UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

EDIONE FATIMA CANZI

AVALIACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO DO SUCO DE LIMAO TAHITI
(Citrus latifolia) NO CONTROLE DO FLUXO MENSTRUAL

CURITIBA
2018



EDIONE FATIMA CANZI

AVALIACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO DO SUCO DE LIMAO TAHITI
(Citrus latifolia) NO CONTROLE DO FLUXO MENSTRUAL

Tese apresentada ao curso de Pés-Graduagao em
Quimica, Setor de Ciéncias Exatas, Universidade
Federal do Parana, como requisito parcial a
obtencgao do titulo de Doutora em Quimica.

Orientadora: Profa Dra2 Beatriz Helena L. N. Sales
Maia.

CURITIBA
2018



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELO SISTEMA DE BIBLIOTECAS/UFPR
BIBLIOTECA DE CIENCIA E TECNOLOGIA

C235ha Canzi, Edione F.
AvaliagSo do potencial bioldgico do suco de lim&o tahiti (Citrus latifolia) no controle do fluxo
menstrual / Edione F. Canzi. — Curitiba, 2018.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias Exatas, Programa de
Pés-Graduacdo em Quimica, 2018.

COrientadora: Profa. Dra. Beatriz Helena L. N. 5 Maia.

1. Fluxo menstrual. 2. Desordens menstruais. 3. Prostaglandinas. 4. Citrus latifolia.
I. Universidade Federal do Parana.  1l. Maia, Beatriz Helena L. N.S. 11, Titulo.

CDD: 543

Bibliotecana: Romilda Santos - CRB-9/1214



TERMO DE APROVACAO

AVALIACAO DO POTENCIAL BIOLOGICO DO SUCO DE LIMAO
TAHITI (CITRUS LATIFOLIA) NO CONTROLE DO FLUXO
MENSTRUAL

por

EDIONE FATIMA CANZI

Tese aprovada como requisito parcial para obtengdo do grau de Doutor no Programa de Pos-

Graduagdo em Quimica, pela Comissdo Examinadora composta por:

——

Prof.? Dr.* Beatriz Helena Lameiro de Noronha Sales Maia
Orientador
Dep. de Quimica — UFPR

Prof.® Dr.? Ma{}a Fatima das Grg}as Fernandes d@ilva
Dep. de Quimica — UFSCar

Prof? Dr.? Regina Vicgnzi Oliveira
Dep. de Quimica — UFSCar

Ol A ttio

Prof.* Dr.? Ana Luisa Lacava Lordello
Dep. de Quimica — UFPR

( W)WG)

Prof.® Dr.? Andrea Pinto de Oliveira
Dep. de Quimica — UFPR

Curitiba, 24 de abril de 2018.



Aquetes que eu amp!



AGRADECIMENTOS

Demonstro minha gratiddo, primelramente, & Deus, pela oportunidade de

existiv e o quem tem me ensinado a Conhecé-Llo:

"Niio se conforme somente com saber que Deus existe. Vocl deve senti-Lo
através das manifestacdes consclentes de sew priprio espirito; Lsto Lhe serd
possivel o medida que consiga penetrar nos conhecimentos que conduzem a
Ele.
Rauwmsol

Minha eterna gratidio, s minhas “‘bmbizinhas’, Amanda ¢ julia, pelo amor
de sevapre.
Ameus trvalios, Adenize ¢ Jucell, pela compreensiio e paciéncla, devido o

mLnha ausénela.

A0S todos os seres que constituem wminha familia, ngueles que a vida fol
colocando em mew caminho aos poucos:
A0S meus pats, Nilse e valdir, que com sua ausnela me ensbnarom a ser
valente desae cedo;
Ao mew pal de criaglio, Cesar Relter, pela oportunidade de wwma nova familing
A0 meu martdo, Luls Antonlo, por me ensinar amar e sev amada, ¢ pela
oportunidade de fozer parvte de sua amavel familia.

A0S amloos, que me apolaram e conflaram em minha capacidade, mesmo
quando ew mesma ja tinha desistido.

Agradego 0 wminha orientadora Professora Dra. Beatriz H. L. de Noronha S.
Matia, pela dedicagtio e apolo, pela conflanea, pelos conheclmentos

transmltioos e pela amlzade.

Agradego 0s profas Dra Maria Fatbma &. Fernandes e Quezia B. Cass por
ceder toda estrutura ¢ condiches pava a vealizaglio desse trabalho, pela
paciéneia ¢ crédito.

A profa Dra Regina de Olivelrn pela colaboraglio e amizade.



A profa Dra Daniela Chagas oo Departamento de Farmdceia da universiolade
Federal de Alfenns - MG, pela colaboragfio.
E 0 Dra Blanca Rebelo pela amizade, colaboraghio nesse trabalho ¢

COMNECLMENEDS transmitLolos.

Agradeco aos amigos e colegas dos Laboratorios: PN-UFSCar; Separare-
UFSCar; LAPNER-UFPR, por tornarem £sses anos de convivénela mals Leve s
e divertidos... e por terem stdo como wma famdilia durante todo o tempo que
PASSAMOS [untos.

My gratitude to Dr. Robert Moritz for the internship opportunity and the
amazing experience | had at institute for Systems Blology (Seattle, USA.
n addition, for all the “(SBers”: | have no words to say thank You for the
amazing time we spent together.

Agradeco a toolos os professores que fizeram parte dessa etapa e e

pvoporc’wwamm conheclmentos A cumprl—ta com extLto.

A CAPES pela bolsa de estudos.
Ao Programa de Pos-Graduaglio em Quinicen da UFPR ¢ UFSCar.

Sou grata a todos que colaboraram de alguma forma na minha vida durante
o perlodo de doutoramento.



" Reecordo qug uma vez algugm perguntou a um
sabio s¢ a humanidadg submergiria na
ignorancia, supondo queg algum dia todos os
livros qug gxistem no mundo fossgm destruidos.
€ o sdbio rgspondeu: 'Puas coisas s&o0
ngeegssarias  para reconstruir  imediatamente
todos os livros qug gristgm caso tivgssegm sido
degstruidos: a Raturgza, qug ¢ o maior livro qug
gxristg no Universo, ¢ uma menteg que peregba ¢
possa transmitir aos demais as imaggns qug
capteg dela. s paginas degsseg gigantgsco livro
sd0 os dias ¢ as noitgs, qug cada homem vira sgm

>on

cgssar, gnquanto dura sua gristgncia’.

