil-(3-glucosideo); 463,09
associada a quercetina 3-glicosideo; e 489,1 e 549,09 atribuidas a quercetina 6-
malonil-(3-glicosideo). No grupo Ill foi identificado o fitoestrogeno quercetina 3-
rutinosideo ([M-H]'= 609,15). Todos esses ions quasimoleculares ja foram
identificados em folhas de Morus sp. de diferentes paises'%2%62072% Qg jons
533,10 e 549,09 séo pouco estaveis e muitas vezes nao sédo detectaveis no espectro
de massas. Facilmente sofrem a eliminagdo de uma molécula de CO,, proveniente
do substituinte malonil, formando respectivamente os ions 489,10 e 505,10. Como
esses extratos apresentaram potencial estrogénico, pode-se dizer que essas
moléculas estdo diretamente relacionadas com a atividade observada, visto que
fitoestrogenos como o campferol e seus derivados glicosilados ja sdo conhecidos
por ter atividade estrogénica®®®?'°. A razdo m/z 353,09 que foi excluida do conjunto
de dados por auséncia de variancia, foi atribuida aos acidos cafeoilquinicos que
também ja foram identificados em folhas de amoreira, dentre os quais esta o acido
clorogénico®'".

Todas as atribuicdes foram realizadas sem ambiguidade com resolugao
(m/Amsp) acima de 350.000, calculada pelo método da largura total de banda em
50% da altura do pico e exatidao abaixo de 2 ppm (TABELA 4.5).

As analises por espectrometria de massas de FT-ICR forneceram
informagdes importantes para a identificacdo dos fitoestrogenos presentes nos
extratos. Entretanto, para saber como esses compostos estdo variando entre os
extratos, foi necessario utilizar outra ferramenta analitica: a cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas.
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FIGURA 4.32 - Estruturas quimicas dos fitoestrégenos e acidos cafeoilquinicos

identificados nos espectros de massas obtidos por FT-ICR-MS

TABELA 4.5 - Compostos fitoestrogénicos identificados nos espectros de massas de
altissima resolucao dos extratos de folhas de amoreira

fitoestrégeno [M-H] caiculado | [M-H] observado | resolucéo e)((ggr?slo

acidos cafeoilquinicos 353,0873 353,0881 603.240 0,92
campferol-3-glicosideo 447,0927 447,0938 490.952 1,48
quercetina 3-glicosideo 463,0877 463,0887 463.993 1,43
campferol 489,1033 489,1044 439.441 1,48
6”-malonil-(3-glucosideo) 533,0931 533,0944 406.020 1,75
quercetina 505,0982 505,0994 431.404 1,48
6”-malonil-(3-glicosideo) 549,0880 549,0894 393.354 1,22
campferol-3-rutinosideo 593,1506 593,1521 362.761 1,84
quercetina 3-rutinosideo 609,1456 609,1470 357.129 1,31
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4.3.2.2 - ANALISES DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
DETECCAO POR ARRANJO DE DIODOS E ESPECTROMETRIA DE
MASSAS DE BAIXA RESOLUCAO (LC-DAD-MS)

4.3.2.2.1 - DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

a) otimizacao dos parametros cromatograficos

A otimizacao das condi¢cdes cromatograficas foi centrada na separacao
dos analitos, medida quantitativamente pela resolugdo cromatografica (Rs). Como ja
foi dito anteriormente, R esta relacionada com trés parametros analiticos principais:

N, ke a.

- a escolha da fase estacionaria

A primeira etapa na otimizagdo do método cromatografico desenvolvido
nesse trabalho foi o numero de pratos tedricos (N), diretamente relacionado com a
fase estacionaria que seria utilizada para as analises dos extratos de folhas de
amoreira. Foram avaliadas 3 fases estacionarias bastante utilizadas em analises de
extratos de plantas: octadecila (C18), fenila e fenil-hexila®'?>?"*. Todas possuiam
particulas de mesmo diametro: 5 um. Em relagdo as dimensdes, o diametro interno
foi 4,6 mm, sendo igual para as 3 colunas avaliadas, embora o comprimento fosse
variavel, sendo 150 mm para C18 e 250 mm para as outras duas.

A natureza quimica da fase estacionaria € a principal influéncia da
coluna cromatografica na seletividade do método analitico, devido as possiveis
interagdes intermoleculares entre as moléculas dos analitos e o0s grupos
substituintes da fase estacionaria. As interagdes comuns as 3 fases estacionarias
avaliadas eram hidrofébicas e exclusao estérica. Para as fases fenil e fenil-hexil,
somam-se ainda as interacbes n-n. Com base nos cromatogramas obtidos,
apresentados na FIGURA 4.33, a fenil foi a fase que apresentou a pior de
separagao. Na coluna com fase estacionaria fenil, as interacbes entre os analitos
presentes em uma mistura e os substituintes da fase estacionaria ocorrem
principalmente por interacdes n-n. No entanto, quando a acetonitrila é utilizada na
fase mével, como foi o caso da analise exploratéria, o grupo ciano (C=N) presente
nas moléculas do solvente passa a competir com os analitos pelas interagcbes com
os grupos fenil, interferindo significativamente na retencdo dos mesmos, o que

explicaria o resultado observado'”.
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FIGURA 4.33 - Cromatogramas das analises para escolha da fase estacionaria.
Fase A: H,O/HCOOH 0,1%; Fase B: ACN/HCOOH 0,1%; Gradiente: 5 -100%, 60min, 100% 10 min;
Detecgao: DAD 200-800 nm; Vazao: 1000 pL.min'1. Vol. injegéo: 5 puL; Temperatura: 40°C

A fase estacionaria também influencia significativamente a eficiéncia do
método, através de N. Nesse caso, ndo € a natureza da fase estacionaria, mas o
tamanho da coluna cromatografica é que influencia diretamente N. Pensando na
analogia com a coluna de destilagdo, quanto maior o comprimento da coluna, maior
0 numero de pratos tedricos e, portanto, maior o numero de eventos de equilibrio de
particdo do analito com a fase movel e a fase estacionaria. Dessa forma, quando a
forca da fase movel é alterada por uma pequena diferenca, como o0 aumento na
concentracao da fase orgéanica, as moléculas de um analito tendem a ser eluidas em
um curto intervalo de tempo, tornando a banda cromatografica mais estreita.

As colunas Gemini® C18 e Luna® Fenil-hexil apresentaram uma boa

separagao cromatografica na analise inicial. Essas colunas possuem comprimentos
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de 150 mm e 250 mm, respectivamente, o que tornava a coluna fenil-hexil a mais
indicada. Com base nos cromatogramas obtidos, foi calculada a média do N obtido
para as bandas cromatograficas mais intensas (Nmegio) para cada uma delas,
obtendo-se 256.450 pratos.m'1 para C18 e 115.771 pratos.m'1 para fenil-hexil,
respectivamente o que as tornava boas opg¢oes.

Como as bandas cromatograficas principais estavam bastante estreitas
para as duas fases estacionarias, a escolha foi feita com base nos aspectos praticos
da analise, principalmente em rotinas de laboratério. A coluna contendo a fase C18
foi escolhida pelo fato de ser uma coluna menor, o que requereria um tempo menor
de reequilibrio entre corridas em uma eluicdo gradiente.

No cromatograma obtido para a fase C18, é possivel ainda observar
que a primeira banda cromatografica teve um t; de 7,48 min (t;2) € a ultima, um t. de
52,20 min (t;). De acordo com o método proposto por Snyder e Dolan?™, se a razao
da diferenca entre os tempos e retengdo da primeira e da ultima bandas
cromatograficas e o tempo de gradiente (tg) exceder 0,40, a faixa de retencao para a
amostra € muito ampla para um modo de eluigdo isocratico e deve-se optar pelo
modo de eluicdo gradiente. Para o pool dos extratos, a razao foi 0,75 e, portanto,

modo de eluigdo gradiente foi utilizado.

- planejamento experimental aplicado no desenvolvimento do método
cromatografico: triagem de variaveis

Com a definicdo da fase estacionaria, N estava ajustado, mas ainda
faltavam k e a,0s quais foram ajustados por estratégicas de planejamento
experimental. O parametro k foi ajustado para a faixa apropriada através do controle
da forga da fase movel, aumentado ou diminuindo a proporgéo de agua ou solvente
organico na mesma. O fator de retencédo o foi ajustado pela escolha do solvente
organico a ser utilizado na fase mével, que poderia influenciar a separagcéo das
bandas por meio de 3 paradmetros de seletividade fundamentados nas interacoes
com as moléculas do analito: aceitagédo de prétons (xe), doagédo de protons (xq) €

215 Entre os 3 solventes mais comumente utilizados na

atracdes dipolares (xn)
cromatografia em modo reverso, metanol (MeOH), tetraidrofurano (THF) e
acetonitrila (ACN), o primeiro apresenta maior perfil para x4, a0 passo que o ultimo
tem maior carater para x. e tem caracteristicas semelhantes ao THF em relagéo a x,

(TABELA 4.6).

144



TABELA 4.6 - Parametros de seletividade para os solventes organicos comumente
utilizados na fase mével em HPLC. Extraido de SNYDER?"

solvente Xe Xd Xn
ACN 0,31 | 0,27 | 0,42
MeOH 0,48 | 0,22 | 0,31
THF 0,38 | 0,20 | 0,42

Além desses, outros fatores que também poderiam influenciar k e
a, como o0 pH e a vazédo da fase movel e a temperatura da coluna cromatografica
foram incluidos no planejamento experimental. Amostras como os extratos vegetais
geralmente possuem compostos ionizaveis. Nesses casos, ajustar corretamente o
pH da fase mével seria essencial para obter uma boa separagdo cromatografica,
visto que, moléculas ionizadas teriam o seu carater hidrofébico reduzido devido a
presenca da carga, diminuindo a interacdo com a fase estacionaria e possivelmente
a seletividade, principalmente se a diferenga entre os tempos de retencdo dos
analitos for pequena.

O aumento da temperatura poderia levar a uma diminuicdo das
interacdes hidrofébicas dos analitos com a fase estacionaria levando a uma menor
retencdo. Ja o aumento da vazdo da fase mobvel representaria uma maior
quantidade de fase mdével em contato com a fase estacionaria por intervalo de
tempo, resultando em maior na afinidade dos analitos retidos pela fase mével, o que
reduziria a. Com a vazao alta, poderia ocorrer também a coeluicdo de bandas
cromatograficas, com perda de seletividade. Por outro lado, com a vazao baixa, a
quantidade de solvente pode ndo ser suficiente para promover a eluigdo de um
maior numero de moléculas em um curto intervalo de tempo, levando a um
alargamento de banda e comprometendo assim a eficiéncia do método.

De um modo geral, durante o desenvolvimento de um método
cromatografico, todos os fatores acima séo otimizados usando a estratégia de uma
variavel de cada vez. Essa estratégia, no entanto, apresenta uma série de
desvantagens, como um numero muito grande de experimentos. Muitas vezes as
condi¢gbes consideradas 6timas para alguns parametros podem desfavorecer outros
e, talvez o mais importante, as possiveis interagdes entre as variaveis ndo sao
observadas.

A utilizacdo de ferramentas quimiométricas na otimizacdo de um
método cromatografico € uma pratica bastante utilizada por minimizar o nimero de

experimentos necessarios para esta finalidade. Isto leva a uma economia de tempo
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e de solventes organicos e por permite visualizar interagdes entre as variaveis, na
maioria das vezes relevante para uma boa separagao dos analitos, principalmente
em casos de misturas muito complexas?'®.

A avaliagcdo dos fatores mencionados em relacdo a influéncia na
separagao dos analitos presentes nos extratos das folhas de amoreira foi realizada
por um planejamento fatorial fracionado com 32 experimentos, nos quais o0s
contrastes principais estavam confundidos com os de mais alta ordem de interagao
(5 fatores), os de menor contribuigcao.

Sabe-se que quanto mais alta a ordem, maior o efeito da interacdo no
contraste, sendo que o efeito das varidveis principais tem o maior grau de
importancia, embora nao seja possivel quantificar a contribuicdo de cada variavel
(ou interacao) para o contraste. Os efeitos resultantes das intera¢des de dois fatores
estavam confundidos com os resultantes das interagcdes de quarta ordem, assim
como os de terceira ordem estavam confundidos entre si. Dessa forma, foi possivel
avaliar os contrastes principais de forma independente daqueles devidos as
interacdes de primeira ordem.

Como o objetivo principal dessa otimizagédo era obter o maior numero
de bandas cromatograficas bem resolvidas na linha de base, o valor de Rs calculado
conforme a equacao 1.2 para duas bandas cromatograficas adjacentes foi escolhido
como varidvel dependente para essa etapa do planejamento®'’. Como a andlise
exploratdria inicial mostrou que ha mais de uma banda cromatografica no pool de
extratos, os valores de Rs foram convertidos em um unico valor por meio da fungao
matematica da desejabilidade total, Diota) (ANEXO 3):

0,1; sey<1
_ S
d, = (Z—_i);selsygz eq. 4.4
l,sey > 2
Diotal = n\/(di1 x dy?x d?x d3*x ... xdp") eq. 4.5

onde y é a R; e s é 0 peso que foi atribuido da seguinte forma: se a Rs entre dois
picos fosse igual ou maior que 2 em todos os experimentos, o peso atribuido para
aquela Rs seria 1, caso contrario seria 2.8

Uma analise do grafico de contrastes sugeriu que, dos seis fatores
estudados, 4 foram significativos (A - pH da fase madvel, C - natureza do modificador

organico, D - tempo do gradiente e F - concentragao inicial de modificador organico
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na fase movel), FIGURA 4.34. Além disso, 3 interagdes entre duas variaveis (AF, DF

e CF) também foram significativas.

Gréfico normal de contrastes
parametros cromatograficos

planejamento fatorial fracionado 2%
Variavel dependente: Dyga
3.0
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FIGURA 4.34 - Grafico normal de contrastes para a etapa de triagem de variaveis da
otimizacao dos parametros cromatograficos. A: pH da fase mével; B: vazao da fase moével;

C: natureza do modificador organico; D: tempo de gradiente; E: temperatura do forno e F:
concentracao inicial do modificador organico na fase mével.

Comparando-se os valores em moédulo dos contrastes, observou-se
que as interacbes AF e DF apresentaram uma influéncia maior que as variaveis
principais A e C. Além disso, as trés interagbes significativas envolviam fatores que
afetam o diretamente. Se essa mesma otimizagdo tivesse sido realizada por
metodologia de “uma variavel de cada vez’, as interagdes n&o teriam sido
observadas.

Inicialmente, essa otimizacédo foi pensada como uma combinagao do
planejamento fatorial fracionado com a estratégia de misturas, com o objetivo de se
obter a composicdo ideal para a fase mével, com base na combinacdo dos
parametros de seletividade Xe, X, € X,°'°. Como o equipamento utilizado (Agilent
1200 series) contém partes internas e conexdes constituidas por PEEK® (polietil
éter cetona), o uso de THF foi descartado por reagir com o material polimérico; e os
modificadores ACN e MeOH foram incorporados ao planejamento como uma
variavel a ser avaliada e significativa. O grafico normal de contrastes (Figura 4.34)

mostrou que o solvente utilizado na fase movel apresentou um efeito positivo para a
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seletividade, ou seja, quando se passou de MeOH para ACN a separagdo das
bandas cromatograficas aumentou. Por isso, optou-se por utilizar ACN como

modificador organico na proxima etapa da otimizagéo.

- Modelagem da superficie de resposta

A etapa de modelagem da superficie de resposta € a otimizagado do
método cromatografico propriamente dito. O objetivo principal identificar qual a
regido do espaco quimico de trabalho na qual seria possivel obter a melhor
separagdo. Entre as estratégias utilizadas para a modelagem da superficie, o
planejamento de composto central € o que permite que os experimentos sejam
realizados em um maior numero de niveis: 2 na parte cubica, 2 axiais e 1 central
(FIGURA 4.35), levando a um melhor ajuste do modelo que descreve as condi¢des
otimas.

As resolugdes entre as bandas cromatograficas foram utilizadas como
variaveis dependentes, assim como foi feito na etapa anterior. Nesse trabalho, o
meétodo seria utilizado em todo o estudo de caracterizagdo do extrato de folhas de
amoreira, mas ele também poderia ser utilizado em analises de rotina para
monitoramento da qualidade dos extratos e principalmente, para o monitoramento da
autenticidade do material vegetal. Dessa forma, decidiu-se que o tempo de retencéo
para o ultimo analito observado (t;) também deveria ser considerado como variavel
dependente no planejamento, visto que em analises de rotina, um menor tempo de

analise é desejavel por reduzir o consumo de solventes.
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FIGURA 4.35 - Representagdes da distribuicdo dos experimentos no planejamento
de composto central
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Devido ao numero de variaveis dependentes, os valores de Rs nessa
etapa também foram transformados em fungdes de desejabilidade individuais, de
acordo com as equacgdes 4.3 e 4.4. Para a transformagao dos valores de t, foi
utilizada a fungdo matematica abaixo (equagao 4.5), uma vez que o objetivo era

minimizar o tempo total de analise, sem comprometer a seletividade e a eficiéncia do

método.
1; set, <L
U;—
de, = (ﬁ) ;sel <t < Uj eq. 4.6
0; set., > U;

onde L; e U; sdo respectivamente o menor e o maior valor observados para t.,. Os
valores de Dya (calculados pela equagao 4.3) obtidos para planejamento estido
apresentados no ANEXO 4. As superficies de respostas obtidas com base em um
modelo matematico quadratico (r2 = 0,8355), descrito pela equagdo 4.6 (onde x,
representa o valor codificado para uma das 3 variaveis) estao ilustradas na FIGURA
4.36.

Diotal = (0,118 + 0,022) + (0,0341 + 0,0097)x3 + (0,0544 + 0,0097)x3 + (0,0387 + 0,0097)x3
eq. 4.7

De acordo com os valores apresentados na analise ANOVA (TABELA
4.7), o modelo quadratico esta bem ajustado ao conjunto de dados, o que também
pode ser observado no grafico de valores experimentais versus preditos (FIGURA
4.37A). O grafico de residuos, por sua vez, mostra que ha homocedasticidade nas
respostas observadas, visto que os residuos ndo apresentam uma tendéncia (os
valores flutuam em torno do zero) (FIGURA 4.37B). Além disso, 0 modelo explica
77,4% da variancia total dos dados. Embora, a primeira vista esse valor possa
parecer baixo, ele é satisfatério, uma vez que a fungao Dy resultou da combinagao

matematica de muitas respostas experimentais.
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FIGURA 4.36 - Superficies de resposta obtida para a otimizagdo dos parametros
cromatograficos. A terceira variavel foi fixada no valor étimo previsto pelo modelo.

TABELA 4.7 - Tabela ANOVA para o modelo gerado pelo planejamento de composto
central para a otimizagao dos parametros cromatograficos

ANOVA - otimizacao para cromatografia

variagao SQ g.l MQ F p
Regresséo | 0,1010 | 3 | 0,03366 | 15,98 | <0,0001
Residuo |0,02949| 14 | 0,02107
F.ajuste | 8,72E-5] 11| 7,93E-6 | 3,247 | 0,0662
Erro puro | 7,33E-6 | 3 | 2,44E-6
total 0,1305 | 17
% variagdo maxima explicada 77,39
% variacdo maxima explicavel 99,99

SQ: soma quadratica; g.l.: graus de liberdade; MQ: média
quadratica; F: valor calculado para o teste F; p: probabilidade da
hipotese nula ser verdadeira (a = 0,05); F. ajuste: falta de ajuste
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FIGURA 4.37 - A: Grafico dos valores experimentais versus previstos pelo modelo
matematico; B: grafico da distribuicdo dos residuos para a otimizagao dos
parametros cromatograficos

numero do experimento

Nas superficies de contorno apresentadas na FIGURA 4.36 notou-se
que no espago experimental avaliado, havia uma regidao na qual seria possivel obter

boa seletividade em um tempo reduzido de analise. Uma condicdo foi escolhida
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entdo nessa regido e, de acordo com o modelo, a desejabilidade maxima (Dmax)
seria 0,396 (TABELA 4.8). Experimentalmente o valor alcangado para Dmax foi 0,364,
proximo do valor tedrico. Nessas condigbes, 0 método apresentou uma boa
seletividade, eficiéncia e uma faixa de retengcédo bem distribuida no curto tempo de
gradiente (FIGURA 4.38). Sendo assim, decidiu-se utilizar essas condi¢ées em todas

as analises subsequentes do trabalho.

TABELA 4.8 - Parametros cromatograficos selecionados no espago experimental na
regiao 6tima sugerida pelo modelo de superficie de resposta

Dmax Dmax
prevista | obtida
18 (0,6) 10 (-2) 2.96 (+1) 0,396 | 0,364

Os valores entre paréntese indicam os fatores codificados no planejamento experimental

Condicoes %B; tc (min) pH
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FIGURA 4.38 - Condigbes cromatograficas otimizadas para o método analitico.
Fase A: H20O/HCOOH 0,025%; Fase B: ACN/HCOOH 0,025%; Gradiente: 18 -40%, 10min, 40% em 5
min; Detecgao: DAD 200-800 nm; Vazéo: 600 pL.min'1. Vol. injegdo: 5 puL; Temperatura: 40°C

b) otimizacdo dos parametros espectrométricos

Uma analise por espectrometria de massas é baseada em medidas de
quantidades de ions. Portanto, para que os analitos separados na cromatografia
sejam detectados em um espectrémetro é fundamental que os mesmos estejam
ionizados. Uma vez carregados, os analitos ionizados sao “conduzidos” desde o
cone de Taylor (na fonte ESI) até o fotomultiplicador (detector do espectrémetro) por
diferencas de potencial aplicadas nas diversas partes que constituem o
espectrometro. O ajuste correto dessas diferengcas de potencial -ou energias-
aplicadas, somado ao controle da pressdo dos gases que ajudam na dessolvatacao
e eliminacao de interferentes, foi de grande importancia tanto para a identificagéo
dos analitos quanto para a sensibilidade analitica de um método quantitativo. Caso

0s potenciais ndo estivessem bem ajustados, poucos ions atingiriam o detector,
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comprometendo a analise.

A intensidade observada para as bandas cromatograficas principais foi
escolhida como variavel dependente. O espectrémetro utilizado (API 2000), todavia,
possuia uma limitagdo técnica no tempo necessario para aquisicdo dos dados
referentes a uma varredura completa da faixa de m/z de 200 a 800 u.m.a. Por isso, a
faixa total de massas foi subdividida em intervalos de 100 u.m.a. e as analises foram
realizadas simultaneamente nos modos de ionizag&o positivo e negativo.

As intensidades observadas para cada subdivisdo e, em cada
polaridade, foram transformadas em fun¢des de desejabilidade (equagéo 4.7), com o
objetivo de maximizar a resposta do detector. As fungdes individuais foram entéo
combinadas na Dy conforme a equacgao 4.4 com valores apresentados no ANEXO
5.

0; seint, <L;
dint, = (%) ;se Ly <int, < Uj eq. 4.8
1; seint, > U;
onde int, € a intensidade observada no cromatograma de ions totais (TIC) para uma
banda cromatografica, Li e U; sdo respectivamente o menor e o maior valor
observados para inty.

As superficies de respostas obtidas (FIGURA 4.39) foram baseadas em
no modelo quadratico descrito pela equagdo 4.8 (onde X, representa o valor
codificado para uma das 7 variaveis).

y = (0,0339 + 0,0069)x,; + (0,0238 + 0,0069)x, — (0,0242 + 0,069)x; — (0,0427 + 0,069)x, — (0,0741 +

0,0069)xs + (0,0256 + 0,0062)x2 + (0,0269 + 0,0069)x, + (0,0325 + 0,0069)x, + (0,0327 + 0,0085)x,x, —
(0,0268 % 0,0085)x,x; — (0,0340 + 0,0085)x,x, — (0,0231 + 0,0085)x,x5 — (0,0240 % 0,0085)x,%s €q. 4.9

De acordo com os valores apresentados na ANOVA (TABELA 4.9), o
modelo quadratico esta bem ajustado ao conjunto de dados, o que também pode ser
observado no grafico de valores experimentais versus preditos (FIGURA 4.40A). O
grafico de residuos, por sua vez, mostra que ha homocedasticidade nas respostas
observadas, visto que os residuos nao apresentam uma tendéncia, flutuando os

valores em torno do zero (4.40B).
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FIGURA 4.39 - Superfl’cies de resposta obtida para a otimizagao dos parametros
espectrométricos. A terceira variavel foi fixada no valor 6timo previsto pelo modelo.
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TABELA 4.9 - Tabela ANOVA para o modelo gerado pelo planejamento de composto
central para otimizacdo dos parametros espectrométricos

ANOVA - otimizacao para espectrometria

variagao SQ g.l. MQ F p
Regresséo | 0,3679 | 12 | 0,03066 | 64,85 | <0,0001
Residuo | 0,009457 | 20 | 4,73E-4
F. ajuste | 8,33E-10| 18 | 4,63E-11| 1,389 | 0,2401
Erro puro | 6,67E-11| 2 | 3,33E-11
total 0,3774 | 32
% variacdo maxima explicada 97,49
% variagdo maxima explicavel 100,00

SQ: soma quadratica; g.l.: graus de liberdade; MQ: média quadratica;
F: valor calculado para o teste F; p: probabilidade da hipétese nula
ser verdadeira (a = 0,05); F. ajuste: falta de ajuste

real x previsto

gréfico de residuos

residuos
.

valor previsto pelo modelo

01 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

valor real observado

FIGURA 4.40 - A: grafico de valores experimentais versus valores
preditos pelo modelo quadratico. B: grafico de residuos para a otimizagao dos
parametros espectrométricos

numero do experimento

Nas superficies de contorno apresentadas foi possivel observar que, no
espaco experimental avaliado, havia uma regido onde seria possivel obter as
intensidades mais altas para as bandas cromatograficas no TIC do extrato. Nessa
regido, foram escolhidas as condigbes apresentadas na TABELA 4.10. De acordo
com o0 modelo, a Dy Obtida nessas condi¢cdes seria 0,3996. Experimentalmente o
valor alcangado para a variavel dependente foi 0,3947 e o cromatograma de ions
totais obtido apresentou boa intensidade para todas as faixas de m/z avaliadas (200-
700 u.m.a) tanto no modo positivo, quanto no modo negativo de analise (FIGURA
4.38). Sendo assim, decidiu-se utilizar essas condi¢gdes nas analises LC-MS

subsequentes.
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TABELA 4.10 - Parametros espectrométricos selecionados no espago experimental
na regido 6tima sugerida pelo modelo de superficie de resposta

GAS | GAS Dmax Dmax
Condigdes CUR| 1S 1 2 DP | FP EP prevista | obtida

experimentais | 45 |4.000| 50 13,3 | 50 | 312 | 10,2
0,3996 |0,3947
M1 @O 1D e 1Dl @ fE)

Os valores entre paréntese indicam os fatores codificados no planejamento experimental
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FIGURA 4.41 - Analise cromatografica do pool de extratos com detecgdo em DAD
(A) e nas condigbes otimizadas para os parametros espectrométricos nos modos
negativo (B) e positivo (C) Fase A: H20/HCOOH 0,025%; Fase B: ACN/HCOOH 0,025%;
Gradiente: 18 - 40%, 10min, 40% em 5 min; Detecgdo: DAD 200-800 nm; Vaz&o: 600 pL.min™". Vol.
injecao: 5 uL; Temperatura: 40°C.CUR: 45 psi; IS: 4keV; TEMP: 400; GAS 1: 50 psi; GAS 2: 13,3 psi;
DP: 50 eV; FP: 312 eV; EP: 10,2 eV.

4.3.2.2.2 - APLICACAO DO METODO ANALITICO PARA A OBTENCAO
DO PERFIL QUIMICO DOS EXTRATOS DE FOLHAS DE AMOREIRA.

a) analise dos extratos testados nos ensaios celulares para
estrogenicidade

Todos os extratos testados nos ensaios celulares (seg¢do 3.2) foram

analisados por LC-DAD-MS nas condi¢des experimentais otimizadas. Ferramentas
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quimiométricas de analise exploratéria e reconhecimento de padrdées foram
aplicadas para identificar o perfil quimico que melhor explicasse a atividade
estrogénica. Para essas analises foram utilizados os cromatogramas obtidos com
deteccao por DAD.

Na analise da mistura de extratos utilizada para a otimizacdo do
meétodo analitico, notou-se que a absorbancia era mais intensa nas regides de 260
nm e de 320 nm para a maioria das bandas cromatograficas (FIGURA 4.42). A fim
de maximizar o sinal analitico, esses dois comprimentos de onda foram
selecionados para a obtengdo dos cromatogramas utilizados nas analises

qualitativas e quantitativas dos extratos que estdo descritas a partir dessa secao.

Mobata || |] B |
A

VWavelLength, nm

7.0 an
Time, min

FIGURA 4.42 - Superficie de contorno de absorcao da regiao espectral de 200 a 400
nm para a amostra do pool de extratos utilizado na otimizagdo do método analitico.

A superposicdo dos cromatogramas dos 21 extratos analisados
mostrou que, em termos qualitativos, os mesmos apresentaram um perfil quimico
bastante similar nos dois comprimentos de onda selecionados (FIGURA 4.43). As
analises quimiométricas de reconhecimento de padrdes foram entédo realizadas com
base nas areas obtidas para as bandas cromatograficas numeradas de 1 a 13, as
quais foram submetidas previamente a um auto-escalonamento (eq. 4.2) para que
as contribuicbes dos analitos na classificacdo tivessem pesos similares, nao sendo

influenciadas pelas respectivas absortividades ou concentragdes.
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FIGURA 4.43 - Superposigédo dos cromatogramas para os 21 extratos de folhas de
amoreira testados para a atividade estrogénica obtidos em 260 nm (A) e 320 nm (B).

Fase A: H20/HCOOH 0,025%; Fase B: ACN/HCOOH 0,025%; Gradiente: 18 - 40%, 10min, 40% em 5
min; Detecgao: DAD 200-400 nm; Vazéo: 600 pL.min'1. Vol. injegdo: 5 puL; Temperatura: 40°C.

Uma analise exploratoria baseada em agrupamento hierarquico (HCA)
foi realizada inicialmente, na qual a similaridade foi calculada através da distancia
euclidiana entre as amostras e as conexdes foram realizadas conforme o método de
Ward. O dendrograma obtido para o comprimento de onda de 260 nm mostrou a
formacao de 4 grupos (FIGURA 4.44A). Em trés deles, houve uma correspondéncia
entre o resultado observado no ensaio de estrogenicidade: agonismo total para os
dois grupos localizado nas parte superior do dendrograma e citotoxicidade para o
grupo na parte inferior. No outro grupo, um extrato que levou a morte das células,
aquele preparado com 80% EtOH (v/v) foi agrupado com alta similaridade
juntamente com os extratos preparados com 50 a 75% EtOH (v/v), que estimularam
o crescimento celular).

O dendrograma da HCA realizado com os cromatogramas obtidos no
comprimento de onda 320 nm também mostrou a formagao de quatro agrupamentos
principais (FIGURA 4.44B). Os resultados para esse segundo dendrograma
mostraram agrupamentos que melhor se aproximavam dos conjuntos observados no
teste de estrogenicidade, embora um extrato que estimulou o crescimento celular,,
preparado com 75% etanol (v/v) tenha sido agrupado juntamente com os que
levaram a morte das células.

Nas analises de HCA foram observados grupos importantes que
poderiam estar associados a atividade biolégica. No entanto, nenhuma informagao
em relagdo as bandas cromatograficas que mais estariam contribuindo para os
agrupamentos poderia ser obtida por HCA. Sendo assim, os mesmos conjuntos de

dados foram analisados por PCA.
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FIGURA 4.44 - Dendrogramas da HCA realizadas com os cromatogramas dos
extratos de folhas de amoreira obtidos em 260 nm (A) e 320 nm (B)

Na PCA realizada com os cromatogramas obtidos em 320 nm n&o foi
possivel obter um modelo no qual se observasse a formagdo de grupos que
pudessem explicar a atividade biolégica. Em contrapartida, a analise com 4
componentes principais explica 96,6% da variancia total do conjunto de dados
(FIGURA 4.42).

Variancia explicada pelas componentes principais
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FIGURA 4.45 - Variancia explicada por cada PC na PCA realizada com base nos
cromatogramas dos extratos de folhas de amoreira obtidos em 260 nm.

Inicialmente tentou-se fazer uma analise com as 3 primeiras
componentes (PC1, PC2 e PC3), que explicaram 66,12%, 18,17%.e 9,13% da
variancia total respectivamente. Entretanto, o resultado dessa analise foi
inconclusivo Quando se substituiu a PC3 pela PC4, que explicou 3,13%, totalizando

aproximadamente 87% de toda a variancia contida no conjunto de dados foi possivel
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obter uma classificagcado dos extratos que se assemelhava aos resultados obtidos no
teste de estrogenicidade. No grafico de escores para essas trés componentes,
observou-se que as amostras dos extratos foram separadas em 3 grupos: (i) aqueles
que estimularam o crescimento celular como agonistas totais (preto); (ii) os que
estimularam como agonistas parciais (azul) e (iii) os que induziram a morte celular
(vermelho e verde) (FIGURA 4.46A). A classificacdo apresentou uma boa
associagao com o resultado da atividade biolégica, mesmo n&o conseguindo separar
os extratos que foram muito tdéxicos para as células daqueles que apresentaram
toxicidade moderada, o que aconteceu provavelmente devido ao baixo numero de
amostras representativas dessa classe.

Na analise do grafico de escores (FIGURA 4.46A), as 3 componentes
foram necessarias para explicar a separagao descrita. A PC1 separou
principalmente os extratos mais estrogénicos dos demais. A PC2 contribuiu para
separar aqueles que estimularam o crescimento daqueles que levaram a morte das
células. A PC4, por sua vez, foi importante para separar os extratos que estimularam

parcialmente o crescimento daqueles que induziram o processo apoptético, o que
nao foi possivel observar na PC1.

A Gréafico de escores - PCA B Gréfico de loadings - PCA

=
b w

FIGURA 4.46 - Grafico de scores e loadings para a PCA (PC1xPC2xPC4) realizada
com base nos cromatogramas obtidos em 260 nm para os extratos.

No grafico de loadings, as areas das bandas cromatograficas 3,5 e 8

(Figura 4.43) tiveram valores positivos para a PC1, o que indica que elas tiveram um
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peso maior na formagédo do grupo de maior estrogenicidade (FIGURA 4.43B). Na
PC2, as areas das bandas cromatograficas 6, 7, 9 e 10 (Figura 4.43) apresentaram
valores pequenos e positivos, tendo um peso maior no agrupamento das amostras
que levaram a morte celular. Na PC4, os pesos para as areas das mesmas bandas
cromatograficas possuiam valores negativos, indicando novamente que elas
influenciaram o agrupamento dos extratos toxicos. Ja as areas das bandas 1,2, 4,
11, 12 e 13 (Figura 4.43) apresentaram valores positivos para essa componente e,
portanto, tiveram um peso maior na separagao dos extratos que estimularam
parcialmente o crescimento celular.

Semelhangas entre alguns perfis de absorgdo foram observadas nas
analises dos espectros UV das bandas cromatograficas de 1 a 13, indicando que
esses analitos pertenceriam a uma mesma classe quimica (FIGURA 4.47). As
informagdes provenientes do detector DAD, associadas aos cromatogramas obtidos
por LC-MS contribuiram para a identificagado dos analitos, confirmando os resultados
obtidos nas analises FT-ICR-MS.
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FIGURA 4.47 - Espectros de absorgao na regido de 200 a 500 nm para as bandas
identificadas nos cromatogramas dos extratos de folhas de amoreira da figura 4.43
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Para a identificacdo desses analitos, os espectros de absorbancia
foram analisados conjuntamente com os espectros de massas sequenciais (MS/MS).
Cromatogramas LC-MS foram obtidos paralelamente aos espectros LC-DAD
utilizados nas analises quimiométricas e forneceram informagdes relacionadas aos
possiveis ions quasimoleculares presentes nos analitos. Para obter informacdes
relacionadas a estruturas quimicas associadas as bandas 1 a 13, uma boa
fragmentagdo do ion quasimolecular seria fundamental e ela somente seria
alcangada com o ajuste apropriado dos parametros instrumentais. A escolha do
extrato preparado com solugéo hidroalcodlica 50% (v/v) foi devido ao fato de que
esse extrato possuiu as bandas cromatograficas com as maiores intensidades.

Para uma analise MS/MS, além dos parametros ja otimizados
anteriormente, havia outros, diretamente relacionados a fragmentacdo dos ions de
interesse que deveriam ser ajustados. O gas de colisdo ativada por dissociagao
(CAD) é um gas inerte, aqui usado N, injetado na cela de colisdo (Q2) para colidir,
como O proprio nome diz, com 0s ions precursores, gerando assim o0s ions
fragmentos. A CE é uma diferenga de potencial aplicada entre 0 Q0 e o0 Q2, que
acelera os ions precursores para a entrada no Q2, aumento a energia dos mesmos,
favorecendo as colisbes com as moléculas do CAD e consequentemente
fragmentando estes ions. O ultimo parametro é a CXP, uma diferenca de potencial
aplicada entre a saida do Q2 e entrada do Q3, que tem como objetivo acelerar os
ions fragmento em diregao ao terceiro quadrupolo. Os 3 parametros foram ajustados
por meio de um planejamento de composto central com 16 experimentos executados
aleatoriamente. Como o objetivo seria obter sinais mais intensos para assim fazer a
elucidacdo estrutural dos analitos, as intensidades maximas observadas nos
cromatogramas de ions produto para cada analito (nos modos positivo e negativo de
analise) foram utilizadas como varidveis dependentes no planejamento. Essas
intensidades foram transformadas em fungbes de desejabilidade de acordo com as
equacdes 4.3 e 4.4. Os experimentos realizados estao apresentados no ANEXO 6.

A superficie de resposta obtida (FIGURA 4.48) foi baseada em um
modelo quadratico descrito pela equagao 4.9 (onde x, representa o valor codificado

para uma das 3 variaveis).

y = (0,022478 + 0,00092) + (0,01660 + 0,00035)x, — (0,19212 + 0,00035)x, + (0,02058 +
0,0035)x% — (0,06393 + 0,0035)x5 — (0,02068 + 0,00035)x2 — (0,01271 + 0,00049)x,x, +
(0,09215 + 0,00049)x,x5 eq. 4.10
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FIGURA 4.48 - Superficie de resposta obtida para a otimizagdo dos parametros
espectrométricos de fragmentagao. A terceira variavel foi fixada no valor 6timo
previsto pelo modelo.

De acordo com os valores apresentados na ANOVA (TABELA 4.11), o
modelo quadratico foi bem ajustado ao conjunto de dados, o que também pode ser
observado no grafico de valores experimentais versus preditos (FIGURA 4.49A). O
grafico de residuos, por sua vez, mostrou que houve homocedasticidade nas
respostas observadas, visto que os residuos ndo apresentaram uma tendéncia,

variando os valores em torno do zero (4.49B).

TABELA 4.11 - Tabela ANOVA para o modelo gerado para otimizagao dos
parametros espectrométricos de fragmentagao

ANOVA - otimizacao para espectrometria

variagao SQ g.l. MQ F p
Regressao | 0,7435 | 15 | 0,04957 | 20,53 | <0,0001
Residuo | 0,0131 | 8 | 0,002414
F.ajuste | 5,51E-4| 7 | 7,87E-5 | 2,351 | 0,08436
Erro puro | 3,35E-5] 1 3,35E-5
total 0,7630 | 15
% variacdo maxima explicada 97,44
% variagdo maxima explicavel 99,99

SQ: soma quadratica; g.l.: graus de liberdade; MQ: média quadratica;
F: valor calculado para o teste F; p: probabilidade da hipétese nula
ser verdadeira (a = 0,05); F. ajuste: falta de ajuste
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FIGURA 4.49 - A: grafico de valores experimentais versus valores
previstos pelo modelo quadratico. B: grafico de residuos para os parametros
espectrométricos de fragmentagao

Nas superficies de contorno apresentadas na FIGURA 4.48, foi
observado que, no espago experimental avaliado, havia uma regido onde seria
possivel obter as intensidades mais altas para as bandas cromatograficas no
cromatograma de ions totais do extrato. Nessa regido, foram escolhidas as
condicdes listadas na TABELA 4.12. De acordo com 0 modelo, a Dy Obtida nessas
condi¢cbes seria 0,6437. Experimentalmente o valor alcangado para a variavel
dependente foi 0,6611 e os espectros MS/MS apresentaram intensidade satisfatoria
para todos os ions. Para alguns analitos n&o foi possivel obter os espectros MS/MS
nos dois modos de ionizagao devido a baixa intensidade do sinal do ion precursor,
que poderia ser devido a baixa concentragdo daquele composto ou a sua baixa
capacidade de

ionizacdo, porém os espectros obtidos auxiliaram na sua

identificacao estrutural.

TABELA 4.12 - Parametros espectrométricos selecionados no espaco experimental
na regiao 6tima sugerida pelo modelo de superficie de resposta

.~ Dmax Dmax
_Condigoes CAD| CE | CXP | evista | obtida
P 9(1)| 36 (1) | 15 (1) | 0,6437 |0,6611

Os valores entre paréntese indicam os fatores codificados no planejamento experimental

Os analitos 1 a 4 apresentaram um espectro de absorgao caracteristico
dos acidos cafeoilquinicos, com uma banda intensa na regido de 324 nm e um
ombro na regido de 298 nm. Os espectros de massa sequenciais de ion-produto no
modo negativo de ionizagcdo foram bastante similares para esses analitos, com o

mesmo ion quasimolecular ([M-H]') em m/z 353 e ions-produtos em m/z 191 (acido
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quinico), 179 (acido cafeico) e 135 (perda da carboxila do acido cafeico) indicando
tratar-se de 4 isbmeros estruturais de acidos cafeoilquinicos. De acordo com
resultados publicados na literatura, os quatros isdmeros ja identificados em extratos
de folhas de amoreira seriam os acidos 3-cafeoilquinico, clorogénico (5-
cafeoilquinico), 4-cafeoilquinico e 1-cafeoilquinico® (FIGURA 4.50). No entanto,
com base somente nos dados obtidos experimentalmente, sem o uso de padrbes de
referéncia, nao foi possivel associar as bandas cromatrograficas com os respectivos
isdmeros.