Carlos Bernardo Gonzalegz Pecotehe



RESUMO

A menstruagao é caracterizada como um processo inflamatério, o qual € iniciado pela
queda dos niveis de progesterona e estrégeno, juntamente com o processo de
regressao do corpo luteo, levando a sintese de mediadores pré-inflamatérios, como
as prostaglandinas (PGs), sendo PGF2q e PGE2 encontradas em grandes quantidades
no sangue menstrual, atuando na vasoconstricdo e vasodilatagédo do musculo liso e
vasos sanguineos. Desordens menstruais como a menorragia tém sido associada a
irregularidades nos niveis dessas PGs. Estudos preliminares em nosso grupo de
estudo mostram que o suco de limédo Tahiti (Citrus latifolia) reduz o sangramento
menstrual. Frutos de citros sdo ricos em flavonoides, os quais sdo potentes anti-
inflamatdrios naturais, levantando a hipotese de que o mecanismo de regulacédo do
sangramento excessivo pode ser controlado pela agdo desses. Diante disso, este
trabalho teve como objetivos: Desenvolvimento de um método por SPE-LC-MS/MS
para quantificagdo dos niveis de PGF2q € PGE2 em fluido menstrual de dois grupos de
amostra: controle (sem tratamento) e tratamento (suplementagdo com suco de limao
Tahiti). As PGs foram capturadas em cartucho OASIS HLB por 3 minutos para limpeza
e enriquecimento, e entao transferidas durante apenas 42 segundos para uma coluna
analitica HSS T3 C18, para separagao. As prostaglandinas (PGs) foram detectadas
pelo modo SRM negativo, PGE2 (m/z 351 — 315) e PGF2q (Mm/z 353 — 193) usando
padrao interno marcado isotopicamente (PGE2-d4, m / z 355 — 319). A faixa de
linearidade foi de 10,34 - 1,034 ng e o limite inferior de quantificacao (LLOQ) foi de
10,34 ng para ambas as PGs. Parametros de validagdo foram avaliados com sucesso
de acordo com as normativas da European Medicines Agency (EMA). O método nao
apresentou efeito matriz e a eficiéncia de processo foi em torno de 100%; com apenas
15 minutos de tempo de analise, possibilitando baixo consumo de solvente. Como
segundo objetivo foi realizada a caracterizacdo quimica dos compostos do suco de
limdo Tahiti e sua atividade de inibigdo in vitro frente as enzimas ciclo-oxigenases.
Para o suco de limao foram identificados por LC-MS/MS (QqTOF) nove flavonoides
O/C-glicosilados: 3 flavanonas (eriocitrina, hesperidina e naringina), 1 flavonol (rutina)
e 5 flavonas (diosmina, luteolina 7-O-rutinose, vitexin 2"-O-rhamnoside e vicenina-2);
por abordagens de comparagdo com padrdo e desreplicagdo. O suco de limao
mostrou forte inibicdo frente as enzimas COX-1 e COX-2.

Palavras-chave: Desordens menstruais. Prostaglandinas. Suco de limao Tahiti.
Citrus latifolia. Flavonoides glicosilados. Ciclo-oxigenases 1 e 2. SPE-LC-MS/MS.
SRM. LC-MS/MS. Desreplicacao.



ABSTRACT

Menstruation is characterized as an inflammatory process, which is triggered by the
drop in progesterone and estrogen levels, along with corpus luteum regression, leading
to pro-inflammatory mediator synthesis, such as prostaglandins (PGs), PGF2« and
PGE:2 are found in large quantities in the menstrual blood and act on vasoconstriction
and vasodilation of smooth muscle and blood vessels. Menstrual disorders such as
menorrhagia have been associated with irregularities in PGF2a and PGE:2 levels.
Preliminary studies in our research group show that Tahiti lemon juice (Citrus latifolia)
reduces the menstrual bleeding. Citrus fruits are rich in flavonoids, which are potent
natural anti-inflammatories, raising the hypothesis that the regulation of excessive
bleeding mechanism could be controlled by their action. For this, the objectives of this
work was: to develop a method by SPE-LC-MS/MS to quantify the PGF2qa and PGE:2
levels in menstrual fluid of two sample groups: control (without treatment) and
treatment (supplementation with Tahiti lemon juice). The PGs were trapped on an
OASIS HLB cartridge for 3 minutes for cleanup and enrichment, and then transferred
during only 42 seconds to a HSS T3 C18 analytical column, for separation.
Prostaglandins (PGs) were detected by SRM negative mode, PGE2 (m/z 351 — 315)
and PGF2q« (m/z 353 — 193) using isotope-labeled internal standard (PGE2-d4, m/z
355 — 319). The concentration linear range was of 10.34 — 1.034 ng and the lower
limit of quantification (LLOQ) was 10.34 ng for both PGs. Validation parameters were
successfully assessed according to European Medicines Agency guideline (EMA). The
method showed no matrix effect and process efficiency around 100%, in addition to
only 15 minutes of analysis time with lower solvent consumption. The second objective
was the chemical characterization of Tahiti lemon juice compounds, as well as their in
vitro inhibition activity against cyclooxygenases enzymes (COX). Lemon juice was
analyzed by LC-MS/MS (QqTOF), and nine O/C-glycosylated flavonoids were
identified: 3 flavanones (eriocitrin, hesperidin and naringin), 1 flavonol (rutin) and 5
flavones (diosmin, luteolin 7-O-rutinose, vitexin 2 "-O-rhamnoside and vicenin-2); by
standard and dereplication approaches. The lemon juice also demonstrated strong
inhibition of both COX-1 and COX-2 enzymes.

Keywords: Menstrual disorders. Prostaglandins. Tahiti lemon juice. Citrus latifolia.
Glycosylated flavonoids. Cyclooxygenases 1 and 2. SPE-LC-MS/MS. SRM.
LC-MS/MS. Dereplication.
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1 INTRODUGAO GERAL

O ciclo menstrual é classificado em trés fases principais: Fase Proliferativa,
Fase Secretora e Fase Menstrual, sendo que o desenvolvimento do foliculo ovariano
depende principalmente do efeito dos horménios gonadotroéficos: hormdnio foliculo

estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) (Figura 1).

FSH LH
: s Progesterona

CiCLO

Estrogénio
. HORMONAL

cicLo
ENDOMETRIAL

%» Neutrofilos

uéé

FASE PROLIFERATIVA FASE SECRETORIA FASE MENSTRUAL <@ “NaturalKillers”

a® Macrofagos

Figura 1. Processo menstrual descrito do ponto de vista do ciclo hormonal e endometrial.
Adaptado de GUYTON e HALL, 2006.

O ovario libera os 6vulos e horménios, estrégenos e progesterona, regulando
0s processos acima citados (Figura 1). Quando n&o ocorre a fecundacgéo e implante
do 6vulo, o tecido é eliminado e a menstruagdo comeca. Isso se deve ao fato de que
a queda nos niveis de progesterona e estrégeno, juntamente com o processo de
regressao do corpo luteo (luteolise), estimulam o processo menstrual inflamatério
(CUNNINGHAM et al., 2012. KING. CRITCHLEY, 2010. BERBIC. FRASER, 2013)

Alguns eventos especificos caracterizam a menstruagdo como processo
inflamatorio, como o elevado direcionamento de leucécitos para o utero, além da
formacgao de edemas e a producédo de substancias pro-inflamatérias. Com a morte
celular e a ruptura da membrana fosfolipidica das células, ha liberagao do acido
araquidénico (AA), pela agao da enzima fosfolipase (PLA-2), o qual € precursor dos
eicosanoides. Isso levara a formagao de mediadores de inflamacdo, como as
prostaglandinas (PGs), sintetizadas pela via metabdlica das ciclo-oxigenases (COXs).