O analito 5 apresentou um perfil de absor¢cdo caracteristica de
flavonoides (di-)p-cumaroilglicosilados, mais precisamente do campferol di-p-
cumaroilglicosilado, com um ombro na regido de 266 nm e uma banda mais intensa
e mais larga na regido de 314 nm?*'. O espectro de massas de fons produto em
modo negativo sugere a presenga desse analito pelos ions de m/z 739 ([M-H]), m/z
593 (perda de uma molécula de acido p-cumarico), m/z 447 (perda da segunda
molécula de acido p-cumarico), m/z 285 (campferol) e m/z 163 (acido p-cumarico)
(FIGURA 4.51). Essa substancia ja foi identificada em folhas de Morus alba L?%,
porém nesse trabalho ela foi identificada apenas nos extratos preparados com um
teor alcodlico maximo de 35%

Os analitos 6, 7 e 11 apresentaram espectros de absor¢cdo bastante
semelhantes, com duas bandas mais intensas de absorgdo, uma da regiao de 256
nm e a outra na regido de 355 nm. Esse perfil &€ caracteristico de flavonoides 3-O-
glicosilados, principalmente dos derivados da quercetina. Os respectivos espectros
de massas de ions produto, nos modos positivo e negativo confirmaram a classe
pela presenga do ion diagnéstico da quercetina, m/z 301 (negativo) e m/z 303
(positivo). O analito 6 foi identificado por MS/MS no modo negativo e no modo
positivo como quercetina 3-O-rutinosideo (rutina), pela presenga do ion
quasimolecular [M-H]" ([M+H]") em m/z 609 (611) e dos ions produto em m/z 463
(465), indicando a perda de uma molécula de ramnose, e em m/z 301 (303),
indicando a perda de uma molécula de glicose (FIGURA 4.52).
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FIGURA 4.50 - Espectros MS/MS em modos negativo (vermelho) e positivo (azul)
obtidos para os analitos 1, 2, 3 e 4, com as possiveis estruturas quimicas.
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FIGURA 4.52 - Espectros MS/MS em modos negativo (vermelho) e positivo (azul)
obtidos para o analito 6

O analito 7 foi identificado por MS/MS como quercetina 3-O-glicosideo
(isoquercetina), pela presenga do ion quasimolecular [M-H] ([M+H]") em m/z 463
(465) e dos ions-fragmento correspondente a perda de uma molécula de glicose em
m/z 301 (303). O analito 11 foi identificado como quercetina 3-O-(6"-malonil
glicosideo) pela presenga do ion quasimolecular em m/z 549 (551). Esse ion é de
dificil detecgao e se fragmenta facilmente no ion de m/z 505 (507) (descarboxilagao
do substituinte malonil). Essa labilidade dificulta a identificagdo do analito, uma vez
que o derivado 3-O-(6"-acetil glicosideo) (m/z 505) também ja foi detectado em
folhas de amoreira®?’. O espectro desse analito ainda apresentou ions fragmento em
m/z 463 (465) (descarboxilagdo do acetil-glicosideo) e 301 (303) perda de uma
molécula de glicose (FIGURA 4.53).

167



1007

©
o
L

M - HT'
M+H]"

o
o
L

463

intensidade relativa
IS
)
1

20

465

T T T T T T
100 150 200 250 300 350 400 450

m/z

1004
804
604

404

intensidade relativa

204

Ll

T T T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

m/z

FIGURA 4.53 - Espectros MS/MS em modos negativo (vermelho) e positivo (azul)
obtidos para os analitos 7 (A) e 11 (B)

Os analitos 8 e 13 apresentaram espectros de absor¢ao semelhantes,
com um ombro na regido de 274 nm, uma banda mais intensa na regiao de 316 nm
e outro ombro na regido de 330 nm. Esse perfil € caracteristico de derivados
glicosidicos da moracina M-6, um 2-arilbenzenofurano identificado inicialmente em
espécies de amoreira pertencentes a familia Moraceae, de onde vem o nome do
analito 8, identificado como mulberrosideo F (Figura 4.54) Para o analito 13 nao foi
possivel obter o espectro de massas sequencial devido a baixa intensidade dos
sinais.

Os analitos 9, 10 e 12 apresentaram espectros de absorgao bastante
semelhantes, com duas bandas mais intensas de absor¢ao, uma da regiao de 266
nm e a outra na regido de 344 nm, perfil caracteristico de flavonoides 3-O
glicosilados derivados do campferol. Os respectivos espectros de massas de ions
produto, nos modos positivo e negativo confirmaram essa classe pela presenga do
ion diagnodstico do campferol, m/z 285 (negativo) e m/z 287 (positivo). O analito 9 foi

identificado por MS/MS nos modos negativo e positivo como campferol 3-O-
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rutinosideo, pela presencga do ion quasimolecular [M-H] ((M+H]*) em m/z 593 (595) e
dos ions produto em m/z 447 (449), indicando a perda de uma molécula de
ramnose, € em m/z 285 (287), indicando a perda de uma molécula de glicose
(FIGURA 4.55).
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FIGURA 4.54 - Espectro MS/MS em modo negativo obtido para o analito 8
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FIGURA 4.55 - Espectros MS/MS em modos negativo (vermelho) e positivo (azul)
obtidos para o analito 9

O analito 10 foi identificado por MS/MS como campferol 3-O-glicosideo
(astragalina), pela presenga do ions quase-molecular [M-H]" ([M+H]") em m/z 447
(449) e do ion-fragmento correspondente a perda de uma molécula de glicose em
m/z 285 (287), FIGURA 4.56A. O analito 12 foi identificado como campferol 3-O-(6"-
malonil glicosideo), pela presenga do ion quasimolecular em m/z 533 (535). Assim
como o analogo derivado da quercetina, esse ion também € de dificil detec¢do e se
fragmenta facilmente no ion de m/z 489 (491) (descarboxilagdo do substituinte
malonil). Essa labilidade dificulta a identificacdo do analito, pois o derivado 3-O-(6"-

acetil glicosideo) (m/z 489) também ja foi detectado em folhas de amoreira®®. O
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espectro desse analito ainda apresentou ions fragmento em m/z 447 (449)
(descarboxilagado do acetil-glicosideo) e 285 (287) correspondentes a perda de uma
molécula de glicose (FIGURA 4.56B).
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FIGURA 4.56 - Espectros MS/MS em modos negativo (vermelho) e positivo (azul)
obtidos para os analitos 10 (A) e 12 (B)

Os seis flavonoides e os acidos cafeoilquinicos ja haviam sido
identificados nos espectros de FT-ICR-MS. O mulberrosideo F e o campferol p-
cumaroil glicosilado foram identificados apenas por HPLC-DAD-MS.

Derivados glicosilados dos flavonoides quercetina e campferol (analitos
6, 7, 9, 10, 11 e 12) ja foram associados & atividade estrogénica?*?**. Para o
campferol p-cumaroil glicosilado ndo ha registos para esse tipo de atividade
bioldgica, embora ele seja um potencial candidato a fitoestrégeno.

Pensando na possibilidade de os flavonoides 6, 7, 9, 10, 11 e 12 serem
0s principais responsaveis pela atividade estrogénica observada, as analises
quimiométricas foram realizadas novamente considerando-se apenas as areas das 6
bandas cromatograficas mencionadas. A analise de HCA mostrou a formagéao de 3

grupos com elevada similaridade entre os componentes, cuja disténcia euclidiana foi
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inferior a 10% da distancia total) (FIGURA 4.54). Os agrupamentos seguiram o

mesmo padréo observado para a atividade estrogénica na FIGURA 4.13.
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FIGURA 4.57 - Dendrogramas da HCA realizadas apenas com as bandas
cromatograficas dos flavonoides glicosilados nos cromatogramas obtidos em 260 nm

Com o mesmo conjunto de dados foi realizada uma analise
classificatéria ndo supervisionada por PCA, cujas 3 primeiras componentes
explicaram 99,34% da variancia total (FIGURA 4.57).

Variancia explicada pelas componentes principais

6 . . . . .
90,81% variancia explicada (%)
5 (90,81%) (acumulada, %)
4
3
5 3
@®©
3
2 2
(]
1 0,67% 0,22%
0 (98.,67%) 9.34%) (99.97%) _, 0,03%
0,41% .
1 (99,76%) (100,00%)
0 1 2 3 4 5 6 7

PC

FIGURA 4.58 - Variancia explicada por cada PC na PCA realizada apenas com as
bandas cromatograficas dos flavonoides glicosilados nos cromatogramas em 260 nm
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A PC1 explicou aproximadamente 91% da variancia total enquanto a
PC2 explicou aproximadamente 8% da variancia restante. O grafico de escores para
essas componentes (PC1 e PC2) apresentou a separagao dos extratos nos mesmos
3 grupos observados na analise de HCA. A primeira componente separou 0s
extratos com maior potencial estrogénico dos demais (FIGURA 4.59A). A segunda
componente separou os extratos agonistas parciais daqueles que levaram a morte
celular. O grafico de loadings para a PC1 e para a PC2 mostrou que as areas dos 6
flavonoides apresentaram valores negativos para a PC1 (FIGURA 4.59B). Os
flavonoides 11 e 12 foram os que apresentaram os maiores valores na PC1 e por
isso apresentaram peso para a separagao dos extratos mais estrogénicos. Na PC2
esses flavonoides foram importantes para a separagao dos extratos com atividade
estrogénica daqueles que levaram a morte celular. Os derivados malonil-glicosidicos
do campferol e da quercetina apresentaram valores positivos para a PC2 e, portanto,
tiveram um peso maior na formagdo do grupo que estimulou o crescimento da
linhagem MCF-7. Os derivados glicosidicos e rutinosidicos apresentaram um peso
negativo na mesma componente, influenciando a formag¢ao do grupo que levou a

morte celular.
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FIGURA 4.59 - Graficos de escores e loadings para a PCA realizada apenas com as
bandas cromatograficas dos flavonoides glicosilados nos cromatogramas em 260 nm

Diante dos resultados obtidos nas analises ndo supervisionadas, foram
realizadas analises de reconhecimento supervisionado de padrbées com o objetivo de
verificar se, com base no conjunto de dados disponivel (as areas dos 6 flavonoides
glicosilados), seria possivel obter a correta classificagdo dos extratos nos 3 grupos:
(1) agonismo total do receptor estrégeno, de maior estimulagdo do crescimento

172



celular, (2) agonismo parcial do receptor estrogeno, de menor estimulagdo do
crescimento celular e (3) indugéao de morte celular.

Essas analises sao baseadas em modelos matematicos de regresséao e
se dividem em etapas: treinamento (modelagem) e validagdo do modelo, nas quais
sao utilizadas amostras conhecidas pertencentes as diferentes classes. De acordo
com os resultados obtidos no teste de atividade estrogénica, as amostras dos 21
extratos deveriam ser classificadas da seguinte forma: 8 extratos como pertencentes
a classe 1 (agonismo total); 8 deveriam ser classificados como 2 (agonismo parcial)
e 5 como classe 3 (morte).

A primeira analise realizada foi baseada no método do K-ésimo vizinho
mais proximo (KNN). Assim como a HCA, o KNN se baseia na distancia euclidiana
entre as amostras. Devido ao numero reduzido de amostras, foi utilizada a validacao
cruzada na segunda etapa da analise, a qual consistiu na retirada de algumas
amostras do conjunto de dados, entre 25 e 40%, que foram “reservadas” para a
validacdo do método, enquanto as demais foram utilizadas entdo na modelagem da
seguinte forma. Uma amostra foi retirada do conjunto de dados e com as restantes
construiu-se o modelo de classificacdo. A amostra foi “devolvida” ao conjunto original
e uma segunda amostra foi entdo reservada para a validagéo. Esse ciclo de retirada
foi realizado consecutivamente até que 25 a 40% do conjunto de dados tivessem
sido utilizados para a validacdo do modelo. Utilizando-se a validagado cruzada com
70% das amostras no conjunto de treinamento (n = 14), o modelo foi capaz de
classificar corretamente todas as amostras do conjunto de validagdo (n = 7) com um
vizinho proximo (FIGURA 4.60).
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FIGURA 4.60 - Grafico da exatidao da validagao cruzada para o modelo de
classificagdo KNN dos extratos em funcéo dos resultados de estrogenicidade
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A segunda classificacdo foi baseada na analise discriminante (DA) e
teve como objetivo principal de quais as variaveis (nesse caso, os flavonoides)
estariam discriminando as 3 classes mencionadas anteriormente. Matematicamente,
a DA foi realizada em etapas com base em testes F de comparagdes multiplas, nos
quais foram determinados valores de corte para incluir (Fingusso) OU eXcluir (Fexciuszo)-
Em cada etapa, os valores das variaveis foi comparado nas 3 classes. Se houvesse
diferenga significativa e o valor de F fosse maior que o0 Fincuszo, @ variavel seria
considerada discriminante e se for menor que 0 Fexusso €la seria excluida do
modelo. Aquela que apresentasse o maior poder discriminante (maior valor de F)
seria incluida no modelo e as demais seguiriam para uma nova etapa de analises
comparativas do teste F. As comparagdes e selegdes de variaveis seguiram em
sucessivas etapas até que o valor de F ndo fosse mais superior a Fincusso. A
validacdo cruzada também foi utilizada nesse modelo nas mesmas condigdes
descritas para o KNN.

Na DA realizada com as areas das bandas cromatograficas dos
flavonoides, apenas o campferol 3-O-rutinosideo (9) e a quercetina 3-O-(6"-
malonilglicosideo) (11) foram, nessa ordem, as variaveis discriminantes na
classificagdo. Ao contrario do KNN, o qual foi baseado em agrupamentos por
distancias, a DA é um modelo probabilistico. Em outras palavras, ela forneceu a
probabilidade de cada extrato ser classificado em cada uma das 3 classes da
atividade estrogénica. Pelos resultados observados, o modelo baseado em DA
somente n&o classificou corretamente o extrato com 80% de etanol, o qual teria
probabilidade muito préxima de ser classificado como pertencente a classe 2

(agonismo parcial) ou classe 3 (morte celular) (TABELA 4.13).

174



TABELA 4.13 - Classificagao dos extratos em fungéo da atividade estrogénica

segundo o modelo de DA

% Etanol . ~ probabilidade de classificagéo
classificagcéo
no observada classe 1 classe'2 classe 3
extrato (a. total) (a. parcial) | (morte cel.)

1 1 1,000000 0,000000 0,000000
5 1 1,000000 0,000000 0,000000
10 1 1,000000 0,000000 0,000000
15 1 1,000000 0,000000 0,000000
20 1 1,000000 0,000000 0,000000
25 1 1,000000 0,000000 0,000000
30 1 0,999998 0,000002 0,000000
35 1 0,947167 0,052833 0,000000
40 2 0,000001 0,999996 0,000003
45 2 0,000000 0,999963 0,000037
50 2 0,000000 0,999990 0,000010
55 2 0,000000 0,999943 0,000057
60 2 0,000000 0,999559 0,000441
65 2 0,000000 0,998509 0,001491
70 2 0,000000 0,993731 0,006269
75 2 0,000000 0,989069 0,010931
80 3 0,000000 0,504716 0,495284
85 3 0,000000 0,063750 0,936250
90 3 0,000000 0,003578 0,996422
95 3 0,000000 0,006782 0,993218
99 3 0,000000 0,000001 0,999999

A terceira e ultima andlise de classificacao realizada foi baseada em
um modelo de minimos quadrados parciais para a analise discriminante (PLS-DA).
O PLS é um modelo de regresséao linear no qual variaveis latentes foram geradas a
partir das variaveis preditoras dos conjuntos de dados, no caso, as bandas
cromatograficas. Assim como na PCA, a transformacdo em variaveis latentes teve
como objetivo principal analisar os efeitos de um maior numero de variaveis, mas
com redugao da dimensionalidade da matriz de dados. O modelo PLS é uma analise
quantitativa baseada em variaveis latentes e varidveis dependentes, que geralmente
sdo continuas. No entanto, quando a variavel dependente é categdrica, como na DA,
o PLS passa a ter um carater classificatério e o modelo recebe entdao o nome PLS-
DA. Na analise dos extratos também foi utilizada a validacdo cruzada nas mesmas
condigdes do modelo KNN, com 70% das amostras para treinamento e 30% para
validagdo. O modelo PLS-DA com 2 varidveis latentes explicou 79,3% (r?)a variancia

total do conjunto de dados, com uma capacidade preditiva de 69,6% (Q?) e com
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baixo erro relacionado a validag&o cruzada, sendo RMSECV = 0,152 para classe 1,
0,255 para classe 2 e 0, 216 para a classe 3 (FIGURA 4.61).
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FIGURA 4.61 - Modelo de classificagdo PLS-DA dos extratos em funcao dos
resultados de estrogenicidade

No grafico de escores para PLS-DA, foi possivel observar a variavel
latente 1 separou a classe dos extratos agonistas totais (classe 1) das demais,
enquanto a variavel latente 2 separou a classe dos agonistas parciais (classe 2)
daquela formada pelos extratos que levaram a morte celular (classe 3) (FIGURA
4.61A). A formagéao das classes 1, 2 e 3, também havia sido observada no grafico de
escores da PCA, mas com uma distribuicdo nas novas dimensdes diferente daquela
observada na analise n&o supervisionada (FIGURA 4.59). No grafico de loadings do
modelo PLS-DA, os flavonoides malonil-glicosidicos (11 e 12) tiveram um peso maior
na formacdo da classe 1, pois apresentaram os valores mais altos (ainda que
negativos) para essa variavel (FIGURA 4.58B). Na variavel latente 2, os mesmos
flavonoides apresentaram valores negativos e tiveram um peso maior na separagéo
da classe 2, enquanto os demais contribuiram mais para a separagao da classe 3,

por terem apresentado valores positivos para essa variavel. A FIGURA 4.58C

176



mostrou que os resultados preditos pelo modelo PLS-DA apresentaram uma boa
correlagdo com a classificagdo observada no estudo de estrogenicidade.

As mesmas analises de classificagdo supervisionadas foram realizadas
com as areas de todas as bandas cromatograficas indicadas no cromatograma da
FIGURA 4.43B. No entanto, nessas analises nao apresentaram bons resultados com

um numero elevado de amostras classificadas erroneamente pelos modelos.

b) analise do meio condicionado dos sistemas incubados com diferentes
extratos de folhas de amoreira

Os meios extracelulares nos quais os extratos foram incubados com as
células das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram analisados pelo método analitico
desenvolvido anteriormente (seg¢do4.3.2.2.1) com o objetivo de se tentar identificar
evidéncias de que os 6 flavonoides identificados como os possiveis compostos
bioativos esteja de fato sendo introduzidos e biotransformados pelas células nos
modelos escolhidos para os ensaios de estrogenicidade e seletividade. Para esse
estudo, foram selecionados extratos representativos dos resultados observados para
ambos.

O extrato preparado com 20% EtOH estimulou o crescimento da MCF-
7 como um agonista total no teste de estrogenicidade e foi considerado um dos
melhores estimulantes desta funcao (Figura 4.25). A analise do meio extracelular
indicou que os flavonoides 6, 7, 9, 10 e 11 permearam para o interior das células,
visto que a quantidade dos mesmos no meio apdés os dois primeiros dias de
incubagéao (curva verde na FIGURA 4.62A) era significativamente menor que aquela
encontrada antes do inicio do experimento (curva vermelha na FIGURA 4.62A).

Apds 4 e 6 dias de incubagao (curva azul na FIGURA 4.62A), o sinal
analitico dos flavonoides 6, 7, 9 e 11 no meio de cultura era bastante similar aquele
obtido apds 48 h de incubacgao, sugerindo haver um valor 6timo para a quantidade
desses compostos no citoplasma, visto que a cada dois dias era realizada a troca de
meio com reposi¢ao do extrato na mesma concentracao inicial. Para o campferol 3-
O-(6”-malonilglicosideo) (12) observou-se que a medida que o tempo de incubagao
aumentava, menos composto estava permeando a membrana celular, sugerindo que
o0 metabolismo da célula foi reduzido devido a chegada na fase estacionaria final.

Na analise dos meios de cultura notou-se o aparecimento de duas

bandas cromatograficas com t=8,25 e 10,34 min apds o inicio do estudo,
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provavelmente associadas ao metabolismo dos compostos bioativos, porém nao foi
possivel realizar a identificagdo desses metabdlitos.

No teste de seletividade, o extrato com 20% de etanol apresentou
resultado semelhante ao controle negativo, nao interferindo no crescimento da MDA-
MB-231. Na analise dos meios de cultura coletados em diferentes intervalos de
tempo durante o ensaio (FIGURA 4.62B), observou-se uma elevada similaridade nos
perfis de todas as amostras, sugerindo que a quantidade de flavonoides que
permeou a membrana celular era muito baixa, 0 que poderia explicar a inatividade
observada na linhagem MDA-MB-231, em contraste com os resultados positivos

alcancados para MCF-7.

100+ 2 11 100 2

Absorbincia relativa
Absorbancia relativa

0
T T T D T T T T
12 13 14 5 8§ 10 1M

tempo (min) tempo (minj

exdrato diluido em solvente exfrato diluido em meio de cullura antes da incubagdo  melo de culiura gpos 2 dias de incubacéo
meio de cultura apos 4 dias de incubacdo  meio de cullura 6 dias apos a incubacéo

11 B
12 13 14

80
1
60
40
ol s 79
v
7 8 9

FIGURA 4.62 - Analise do meio extracelular dos ensaios e estrogenicidade (A) e

seletividade (B) realizados com o extrato preparado com 20% de etanol.
As setas vermelhas indicam as bandas cromatograficas possivelmente associadas ao metabolismo
dos compostos bioativos

O extrato preparado com 45% de etanol apresentou agonismo parcial
no teste de estrogenicidade. Na analise dos meios extracelulares, percebeu-se que
o acido clorogénico (2) foi totalmente permeado para o interior da célula, inclusive
apos as reposigoes dos extratos durante as trocas de meio (FIGURA 4.63A). Os
flavonoides malonil-glicosilados (11 e 12) apresentaram uma redugdo bastante
significativa nos niveis extracelulares apdés o inicio da incubagédo. Os sinais
observados para os flavonoides 6, 7 e 9 apresentaram uma pequena reducao nas
amostras coletadas apds o segundo e o sexto dias de incubacdo, sugerindo que
parte desses analitos também estaria permeando a membrana celular.

Os sinais obtidos apds 4 dias de incubacdo foram ainda menores, o
que reflete uma maior quantidade de analito no meio intracelular. Os sinais
observados apos o sexto dia foram similares aqueles observados para 2 dias de

incubagao, sugerindo que poderia haver um mecanismo de sinalizagdo no sentido
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de reduzir a entrada de analitos na célula ou, mais provavelmente, o metabolismo da
célula foi reduzido devido a chegada na fase estacionaria final. A hipétese de que o
metabolismo celular é o principal fenbmeno observado € corroborada com a analise
em 2 dias, similar a de 6 dias, pois as células estdo na fase estacionaria inicial lag),
sendo que apods 4 dias houve uma redugdo desses constituintes pelo fato das
células estarem na fase de crescimento exponencial (fase log). Este mesmo
fenémeno foi observado para o estrato com 20% EtOH.

Para a astragalina (10) a intensidade da banda cromatografica apds os
6 dias de experimento apresentou elevada similaridade aquela observada antes da
incubagédo, enquanto nas amostras coletadas em intervalos anteriores o sinal
apresentou menor intensidade. Esse resultado sugeriu que a concentragao
intracelular desse flavonoide teria alcancado um valor 6timo apds 4 dias de
incubagéo, novamente corroborando com a hipétese do metabolismo celular.

Além das variagbes nos sinais analiticos dos extratos, também
observou-se o aparecimento de bandas cromatograficas possivelmente associadas
a metabdlitos liberados no meio extracelular em tr= 6,80; 11,42; e 12,30 min, cuja
identificacdo também nao pode ser realizada.

No teste de seletividade, o extrato com 45% EtOH n&o influenciou o
crescimento da linhagem MDA-MB-231, assim como o extrato com 20% EtOH. No
entanto, diferentemente desse Uultimo, a analise do meio extracelular indicou haver
permeacéo do acido clorogénico (2) e dos flavonoides malonil-glicosilados (11 e 12)
em um periodo curto de incubagdo, uma vez que apds 2 dias de incubacdo, a
quantidade desses analitos era muito baixa (FIGURA 4.63B).

Apos 6 dias de incubacgao, os flavonoides 6, 7, 9 e 10 apresentaram
niveis muito baixos no meio extracelular, diferentemente das analises feitas nos
intervalos anteriores, cujos niveis foram mais elevados. Isto demonstra que o perfil
de metabolismo entre MDA-MB-231 e MCF-7 é bem distinto, como observado para o
estrato a 20% EtOH. Esta diferenga no metabolismo pode ser um fator essencial
para explicar a seletividade observada entre estas duas linhagens celulares.

Além disso, foi possivel observar o aparecimento de uma bandas
cromatograficas em t= 10,50 min provavelmente associadas a metabdlitos

produzidos pelas células.

179



60

40

204

Absorbéncia relativa
Absorbancia relativa

¢/ A 100+
0 T

80
11\1/
M’ "
5 6
tempo (mln] tempo (min)

extrato diluido em solvente extrato diluido em meio de cultura artes da incubag&o  meio de cullura apos 2 dias de incubagéo
meio de cultura apds 4 dias de incubacdo  meio de culiura 6 dias apds a incubagéo

FIGURA 4.63 Analise do meio extracelular dos ensaios e estrogenicidade (A) e

seletividade (B) realizados com o extrato preparado com 45% de etanol. As setas
vermelhas indicam as bandas cromatograficas possivelmente associadas ao metabolismo dos
compostos bioativos

O extrato preparado com 75% EtOH apresentou estimulacido do
crescimento celular da MCF-7 caracteristica de agonista parcial, assim como o fez o
extrato com 45% EtOH. A analise do meio extracelular também mostrou um perfil
semelhante entre os dois extratos para o acido clorogénico (2), mas para os
flavonoides o perfil foi um pouco diferente. Para os derivados da quercetina 6 e 7 e
para os derivados do campferol 9 e 10, as bandas cromatograficas das amostras
coletadas até 4 dias de incubacdo apresentaram intensidades préximas aquela
observada antes do inicio do experimento, sugerindo baixa permeacédo desses
analitos para o interior da célula. Apdés 6 dias de incubacido, notou-se uma
diminuicao do sinal analitico para esses flavonoides no meio extracelular, sugerindo
haver uma maior permeagdao dos compostos na etapa final do experimento
(FIGURA 4.64A).

Para os derivados malonil-glicosidicos da quercetina (11) e do
campferol (12) observou-se uma reducdo gradual na intensidade das bandas
cromatograficas a medida que o tempo de incubagdo aumentava, sugerindo que um
aumento progressivo na permeacao desses analitos (FIGURA 4.64A).

Além disso, percebeu-se o aparecimento de uma banda cromatografica
apenas para a amostra que foi coletada apds 2 dias de incubacédo em t,= 10,38 min,
mesmo tempo de retengdo observado no cromatograma da FIGURA 4.63A,
possivelmente associada a algum metabdlito que ndo pode ser identificado. Uma
segunda banda, também possivelmente associada a metabdlitos, foi observada em
t= 12,20 min. Esse sinal também foi encontrado no sistema incubado com o extrato
com 45% de etanol, sugerindo assim que essa banda cromatografica poderia estar

relacionada a uma rota metabdlica comum para os dois extratos.
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Ao contrario do anterior, o extrato preparado com 75% EtOH induziu
um processo de morte celular das células da linhagem MDA-MB-231 no ensaio de
seletividade. Na microscopia de campo claro observou-se que a maior parte das
células entrou em processo de morte celular logo nos primeiros dias de incubagao, o
que, a priori, comprometeria a permeacgao dos flavonoides para o interior das células
e seu metabolismo. A analise do meio extracelular ndo apresentou sinal analitico
para o acido clorogénico (2) apds o inicio do experimento, sugerindo que o analito
em sua totalidade havia entrado na célula (FIGURA 4.64B). Para os flavonoides 6, 7,
9 e 10, foram observadas bandas cromatograficas apos os dois primeiros dias de
dimensdes semelhantes aquelas de antes do experimento. Dois dias depois, nao foi
observado tragos desses mesmos analitos no meio de cultura, sugerindo que os
mesmos estariam permeando a célula em processo de morte, ou que poderiam ser
metabolizados por enzimas que estivessem em contato com estes analitos mesmo
no meio extracelular. Os respectivos sinais analiticos voltariam a aumentar na ultima
amostra, coletada apds o periodo de 6 dias. Como ocorria a troca de meio a cada 48
h de incubagdo, com a reposicdo do extrato, esse aumento do sinal pode estar
associado ao fato de as células estarem mortas, com as enzimas ja estariam
inativadas.

A banda cromatografica em t,=10,38 min que apareceu somente apés o
inicio do ensaio apresentou as mesmas dimensdes para as amostras coletadas
durante o periodo de incubagdo. Se esse sinal estivesse associado ao metabolismo
das células, esperava-se uma alteragdo de intensidade semelhante aquela
observada na amostra coletada no quarto dia de incubagdo. A elevada similaridade
entao levou a duas hipoteses: (i) havia células vivas que estariam metabolizando os
compostos bioativos; ou (ii) o sinal analitico observado nao corresponderia a um
metabdlito, mas a uma substancia presente na célula (ou mesmo um fragmento) que
foi liberado durante o processo de morte. Para tentar verificar essas hipoteses,
tentou-se analisar os espectros de UV para o analito nas diferentes amostras e o
perfil de absorbancia foi semelhante aquele observado para os flavonoides
derivados do campferol, sugerindo assim tratar-se mesmo de um metabdlito. A
analise por LC-MS nao foi conclusiva, por limitagdes técnicas do equipamento no
modo de varredura completa, principalmente para amostras em baixas
concentragcdes. Nos ensaios de seletividade e estrogenicidade, o extrato foi diluido

em meio de cultura para a concentragdo de 250 pg.mL™.
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FIGURA 4.64 - Analise do meio extracelular dos ensaios e estrogenicidade (A) e

seletividade (B) realizados com o extrato preparado com 75% de etanol. As setas
vermelhas indicam as bandas cromatograficas possivelmente associadas ao metabolismo dos
compostos bioativos

A ultima analise de meio extracelular foi realizada para os sistemas
incubados com o extrato preparado com 85% de etanol. Esse extrato induziu a
morte celular tanto no teste de estrogenicidade quanto no teste de seletividade. Nas
analises dos meios extracelulares do primeiro teste, notou-se uma elevada
similaridade na intensidade dos sinais analiticos para 6, 7, 9 e 10 até a amostra
coletada no quarto dia de incubagado, sugerindo que os analitos ndo estariam
permeando a membrana celular (FIGURA 4.65A). Uma reducao significativa na
intensidade desses sinais aconteceu no ultimo dia de incubacgdo, sugerindo que
esses compostos conseguiram de alguma forma permear para o interior da célula.

Para os analitos 2, 11 e 12, observou-se a redug¢ao na intensidade do
sinal logo nos dois primeiros dias de incubagao, o qual permaneceu baixo e estavel
nos dias subsequentes, sugerindo que os analitos estavam passando para o interior
da célula mesmo com o processo de morte celular iniciado. O aparecimento das
bandas cromatograficas com t= 10,40; 11,30 e 12,20 min, possivelmente
associadas a metabdlitos, nas amostras coletadas durante o periodo de incubagao
sugeriu que no meio das células em processo de morte celular também haveria
células que continuariam metabolizando os compostos bioativos. O aumento
continuo no sinal analitico em t,=10,40 min em detrimento da reducao da intensidade
das bandas cromatografica dos flavonoides seria uma forte evidéncia da atividade
metabdlica por células viaveis.

Na analise dos meios de cultura do teste de seletividade, nao foi

possivel observar alteragdes significativas nas intensidades dos sinais analiticos
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para os flavonoides 9 a 12, sugerindo que esses compostos ndo estariam sendo
metabolizados pelas células em processo de morte (FIGURA 4.65B). Para os
flavonoides derivados da quercetina (6 e 7), notou-se uma redugao gradativa na
intensidade das bandas cromatograficas a medida que o tempo de incubagao
aumentava, sugerindo que esses compostos estariam permeando a célula e seriam
metabolizados. Além disso, a banda cromatografica em t=10,40 min apresentou
uma elevada similaridade nas 3 amostras coletadas durante o periodo de incubagao,
sugerindo a existéncia de células que estariam metabolizando regularmente os

compostos bioativos.
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FIGURA 4.65 - Analise do meio extracelular dos ensaios e estrogenicidade (A) e

seletividade (B) realizados com o extrato preparado com 85% de etanol. As setas
vermelhas indicam as bandas cromatograficas possivelmente associadas ao metabolismo dos
compostos bioativos

Tanto o extrato preparado com 45 % de etanol (v/v) quanto aquele
preparado com 75% (v/v) apresentaram o mesmo tipo de atividade estrogénica, com
agonismo parcial. Dessa forma, esperava-se em principio que as analises dos meios
extracelulares apresentassem perfis semelhantes. No entanto, o que se pode
perceber foram algumas diferengas nos perfis para os sistemas que foram
incubados cada tipo de extrato. Essas analises sugeriram entdo que o efeito
biolégico observado, a estimulacdo do crescimento celular, poderia ndo estar
diretamente relacionado com os flavonoides de forma independente, mas com
interagdes entre mais de um composto bioativo presente.

Uma possibilidade que esta em aberto se refere a avaliacdo do tipo de
estresse metabdlico que ocorre nas células que leva a uma diferenca de consumo
dos compostos para estes extratos. Outra caracteristica importante a ser avaliada se
refere a possibilidade de reacdo destas substancias no proprio meio extracelular,

seja por enzimas excretadas ou por compostos reativos derivados do processo de
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morte celular.

c) quantificacdo dos flavonoides presentes nos extratos de folhas de
amoreira

A quantificacdo dos 6 principais flavonoides identificados nos extratos
foi realizada com o objetivo de se verificar se haveria possiveis sinergismos entre
eles relacionados a atividade estrogénica. Durante o periodo em que as analises
quantitativas foram realizadas, nao foi possivel obter padrbes analiticos comerciais
para todos os analitos devido ao tempo necessario para a importagcdo de alguns
deles. O isolamento e a purificacdo se tornariam inviaveis, visto que todos os
experimentos realizados nesse trabalho foram realizados em escala analitica de
poucos mililitros. Para se obter quantidades suficientes dos flavonoides para os
estudos quantitativos, seria necessario incialmente escalonar o processo de
extragdo, o que demandaria certo tempo e uma grande quantidade de material
vegetal. Por outro lado, seria possivel utilizar o padrdo analitico de um uma
substancia para estimar a concentragao das demais. Para isso, uma boa correlagao
deve existir entre a resposta analitica do padrao de referéncia e a resposta total dos
analitos para os quais foi usada a curva de calibragdo®?°.

No conjunto dos principais flavonoides presentes nos extratos de folhas
de amoreira, foram identificados pares de compostos bastante similares que se
diferenciavam por uma hidroxila em meta no anel B, mas que possuiam a mesma
molécula de acgucar como substituinte na mesma posicdo. A astragalina e a
isoquercetina possuiam uma molécula de glicose ligada ao nucleo da respectiva
aglicona. A rutina e o campferol 3-O-rutinosideo tinham uma molécula de rutinose
como substituinte comum. Os outros dois possuiam como caracteristica comum uma
molécula de glicose substituida por um grupo malonil na posicdo 6 do anel do
agucar.

Para verificar se haveria correlacdo entre as concentracdes desses
analitos nos extratos em diferentes niveis, analises LC-UV (260 nm) e LC-MS/MS
(no modo de perda neutra) foram realizadas com o extrato preparado com 50%
EtOH, uma vez que esse extrato que apresentou os sinais mais intensos para os
flavonoides. As analises de perda neutra foram escolhidas por permitirem monitorar
a perda do substituinte glicosidico, caracteristica comum para o par de flavonoides e
que foi observada em todos os espectros MS/MS no modo de ions produto. Para o
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par isoquercetina / astragalina, foi monitorada a perda de 162 u.m.a,,
correspondente a uma molécula de glicose. Para a rutina / campferol 3-O-
rutinosideo, foi monitorada a perda de 308 referente a perda do dissacarideo
rutinose e para a quercetina / campferol 3-O-(6"-malonil glicosideo), foi monitorada a
perda de 248 u.m.a. atribuida a perda de uma molécula de glicose malonil
substituida (FIGURA 4.66). As analises foram realizadas no modo positivo de

ionizagao por este ter apresentado as bandas cromatograficas mais intensas.
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FIGURA 4.66 - Cromatograma LC-MS/MS obtido no modo de perda neutra para os 6

principais flavonoides identificados nos extratos de folhas de amoreira. 1: rutina; 2:
isoquercetina; 3: campferol 3-O-rutinosideo; 4: astragalina: 5: quercetina 3-(6”- malonil-glicosideo); 6:
campferol 3-(6”- malonil-glicosideo). Fase A: H20/HCOOH 0,025%; Fase B: ACN/HCOOH 0,025%;
Gradiente: 18 - 40%, 10min, 40% em 5 min; Detecgao: DAD 200-800 nm; Vazao: 600 uL.min'1. Vol.
injecdo: 5 uL; Temperatura: 40°C.CUR: 45 psi; IS: 4keV; TEMP: 400; GAS 1: 50 psi; GAS 2: 13,3 psi;
DP: 50 eV; FP: 312 eV; EP: 10,2 eV; CAD: 9 psi; CE: 36 eV; CXP: 15 eV; Dwell time: 100ms.

As analises de correlacdo foram realizadas entre as areas do
flavonoide derivado da quercetina (analito de referéncia) e a soma das areas dos
dois analogos. Essas correlagdes foram avaliadas em trés niveis de concentragao
do extrato preparado com 50% EtOH: 250 pg.mL™", 2,50 mg.mL™" e 5,00 mg.mL™. Os
resultados mostraram que as respostas analiticas dos pares de flavonoides que
possuiam a mesma molécula de agucar como substituinte apresentaram elevada
correlagdo tanto nas analises LC-MS/MS quanto nas analises LC-UV para os 3
niveis de concentragao dos extratos testadas (FIGURA 4.67). Sendo assim, a curva
de calibracdo de um flavonoide poderia ser utilizada para estimar a concentracédo do

seu analogo no mesmo extrato.
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FIGURA 4.67 - Analises de correlacdo entre a resposta analitica de um flavonoide e
a resposta total obtida para o par de homélogos por LC-MS/MS (A) e LC-DAD (B).

O método mais apropriado para se determinar a concentragdo de um
analito em uma matriz complexa seria a adigdo-padrdao, pois ele minimizaria
possiveis efeitos de matriz. No entanto, pelos principios do método, ndo seria
possivel utiliza-lo para estimar a concentragdo de um composto analogo a partir dos
dados de um padrao de referéncia. Nesse caso o método mais apropriado seria o de
padronizagao externa.

Para que a padronizacdo externa pudesse ser utilizada como método
para quantificacdo dos flavonoides, seria necessario inicialmente verificar se os
extratos possuiriam compostos que estivessem eluindo juntamente algum dos

analitos de interesse, causando uma interferéncia no resultado da analise. Nesse
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sentido, para 6 extratos preparados com misturas 25, 40, 55, 70, 85 e 99% EtOH
(v/v) curvas de calibragdo por adigdo-padrdo foram construidas em triplicata.
Amostras de cada extrato na concentragéo de 2,5 mg.mL'1 foram fortificadas com
volumes conhecidos dos os 3 padrdes de referéncia, os derivados glicosilados da
quercetina. Também foram construidas em ftriplicata, curvas de calibragdo externa
para os mesmos 3 padrdes de referéncia. Em ambas, a naringina (flavanona 7-O-
glicosideo) foi utilizada como padrao interno para corrigir pequenas variagdes do
sinal analitico decorrentes do preparo de amostra e da analise. A naringina € um
derivado glicosidico da flavanona narigenina, encontrada em folhas de frutas citricas
e ausente em folhas de amoreira. No método analitico desenvolvido nesse trabalho,
esse analito apresentou retengcdo préxima aos flavonoides de interesse, sem

comprometer a resolugdo dos mesmos (FIGURA 4.68)

HO OH O
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204
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FIGURA 4.68 - Cromatograma de um extrato de folhas da amoreira ao qual foi
adicionada naringina (50 pg.mL™) (P). 1: rutina; 2: isoquercetina; 3: campferol 3-O-
rutinosideo; 4: astragalina: 5: quercetina 3-(6”- malonil-glicosideo); 6: campferol 3-(6”- malonil-

glicosideo). PI: padrao intergno, narigina. Fase A: H,O/HCOOH 0,1%; Fase B: ACN/HCOOH 0,1%;
Gradiente: 5 -100%, 60min, 100% 10 min; Deteccéo: DAD 200-800 nm; Vazao: 600 pL.min'1. Vol.
injecdo: 5 puL; Temperatura: 40°C.

Os métodos de adicao-padrdo e padronizagcdo externa apresentaram
boa linearidade, com modelos lineares bem ajustados, capazes de explicar mais de
99% da variancia total dos dados para cada um dos padrdes de referéncia em todos
os extratos. Os graficos dos modelos lineares mostraram que os ajustes dos dois
métodos levaram a duas retas paralelas (ANEXO 10). Isso significa que os extratos
nao apresentaram interferentes que pudessem comprometer a quantificacdo dos

analitos, haja visto que os modelos gerados pelo método de adigdo-padrao e
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padronizacdo externa foram equivalentes. Os valores dos coeficientes angulares

obtidos pelas equacgdes de reta para os dois modelos estavam bastante proximos,

evidenciando o paralelismo entre as curvas de regressao e confirmando assim a
equivaléncia (TABELA 4.14).