Além disso, observa-se o aumento na sintese de proteinas pro-inflamatérias, como
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citocinas, quimiocinas, metaloproteinas, encontradas em tecidos inflamatérios (BAIRD
et al., 1996. SALAMONSEN. WOOLLEY, 1999. DONG et al., 2002. SUGINO et al.,
2004. MAYBIN. CRITCHLEY, 2015).

O processo menstrual representa um exemplo de regulagdo enddcrina o qual,
nos casos de disfungéo, pode levar a algumas desordens, como cdlicas, dismenorreia
(dores fortes), sangramento excessivo e prolongado (menorragia) (MORTOLA, 1998.
KAGAN. DECHERNEY, 2002. WALLACE. KEIGHTLEY. GIE, 2010. (AZIATO.
DEDEY. CLEGG-LAMPTEY, 2014).

O tratamento tradicional para tais disfuncdes se da, principalmente, pelo uso
de anti-inflamatoérios nao-esteroidas (AINEs), os quais inibem a sintese de PGs.
Entretanto esses medicamentos apresentam efeitos colaterais para o organismo, bem
como no sistema reprodutivo feminino, como € o caso de infertilidade (NORMAN. WU,
2004).

Considerando os problemas desse tipo de tratamento, tem-se buscado fontes
alternativas, como € o caso dos produtos naturais, que proporcionem seguranga e
eficacia no controle do sangramento excessivo e outros sintomas da menstruagao.
Algumas pesquisas tém indicado o potencial do uso de citros para controle de
sintomas da menstruagao, devido sua elevada atividade anti-inflamatéria (OSOSKI et
al., 2002. BHATIA et al., 2015. ANDRADE et al., 2015. LV et al., 2015).

Um estudo em andamento esta sendo realizado e coordenado pelo professor
Dr. Ricardo Borra do Departamento de Genética e Evolugdo da UFSCar, o qual tem
como objetivo avaliar os efeitos da suplementagdo com suco de limao Tahiti (Citrus
latifolia) durante o periodo menstrual. Para isso, foram selecionadas voluntaria para
as quais foi aplicado um questionario para obter informacdes clinicas de referéncia
sobre o ciclo menstrual individual. Dados preliminares mostraram significativa redugéo
da intensidade (72%) e duragéo do periodo menstrual (23%) das voluntarias, além da
reducéo da formagao de coagulos (43%) e auséncia de dismenorreia (21%) apds uso
do suco de limao Tahiti, como tratamento alternativo para desordens menstruais
(ANDRADE et al., 2015).

Considerando que os sucos de frutos de citros apresentam em sua composi¢ao
quimica flavonoides como principais metabdlitos (NOGATA et al., 2006), levanta-se a
hipétese de que o mecanismo de regulagdo do sangramento excessivo, bem como
outras desordens associadas ao ciclo menstrual, seria controlado pela agdo desses

compostos. Sendo que, uma das principais atividades dos flavonoides € a inibicao de
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processos inflamatérios, atuando na inibigdo das enzimas ciclo-oxigenases (COXs),
modulando, assim, a biossintese de prostaglandinas através da inibigao,
principalmente, da enzima COX-2 (KUMMER. COELHO, 2002. MURIAS et al., 2004.
VERMA. PRATAP, 2010. SHALINI. JAYALEKSHMI. HELEN, 2015). Ja é bem
estabelecida a presencga de prostaglandinas no sangue menstrual, principalmente
PGF2q e PGE2, as quais teriam um importante papel na cascata de eventos que levam
a menstruacao (BAIRD et al., 1996).

Assim, o presente projeto teve como objetivos:

Capitulo I: desenvolver e validar um método por SPE-LC-MS/MS para a
quantificagcéo de prostaglandinas (PGE2 e PGF24) em fluido menstrual e aplicacao do
método para dois grupos de amostras de fluido menstrual: grupo controle (sem

tratamento) e grupo tratamento (suplementado com suco de limao Tahiti).

Capitulo II: realizar o estudo do perfil quimico do suco de limao Tahiti (Citrus

latifolia) e atividade de inibigcdo enzimatica de ciclo-oxigenases 1 e 2.

Ambas as metodologias foram desenvolvidas usando extragdo em fase solida,
como preparo de amostra, e cromatografia em fase liquida acoplada a espectrometria

de massas, como técnicas de analise.
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CAPITULO |

DESENVOLVIMENTO E  VALIDAGAO DE METODOLOGIA PARA
QUANTIFICAGAO DE PROSTAGLANDINAS EM FLUIDO MENSTRUAL POR
EXTRAGAO EM FASE SOLIDA EM LINHA ACOPLADA A CROMATOGRAFIA
LIQUIDA E ESPECTROMETRIA DE MASSAS (SPE-LC-MS/MS)
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1 INTRODUGAO

1.1 LC-MS PARA QUANTIFICACAO DE METABOLITOS EM FLUIDOS BIOLOGICOS

A cromatografia em fase liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS:
liquid chromatographic-mass espectrometry) tem se destacado muito nos ultimos anos
para a identificacdo de metabdlitos em fluidos bioldgicos, devido a garantia de
analises confiaveis, reprodutiveis e exatas. Além de que a combinacdo de ambas as
técnicas fornece sensibilidade e seletividade suficiente para detecgao e quantificagao
de baixissimas concentragdes de analitos de interesse (NOVAKOVA. VLCKOVA,
2009. HOLCAPEK. JIRASKO. LISA, 2012).

Algumas das aplicacdes da técnica de LC-MS sao encontradas em estudos de
identificacao e quantificacao de metabdlitos em matrizes biolégicas, produtos naturais,
analises toxicologicas, alimentos, farmacos, entre outras (PITT, 2009).

Fluidos biolégicos se caracterizam por serem matrizes de alta complexidade,
devido ao fato de apresentarem uma infinidade de compostos, desde
macromoléculas, como proteinas, a inumeras classes de metabdlitos enddgenos e
exoégenos (TRUFELLI et al., 2010).

A anadlise cromatografica de matrizes biolégicas complexas, como soro e
plasma, apresenta dificuldades quanto a coeluicdo de compostos quimicamente
semelhantes, o que interfere na seletividade das analises. Enquanto que na
espectrometria de massas, o problema esta relacionado com a ionizagao dos analitos,
podendo haver supressdo ou aumento de sinal, o que prejudica e inviabiliza a correta
quantificacdo, uma vez que interfere em outros parametros do método, como
reprodutibilidade, exatiddo e precisdao (TRUFELLI et al., 2010. PANUWET et al.,
2016).