TABELA 4.14 - Coeficientes dos modelos lineares para a quantificagcdo dos
flavonoides nos extratos

padréo de referéncia (y = bg + b1x)

método . : , quercetina 3-O-(6”-
rutina |soquercet|na . . ,
malonil glicosideo)
bo= 0,027+0,018 bo= 0,039+0,028 bo= 0,053+0,040
PE bs= 0,03769+0,00032 bs= 0,04868+0,00051 bi= 0,04752+0,00071
r’=0,9986 r’=0,9979 ’=0,9957
ANOVA | Frea= 13852 | p=<0,0001 | Freg= 9029 | p=<0,0001 [ Fre=4400 [ p=<0,0001
Fr=1,805 | p=0,2041 Fu=2,409 [p=0,09753 [Fy=2,212 | p=0,1238
AP bo= 0,202+0,027 bo= 0,545+0,045 bo= 0,221+0,037
950, | Dy= 0,03732£0,00049 bs= 0,04891+0,00081 bi= 0,04812+0,00063
° | r?=0,9968 r’=0,9949 ’=0,9967
ANOVA | Fres=5919 [ p=<0,0001 [ Freg= 3706 [ p=<0,0001 | Freg=5739 [ p= < 0,0001
Fr=2,650 | p=0,07329 |F=2,950 [p=0,05171 |Fy=1,887 | p=0,1845
AP bo= 0,851+0,034 bo= 1,618+0,035 bo= 0,328+0,054
409 | 1= 0,03742:0,00061 bs= 0,04939+0,00063 | bs= 0,04940+0,00096
° | r?=0,9950 r’=0,9969 ’=0,9928
ANOVA | Fres= 3781 [ p=<0,0001 [ Freg= 6110 [ p=<0,0001 | Freg=2620 [ p= < 0,0001
Fr=2,586 | p=0,07904 | F=0,7476 | p=0,6484 F=2,932 | p=0,05282
AP bo= 1,173+0,040 bo= 2,126+0,051 bo= 0,515+0,051
550, | 0r=0,03756+0,00072 bs= 0,04942+0,00091 | bs=0,04913+0,00090
° | r?=0,9931 r’=0,9936 ’=0,9936
ANOVA | Fres=2735 [ p=<0,0001 [ Freg= 2950 [ p=<0,0001 | Freg=2959 [ p= < 0,0001
Fn=2,384 | p=0,1005 | F=2,009 [p=0,1587 Fu=2,932 | p=0,05277
AP bo= 1,224+0,040 bo= 1,872+0,041 bo= 0,386+0,055
209 | bi=0,03813£0,00072 bi= 0,04962+0,00073 | bs=0,04941+0,00098
° 1r*=0,9933 r’=0,9959 ’=0,9926
ANOVA | Free= 2817 [ p=<0,0001 [ Freg= 4615 | p= <0,0001 [ Freg=2549 [ p=<0,0001
Fr=2,198 | p=0,1260 | F;=0,4004 |p=0,6762 Fu=2,945 | p=0,05201
AP bo= 0,872+0,037 bo= 1,547+0,050 bo= 0,232+0,053
g5, | bi=0,03664£0,00065 bi= 0,04935+0,00089 | bs=0,4838+0,00094
° 1r?=0,9940 r’=0,9938 r’=0,9932
ANOVA | Fres= 3148 [ p=<0,0001 [ Freg= 3046 | p=<0,0001 [ Freg=2775 [ p=<0,0001
Fr=2,251 | p=0,1181 Fs=0,6243 | p=0,6925 Fu=2,909 | p=0,05421
AP bo= 0,793+0,034 bo= 1,322+0,050 bo= 0,264+0,051
999, | bi=0,03745£0,00061 bi= 0,04918+0,00090 | bs= 0,04684+0,00090
° 1r?=0,9950 ?=0,9937 ?=0,9930
ANOVA | Frea= 3781 [ p=<0,0001 [ Freg= 2997 [ p=<0,0001 | Fre=2695 | p= < 0,0001
Fi=1,060 | p=0,4908 | F=2,497 |p=0,08779 |F=2,113 | p=0,1397

PE - padronizagao externa; AP - adicdo de padréo; Freq: valor calculado para o teste F (modelo de
regressao); F;: valor calculado para o teste F (falta de ajuste do modelo) p: probabilidade da hipétese
nula ser verdadeira (o = 0,05)
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A equivaléncia entre os métodos de adigdo-padrdo e padronizacao
permitiu que esse ultimo fosse utilizado para estimar a concentracdo dos 6
flavonoides nos extratos preparados, que inicialmente foram calculadas em p,tg.mL'1
e em seguida teores (%em/m de extrato seco) (TABELA 4.15). Pelos valores obtidos,
notou-se que a concentragado dos flavonoides aumentava com um maior percentual

alcoodlico no solvente extrator.

TABELA 4.15 - Teores de flavonoides encontrados nos extratos preparados com
diferentes composic¢des hidroalcodlicas

% Etanol | RUT | 1SOQ | C-RUT| AST | Q-MALGLC | C-MALGLC | total
no extrato | (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 0,06 | 0,18 0,02 0,12 0,007 0,00” 0,38
5 0,28 | 0,16 0,03 0,10 0,00% 0,00% 0,57
10 0,24 | 0,10 0,06 0,07 0,00% 0,00" 0,47
15 0,15 | 0,18 0,01 0,06 0,00” 0,00” 0,40
20 0,16 | 0,56 0,04 0,12 0,00% 0,00% 0,87
25 022 | 0,44 0,07 0,14 0,18 0,10 1,16
30 0,58 | 0,92 0,15 0,30 0,14 0,06 2,14
35 0,76 | 1,11 0,24 0,36 0,19 0,10 2,75
40 0,91 1,31 0,38 0,45 0,27 0,16 3,48
45 1,40 | 1,97 0,55 0,55 0,47 0,22 515
50 1,38 | 1,88 0,51 0,51 0,45 0,21 4,94
55 1,25 | 1,72 0,63 0,61 0,42 0,25 4,87
60 1,44 | 1,81 0,54 0,53 0,42 0,20 4,93
65 1,65 | 2,06 0,63 0,60 0,46 0,23 5,62
70 1,28 | 1,51 0,60 0,58 0,31 0,20 4,49
75 1,36 | 1,72 0,54 0,54 0,34 0,18 4,68
80 1,15 | 1,48 0,50 0,48 0,26 0,15 4,03
85 0,95 | 1,25 0,66 0,63 0,19 0,17 3,87
90 1,73 | 2,25 0,80 0,77 0,31 0,18 6,04
95 1,31 1,74 0,60 0,63 0,21 0,12 4,61
99 0,85 | 1,07 0,65 0,66 0,22 0,05 3,50

RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo; AST - astragalina;

Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6”-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-(6"-malonil-glicosideo)
- abaixo do limite inferior de quantificagéo

Analisando-se comparativamente esses resultados com os perfis de
atividade bioldgica, pode-se perceber que nos trés testes realizados, os flavonoides
quando considerados individualmente nao influenciaram significativamente a
resposta observada. Entretanto, notou-se que o aumento no teor total de
flavonoides, houve uma diminuigdo da atividade estrogénica (FIGURA 4.69A) e o
aparecimento de citotoxicidade para células sadias (FIGURA 4.69B). Ja no teste de

seletividade, os flavonoides pareceram néao influenciar os resultados obtidos, pois
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nao foi possivel observar uma tendéncia que pudesse relacionar o aumento

na

concentracgéo total de flavonoides com a atividade observada (FIGURA 4.69C).
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FIGURA 4.69 - Analise dos teores de flavonoides em fungao da composicao
etandlica do solvente extrator e da atividade bioldgica avaliada. A: estrogenicidade
(MCF-7), B: citotoxicidade (BALB/c 3T3 clone A31), C: seletividade (MDA-MB-231).

Com base nos resultados das analises de perfil quimico apresentadas

até aqui, conclui-se que os seis flavonoides identificados nos extratos de folhas de

amoreira estariam relacionados com a atividade estrogénica, e, portanto, poderiam

ser considerados fitoestrégenos. Por estarem relacionados com a atividade bioldgica

e ja terem sido identificados em folhas de amoreiras em diferentes estudos, os seis
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compostos foram escolhidos como marcadores quimicos para o controle de
qualidade do material vegetal utilizado no preparo dos extratos, o que inclui a analise
de autenticidade do material. Cabe ressaltar, no entanto, que para que esses
mesmos flavonoides sejam selecionados como marcadores quimicos para o controle
de qualidade do extrato como IFAV na formulagdo de MFs ou PTFs, estudos in vivo
tém que ser realizados, ou ao menos, um numero maior de relatos de atividade
terapéutica tem que ser publicado na literatura cientifica.

A isoquercetina (quercetina 3-O-glicosideo), um dos flavonoides
majoritarios em todos os extratos, também esta relacionada com o fato da folha de
amoreira ser o alimento exclusivo do bicho-da-seda. Juntamente com a morina,
flavonoide caracteristico das espécies Morus sp. e com Oleos essenciais, €
responsavel por atrair o bicho-da-seda e esta diretamente relacionada a mordida,
sem necessariamente estar envolvida no processo de ingestéom. Apenas para
ilustrar a sua importancia nesse processo, substituindo-se a glicose pela ramnose ou
mesmo a rutinose na molécula desse flavonoide, a planta deixa de ter um efeito
atrativo e passa a apresentar um efeito repulsivo ao bicho-da-seda®’. A morina,

entretanto, ndo foi detectada nos extratos preparados nesse trabalho.

4.3.3 - VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA OS
MARCADORES QUIMICOS

Usando os resultados apresentados anteriormente, seis flavonoides
glicosilados (3 pares de analogos) foram selecionados como marcadores quimicos
para analises de monitoramento da qualidade da matéria-prima utilizada no preparo
dos extratos biologicamente ativos. Na secéo 4.3.2.2.2, alinea “c” foi mostrado que,
utilizando-se padrbes de referéncia para 3 flavonoides, seria possivel estimar as
concentracbes dos seus respectivos analogos. Logo, para que essas estimativas
fossem validas, o método teria que ser confiavel. A melhor forma de se ter
credibilidade em um método analitico € por meio da validagao das figuras de mérito,
relacionadas as analises. As figuras de mérito e os valores aceitaveis na validacao
dependem das diretrizes utilizadas para essa finalidade, as quais variam de acordo
com a aplicabilidade das analises e geralmente sdo propostas por autoridades
regulamentadoras e/ou fiscalizadoras.

Nesse trabalho o método desenvolvido foi validado para os flavonoides
rutina, isoquercetina e quercetina 3-O-(6"-malonil glicosideo) com base nas

191



recomendacdes da ANVISA dispostas nas resolugdes RE n°. 899 de 29 de maio de
2003'® e RDC n°. 27 de 17 de maio de 2012'® . De acordo com as orientagdes da
agéncia regulamentadora para “Controle de qualidade de extratos vegetais e
fitoterapicos” divulgadas pela Geréncia de Medicamentos Isentos, Especificos,
Fitoterapicos e Homeopaticos (GMEFH - ANVISA), “a validacdo da metodologia
analitica para fitoterapicos deve ser feita de acordo com o disposto na RE 899/03,
porém, os resultados podem seguir os niveis de aceitacao estipulados para métodos
bioanaliticos, considerando-se a complexidade da matéria-prima vegetal”225. Niveis
esses que estao publicados na resolucéo 27/2012.

A seletividade do método mede a sua capacidade em identificar e
quantificar um analito de interesse na presenga de interferentes, tais como
impurezas, produtos de degradacdo e outras substancias constituintes de uma
matriz complexa. No trabalho, esse parametro foi avaliado por meio de analise
comparativa entre os cromatogramas obtidos para os padrées de referéncia
comerciais e o cromatograma obtido para o extrato de folhas de amoreira preparado
com 30% EtOH. Esse extrato, dentre aqueles com melhor atividade bioldgica,
preparados com 20 a 30% de etanol, foi o que apresentou os maiores teores de
flavonoides. A analise dos cromatogramas obtidos mostrou que ndo havia coeluigao

de interferentes para qualquer um deles (FIGURA 4.70).

)
-
o
o

1

J— 9
80 extrato 30% EtOH
— rutina

60 — isoquercetina
quercetina 3-O-(6"malonil

40 glicosideo)

tempo (min)

absorbancia relativa (%

FIGURA 4.70 - Analise comparativa das substancias de referéncia e os respectivos

flavonoides no extrato preparado com 30% Etanol. Fase A: H,O/HCOOH 0,1%; Fase B:
ACN/HCOOH 0,1%; Gradiente: 5 -100%, 60min, 100% 10 min; Detecgao: DAD 200-800 nm; Vazao:
1000 pL.min'1. Vol. inje¢éo: 5 pL; Temperatura: 40°C

A seletividade também foi analisada com base nos resultados das
estimativas de concentragao dos 3 analitos em amostras do extrato com 30% EtOH,
sem a adicao dos padrdes e fortificadas nas concentracdes de 3, 50 e 75 mg.mL'1.

Essas 3 concentragdes foram escolhidas por serem respectivamente: (i) 3 vezes o
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limite inferior de quantificagdo; (ii) proximo aos limites inferior e superior de
quantificagao; e (iii) 75% do limite superior de quantificagéo.

As concentracdes dos marcadores de referéncia foram estimadas a
partir de uma curva de calibragdo em agua (padronizagao externa). Nas amostras
que foram fortificadas, foram calculadas as concentragdes totais, sendo em seguida
subtraida a concentracdo do padrédo de referéncia que foi adicionado (TABELA
4.16).

TABELA 4.16 - Concentragédo dos padrdes de referéncia no extrato com 30%de
etanol

guercetina 3-O-(6”-

analito rutina iIsogquercetina T
malonil glicosideo)

sem p y -
fortificago 14,462+0,077 pg.mL 22,933+0,089 pg.mL 3,424+0,047 pg.mL

3,0 pg.mL™* | 14,487+0,096 ug.mL” | 23,00+0,10 ug.mL™" | 3,460+0,026 pug.mL™

50 pg.mL* | 14,440+0,096 ug.mL" | 22,92+0,10 ug.mL”" | 3,438+0,021 pg.mL™”

75 ng.mL? | 14,440 + 0,022 pg.mL™ | 22,969 + 0,088 ug.mL™" | 3,449+0,027 pg.mL™

Dois testes estatisticos (F e t-Student pareado) foram aplicados para
verificar se os valores estimados eram significativos usando os dados das amostras
nao certificadas como referencial. O primeiro teve como objetivo verificar se as
variancias dos conjuntos de dados seriam comparaveis. O ultimo buscava verificar
se os valores obtidos para as concentragdes seriam estatisticamente equivalentes.
O teste F mostrou que, no nivel de confianga de 95%, as variancias dos conjuntos
de dados foram comparaveis em qualquer um dos niveis de fortificacédo, indicando
que todos os valores poderiam ser utilizados para se calcular a variancia global do
modelo. O teste t-pareado mostrou que no mesmo nivel de confianca ndo houve
diferenga estatisticamente significativa entre as amostras com 95% de confianga
(TABELA 4.17). Com esses resultados, pode-se concluir que o método foi seletivo
para os analitos de interesse, sem efeito de matriz devido a outros componentes

presentes no extrato.
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TABELA 4.17 - Teste t-pareado e teste F para a seletividade do método analitico

. , teste F teste t-student
analito Nivel g.l 3 5 n 5
3 ug.mL'1 5 1,336 | 0,7586 | 0,6131 | 0,5535
E 50 ug.mL'1 5 1,533 | 0,6507 | 0,4397 | 0,6695
§ 75 ug.mL'1 5 2,084 | 0,4395 | 0,5519 | 0,5931
nao fortificado 5
ccs 3 ug.mL'1 5 1,327 | 0,7640 | 1,155 | 0,2748
e
< 50 ug.mL'1 5 1,281 | 0,7905 | 0,1546 | 0,8802
o
§ 75 pg.mL'1 5 1,009 | 0,9920 | 0,7090 | 0,4945
O
_8 néo fortificado 5
= 3 ug.mL'1 5 3,283 | 0,2180 | 1,648 | 0,1304
C ~~~
g % § 50 pg.mL'1 5 4969 | 0,1032 | 0,6440 | 0,5341
§ .g 3 75 pg.mL'1 5 3,018 | 0,2507 | 1,122 | 0,2881
22
50O 2| naofortificado | 5

A linearidade é o parametro que avalia se a resposta analitica é

diretamente proporcional a concentragdo dos analitos em um dado intervalo. Nesse
trabalho, ela foi avaliada em triplicata para os 3 padroes de referéncia, na faixa de 1
a 100 ug.mL'1. Analisando-se os graficos com os modelos de regressao para cada

padrao de referéncia, observou-se que uma relagao linear entre as areas e as

concentracdes de cada analito (FIGURA 4.71).
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FIGURA 4.71 - Modelos de regressao linear para a avaliagéo da linearidade na faixa
de 1.a 100 pg.mL™" (em &gua) para rutina (A), isoquercetina (B) e quercetina 3-O-(6"-
malonil glicosideo) (C).
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Matematicamente, as relacdes lineares foram descritas por equacdes
obtidas pelo método dos minimos quadrados (TABELA 4.18). Em todas as
concentracdes utilizadas para a construgao dos 3 modelos, o desvio padrao relativo
proveniente das analises das replicatas foi inferior a 10% e, portanto dentro das
condigbes aceitas pela ANVISA (maximo de 20% para o limite inferior de
quantificacdo e 15% para os demais pontos). Os coeficientes de correlagéo
apresentaram valores acima de 0,999, com uma magnitude acima do minimo
preconizado pela agéncia regulamentadora (r > 0,99). Além disso, os graficos de
residuos mostraram uma homocedasticidade dos dados, visto que os residuos se

mantiveram proximos a zero (FIGURA 4.72).

TABELA 4.18 - Equag¢des matematicas dos modelos de regressao linear obtidos
para os padroes de referéncia dos flavonoides

. . : coeficiente de
analito equacao do modelo linear ~
correlacao
rutina y=(18,948,1)+(14,22+0,14)x r=0,9990
isoquercetina y=(11,8+7,8)+(20,43+0,14)x r=0,9995
quercetina 3-O-(6”- y=(27£10)+(19,990,19)x r=0,9991
malonil glicosideo)
A grafico de residuos B gréafico de residuos C grafico de residuos
E PR I SRS E ....... ; ....... e : Z ol g E AAAAAAA 3 AAAAAAA : AAAAAAAAAAAAA é 0’. ........ : ....... R e .

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

concentracdo (ug.mL™") concentracdo (ug.mL™") concentragao (ug.mL™")

FIGURA 4.72 - Graficos de residuos dos modelos de regressao linear para os 3
flavonoides de referéncia: rutina (A), isoquercetina (B) e quercetina 3-O-(6"-malonil
glicosideo) (C).

A andlise de variancia (ANOVA) realizada para cada modelo linear
mostrou que todos eles apresentaram bons ajustes aos conjuntos de dados e foram
capazes de explicar mais de 99,5% de toda a variancia total (TABELA 4.19).

Diante desses resultados, conclui-se que o modelo linear teve um bom
ajuste as respostas analiticas dos trés conjuntos de dados avaliados em func&o da
concentracdo do padrao de referéncia. Portanto, as concentragcdes dos flavonoides

no extrato poderiam ser corretamente estimadas na faixa de 1 a 100 pug.mL™.
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TABELA 4.19 - Analise de variancia (ANOVA) para os modelos lineares de
regressao para cada padrao de referéncia utilizado na validagdo do método analitico

| ANOVA - rutina |

variagao SQ g.l. MQ F p
Regressao 4135853 | 1 4135853 | 7984 | <0,0001
Residuo 8288 16 518,0
F, ajuste 3254 4 813,4 1,974 | 0,1613
Erro puro 4945 12 412.09
total 4144141 | 17
% variagdo maxima explicada 99,80
% variacdo maxima explicavel 99,88
ANOVA - isoquercetina
variagao SQ g.l. MQ F p
Regressao 8433365 | 1 8433365 | 8325 | <0,0001
Residuo 7596 16 474,8
F. ajuste 3436 4 859,1 2,543 | 0,08737
Erro puro 4054 12 337,8
total 8440962 | 17
% variagdo maxima explicada 99,91
% variacdo maxima explicavel 99,95
ANOVA - quercetina 3-O-(6”-malonil glicosideo)
variagao SQ g.l. MQ F p
Regressao 8529633 | 1 8529634 | 9396 | <0,0001
Residuo 14525 16 907,8
F. ajuste 6757 4 1689 2,686 | 0,07531
Erro puro 7548 12 629,0
total 8544159 | 17
% variagdo maxima explicada 99,83
% variagdo maxima explicavel 99,91

SQ: soma quadratica; g.l.: graus de liberdade; MQ: média quadratica; F: valor calculado
para o teste F; p: probabilidade da hipdtese nula ser verdadeira (o = 0,05); F. ajuste: falta
de ajuste

A precisdao € um parametro através da qual se avalia a dispersdo dos
dados obtidos para diferentes amostras provenientes de um mesmo produto, nesse
caso, do mesmo extrato. Para a avaliacdo desse parametro, foram preparadas
amostras dos 3 padrdes de referéncia em 3 niveis de concentragdo: baixo (3,0
ng.mL™), médio (50 ug.mL™") e alto (75 pg.mL™"). A precisdo pode ser dividida em
repetibilidade (ou intracorridas) e precisao intermediaria. A primeira buscava avaliar
a dispersao dos dados ao longo de um dia. Por isso, amostras foram preparadas em
triplicata para cada nivel de concentragdo e analisadas aleatoriamente no mesmo
dia. Os coeficientes de variagado (CV) obtidos para a repetibilidade estavam, para

todos os niveis avaliados, abaixo dos 5%, muito melhor do que o limite de 15%
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aceito pela ANVISA. Isso significa que as replicatas preparadas para esse ensaio

apresentaram pouca dispersédo dos dados (TABELA 4.20).

TABELA 4.20 - Coeficientes de variagao para a repetibilidade do método analitico

: CV (%)
analito 1 1 1
3 pg.mL 50 pg.mL 75 pg.mL
rutina 4,07 1,89 1,47
iIsoquercetina 3,17 1,73 1,46
guercetina 3-O-(6”-malonil glicosideo) 4,44 1,72 1,18

A precisdo intermediaria (ou intercorridas) visava avaliar a
concordancia de resultados obtidos em dias diferentes. Para isso, amostras
contendo os padrdes de referéncia foram preparadas em quintuplicata nos mesmos
3 niveis de concentracdo. Elas foram analisadas em dois dias ndo-consecutivos. O
teste F e o teste t-Student mostraram que, no nivel de 95% de confianga, as
variancias eram comparaveis e estatisticamente nao havia diferenca entre os dados
obtidos para cada analito em cada um dos dias (TABELA 4.21). Portanto, os dados
poderiam ser analisados em conjunto para a obtengcdo do coeficiente de variancia

global.

TABELA 4.21 - Teste F e t-Student para comparac¢ao dos dados obtidos para
precisdo intermediaria

. ~ . teste F teste t-Student
analito | concentracédo | dia| g.l
F p t p
spgml’ | 2| 5 | 2140 04794 | 02083 | 07745
©
£ 50 ug.mL’ | 1 | 4 | 1.700 | 06198 | 0,2499 | 0,8089
5ugml’ | 3| 4 | 2153 | 04759 | 0,1720 | 0.8677
2 3 ug.mL™” ; j 2,061 | 0,5010 | 0,6180 | 0,5538
b
5 50 ug.mL™” ; j 1,716 | 0,6136 | 0,4089 | 0,6932
=)
(e
@ 75 ug.mL™” ; j 2,935 10,3218 | 0,8668 | 0,4113
wZ~| 3pugmL’ 114 | 3040 | 03070 | 0,5208 | 0,6166
© S 9 2 | 4
STo ) 1| 4
© Ew | 50pug.mL 1,894 | 0,5515 | 0,6169 | 0,5545
L ==
0 2| 75pg.mL” ; j 1,694 | 0,6223 | 0,06600 | 0,9490
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Na analise conjunta com todas as replicatas, o método apresentou
coeficientes de variacdo com valores maiores que aqueles obtidos para a
repetibilidade na precisdo intermediaria (TABELA 4.22). Mesmo assim, todos os
valores obtidos para os 3 analitos de referéncia nos 3 niveis de concentragéo
analisados estavam abaixo dos valores maximos aceitos pela ANVISA (TABELA
4.23).

TABELA 4.22 - Coeficientes de variagado para a precisao intermediaria do método

. CV (%)
analito 1 1 1
3 pg.mL 50 pg.mL 75 pg.mL
rutina 6,85 3,61 4,94
isoquercetina 5,96 3,53 2,93
guercetina 3-O-(6”-malonil glicosideo) 8,51 4,08 3,55

A exatidao é um parametro que avalia a concordancia entre o resultado
experimental e o valor de referéncia acreditado como verdadeiro. A forma ideal de
se avaliar a exatiddo de um método seria fortificar uma amostra isenta do analito
com uma concentracdo definida do mesmo e observar o quanto o resultado
experimental (no caso a concentragado) se aproxima do valor real. No entanto, para
amostras complexas como os extratos vegetais, ndo € possivel obter a matriz isenta
do analito, por isso a avaliacao da exatidao é feita de outra forma.

Nesse trabalho a exatiddo do método foi avaliada com base em
andlises de amostras de extrato fortificadas com quantidades conhecidas dos
analitos de referéncia em 3 niveis de concentracdo: baixo (3,0 pg.mL™"), médio (50
ng.mL™") e alto (75 ng.mL™). O extrato foi utilizado na concentracdo de 2,5 mg.mL™
para que as respostas analiticas obtidas para as amostras fortificadas estivessem
dentro da faixa linear. Amostras do extrato nao-fortificado também foram analisadas
para se conhecer a concentracdo dos analitos de referéncia no extrato.

Determinadas as concentracdes de cada analito nas duas amostras
(fortificada e nao-fortificada), subtraia-se o valor correspondente a concentragdo do
analito componente do extrato. O valor restante corresponderia a quantidade do
composto de referéncia que foi adicionado ao extrato. A exatidao foi calculada pela

equacao:

concentracio média experimental

exatidao = x 100% eq. 4.11

concentragio teérica ou nominal
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Outra forma de se expressar a exatidao do método € pelo erro padrao
relativo (EPR) que mede o distanciamento do valor experimental em relac&o ao valor

tedrico (ou nominal):

concentragdo média experimental—valor nominal

EPR = x 100% eq. 4.12

valor nominal

Nesse estudo, os valores de exatiddo ficaram proximos a 100% com
baixa dispersdo de dados para cada um dos analitos de interesse (TABELA 4.21).
Os valores de EPR também mostraram boa proximidade com os valores teoricos e

foram menores que o maximo aceito pela ANVISA (15%).

TABELA 4.23 - Exatidao obtida para o método analitico em 3 niveis de concentragao
dos analitos de referéncia

analito concentracdo | exatidao (%) EPR (%)
3 png.mL™ 100,9+2,2 0,85
rutina 50 pg.mL™ 99,95+0,19 0,044
75 pg.mL™ 99,972+0,072 | 0,028
3 ug.mL”’ 102,1+3,4 2,13
isoquercetina 50 pug.mL™”’ 99,98+0,20 0,017
75 ug.mL”’ 100,05+0,12 0,048
_ _ 3 ug.mL”’ 101,21+0,87 1,21
e ooy o 50 ug.mL" | 100,027£0,042 | 0,027
75 ug.mL”" | 100,044+0,041 | 0,044

O intervalo de aplicacdo é a faixa de concentracdo delimitada pelos
limites de quantificacdo inferior e superior na qual o método apresenta boa
linearidade, precisdo e exatiddo e que sera aplicado para analises de amostras nas
quais se deseja quantificar o analito para o qual os parametros mencionados foram
validados. A concentracdo deste nas amostras deve estar dentro do intervalo
especificado. Caso contrario, € necessario manipular a amostra por diluicdo ou
concentracédo para que essa condigao seja atendida.

Nesse trabalho, observou-se que o método analitico apresentou boa
linearidade, precisdo e exatiddo para os flavonoides de referéncia rutina,
isoquercetina e quercetina 3-O-(6"-malonil-glicosideo) na faixa de 1 a 100 pg.mL™".
Nessa faixa, foi possivel quantificar os seus teores no extrato com 30% EtOH diluido

para as concentracdes de 2,5 a 10 mg.mL'1.
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A robustez € um parametro que mede a capacidade do método em
resistir a pequenas variagcbes nas condi¢des cromatograficas, indicando a sua
confiabilidade para analises de rotina. No caso de um método cromatografico, ela
avalia se pequenas variagdes nas condi¢cdes experimentais de analise interferem na
separagdo cromatografica. Nessa etapa, o0 maior numero de parametros
experimentais deve ser avaliado para assegurar uma maior confiabilidade ao
método, implicando em um grande numero de experimentos. O planejamento
experimental, nesse caso, torna-se especialmente interessante por permitir analisar
muitas variaveis com poucos experimentos, principalmente quando o método
envolve a quantificacdo de muitos analitos®?®.

No planejamento experimental de fragdo meia com 16 experimentos,
os contrastes principais estavam confundidos com os de mais alta ordem de
interagéo (4 fatores), Dessa forma, foi possivel avaliar se pequenas variagées nos
parametros cromatograficos em questdo comprometeriam a separagao
cromatografica e consequentemente a quantificagcdo dos analitos de interesse. As
resolucdes entre as bandas cromatograficas dos flavonoides foram utilizadas como
variavel dependente no planejamento. Por serem multiplas respostas, elas foram
convertidas em um unico valor de desejabilidade total por meio das equagdes 4.4 e
4.5 (ANEXO 8).

Uma analise do grafico de contrastes sugeriu que dos cinco fatores
avaliados, apenas o pH da fase movel (A) apresentou variagbes que afetaram
significativamente a separagdo cromatografica (FIGURA 4.73). Além dela, foi
possivel observar que 2 interacbes também se mostraram significativas, embora
estivessem contribuindo com aproximadamente metade do efeito observado para a
variavel principal acima. O tempo de gradiente foi a variavel comum envolvida nas
duas interacdes, das quais também participaram o pH e a vazao da fase moével. No
caso das interagdes, com excegao do pH, as outras duas variaveis principais (que
possuem um efeito de maior ordem quando comparado com aquele apresentado por
uma interagao entre duas variaveis) nao apresentaram efeitos significativos. Sendo
assim, embora a interacdo BC tenha apresentado um efeito numericamente maior
que o da interacdo AC, essa ultima se torna mais relevante pelo fato de a variavel

principal ter apresentado um efeito significativo.
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FIGURA 4.73 - Grafico normal de contrastes para avaliagao da robustez do método
cromatografico

Quando a quantidade de acido férmico foi aumentada, diminuindo o pH
na fase mével em 0,04 unidades, (nivel “-1” do planejamento experimental),
observou-se uma coeluicdo parcial apenas nas banda cromatograficas da
isoquercetina e do campferol 3-rutinosideo (bandas 2 e 3 no cromatograma da
FIGURA 4.74), o que refletiu em uma redugéo da resolugdo cromatografica para os
dois analitos. Nessas condicdes, a separacdo dos demais flavonoides nao foi
comprometida. Para a analise do planejamento experimental, os valores de Rs foram
convertidos em uma unica variavel dependente, a desejabilidade total. Como essa
funcdo é uma média geométrica de todas as Rgs, com um peso maior para 0s
valores inferiores a 2,0 (eq. 4.4 e 4.5), a co-eluicdo ainda que parcial entre os
analitos 2 e 3 levou a uma redugdo no valor da desejabilidade total para os
experimentos realizados com a fase mével em um pH mais alto.

A coeluicao parcial pode ser um problema quando se utiliza sistemas
LC-UV para quantificagcdo, o que geralmente é feito em analises de rotina, uma vez
que os instrumentos dessa natureza apresentam menor custo. Nesse caso, o pH da
fase movel tem que ser ajustado corretamente Quando é possivel utilizar sistemas
LC-DAD para analises quantitativas, a coeluicdo parcial de dois analitos com tempos
de retencdo muito proximos deixa de ser um problema, pois com ferramentas de

deconvolugédo (presentes em muitos programas de gerenciamento) € possivel
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quantificar um analito na presenca de interferentes.

100 A

80 1

absorbéancia relativa (%)
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FIGURA 4.74 - cromatograma de referéncia para a avaliagado da robustez do método

cromatografico. 1: rutina; 2: isoquercetina; 3: campferol 3-O-rutinosideo; 4: astragalina: 5:
quercetina 3-(6"- malonil-glicosideo); 6: campferol 3-(6”- malonil-glicosideo).

De um modo geral, pode-se dizer que o método desenvolvido nesse
trabalho é um método robusto, porém ele requer que o pH da fase movel seja
ajustado corretamente para que as analises quantitativas sejam realizadas com
sucesso, principalmente quando se utiliza sistemas cromatograficos mais simples
como LC-UV.

4.3.4 - APLICACAO DO METODO ANALITICO NA PADRONIZACAO
DO EXTRATO DE FOLHAS DE AMOREIRA

Os extratos de folhas de amoreira utilizados nos ensaios celulares e
nos estudos de caracterizagado quimica foram preparados a partir do material vegetal
coletado em um determinado periodo (margo) de um ano especifico (2012). Sabe-
se, porém, que a producdo de metabdlitos secundarios ndo ocorre de maneira
uniforme na planta, sofrendo influéncias de diferentes fatores internos e externos.
Além disso, a forma como o material vegetal € manipulado também pode interferir no
teor dos fitoestrogenos presentes nos extratos, devido a perdas tanto por
degradagdo do material quanto por formas ineficazes de extragdo. Pensando na
aplicabilidade do extrato em formulacdes fitoterapicas para o tratamento dos
sintomas do climatério, essa flutuagdo nos teores de fitoestrégenos poderia
comprometer a eficiéncia do produto.

Dessa forma, a etapa final desse trabalho buscou avaliar se a
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manipulagdo do material vegetal (e os fatores diversos relacionados ao
desenvolvimento da planta) estariam comprometendo os teores de fitoestrégenos

presentes no extrato.

4.3.41 - MANIPULACAO DO MATERIAL VEGETAL PARA A
PREPARACAO DO EXTRATO.

Algumas variaveis relacionadas a manipulagdo do material vegetal para
o preparo do extrato foram mantidas constantes nos estudos anteriores. Nessa
etapa elas foram investigadas em relacdo a sua influéncia na extracdo dos
fitoestrogenos. Por isso, o extrato preparado com 30% de etanol (v/v) foi utilizado em
todos os estudos como referéncia para eventuais alteragoes.

Trés tratamentos foram avaliados para o material vegetal em relagéo a
secagem para a preparagao do extrato: secagem a sombra e temperatura ambiente
(referéncia), secagem em forno a 40°C e utilizagdo do material fresco, logo apds a
colheita. Sabe-se que temperaturas elevadas podem levar a degradagdo de
metabolitos secundarios de plantas', ao passo que & sombra e em temperatura
ambiente, o material fica suscetivel a variagbes na umidade relativa do ar, o que
pode acelerar ou retardar o processo de secagem e eventualmente levar ao
aparecimento de fungos nas folhas. A utilizagdo de folhas frescas, recém-colhidas,
teve como objetivo principal observar se a secagem das folhas poderia ocasionar
perdas significativas de flavonoides, sobretudo por degradacéo.

Analisando-se comparativamente as concentracbes dos flavonoides,
observou-se que a secagem a 40°C favoreceu a extragdo de alguns fitoestrégenos,
como a rutina, a isoquercetina, a astragalina e a quercetina 3-O-(6"-malonil
glicosideo) (FIGURA 4.75). Como o tratamento favoreceu seletivamente alguns
compostos bioativos, ele alterou o perfil que levou a atividade bioldgica observada.
Dessa forma, esse tratamento foi desconsiderado.

A andlise de variancia com teste ad hoc de Bonferroni (p < 0,001)
mostrou que nao houve diferenca significativa entre a secagem a sombra e o uso de
folhas frescas. O teste de Bonferroni € similar ao teste de Tukey realizado nos
ensaios de atividade biolégica. A diferenca entre eles € que o primeiro € mais
conservador e por isso funciona melhor quando o numero de comparagdes é
reduzido (até 5 grupos). O uso das folhas frescas nesse trabalho se tornaria pouco

viavel, pois elas deveriam ser moidas pouco tempo apds a coleta, que foi realizada a
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uma distancia de 200 km do laboratério onde o material foi processado. Dessa
forma, concluiu-se que a secagem a sombra e temperatura ambiente, mesmo sendo
um processo mais longo, seria a melhor para o preparo do extrato e optou-se por

também utiliza-la nos demais experimentos.
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flavonoides identificados nos extratos de folhas de amoreira
FIGURA 4.75 - Avaliagao do tratamento de secagem das folhas de amoreira na
preparagao do extrato. RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo;

AST - astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6"-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-

(6”-malonil-glicosideo). Letras diferentes indicam diferencga significativa

(Teste de Bonferroni, p < 0,001)

Na etapa de triagem do planejamento experimental para a otimizagéo
do extrato com potencial estrogénico, observou-se que o tempo de maceragdo nao
era uma variavel significativa e decidiu-se utilizar o tempo de 1 h por ter sido esse o
menor tempo avaliado no intervalo (TABELA 3.1). Nesse estudo, o objetivo principal
foi avaliar se seria possivel reduzir ainda mais o tempo de extracdo, sem
comprometimento da composicdo do extrato que apresentou bons resultados para
atividade biolégica. Quando se analisou o teor dos flavonoides individualmente,
observou-se que o tempo de maceragao néo influenciou significativamente o teor de
cada um deles no extrato (Bonferroni, p < 0,001) (FIGURA 4.76). Porém para o teor
total de flavonoides, o tempo de 60 min levou a um maior conteudo no extrato. Sabe-
se que um maior teor total de flavonoides reduz a atividade estrogénica, porém esse
foi o perfil que apresentou a melhor atividade biologica. Acredita-se que
possivelmente os outros extratos apresentariam atividade estrogénica similar com

um valor maior para ECsy. Dessa forma, decidiu-se por manter o tempo de
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incubacao de 60 min para o preparo dos extratos e nos demais experimentos.
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FIGURA 4.76 - Avaliagao do tempo de maceracgao das folhas de amoreira na

preparagao do extrato. RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo;
AST - astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6"-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-
(6”-malonil-glicosideo). * indica diferenga significativa em relagdo aos demais elementos do grupo
(teste de Bonferroni, p< 0,001).

A proporcdo massa de folhas / volume de solvente utilizado na
extracido é bastante importante para a eficiéncia do processo. Quando se utiliza um
volume muito pequeno em relagao a quantidade de material vegetal, o solvente pode
atingir a saturagdo muito rapidamente, o que nao necessariamente significa que o
solvente tenha carreado predominantemente as substancias bioativas, dificultando
ou até mesmo bloqueando a extragcao de compostos de interesse. Por outro lado,
volumes muito grandes de solvente podem tornar a extragdo muito lenta, pois
demandardo um tempo muito maior para atingir o equilibrio. Além disso, apds o
processo, 0 solvente geralmente é eliminado para a obtengdo do extrato seco e
nesse caso, um volume muito grande de solvente implicaria ndo apenas em um
tempo longo para o processo, mas principalmente em uma grande quantidade de
residuo gerada.

Na otimizacdo do extrato com potencial fitoestrogénico, fixou-se a
quantidade de folhas moidas e solvente extrator na proporcao de 1:40 (150 mg de
folhas e 6,00 mL de solvente). Nessa etapa, foi entdo avaliado se, aumentando a
quantidade de folhas em relacdo ao volume de solvente utilizado, seria possivel
obter um perfil semelhante aquele que apresentou boa estrogenicidade, porém com
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uma quantidade menor de solvente. Na pratica, essa avaliacdo foi realizada
aumentando-se a quantidade de massa de folhas e mantendo-se o volume de
solvente constante.

Uma reducdo no volume de solvente comprometeria o correto
funcionamento e consequentemente a eficiéncia da turbdlise, pois o mesmo nao
estaria totalmente em contato com as pas giratorias do instrumento. Entre as
propor¢des avaliadas, 1:20 foi a que promoveu a maior extracdo de flavonoides
totais, porém ela também o fez seletivamente para rutina e isoquercetina, alterando
o perfil do extrato (FIGURA 4.77). A proporgéo de 1:10 ndo apresentou alteragdes
significativas para os teores individuais dos flavonoides, embora o teste de
Bonferroni (p < 0,001) tenha indicado o oposto para a isoquercetina. No entanto, o
teor total de flavonoides para essa proporgdo aumentou significativamente, o que
poderia implicar em redugdo da estrogenicidade. Por isso, concluiu-se que a
proporcado de 1:40 seria a melhor para o preparo do extrato e optou-se por também

utiliza-la nos demais experimentos.

proporgdo de massa de folhas / volume de solvente na extragao
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FIGURA 4.77 - Avaliagao da proporcao de folhas moidas em relacido ao solvente na

preparagéo do extrato. RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo;
AST - astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6”-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-
(6”-malonil-glicosideo). Letras diferentes significam diferenca estatistica
(teste de Bonferroni, p < 0,001)

Um procedimento bastante comum em trabalhos envolvendo produtos
naturais € o uso de extracbes sequenciais. Inicialmente adiciona-se o solvente
extrator no material vegetal e executa-se a extracdo. Apds a separagdo do

sobrenadante, um novo volume de solvente é adicionado ao residuo do material
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vegetal e uma nova extragao € realizada, com a separagdo do novo sobrenadante.
Esse processo € repetido exaustivamente até que ndo se observe mais a presenca
de substancias no solvente extrator. Nesse ponto, o solvente do sobrenadante é
eliminado até obter o residuo seco. Normalmente s&o necessarias 3 a 5 repeticoes
para a exaustdo. O problema, porém, € que o “fim do processo exaustivo” na pratica
esta associado a auséncia de coloragdo no solvente extrator e, na grande maioria
das vezes, a cor é devida a presenga de substancias, como as clorofilas, que néo
possuem a atividade desejada. Com isso, se gasta um tempo desnecessario com a
extracdo de compostos que podem inclusive comprometer a atividade esperada para
aquele extrato.

Durante o planejamento para otimizagdo do extrato, utilizou-se um
unico processo de extragcado, pois o objetivo era extrair a maior quantidade de
compostos em um menor numero de extragcdes sequenciais. Essa etapa, entao, teve
como objetivo avaliar se apenas uma execucao foi suficiente para se extrair ao
maximo os fitoestrogenos ou se mais processos extrativos seriam ainda necessarios
para essa finalidade. A analise dos 5 sistemas mostrou que a segunda extracao
levou a um aumento proporcional dos teores individuais dos extratos sem alterar,
portanto, o perfil observado (FIGURA 4.78). A partir da segunda extragdo, o
acréscimo nos teores de cada flavonoide nao foi significativo, embora o teste de
Bonferroni (p< 0,001) tenha indicado o contrario apenas para a isoquercetina. Isso
significou que os flavonoides presentes nas folhas que poderiam ser extraidos pelo
método adotado ja haviam sido carreados pelo solvente utilizado nas duas primeiras
extracbes e as demais, portanto, estariam extraindo outros compostos nao
fitoestrogénicos que poderiam reduzir a atividade, ou ainda causariam uma maior
citotoxicidade.