Os passos para o desenvolvimento de um método por LC-MS basicamente
consistem em coleta, preparo da amostra e separagao seguida pela detec¢cdo dos

analitos da amostra.
1.1.1 Preparo de amostra: Extragdo por Fase Solida

O preparo de amostra € uma das etapas mais importantes do método analitico,

pois € nessa etapa que se obtém a fracao de interesse em condi¢cdes otimizadas e
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seguras para realizagao de uma boa analise (CASSIANO. BARREIRO. CASS, 2014).
Torna-se uma etapa bastante critica, pois influencia em todo o processo de
identificacdo e quantificacdo, por isso deve fornecer reprodutibilidade, preciséo e
exatiddo para as etapas seguintes, principalmente quando se trata de um método
quantitativo.

E de extrema importancia que nessa etapa se tenha o menor manuseio
possivel da amostra, que o método seja simples, rapido e econémico, e que esteja de
acordo com os procedimentos considerados sustentaveis para o meio ambiente
(MULLETT, 2007. (FILIPPOU. BITAS. SAMANIDOU, 2017).

A SPE (do inglés: Solid Phase Extraction) ou Extragao por Fase Sélida (EFS) é
uma técnica de separagao solido-liquido, utilizada para extracdo ou limpeza de
amostras complexas. Nessa etapa é possivel a pré-separacdo dos analitos de
interesse perante outros compostos presentes na matriz, considerados interferentes.
obtendo-se, assim, uma fracdo enriquecida dos compostos a serem analisados. A
concentracdao do analito constitui a razdo entre quantidade inicial de amostra pela
quantidade final de solugdo concentrada (JARDIM, 2010). Trata-se, ainda, de um
preparo de amostra eficiente e compativel com a cromatografia liquida e outras
técnicas relacionadas (NOVAKOVA. VLCKOVA, 2009. LI. RIVORY. CLARKE, 2006).

As fases estacionarias dos cartuchos de SPE s&o muito similares as utilizadas
em cromatografia liquida em coluna, como: C18, silica, troca i6nica e fases
poliméricas. sendo os mecanismos de separagao: adsor¢ao, particao (fase normal e
reversa), troca idbnica ou exclusdo. A fase solida do cartucho é escolhida de acordo
com os analitos e matriz de interesse, objetivando-se a melhor eficiéncia de extracao
(JARDIM, 2010).

Dentre as fases estacionarias poliméricas destacam-se as chamadas Oasis
HLB (Waters), sendo constituidas por um adsorvente universal para compostos
acidos, basicos e neutros, compostas pelos mondémeros N-vinilpirrolidona (hidrofilico)
e divinilbenzeno (lipofilico), proporcionando alta capacidade de retengdo em fase
reversa, sendo, ainda, estavel a faixas de pH extremas e abrangendo uma ampla faixa
de polaridade de solventes e de analitos.

Os cartuchos de SPE sao encontrados na forma de seringas, 0os quais sao
aplicados nos procedimentos denominados SPE off-line. Ou na forma de pequenas
colunas cromatograficas, sendo utilizados nos processos conhecidos como on-line
(Figura 2).



28

@& -
S\
- w
e &
& o
o

= o .

Ty,
gl
analitica

1 B | | o
211 E1 0k E
- | i )
£6 6 b6 & S

‘ [ I i Vélvula de J'

’ | _ ,:F‘ ' acoplamento

Figura 2. Procedimento de SPE off-line (acima). Procedimento de
SPE on-line (abaixo). Etapas: 1. Ativagéo. 2. Condicionamento. 3.
Carregamento da amostra. 4. Limpeza do interferentes. 5. Eluicao
da fracao de interesse. 6. Evaporacao. 7. Reconstituigao e 8.
Injecdo. Adaptado de Boonjob, 2014.

O procedimento basico de SPE envolve os seguintes passos: ativagao e
condicionamento do adsorvente (fase estacionaria), carregamento da amostra,
limpeza dos interferentes e eluicdo dos analitos de interesse. No método off-line ha a
necessidade de evaporagdao do solvente da amostra apds a eluicdo e entdo
reconstituicdo da mesma para posterior analise.

A eficiéncia do processo de extracdo € medida pela capacidade de retengao do
analito de interesse no adsorvente e facilidade de remoc¢ao, bem como separacao
desse dos interferentes (JARDIM, 2010).

Diante da grande demanda do uso de SPE e da necessidade de
desenvolvimento de métodos cada vez mais rapidos e eficientes, principalmente para
analises laboratoriais de rotina, houve o surgindo dos sistemas de preparo de amostra
on-line ou em linha (BOONJOB, 2014). Isso se fez possivel principalmente aos
avancos na cromatografia liquida multi ou bidimensional (2DLC) (MALEROD.
LUNDANES. GREIBROKK, 2010. MOGOLLON et al., 2014).
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1.1.2 Cromatografia em fase liquida e preparo de amostra on-line

Cromatografia em fase liquida € uma técnica de separacéo fisico-quimica, na
qual a separagao de uma mistura em solucido se da pelo principio de distribuicdo e
interagdo da amostra entre uma fase estacionaria (coluna cromatografica) e uma fase
movel (solvente) (CASS. DEGANI, 2009).

Diante da complexidade requerida para analises biolégicas, a cromatografia
convencional tem se tornado obsoleta quanto aos parédmetros de resolucgao,
capacidade de pico e seletividade. Sendo assim, a miniaturizacdo da técnica
cromatografica, levou ao surgimento da cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UHPLC) (MALDANER. JARDIM, 2009) bem como ao surgimento dos sistemas
bidimensionais. Devido a esses avancos foi possivel a realizacdo de preparo de
amostras automatizado, como a técnica de SPE on-line.

O sistema de preparo de amostra on-line funciona pelo acoplamento do
cartucho de preparo de amostra a coluna analitica, por meio de uma valvula de
multiplas portas e uma bomba. A retencdo dos analitos de interesse é realizada no
cartucho de SPE, seguido da remog¢ao de interferentes. e posterior eluicdo da fragado
concentrada para a coluna analitica, que € a responsavel pela separacao
cromatografica (GUTTMAN. VAROGLU. KHANDURINA, 2004. DIXON. PITFIELD.
PERRETT, 2006. LOPES. CASSIANO, 2016. PENG et al., 2016).

Algumas das vantagens da SPE on-line sao: maior seguranga para o operador,
devido ao menor manuseio de amostra. menor tempo de preparo, devido ao fato de
eliminar etapas como evaporacgao e reconstituicdo da amostra, necessarias no modo
off-line (Figura 2). reducdo de perda de analito, além de maior eficiéncia e
reprodutibilidade diante da automatizagao do sistema (BOONJOB, 2014).

1.1.3 Cromatografia em fase liquida acoplada a Espectrometria de Massas

A cromatografia em fase liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
tem sido utilizada com muito sucesso ao longo dos anos como principal técnica para
desenvolvimento de métodos bioanaliticos. A aplicagao dessa técnica em estudos de

metabolémica, protedbmica, gendmica, desenvolvimento de novos farmacos,
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caracterizagcdo e identificacdo de substadncias e seus metabdlitos, sdo alguns
exemplos.