Para o teor total de flavonoides foi observado um aumento significativo
na segunda extracdo em relacdo a primeira. Nesse caso, esse incremento foi
resultado do aumento proporcional de todos os flavonoides sem o favorecimento de
um ou outro individualmente, e por isso, acredita-se que nao seria significativo a
ponto de causar uma redugéo na estrogenicidade esperada. Sendo assim, concluiu-
se que 2 extragdes sequenciais seriam suficientes para se obter a quantidade
maxima de flavonoides na folha sem comprometimento do perfil dos compostos

bioativos e consequentemente da atividade biolégica de interesse. As duas
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extragbes sequenciais também foram realizadas nos proximos experimentos

descritos.
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FIGURA 4.78 - Avaliacao do numero de extracdes sequenciais para a obtencao do perfil de
flavonoides. RUT - rutina; 1ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo; AST -
astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6”-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-(6"-
malonil-glicosideo). Letras idiferentes significam diferencas estatisticas
(testes de Bonferroini, p < 0,001)

O método de extracado utilizado nesse trabalho ndo foi um método
farmacopeico. Por isso na ultima etapa que envolvia estudos relacionados a
manipulagdo do material vegetal, o método aqui utilizado foi comparado com
métodos farmacopeicos de referéncia. As farmacopeias brasileira e americana
recomendam a maceragdo como um dos métodos para preparo de extratos
vegetais, porém a primeira também recomenda o método soxhlet. Essa ultima € uma
técnica bastante utilizada no preparo de extratos vegetais, onde o solvente extrator &
aquecido e seus vapores percorrem o interior de uma coluna de vidro, na qual esta
depositado o cartucho contendo a amostra, até atingirem o condensador na entrada
da coluna. O solvente na fase liquida desce para o extrator soxhlet, entrando em
contato com a amostra, carreando as substancias extraidas. Esse ciclo de
vaporizagao/condensacao acontece repetidamente até a extracdo ser interrompida
(FIGURA 4.79).
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FIGURA 4.79 - Montagem para extragao soxhtlet semelhante a que foi utilizada no

estudo de comparagao com os métodos farmacopeicos. A diferenga foi a acomodagéo do
material vegetal em um cartucho de papel filtro

Na maceragcdo a quente, o material vegetal fica em contato com o
solvente extrator dentro de um baldo de fundo redondo ao qual é acoplado um
condensador de refluxo. O baldo de fundo redondo é mantido aquecido por uma
manta durante a extracdo. Tanto a maceragcado a quente quanto a extracdo soxhlet
envolvem certo risco de refluxo e exigem a atengdo constante do operador. Esses
dois sistemas demandam bastante tempo, o que aumenta a probabilidade de
degradacao térmica de compostos bioativos, devido a exposicdo constante a
temperaturas elevadas por um periodo prolongado.

O método de maceracdo a frio realizado nesse trabalho mostrou
resultados muito proximos dos teores individuais e totais de flavonoides daqueles
obtidos pela extragcdo soxhlet, porém em um processo mais rapido
(aproximadamente 1,5 h contra 6,0 h e 12 h). Os métodos de maceragao
recomendados pela farmacopeia apresentaram resultados bastante similares entre
eles, sugerindo que a temperatura nao influenciou na extragdo dos compostos
bioativos. Essa mesma evidéncia ja havia sido observada na triagem de variaveis
para otimizacdo do extrato. Uma analise comparativa dos resultados obtidos quando
se empregou os metodos de maceragdo mostrou que os teores de flavonoides
obtidos pelo método utilizado nesse trabalho foram maiores que aqueles obtidos
pelos métodos farmacopeicos (FIGURA 4.80). Acredita-se que esse aumento possa
estar associado ao uso de turbdlise, técnica ndo utilizada nos métodos de referéncia.
A analise do extrato obtido por infusdo (que € o método utilizado na medicina
popular) mostrou que de todos os métodos avaliados, esse foi 0 que levou aos
teores mais baixos de flavonoides. O teor total dos flavonoides foi aproximadamente
50% do valor observado para o método de maceracgao a frio nesse trabalho.
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FIGURA 4.80 - Analise comparativa entre o método de extracao utilizado nesse

trabalho e os métodos extratores de referéncia. RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT -
campferol 3-O-rutinosideo; AST - astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6"-malonil-glicosideo); C-
MALGLC - campferol 3-O-(6"-malonil-glicosideo). Letras diferentes indicam diferenca significativa
(Teste de Tukey, p < 0,001)

O método de extracado a frio empregado na preparagao dos extratos
desse trabalho ndo é um método farmacopeico oficial. Por isso, foram realizadas
analises de correlacdo dos teores de cada flavonoide obtidos por esse método e por
um método de referéncia. Os resultados dessas analises mostraram uma elevada
correlagao entre os teores encontrados em ambos, com um coeficiente de Pearson
superior a 0,99, exceto para o método de maceracado a quente, cujo coeficiente foi
superior a 0,98 (FIGURA 4.81).
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FIGURA 4.81 - Analises de correlagao entre os teores individuais de flavonoides
obtidos pelo método de maceracéo a frio utilizado nesse trabalho e os métodos de

extracdo de referéncia. (A) maceragéo a frio - farmacopeia; (B) maceragéo a quente -
farmacopeia; (C) infusdo (medicina popular); (D) soxhlet 6 h e (E) soxhlet 12 h

210



4.3.4.2 - ANALISES DE VARIABILIDADE ATRIBUIDA A FATORES
NATURAIS.

Nessa etapa do trabalho, o foco principal foi investigar como a
producao dos flavonoides e o seu armazenamento nas folhas é influenciado por
diferentes fatores ambientais. Sabe-se que a produgcdo dos mesmos € influenciada
pela umidade relativa do ar, pela idade da planta, pela época do ano, pela exposi¢cao
ao sol, etc. Muitas vezes essas variagdes nos teores de flavonoides sao
suficientemente significativas para comprometer a qualidade e eficiéncia de uma
formulacao fitoterapica. Para verificar se os extratos que apresentaram maiores
potenciais fitoestrogénicos seriam influenciados por tais fatores, foram realizados os
estudos descritos a seguir, usando como referéncia o extrato preparado com
solugao etandlica a 30%, por este ter sido o que apresentou os maiores teores de
flavonoides sem causar efeito citotoxico nas células de fibroblasto.

A poda hibernal foi o primeiro fator examinado. Trata-se de uma pratica
agricola amplamente utilizada para plantas frutiferas. Ela € realizada no inicio do
inverno, logo apdés a queda das ultimas folhas (desfolhamento) e visa aumentar a
producdo de frutos®®. Nas andlises realizadas com os extratos de folhas de
amoreira, nao se observou qualquer efeito significativo da poda hibernal na
producao dos flavonoides (teste t-Student pareado, t33 = 2,053, p =0,0859) (FIGURA
4.82).
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FIGURA 4.82 - Efeito da poda hibernal na producao dos flavonoides presentes nas

folhas de amoreira. RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo; AST -
astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6”"-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-(6"-
malonil-glicosideo).

211



As estagdes do ano influenciam significativamente o desenvolvimento
das plantas, pois ocorrem variagdes na temperatura, no indice pluviométrico e no
periodo de exposigao ao sol. A influéncia é tdo grande que muitas plantas florescem
e outras frutificam apenas em determinados periodos do ano, resultado de
alteracbes no seu metabolismo. Por isso, o estudo de como a produgdo dos
flavonoides ¢é influenciado pelas estacbes do ano é fundamental para verificar se
essas mudangas poderiam comprometer a eficacia de uma formulagao fitoterapica.
O material vegetal utilizado nesse estudo foi coletado no inicio da primavera
(setembro/2012), no final da primavera (novembro/2012), no verao (janeiro/2013) e
no outono (margo/2013). N&o foi possivel coletar amostras no inverno devido a
auséncia das mesmas no periodo.

De acordo com os resultados obtidos, no inicio da primavera
encontrou-se a maior concentragdo de flavonoides nas folhas, entre os quais
predominavam rutina e isoquercetina (FIGURA 4.83). No verdo predominam os
derivados glicosidicos (isoquercetina e astragalina). Entre o final da primavera e o
verao ocorreu uma redugao significativa na producao dos derivados malonil-
glicosidicos, que voltaram a ser produzidos no outono. Houve uma variacdo muito
grande nos teores de flavonoides totais durante o periodo do estudo, chegando a
uma diferenga superior a 130% do teor mais alto para o mais baixo encontrados

nesse periodo.
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FIGURA 4.83 - Efeito das estacdes do ano na producgao dos flavonoides presentes

nas folhas de amoreira. RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo;
AST - astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6"-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-
(6”-malonil-glicosideo). Letras diferentes indicam diferenga significativa(Teste de Bonferroni, p <
0,001).
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O conhecimento acerca das alteracbes na producdes dos flavonoides
em diferentes épocas do ano € essencial para a preparacao do extrato com
potencial fitoestrogénico, principalmente caso venha a ser comprovado em estudos
futuros que essas substancias sejam de fato as responsaveis pela atividade
estrogénica das folhas de amora. A produgcdo do medicamento fitoterapico, que
independe da estagdo, deve ser realizada ininterruptamente ao longo do ano. As
informacgdes obtidas nesse estudo, podem ser utilizadas por exemplo, para alterar a
composi¢cao do solvente extrator de forma a extrair uma maior quantidade de
compostos em um periodo no qual a sua producdo pela planta estaria em niveis
mais baixos. Uma composicdo etandlica que, em condicdes normais levaria a
obtencdo de um extrato toxico, poderia ser interessante nessa nova situagao para
obter os compostos bioativos em quantidades proximas aquelas necessarias para o
efeito terapéutico.

No estudo anterior, observou-se que os teores de flavonoides foram
maiores nos meses com maior incidéncia de sol, sendo que houve uma mudancga
nos flavonoides majoritarios com a intensificacdo da exposicdo a radiagao
caracteristica do verao. Durante a coleta das folhas para aquele estudo, observou-se
que nem todas as folhas da planta estavam expostas ao sol com a mesma
intensidade e acabavam “ficando na sombra das folhas mais altas”. Por isso,
decidiu-se coletar separadamente folhas que ficavam na parte superior do ramo e
folhas da porcéo inferior.

De um modo geral, observou-se que os teores individuais de
flavonoides aumentaram significativamente nas folhas da parte superior, com maior
exposigao a luz do sol. Em relagéo aos flavonoides totais, esse aumento foi superior
a 100% (FIGURA 4.84). Com base nesses resultados, pode-se dizer que a produgao
dos flavonoides é estimulada pela incidéncia de raios solares. Quando se passou
das folhas selecionadas na base da planta para aquelas do topo, o teor médio total
de flavonoides passou de 1,31% para 2,78%. Pensando em uma possivel aplicagao
em formulagdes fitoterapicas, esse resultado mostrou que a selegao das folhas para
0 preparo € extremamente importante e uma escolha inadequada pode comprometer
a eficacia do extrato. Nesse sentido, um bom método de controle de qualidade é de
grande importancia, tanto para uma inspecéo inicial do material vegetal, no sentido
de verificar se os teores de flavonoides estdo nos niveis adequados. Caso isso hao

acontega, com os resultados da analise inicial do material, hipoteticamente, ha uma
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possibilidade de se alterar as condigdes de extracdo no sentido de se obter os

compostos em niveis proximos dos desejados.

efeito da exposigdo ao sol
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FIGURA 4.84 - Efeito da exposi¢ao das folhas de amoreira ao sol na produgao dos
flavonoides. RUT - rutina; 1SOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo; AST - astragalina; Q-

MALGLC - quercetina 3-O-(6”-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-(6”-malonil-glicosideo).

Nos experimentos realizados até aqui, todas as amostras de folhas
foram coletadas no periodo matutino, das 10 as 12 horas (11 as 13 horas no horario
de verao brasileiro). Como os resultados anteriores sugeriram que a luz do sol
estimularia o metabolismo da planta, um novo estudo foi realizado visando observar
diferencgas nos teores dos flavonoides devidas ao horario de coleta das folhas, uma
vez que o periodo do dia esta diretamente relacionado a intensidade da radiagéo
solar.

Os resultados obtidos mostraram uma tendéncia de reducao dos teores
individuais dos flavonoides que possuem a glicose como substituinte (isoquercetina
e astragalina) ao longo do dia (FIGURA 4.85). Para os demais flavonoides né&o
houve reducao significativa. A producdo dos flavonoides foi maior no inicio da
manha, mas houve uma reducdo de aproximadamente 50% no periodo de maior
intensidade dos raios solares (15 h). O material coletado as 19 h apresentou os
menores teores de flavonoides, o0 que seria esperado, visto que a incidéncia de raios
solares nesse periodo é muito baixa.

Com base nos resultados desse estudo, pode-se dizer que o periodo
da manha é o mais indicado para a coleta do material vegetal que sera utilizado para
o preparo de extratos para formulagdes fitoterapicas. As folhas coletadas as 7 h
apresentaram os maiores teores, e o material coletado as 11 h também apresentou

uma concentragdo significativa, com uma variagdo de 13% em relagdo ao anterior,
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ou seja, dentro da margem aceitavel pela ANVISA. Nos demais horarios, fazendo-se
pequenos ajustes nas condi¢des de extragcdo ainda seria possivel obter os
flavonoides nos niveis desejados, como por exemplo, aumentando a propor¢cao de

massa de material vegetal em relagao a quantidade de solvente extrator.
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FIGURA 4.85 - Efeito do horario de coleta das folhas de amoreira ao sol na

producao dos flavonoides RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-
rutinosideo; AST - astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6"-malonil-glicosideo); C-MALGLC -
campferol 3-O-(6"-malonil-glicosideo). Letras diferentes indicam diferenca significativa(Teste de
Bonferroni, p < 0,001).

Os flavonoides sao metabdlitos secundarios de plantas e a sua
producdo esta diretamente relacionada ao estagio de desenvolvimento da planta.
Por isso, nessa etapa do trabalho o objetivo foi investigar como o teor de flavonoides
varia conforme a idade da planta, desde o seu brotamento. As amostras de folhas
foram coletadas em 60, 90, 120 e 150 dias apds o brotamento. Apds esse periodo
comegaram a aparecer os primeiros frutos, por isso o estudo foi interrompido. Devido
a uma forte estiagem que ocorreu nos meses de novembro e dezembro de 2013,
nao foi possivel obter amostras das folhas com 30 dias de desenvolvimento.

A analise mostrou que as concentragdes dos flavonoides glicosilados
isoquercetina e astragalina aumentou gradativamente com a idade da folha,
enquanto para os demais flavonoides o aumento nao foi significativo (FIGURA 4.86).
Consequentemente o teor total de flavonoides também aumentou com a idade da
planta. De acordo com as recomendacdes da ANVISA, é aceitavel uma variagao em
até 15% no teor do principio ativo em uma formulagao farmacéutica.

Em relagao ao teor total de flavonoides, os extratos preparados com as
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folhas coletadas com 60 e 150 dias apresentaram variagbes de aproximadamente
47% e 31% em relacdo aos 90 dias, que foi a idade das folhas utilizadas no
desenvolvimento do trabalho. Além disso, para esses dois extratos, foram
observadas variagbes no teor individual de alguns flavonoides, o que poderia
também comprometer a atividade esperada para o mesmo. O extrato preparado com
as folhas coletadas apds 120 dias do brotamento apresentou um perfil mais similar
ao que foi utilizado como referéncia, sendo que a variagao no teor de flavonoides

totais nao atingiu 5%.
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FIGURA 4.86 - A idade da planta na producao dos flavonoides presentes nas folhas

de amoreira. RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo; AST -
astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6”-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-(6"-
malonil-glicosideo). Letras diferentes indicam diferenca significativa(Teste de Bonferroni, p < 0,001).

O excesso ou a falta de chuva sao problemas muito sérios enfrentados
por agricultores, pois a agua, quando ndo esta nos niveis ideais, compromete toda
uma plantagdo, gerando elevados prejuizos para todos os envolvidos na cadeia de
consumo. Periodos de estiagem geram estresses hidricos que interferem
profundamente no metabolismo das plantas e, consequentemente, na produgao dos
flavonoides®°.

Os indices pluviométricos apresentados na TABELA 4.24 mostraram
que, o volume de chuvas caiu 25% no més de fevereiro de 2013 em relagdo ao
mesmo periodo no ano de 2012. Ja no més seguinte, periodo em que foram
coletadas as folhas, a situagao se inverteu e o volume de agua dobrou em relagéo

ao mesmo periodo no ano anterior.
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TABELA 4.24 - indices pluviométricos (em mm) durante os 60 dias que precederam
a coleta das folhas de amoreira

ano fevereiro margo
2012 215,6 101,0
2013 165,5 240,0
2014 102,3 109,3

Analisando-se os teores de flavonoides obtidos nesses dois anos,
observou-se uma redugao significativa na concentracdo desses compostos nas
folhas coletadas no periodo de maior quantidade de chuvas. (2013). Os flavonoides
sao metabdlitos secundarios associados ao mecanismo de defesa da planta. Por
isso, acredita-se que, com a queda no indice pluviométrico em 2012, houve uma
estimulacao da producéao dos flavonoides como uma forma da planta se defender da
seca (FIGURA 4.87). Os teores de flavonoides encontrados nos extratos preparados
com as folhas coletadas no ultimo ano do experimento corroboram essa hipotese.

No final de 2013 e inicio de 2014 houve um grande periodo de
estiagem. A precipitagdo no més que precedeu a ultima coleta atingiu um valor
proximo ao nivel obtido dois anos antes, quando o experimento se iniciou. em margo
de 2014, quando a coleta foi realizada, o volume de chuva se manteve praticamente
no mesmo nivel do més de fevereiro e praticamente 50% do nivel observado para o
mesmo periodo no ano anterior. Devido ao baixo volume de chuva, o
desenvolvimento das amoreiras foi comprometido, acontecendo mais tardia e
lentamente. Analisando-se os teores de flavonoides obtidos no ultimo ano do
experimento, notou-se que, de um modo geral, houve um aumento na producéo dos
metabdlitos em relacdo aquela observada nas folhas que foram coletadas durante

um periodo de maior precipitagcao. (FIGURA 4.87).
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FIGURA 4.87 - Efeito da precipitagdo na producado dos flavonoides presentes nas

folhas de amoreira. RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo; AST -
astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6"-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-(6"-
malonil-glicosideo). Letras diferentes indicam diferenca significativa(Teste de Bonferroni, p < 0,001).

Pensando na utilizagdo das folhas para o preparo de um extrato
fitoterapico, pode-se dizer que o periodo de baixa precipitagao seria o melhor para a
obtencdo do material vegetal, porém o monitoramento da precipitacdo nos dois
meses que precederam a colheita também seria importante para se observar se a
planta estaria no estagio apropriado de desenvolvimento. No entanto, conhecendo-
se a forma como o estresse hidrico interfere na producdo dos flavonoides pela
planta, é possivel se ajustar as condigdes do método de extragdo com o objetivo de
se tentar manter os mesmos teores de compostos ativos e, consequentemente uma
atividade bioldgica reprodutiva.

Para finalizar essa segado, foi realizado um estudo com o objetivo
principal foi investigar como os flavonoides de interesse se distribuem por algumas
partes da planta. Sabe-se que os flavonoides sdo produzidos em diferentes tecidos e
armazenados principalmente nos vactolos presentes nas folhas'®. No entanto,
esses compostos ja foram identificados em diferentes partes a amoreira®.

Os resultados obtidos para esse estudo mostraram que os flavonoides
se concentram predominantemente nas folhas da amoreira. Por outro lado, as
quantidades encontradas no pedunculo e no fruto foram bastante semelhantes e

muito inferiores aquelas encontradas nas folhas (FIGURA 4.86).
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FIGURA 4.88 - Distribuigdo dos flavonoides em diferentes partes aéreas da
amoreira. RUT - rutina; ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo; AST -

astragalina; Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6"-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-(6"-
malonil-glicosideo). Letras diferentes indicam diferenca significativa(Teste de Bonferroni, p < 0,001).
Os baixos teores presentes nos frutos podem ser atribuidos a rota
metabdlica das antocianinas, principais constituintes dos frutos e das quais os
flavonoides s3o precursores’. Nao foi possivel obter informacdes em relagdo o teor
de flavonoides no caule dos ramos, devido ao elevado teor de fibras no mesmo, o
que torna o método de extracao aplicado nesse trabalho ineficiente.
Em relacdo ao preparo do extrato para formulagdes fitoterapicas, o
pedunculo poderia ser utilizado concomitantemente com as folhas, pois 0 aumento
nas concentragcdes de cada flavonoide seria proporcional, o que possivelmente nao

comprometeria o perfil estrogénico observado.