O acoplamento da LC com a MS proporcionou analises com alto grau de
seletividade e sensibilidade. Para isso o primeiro passo requerido € converter a
amostra liquida, proveniente do LC, para ions em fase gasosa para deteccdo no
analisador de massas. O maior desafio, no entanto, foi a criagdo de uma interface que
viabilizasse esse processo. Diante disso, o desenvolvimento de fontes de ionizagao
como a ESI (electrospray ionization) ou ionizagao por eletrospray (Figura 3), tornou
possivel a vaporizagcao dos analitos, possibilitando realizar analises de amostras em
fase liquida com posterior detecgao por espectrometria de massas (LANCAS, 2009).

Resumidamente, o mecanismo da ES/ consiste na ionizagdo das moléculas
pela aplicagdo de um potencial elétrico no cone de volatizacdo, uma vez que a fase
liquida, proveniente do LC, é direcionada por um capilar de alta voltagem a presséo
atmosférica e, ao sair do capilar, formam-se pequenas gotas em forma de spray,
altamente carregadas. Nesse momento, um fluxo de gas continuo (N2) faz a
dessolvatagao das gotas a medida que se deslocam. O gas faz evaporar as moléculas
do solvente, fazendo com que o campo elétrico das gotas carregadas
(positiva/negativamente) aumente, até que a repulsdo das cargas superficiais seja tdo
intensa que supere a tensdo superficial da gota, levando a chamada explosao
coulébmbica. Formando, assim, os ions, os quais sdo direcionados (focalizados) para
o analisador a fim de serem detectados por sua razdo massa/carga (m/z) (FENN et
al., 1989. CROTTI et al., 2006. KEBARLE. VERKCERK, 2009).

Os analisadores de massas hibridos sao basicamente classificados de acordo
com sua capacidade de medida (exatidao) e poder de resolugéo que podem atingir na
medida de massa necessaria. Outra classificacdo diz respeito a forma como os
eventos de separagao dos analisadores sao realizados, se sdo por “tempo” ou no

“‘espaco”.
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Figura 3. Mecanismo de lonizagao por ElectroSpray (ESI). Fonte: SIMOES, 2013.

Analisadores sequenciais, em que cada estagio de separagdo massa-carga €
realizado em espacos fisicos diferentes dentro do espectrometro, sdo denominados
de analisadores no espaco. Exemplo disso, sdo o triplo quadrupolo (QqQ) e
quadrupolo-tempo de voo (do inglés, Time of Flight, sigla Qq-TOF) (Glish & Burinsky,
2008). Sendo esses dois importantes analisadores atualmente empregados tanto para
analise de fluidos biolégicos quanto para amostras de produtos naturais.

Para analises quantitativas o analisador de massas mais empregado tem sido
o triplo quadrupolo, o qual € um hibrido de trés quadrupolos sequenciais (Figura 4).
Sua capacidade de filtrar ions de acordo com a razdo massa-carga (m/z) é o que lhe
confere alta sensibilidade, além da possibilidade de realizar diversos experimentos,
dentre eles o SRM (Selected Reaction Monitoring) ou monitoramento de reacao
selecionada (Figura 5). Nesse modo os analisadores fornecem maior sensibilidade e
seletividade a analise. O primeiro quadrupolo (Q1) faz a varredura do ion precursor
selecionado. o segundo (q2) compartimento € conhecido como cela de colisdo, onde
€ induzida a colisdo dos ions com um gas inerte (Ar, He ou N2), produzindo os
fragmentos do ion precursor selecionado. enquanto que no terceiro quadrupolo (Q3)
€ onde ocorre a selegao dos ions fragmento gerados, o qual sera reconhecido no
detector. Enquanto um ion é detectado, outro fragmento € gerado na cela e,

posteriormente, filtrado em Q3, sucessivamente.
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Figura 4. Analisador triplo quadrupolo (QqQ). Adaptado de (BOJA. RODRIGUEZ, 2011).
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Figura 5. Experimento de monitoramento de reagéo selecionada (SRM) em
analisador de massas triplo quadrupolo. Adaptado de SIMOES, 2013.

Outro tipo de analisador de massas hibrido amplamente utilizado é o Qq-TOF,
o qual é composto pela sequéncia de dois quadrupolos e, por ultimo, um analisador
de tempo de voo. De forma simples, o conceito de tempo de vbo consiste na
identificacédo dos ions pelo tempo que esses gastam para percorrer uma distancia
definida dentro do equipamento, do momento em que sdo gerados até o detector, o
que esta diretamente relacionado com sua massa. Assim, ions mais leves chegam
antes no detector, devido a trajetéria mais rapida. enquanto que ions mais pesados
sao detectados depois. Esse € um analisador de alta resolucdo de massas,
possibilitando diferenciacdo de m/z inferior a 2 mDa (ENS. STANDING, 2005).

1.2 PROSTAGLANDINAS E MENSTRUAGAO

Prostaglandinas (PGs) sdo metabdlitos endégenos pertencentes a classe dos

eicosanoides, derivados do acido araquidénico (AA) e sado importantes lipidios
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mediadores de processos inflamatérios. Sado metabdlitos extracelulares, enquanto que
seus receptores estao ligados as proteinas-G, presentes na membrana plasmatica
celular. PGs sao biossintetizadas pela via das ciclo-oxigenases (COXs) (SUGINO et
al., 2004. BAIRD et al., 1996. KAGAN. DECHERNEY, 2002) (Figura 6). O mecanismo

da biossintese das COXs ¢é explicado detalhadamente no Capitulo I, item 1.4.1.
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Figura 6. A queda dos hormdnios progesterona e estradiol, juntamente com a morte celular,
ativa a enzima fosfolipase-2 (PLA-2) que atua na ruptura da membrana fosfolipidica da
membrana celular, liberando o acido araquidénico (AA), o qual é precursor dos eicosanoides.
Pela acdo da COX-2 o AA é metabolizado em diferentes prostaglandinas, como é o caso da
PGF2q e PGE:. Fonte: autor.

A biossintese das prostaglandinas, descrita na Figura 6, mostra o acido
araquidénico (AA) sendo ciclizado para formacdo do intermediario endoperoxido
PGG:2 e, posteriormente, reduzido pelo sitio ativo peroxidase para formar o
intermediario PGH2. Estes dois endoperoxidos sao quimicamente instaveis, fazendo
com que sejam metabolizados enzimaticamente em diferentes produtos, levando a
producdo das prostaglandinas: PGD2, PGE2 ou PGF2a. Essas séries de
prostaglandinas (D, E e Fa) sdo denominadas de ‘prostaglandinas primarias’ € o
numero subscrito, como PGE2, é referente a localizagao da ligagao dupla exociclica

do anel (SIMMONS, 2004. BOTTING, 2006).
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Na menstruagao, a queda dos niveis de progesterona e estradiol, aumentam a
expressao de COX-2, o que resulta no aumento da produgao de prostaglandinas pelas
células do estroma junto com aumento na densidade do receptor de PGs nos vasos
sanguineos e nas células circundantes (CUNNINGHAM et al., 2012).