4.3.4.3 - ANALISE DE FORMULACOES FITOTERAPICAS
COMERCIAIS

Para finalizar, o método foi aplicado na analise de formulacdes
fitoterapicas que sdo comercializadas em farmacias de manipulagdo na forma de
“capsulas de amora”. Na atual legislagao vigente nao existe regulamentacao para o
preparo de formulagdes fitoterapicas baseados em extratos de partes da amoreira.
Como consequéncia, ndo existe padronizacdo da matéria-prima e tampouco do
produto final. Das cinco amostras analisadas, uma era comercializada como “p6 de
Morus nigra” (amostra 2), enquanto as demais eram descritas como “extrato seco de

amora (amostras 3 e 4) ou “extrato de folhas de amora” (amostra 1). Uma analise
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visual dos materiais vegetais tornou ainda mais evidente a falta de padronizacéo,
pois uma das amostras apresentava coloragcao avermelhada, caracteristica do fruto
seco (amostra 5), enquanto as outras apresentavam coloragao verde a esverdeada
(mais proxima das folhas) (FIGURA 4.89).

amostra 1 amostra 2 amostra 3 amostra 4 amostra 5

FIGURA 4.89 - Amostras de capsulas de amora comerciais que foram usadas para
analise do teor de flavonoides.

As extracbes foram realizadas para estas amostras nas mesmas
condi¢cbes utilizadas nas analises da sessao anterior, porém a composicdao do
solvente extrator foi de 50% de etanol (v/v), na tentativa de se obter uma maior
quantidade de informacdes acerca do extrato. Como referéncia foi utilizado um
extrato preparado conforme as condi¢cdes padronizadas nesse trabalho.

A anadlise qualitativa do perfil quimico mostrou que as replicatas da
amostra 2 foram as que apresentaram uma maior semelhanca com o extrato de
referéncia (FIGURA 4.90). Acredita-se que isso seja devido ao fato de que o material
de partida utilizado nessas analises também tenha sido folhas secas moidas. As
replicatas das amostras 3 e 4 apresentaram certa semelhancga entre os seus perfis,
porém a intensidade dos sinais diferiram significativamente das anteriores. Essas
duas amostras foram provenientes de extratos secos, 0os quais possivelmente teriam
sido produzidos a partir de um protocolo comum, o que explicaria a elevada
similaridade entre eles. As replicatas da amostra 1, por sua vez, apresentaram um
perfil dos acidos cafeoilquinicos semelhante as amostras 1, 2 e de referéncia. Por
outro lado, o perfil de flavonoides para esse medicamento mostrou-se mais
semelhantes aquele das amostras 3 e 4. As replicatas da amostra 5 nao
apresentaram qualquer sinal de flavonoide no perfil cromatografico e por isso n&o
foram quantificadas.
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FIGURA 4.90 - Cromatogramas de amostras de capsulas comerciais de amora. Fase
A: H20/HCOOH 0,025%; Fase B: ACN/HCOOH 0,025%; Gradiente: 18 - 40%, 10min, 40% em 5 min;
Detecgao: DAD 200-400 nm; Vazao: 600 uL.min'1. Vol. injegéo: 5 uL; Temperatura: 40°C.

A analise quantitativa dos extratos mostrou uma grande variabilidade
nos teores individuais e totais dos flavonoides (TABELA 4.25). A amostra 1 € um
medicamento fitoterapico de livre comércio nos EUA e, segundo o fabricante, é
padronizada em 15% de flavonoides (quercetina e isoquercetina). Entretanto o valor
encontrado para o teor total de flavonoides n&o atingiu sequer 0,5%. Como o extrato
de folhas de amoreira ndo € padronizado por monografias em farmacopeias, nao foi
possivel identificar qual o método utilizado pelo fabricante para a padronizacédo do
medicamento fitoterapico. As demais foram obtidas em farmacias de manipulacao e
os resultados das analises refletiram a necessidade de padronizagao para esses

produtos.
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TABELA 4.25 - Teores de flavonoides encontrados em amostras de capsulas
comerciais de amora em % (m/m de extrato seco)

flavonoide amostral | amostra2 | amostra 3 | amostra 4 | referéncia*
T 0172 7 68 0.0189 0.0412 251
0,023 £0.21 0,022 0,011 +0,41
1500 0,057 4.32 0.1451 0.1791 345
£0.011 £0.12 £0.0063 | 00,018 +0.57
CRUT 0.0162 1,007 002782 | 003444 0.92
+0,0013 £0.040 | +0,00091 | +0,00051 +0.14
. 066 0.1163 0.1456 1.05
AST 0 £0.11 £0,0054 | +0,0067 +0.17
0.0322 0.0935 0.0021 ) 115
Q-MALGLC | 100013 | +0,0030 | +0,0017 0 £0.21
., 0.02668 ) 0.0019 0511
C-MALGLC 0 +£0.00075 0 £0.0018 +£0,097
R 0278 13.88 0310 0.4148 96
0,020 048 £0016 | +0,0057 16

RUT - rutina; 1ISOQ - isoquercetina; C-RUT - campferol 3-O-rutinosideo; AST - astragalina;
Q-MALGLC - quercetina 3-O-(6"-malonil-glicosideo); C-MALGLC - campferol 3-O-(6"-malonil-

glicosideo)

# abaixo do limite inferior de quantificagdo

* método de extragdo padronizado nesse trabalho
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5 - CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesse trabalho, os extratos
de folhas de amoreira apresentam compostos fitoestrogénicos. Além disso, no
processo de preparagdao por maceracido a frio, a definicho da composi¢cdo do
solvente extrator se mostrou ser fundamental para que o extrato apresentasse
estrogenicidade, uma vez que pequenas alteragdes levaram a grandes mudangas na
atividade bioldgica em estudos in vitro.

Associando-se ferramentas quimiométricas multivariadas a um método
analitico preciso, exato e robusto, foi possivel identificar um conjunto de compostos
bioativos (os marcadores quimicos para padronizacdo), cujas variagdes nas
concentracbes estavam relacionadas diretamente a alteracbes observadas na
atividade bioldgica e citotoxicidade observadas.

Por meio de analises quantitativas precisas dos marcadores quimicos,
foi possivel observar ainda como fatores ambientais influenciam na producéo dos
mesmos na planta, podendo comprometer a eficacia do extrato como matéria-prima
em formulagdes fitoterapicas.

Isto foi observado nas analises quali e quantitativas dos compostos
bioativos em amostras de capsulas de amora comercializadas em farmacias de
manipulagéo, que evidenciaram a total falta de controle de qualidade do produto, o
principal problema do uso de “medicamentos naturais”.

Finalmente, nos estudos in vitro, as folhas de Morus alba apresentaram
um grande potencial ainda pouco explorado para atividade antitumoral,
principalmente para o tipo triplo-negativo de cancer de mama, um dos mais
agressivos atualmente. Esta € a primeira vez que este tipo de atividade € descrita
para extratos de folhas de amoreira com base no levantamento bibliografico

realizado durante a execugao deste trabalho.
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ANEXOS



Anexo 1

MEDIDAS DE ATIVIDADE ESTROGENICA PARA OS EXPERIMENTOS DO

PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO DA ETAPA DE TRIAGEM DE

VARIAVEIS DE OTIMIZACAO DO EXTRATO DE FOLHAS DE AMOREIRA
(SECAO 3.1.2.1)

Experimento | A B C D E RRE (%)
1 111 A 1 84,27
2 1] -1 ] -1 1 -1 82,06
3 -1 1 -1 1 -1 ] -1 81,68
4 1] -1 1 1 1 85,15
5 -1 1 1] 1] 1 74,32
6 -1 1 -1 1 1 74,32
7 -1 1 1 -1 1 70,82
8 -1 1 1 1 -1 73,19
9 1 1111 ] A 85,12
10 1 1] -1 1 1 84,01
11 1 -1 1 -1 1 87,62
12 1 -1 1 1 -1 81,45
13 1 1 -1 1 1 71,89
14 1 1 -1 1 -1 65,01
15 1 1 1 -1 ] -1 67,35
16 1 1 1 1 1 68,33
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RPE (%)

RPE (%)

RPE (%)

Anexo

2

CURVAS DOSE-RESPOSTA PARA OS EXTRATOS PREPARADOS COM
SOLVENTE EXTRATOR CONTENDO 1 A 30% ETOH.

EtOH 1% EtOH 5%
1001 1004
801 EC,, =67,2+2,0 tg.mL" 8o EC,, =130,2+5,6 zg.mL*
60 < 607
40 o 40
x
20 204
0 T ¥ T 1 0 T T 1 T 1
I—‘-I—’I/-‘z: 1 0 X t * -2 -1 0
-20° log [extrato] -20° log [extrato]
EtOH 10% EtOH 15%
100 4 100 4
801 EC,, =80,7+3,6 zg.mL* 801 EC,, =102,4+4,8 pg.mL*
60 < 60
407 o 40
x
201 204
0 * T 1 0 T T 1
-:z:t__-%—/r-z 1 0 ;—E—_':/Lzr -1 0
-20° log [extrato] -20°7 log [extrato]
EtOH 20% EtOH 25%
100 7 100
80 EC,, =24,7+17 sg.mL? 804 EC, =42,5+17 tg.mL*
60 < 607
401 o 40
x
204 204
0 I T T 1 0 I__E__%' T T 1
-4 ]\, 2 1 0 -4 : -2 1 0
-20° log [extrato] -20° log [extrato]
EtOH 30%

100

80 1

60

40

RPE (%)

204

EC,, =13,68+0,94 sg.mL"

-20-

log [extrato]
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TABELAS ANOVA PARA O AJUSTE DAS CURVAS DOSE-RESPOSTA

EtOH 1%
ECso= 67,2+2,0 ug.mL™"
ANOVA EtOH 15%
variagéo | SQ |g.l.[ MQ F P ECs0=102,4+4,8 ng.mL™
Regressdo|78561| 3 | 26187 | 827,7 | <0,0001 ANOVA
Residuo | 2405 | 76 | 31,64 variacao sQ [gl] MQ F p
F. ajuste |204,3| 4 | 50,09 | 1,853 | 0,1839 Regresséo | 107555| 3 [35852| 797,4 | <0,0001
Erro puro | 2179 | 72 | 30,26 Residuo | 3866 | 86 44,96
total  |80966] 79 F.ajuste | 4212 | 5 [82,24]| 2,012 | 0,145
% variagdo maxima explicada 97,03 Erro puro | 3391 | 81 [41,86
% variagdo maxima explicavel 97,31 total 111421 89
EtOH 5% % variagdo maxima explicada 96,53
ECs0=132,0+5,6 ug.mL™” % variagdo maxima explicavel 96,96
_ ANOVA EtOH 20%
variagdo [ SQ |g.l.| MQ F P ECso=24,7+1,7 pg.mL *
Regressao|94404| 3 | 31468 | 867,2 | <0,0001 ANOVA
Residuo | 3121 (86 | 36,29 variacao sQ Jgl.] MQ F b
F.ajuste 13258| 5 | 65,16 | 1,917 | 0,1684 Regressdo | 111162 | 3 |33721] 686,2 | <0,0001
Erro puro | 2753 | 81 | 33,99 Residuo | 4226 |86]49,14
total |97526{89) F ajuste | 4732 | 5 | 94,63 | 2,020 | 0,1428
% variagdo maxima explicada 96,80 Erro puro | 3795 | 81 46,85
% variagdo maxima explicavel 97,18 total 105388 | 89 :
EtOH 10% % variagdo maxima explicada 95,99
ECs0=80,7+3,6 pg.mL™" % variagdo maxima explicavel 96,40
__ ANOVA EtOH 25%
variacdo | SQ [g.l.[| MQ F p ECa0=425%1.7 ug_ml_-l
Regressdo[91341| 3 | 30447 | 797,5 | <0,0001 ANOVA
Residuo | 3283 | 86 | 38,18 variagao sQ |gl] MQ F b
F.ajuste |3445] 5 | 68,89 | 1,890 | 0,1759 Regressao | 121448 | 3 |40483| 2380 | <0,0001
Erro puro | 2953 | 81 | 36,46 Residuo | 1463 |86 | 17,01
fotal |94625|89 | F.ajuste | 121,2 | 5 | 24,25] 1,472 | 0,330
% variagdo maxima explicada 96,53 Erro puro | 1335 |81] 16,48
% variagdo maxima explicavel 96,88 otal 1229101 89 .
% variagdo maxima explicada 98,81
% variagdo maxima explicavel 98,91
EtOH 30%
- ECs0=13,68+0,94 pg.mL™
SQ-soma quadratica; ANOVA
MQ - média q‘%adréﬁca? variagao SQ |g.l.] MQ F p
g.l.- graus de liberdade Regress&o [ 103521 3 |34507| 785,7 | <0,0001
Residuo | 3777 |86]43,92
F. ajuste | 205,1 | 5 [41,01[0,9299| 0,6329
Erro puro | 3572 |81 44,10
total 107298 | 89
% variagdo maxima explicada 96,48
% variagdo maxima explicavel 96,67
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Anexo 3

VALORES OBTIDOS PARA Drora. NOS EXPERIMENTOS DA ETAPA DE
TRIAGEM DE VARIAVEIS PARA OTIMIZACAO CROMATOGRAFICA

Experimento A B C D E F Diotal
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 10,1059
2 -1 -1 -1 -1 1 1 10,1408
3 -1 -1 -1 1 -1 1 10,0774
4 -1 -1 -1 1 1 -1 10,1134
5 -1 -1 1 -1 -1 1 10,2358
6 -1 -1 1 -1 1 -1 10,1047
7 -1 -1 1 1 -1 -1 10,0913
8 -1 -1 1 1 1 1 10,0973
9 -1 1 -1 -1 -1 1 10,1746
10 -1 1 -1 -1 1 -1 10,0973
11 -1 1 -1 1 -1 -1 10,0782
12 -1 1 -1 1 1 1 10,0983
13 -1 1 1 -1 -1 -1 10,1381
14 -1 1 1 -1 1 1 10,1375
15 -1 1 1 1 -1 1 10,1092
16 -1 1 1 1 1 -1 10,0947
17 1 -1 -1 -1 -1 1 10,1889
18 1 -1 -1 -1 1 -1 10,1165
19 1 -1 -1 1 -1 -1 10,1001
20 1 -1 -1 1 1 1 10,0896
21 1 -1 1 -1 -1 -1 10,1113
22 1 -1 1 -1 1 1 10,3092
23 1 -1 1 1 -1 1 10,1121
24 1 -1 1 1 1 -1 10,1038
25 1 1 -1 -1 -1 -1 10,1233
26 1 1 -1 -1 1 1 10,2194
27 1 1 -1 1 -1 1 10,1318
28 1 1 -1 1 1 -1 10,0779
29 1 1 1 -1 -1 1 10,3158
30 1 1 1 -1 1 -1 10,0889
31 1 1 1 1 -1 -1 ]0,0866
32 1 1 1 1 1 1 10,0967
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Anexo 4

VALORES OBTIDOS PARA Drora. NOS EXPERIMENTOS DA ETAPA DE
MODELAGEM DA SUPERFICIE DE RESPOSTAS PARA OTIMIZACAO
CROMATOGRAFICA

Experimento| A B C Drotal
1 -1 1 -1 0,21903
2 -1 1 1 0,30670
3 -1 -1 -1 0,26932
4 -1 -1 1 0,20639
5 1 1 -1 0,22650
6 1 1 1 0,16537
7 1 -1 -1 0,24224
8 1 -1 1 0,24969
9 -2 0 0 0,26316
10 2 0 0 0,26414
11 0 2 0 0,29777
12 0 -2 0 0,39155
13 0 0 -2 0,20623
14 0 0 2 0,35748
15 0 0 0 0,12015
16 0 0 0 0,12327
17 0 0 0 0,12328
18 0 0 0 0,12328
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Anexo 5

VALORES OBTIDOS PARA Drota. NOS EXPERIMENTOS DA MODELAGEM DA
SUPERFICIE DE RESPOSTAS PARA OTIMIZACAO ESPECTROMETRICA

experimento A B C D E F G Dtotal
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,0104
2 -1 -1 -1 1 1 1 -1 0,0004
3 -1 -1 1 -1 -1 1 1 0,2441
4 -1 -1 1 1 1 -1 1 0,0043
5 -1 1 -1 -1 1 -1 1 0,0002
6 -1 1 -1 1 -1 1 1 0,1654
7 -1 1 1 -1 1 1 -1 0,0031
8 -1 1 1 1 -1 -1 -1 0,0056
9 1 -1 -1 -1 1 1 1 0,0934
10 1 -1 -1 1 -1 -1 1 0,1716
11 1 -1 1 -1 1 -1 -1 0,0001
12 1 -1 1 1 -1 1 -1 0,0031
13 1 1 -1 -1 -1 1 -1 0,3947
14 1 1 -1 1 1 -1 -1 0,0002
15 1 1 1 -1 -1 -1 1 0,3117
16 1 1 1 1 1 1 1 0,0002
17 -2 0 0 0 0 0 0 0,0067
18 2 0 0 0 0 0 0 0,1436
19 0 -2 0 0 0 0 0 0,0061
20 0 2 0 0 0 0 0 0,1144
21 0 0 -2 0 0 0 0 0,1591
22 0 0 2 0 0 0 0 0,0003
23 0 0 0 -2 0 0 0 0,1591
24 0 0 0 2 0 0 0 0,0001
25 0 0 0 0 -2 0 0 0,2873
26 0 0 0 0 2 0 0 0,0001
27 0 0 0 0 0 -2 0 0,0072
28 0 0 0 0 0 2 0 0,1293
29 0 0 0 0 0 0 -2 0,0003
30 0 0 0 0 0 0 2 0,1044
31 0 0 0 0 0 0 0 0,0001
32 0 0 0 0 0 0 0 0,0002
33 0 0 0 0 0 0 0 0,0001
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Anexo 6

VALORES OBTIDOS PARA Drota. NOS EXPERIMENTOS PARA OTIMlZAQAO
DOS PARAMETROS ESPECTROMETRICOS DE FRAGMENTACAO

Experimento| A | B | C Drotal
1 -1]1-1|-1] 06036
2 11-11]-11] 06611
3 1] 1 1 0,0001
4 1 1 1 0,0001
5 111 0,2954
6 1111 1 0,3440
7 1] 1 1 0,0539
8 1 1 0,0583
9 21 01]0 0,1977
10 21010 0,2753
11 o|-2]0 0,6412
12 0Oof2])]0 0,0001
13 0| 0|-2] 04484
14 0| O0] 2 0,1936
15 0|0 0,2373
16 ofoO0}] O 0,2455
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Anexo 7

MODELOS DE REGRESSAO LINEAR PARA O FLAVONOIDE RUTINA EM
DIFERENTES EXTRATOS NA CONCENTRAGCAO DE 2,5 mg.[nL'1 (LINHA CHEIA:
ADICAO-PADRAO; LINHA TRACEJADA: PADRONIZACAO EXTERNA).

EtOH 25% EtOH 40% EtOH 55%

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

concentragao (pg.mL") concentragédo (ug.mL'w) concentragéo (pg.mL'w)

EtOH 70% EtOH 85% EtOH 99%

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

concentragao (ug‘mL") concentragéo (ug,mL") concentragao (ug,mL")
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MODELOS DE REGRESSAO LINEAR PARA O FLAVONOIDE ISOQUERCETINA
EM DIFERENTES EXTRATOS NA CONCENTRACAO DE 2,5 r’rlg.mL'1 (LINHA
CHEIA: ADICAO-PADRAO; LINHA TRACEJADA: PADRONIZACAO EXTERNA).

EtOH 25% EtOH 40% EtOH 55%

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

- 1
concentragao (ug.mL ) concentragio (ug.mL™") concentragio (ug.mL™")
EtOH 70% EtOH 85% EtOH 99%
8 81 8

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

- -1
concentragdo (pg.mL'1) concentragao (ug.mL'1) concentragdao (pg.mL )
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MODELOS DE REGRESSAO LINEAR PARA O FLAVONOIDE QUERCETINA 3-O-
(6”-MALONIL-GLICOSIDEO EM DIFERENTES EXTRATOS NA CONCENTRACAO
DE 2,5 mg.mL™" (LINHA CHEIA: ADICAO-PADRAOQ; LINHA TRACEJADA:
PADRONIZACAO EXTERNA).

EtOH 25% EtOH 40% EtOH 55%
6
o 41 ]
<
2
<2
0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 T T T T T T T T T T
1 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
concentragdo (ug.mL ) 1 4
concentragdo (ug.mL ) concentragdo (ng.mL)
EtOH 70% EtOH 85% EtOH 99%

T T T T T
0 20 40 60 80 100

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

concentragdo (yg4er1)

concentragdo (ug.mL'w) concentragao (Hg.mLJ)
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Anexo 8

VALORES OBTIDOS PARA Drora. NOS EXPERIMENTOS DA AVAL[ACAO DA
ROBUSTEZ PARA A VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

Experimento A B C D E Drotal
1 -1 -1 -1 -1 1 0,4718
2 -1 -1 -1 1 -1 10,2902
3 -1 -1 1 -1 -1 10,2343
4 -1 -1 1 1 1 0,3589
5 -1 1 -1 -1 -1 10,1559
6 -1 1 -1 1 1 0,1508
7 -1 1 1 -1 1 01777
8 -1 1 1 1 -1 1,0000
9 1 -1 -1 -1 -1 10,8806
10 1 -1 -1 1 1 1,0000
11 1 -1 1 -1 1 0,3857
12 1 -1 1 1 -1 10,2880
13 1 1 -1 -1 1 1,0000
14 1 1 -1 1 -1 1,0000
15 1 1 1 -1 -1 10,9832
16 1 1 1 1 1 1,0000
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