As prostaglandinas (PGs) desempenham um importante papel no utero e,
consequentemente, na cascata de evento que levam a menstruacdo, estando
envolvidas em processos como: parto, vasodilatagdo e vasoconstricdo, ovulagédo e
contracao do miométrio, atuando como mediadores quimicos na regulagao positiva de
respostas pro-inflamatorias (CUNNINGHAM et al., 2012. KING. CRITCHLEY, 2010).
Disturbios menstruais, como dismenorreia primaria e sangramento excessivo, em
auséncia de patologias, tem sido associada ao desequilibrio na sintese de
prostaglandinas (CATALANO et al., 2011).

PGE2 e PGF2q sdo as principais prostaglandinas encontradas no endométrio e
no sangue menstrual (BAIRD et al., 1996. SMITH. JABBOUR. CRITCHLEY, 2007).
Estas estéo relacionadas com a contragao/dilatagao do musculo liso, enquanto PGE2
diminui a contragdo, atuando como vasodilatadora. PGF2q aumenta, atuando como
vasoconstritora (KAGAN. DECHERNEY, 2002). Esse efeito de
vasoconstricdo/vasodilatagéo leva a diminuicdo de oxigénio e a produgéo de espécie
reativas de oxigénio (EROs), o que causa o efeito de feedback positivo da expressao
de COX-2 e aumento dos niveis de PGs (EVANS. SALAMONSEN, 2012. SUGINO et
al., 2004).

PGE2 também atua nos vasos sanguineos do endométrio juntamente com a
proteina interleucina (IL-8), aumentando o direcionamento de leucdcitos para o tecido
endometrial (COLDITZ, 1990). Elevadas quantidades de PGF2a tem sido atribuido a
contragdes do musculo liso uterino levando a diminuicao do fluxo menstrual, o que
também tem sido relacionado a uma das causas de menorragia. Outra explicagcédo
complementar se refere a agdo da PGF2q como mediador secundario da menstruagao,
induzindo a contracao das artérias espiraladas do endométrio, privando as camadas
superiores do tecido endometrial de oxigénio, levando a perda de sangue pela ruptura
dos vasos e, consequente, morte do tecido (KAGAN. DECHERNEY, 2002).

Ambas PGF2q e PGE2sé&o quimicamente muito semelhantes, sendo que a Unica
diferenca estrutural entre elas € a presenca de um grupo hidroxila no anel de cinco
membros (C-9%, simbolizado por asterisco em vermelho na Figura 6) em PGFzq,

enquanto que em PGE2 ha uma carbonila (grupo C=0) na mesma posigao.
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1.2.1 Analise de prostaglandinas em matrizes biologicas por LC-MS

Os métodos analiticos descritos na literatura para a analise de PGs em fluidos
bioldégicos baseiam-se principalmente em imunoensaios ou cromatografia em fase
gasosa-espectrometria de massas (GC-MS), os quais requerem reagentes
especificos e caros ou derivatizagdo da amostra, respectivamente (TSIKAS.
ZOERNER, 2014. TSIKAS, 2016).

Mais recentemente, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS) tem emergido como a técnica lider para esta aplicagéao,
possibilitando analises rapidas e sensiveis, devido a sua versatilidade e
compatibilidade com amostras biolégicas (DEEMS et al., 2007. CAO et al., 2008.
ARAUJO et al., 2014).

O preparo de amostra utilizado para extragdo de PGs, em geral, sdo: extragao
liquido-liquido (LLE). precipitacao de proteina (PP), extragao por fase sélida (SPE),
ou ainda, a combinagcao de mais de uma técnica tem sido relatada (KOMABA et al.,
2009. KORTZ. DOROW. CEGLAREK, 2014). Tratando-se de extragao por fase sdlida,
a SPE off-line € a mais frequentemente utilizada, apesar do longo e exaustivo
procedimento. Em geral, a LLE ainda é prevalecente.

Considerando que os procedimentos off-line geralmente resultam em perda do
analito e possivel degradagcdo do mesmo, além do problema ja citado com consumo
de tempo que esses protocolos requerem, sistemas on-line superam esses
problemas.

Dados da literatura nos ultimos anos para analises de prostaglandinas por LC-
MS mostram poucos trabalhos utilizando métodos on-line de preparo de amostra, e
desses, a grande maioria trata-se de analises em meio celular ou tecido, poucos sobre

plasma ou soro (Tabela 1).



Tabela 1. Prostaglandinas avaliadas em matrizes bioldgicas.
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Matriz

Prostaglandinas

Preparo de
amostra

Referéncia

Mucosa e poélipos

Liquido folicular
ovariano

Tecido cerebral
Plasma humano

Plasma de animal

Tecido animal e
plasma humano

Agua de esgoto

Meio de cultura
celular

Lisado celular e
meio de cultura

Plasma de animal

Soro humano

Meio de cultura
celular

PGE2

PGF2q- PGF14 - PGE2 - 8-
iso-
PGF2q - 15-F2-isoprostane
PGF2q - PGE2- PGE1q -
PGD:2

PGF1- PGF2q- PGE2 - PGD2

-PGJ2
PGF2q - PGE2- PGD2

PGF2q - PGE2 - PGD2
(padrdes deuterados)

8-iso0-PGF2q

PGD: - PGE2

PGEs - PGDs - PGFaq

PGE-

PGEs - PGF2q - PGE2 - PGF+

- PGD2

PGD:2 - PGE2

LLE

LLE

Solvente +
Centrifugagao

SPE off-line

PP + SPE on-line

SPE 96 pocgos

Imunoafinidade
(spin-cartridges)
off-line

SPE on-line

LLE e SPE off-line

LLE

SPE on-line

LLE

(YUN et al., 2018)

(PIER et al., 2018)

(GOBO et al., 2018)

(MILLER et al., 2017)

(TEPPNER et al., 2016)

(LUBIN et al., 2016)

(RYU. REID. THOMAS,
2015)

(WILLENBERG.
MESCHEDE. SCHEBB,
2015)

(TANAKA et al., 2014)

(ZHANG et al., 2013)

(FERREIRO-VERA et
al., 2011)

(CAO et al., 2008)

LLE: liquid-liquid extraction. SPE: solid phase extraction. PP: protein precipitation. *Na tabela sao citadas
apenas as prostaglandinas avaliadas, sendo que outros compostos também foram avaliados em alguns

Ccasos.

Considerando analises com grande numero de amostra ou amostras com

grande variabilidade em seu conteudo, como € o caso de fluidos corporais, ha uma

grande importancia no desenvolvimento de métodos rapidos, reprodutiveis e

eficientes, que possam ser aplicadas ao uso clinico.

Diante do exposto esse trabalho propds o desenvolvimento e validagdo de um

método para quantificagdo de PGF2q e PGE2em fluido menstrual utilizando a técnica

de extracdo por fase sodlida on-line com cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

O presente capitulo tem como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia
para a quantificacdo de prostaglandinas em soro humano e aplicagdo do mesmo em
fluido menstrual de pacientes antes e apds a ingestao do suco do limao Tahiti (Citrus
latifolia), a fim de estabelecer uma relagdo da influéncia da suplementagéo do suco

para o controle do sangramento menstrual excessivo.

2.2 ESPECIFICOS

1. Desenvolver e validar um método para quantificagao das prostaglandinas
PGE2 e PGF2a em soro humano, como matriz surrogate, utilizando extragéo on-line
SPE e analise por LC-MS/MS.

2. Aplicar o método desenvolvido para analise de amostras de fluido menstrual
de pacientes do grupo controle e tratado com suco do lim&o Tahiti para verificar a
variagéo dos niveis de PGE2 e PGF2q.

Essas analises foram desenvolvidas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&do Carlos - SP, no laboratério Separare, sob supervisao da

Profa Dra Quezia B. Cass e Profa Dra Maria Fatima F. da Silva.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SOLVENTES E PADROES

Para o preparo das amostras e as analises cromatograficas foram utilizados
solventes organicos grau HPLC Mallinckrodt Baker (St. Louis, USA). A agua utilizada
para fase moével foi purificada usando sistema Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, Brazil).
Acido férmico (295%) foi adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Todos
0s outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

Prostaglandinas: PGE:2 (acido 9-oxo-11a, 15S-di-hidroxi-prosta-5Z, 13E-dien-1-
oico), PGF2qa (acido 9a,11a, 15S-tri-hidroxi-prosta-5Z, 13E-dien-1-oico) e o padrao
interno (Pl) PGE2-ds4 (acido 9-oxo-11a, 15S-di-hidroxi-prosta-5Z, 13E-dien-1-oic-
3,3,4,4-d4) foram adquiridos da Cayman Chemical (Michigan, USA). As solucdes
padrao e estoque preparadas foram armazenadas a —20°C.

As fases méveis foram preparadas na razao volume/volume.

3.2 EXTRACAO DAS AMOSTRAS POR SPE ON-LINE E SEPARACAO ANALITICA

O método foi desenvolvido usando o sistema bidimensional de cromatografia
liquida de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC (Waters, Milford, USA), composto de uma
bomba binaria Acquity (BSM), uma bomba quaternaria (QSM) Acquity H-Class. Auto-
injetor modelo 2777C (CTC PAL) equipado com loop de injegao de 10 L, uma valvula
de injegdo de seis caminhos Everflow® e outra valvula para o acoplamento LC-LC
Everflow®.

A posicao das valvulas foi definida por eventos controlados pelo software

MassLynx.

3.3 INSTRUMENTACAO E PARAMETROS DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O sistema cromatografico foi acoplado ao espectrometro de massas Xevo™
TQ-MS (Waters, Milford, USA) equipado com uma fonte de ionizagéo ortogonal Z-
spray™ ESI (ionizacéo por eletrospray), operando no modo negativo, nas seguintes

condicoes:
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Temperatura da fonte: 150 °C. voltagem do capilar: 2,5 kV. fluxo do gas de
solvatagdo: 600 L h™'. temperatura do gas de solvatagdo: 200 °C. fluxo do gas de
cone: 0,10 mL min~". fluxo de gas de colisdo: 0,15 mL min~'. dwell time: 0,350 ms.

Nitrogénio foi utilizado como gas de cone e de dessolvatagdo, e argbnio como
gas de colisdo. As energias de colisdo (CE) e voltagens do cone (CV) foram
manualmente otimizadas para cada analito por infusdo direta de 1 ng mL" de cada
solugéo individual com vazdo de 50 uL mL™" pela bomba seringa combinado com o
fluxo da fase moével.

O espectrémetro de massas operou no modo de Monitoramento de Reagao
Selecionada (SRM).

O controle instrumental e analise dos dados foram feitos usando o software
MassLynx 4.1 (Waters, Milford, USA).

3.4 CRITERIOS DE SELEGCAO DAS VOLUNTARIAS E DIVISAO DOS GRUPOS

As voluntarias participantes deste estudo foram selecionadas de acordo com
os critérios abaixo e apos assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal
de Sao Carlos (UFSCar) (parecer n® 2.030.659) (ANEXO 1).

Critérios de inclusao/exclusao: mulheres entre 18 e 40 anos. sem uso de
anticoncepcional hormonal. sem histérico de doencas ginecoldgicas, autoimune,
neoplasia maligna ou histoérico de radio/quimioterapia. que nao praticasse atividade
fisica intensa ou que tivesse alterado recentemente o padrao de atividade. que nao
fizesse uso cronico de farmacos, como anti-inflamatério n&o esteroidal,
imunossupressor, ansioliticos ou antidepressivos. e ainda, que nao tivesse feito uso
de medicagao continua em periodo inferior a 15 dias antes do estudo.

Para a selecdo, as voluntarias responderam a um questionario sobre seu ciclo
menstrual. Os questionamentos foram a respeito da regularidade do ciclo, tempo de
duracado da menstruacao, presencga/auséncia de célicas e coagulos, e sobre o uso de
medicamentos para essas desordens.

Apos a selegao, as voluntarias foram divididas aleatoriamente em dois grupos:
Grupo Tratado (GT, n=4) e essas foram orientadas a ingerir o suco de um limao Tahiti
(dose de 20 mL), diluido em agua no inicio do sangramento (30 min antes das

refeicdes) e outra dose igual no segundo dia da menstruagao, pela manha, pelo menos
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3h antes da coleta. Os frutos frescos foram adquiridos sempre da mesma fonte, em
comércio local, e entregue as voluntarias na semana da coleta. O segundo grupo,
Grupo Controle (GC, n=7) foi orientado a ndo ingerir nenhum tipo de medicagéo e a
nao consumir frutas citricas durante os primeiros dias da menstruacao. Ambos os
grupos foram acompanhados por 2 meses consecutivos e a administragdo foi
realizada da mesma forma nos diferentes meses.

Outras 10 voluntarias foram selecionadas para coleta de sangue periférico,
para essas os critérios de selegcao foram: estar fora do periodo menstrual e nao

apresentar nenhum processo inflamatério ativo.

3.5 COLETA DAS AMOSTRAS IN VIVO

O sangue periférico foi coletado de 10 voluntarias saudaveis usando tubos a
vacuo sem anticoagulante (Vacutainer Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Apos
coletado, o sangue foi deixado para coagular por 20 min a 25°C e entdo centrifugado
por 10 minutos (1000 x g). O soro foi separado das células e o sobrenadante
armazenado a —80 °C até a realizagao das analises.

O fluido menstrual foi coletado utilizando coletor menstrual (Menstrual Lunette
Collector, Kevosai, Curitiba, Brazil). Cada voluntaria recebeu um coletor para uso
individual durante o estudo. A coleta foi realizada pela manha, no segundo dia da
menstruacao, por 2 meses consecutivos. As voluntarias fizeram a coleta no proprio
laboratério e as amostras foram imediatamente centrifugadas por 10 minutos (1000 x

g), e o sobrenadante armazenado a —80 °C até a realizagdo das analises.

3.6 PREPARO DAS SOLUCOES ESTOQUE E SOLUCOES DE TRABALHO

Solugéo estoque da mistura de PGE2 (20,0 ug mL™") e PGF24 (20,0 ng mL™") foi
preparada em H20:MeOH (50:50, acido formico 0,1%, v/v).

A solugao estoque do padrao interno (Pl) PGE2-d4 (300 ng mL™") foi preparada
em H20:MeOH (90:10, acido férmico 0,1%, v/v).

A partir da solucéo estoque, 11 solucdes de trabalho dos padrées PGE2e PGF2q
foram preparadas em H20 (&cido férmico 0,1%, v/v), nas seguintes concentragdes:
0,15.0,30.0,75.1,5.2,3.3,0.6,0.9,0. 12. 15e 18 ug mL™". Essas solugdes de trabalho

foram utilizadas para o preparo dos padrdes de calibragao.
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As solugdes de trabalho dos controles de qualidade foram preparadas a partir
da solugao estoque para obtengao das seguintes concentragdes: 0,450. 7,50 e 13,5
pug mL™' em H20 (acido férmico 0,1%, v/v). Essas solugbes de trabalho foram
utilizadas para o preparo das amostras de controle de qualidade (CQ).

Todas as solugdes de trabalho foram armazenadas a —20°C até a realizacao

das analises.

3.7 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras individuais de soro periférico (n=10) foram misturadas e entéo
diluidas (1:1) na solugdo de PI (300 ng mL™"). Os padrbées de calibragdo foram
preparados frescos no dia da analise usando o soro periférico diluido como matriz
surrogate. 10 L das solugdes de trabalho dos padrdes de calibragéo e dos CQs (item
3.6) foram adicionados em 290 pL do soro diluido, homogeneizado em vortex por 10
segundos e entao centrifugado (1,5 x g, 10min, 4 °C). O sobrenadante (200 uL) de
cada amostra foi transferido para o vial do auto-injetor e injetados no sistema SPE-
LC-MS/MS.

As concentragdes finais dos padrdes de calibracdo foram 10,34. 20,70. 51,72.
103,5. 155,2. 206,9. 413,8. 620,7. 827,6, 1034 e 1241 ng mL™". E para os CQs: 31,03.
517,2 € 931,0 ng mL™". Os padrdes de calibragéo foram preparados em ftriplicata e os
CQs em quintuplicata.

O fluido menstrual de cada voluntaria (150uL) foi diluido (1:1) na solugéo de PI
(300.0 ng mL™") (150uL), homogeneizado em vortex por 10 segundos e entdo
centrifugado (1,5 x g, 10min, 4 °C). Uma aliquota de 200uL do sobrenadante foi

transferido para o vial do auto-injetor e injetados no sistema SPE-LC-MS/MS.

3.8 VALIDACAO DO METODO

A validacado do método foi realizada de acordo com o guia European Medicines
Agency (EMA, 2011).
A seletividade foi avaliada comparando amostras sem adi¢cao de analito como

branco de soro (n=6), com amostras fortificadas.
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Amostras branco de solvente (H20 + acido férmico 0,1%, v/v) foram analisadas
apos os CQAs (931.0 ng mL™") e entre as analises dos padrbes de calibragdo mais
alto, com concentracéo de 1241 ng mL™", para verificar efeito de carryover.

A linearidade foi avaliada usando 11 niveis de concentragcdo dos padrbées de
calibragdo para cada prostaglandina (n=3). A curva para cada prostaglandina foi
construida por regressao linear usando a razao da area PG/PI versus a concentracao
nominal das prostaglandinas.

Exatidao e precisao intra (n=5) e inter (n=15) lotes foram avaliadas usando as
amostras de CQ (31,034. 517,24 e 931,03 ng mL™").

O limite inferior de deteccéo (LOD) foi definido como a concentragao mais baixa
encontrada para a razao sinal/ruido de pelo menos 3x. Enquanto que o limite inferior
de quantificagédo (LOQ) foi determinado como a concentragao do padrao de calibragéao
mais baixa, com exatidao e precisao de < 20% (n=3).

O efeito de matriz foi avaliado para o procedimento on-line usando amostras de
soro de diferentes voluntarias (n=6), fortificadas nas concentra¢des nos niveis do CQ
baixo e CQ alto (31,03 e 931,0 ng mL™") e 0o RSD foi calculado para as concentragbes
encontradas.

A eficiéncia de processo foi calculada comparando as razdes das areas das
bandas cromatograficas dos CQs (baixo e alto) em soro com amostras nas mesmas
concentragdes preparadas em agua ultrapura.

A estabilidade foi avaliada comparando as razdes das areas de amostras CQB
e CQA mantidas no auto-injetor por 24 e 48 horascom aquelas recém preparadas.
RSD =15% foi o critério de garantia de estabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O preparo de amostra on-line proporciona inumeras vantagens para analise de
amostra bioldgica, principalmente pela redugdo de tempo de preparo, devido a
automatizacao do sistema, além de analises com boa reprodutibilidade, reducao de
volumes de amostra e solvente, reduzindo os riscos de contaminacdao, bem como
diminuicao de perda do analito, devido a menor manipulagdo da amostra.

O desenvolvimento do método por SPE on-line para a quantificacdo das PGs
no soro demandou a avaliagéo de alguns parametros, a fim de garantir a validade das

analises de acordo com uma melhor configuragéo do sistema.

4.1 IONIZAGCAO DAS PROSTAGLANDINAS E PADRAO INTERNO

As condi¢des de ionizacao e fragmentagédo das PGs e do Pl foram otimizadas
manualmente por infusdo direta de 1 ug mL" de cada solugao individual (H20:ACN,
50:50 + acido férmico 0,1%, v/v) com vazéo pela bomba seringa combinada com a
fase mével vinda do LC (H20:ACN, 55:45 + acido formico 0,1%, v/v), vazdo de 50 uL
mL-".

A fim de obter uma melhor ionizagao dos analitos observou-se que na infusao
direta a intensidade aumentava quando em solu¢ao de agua acidificada e adicao de
ACN. Além do que, pelo modo combinado € possivel observar também a influéncia da
fase movel do LC na ionizagdo. Ambos os modos de ionizagdo positivo e negativo
foram avaliados, contudo os analitos apresentaram melhor estabilidade e intensidade
no modo negativo.

Os parametros otimizados para este método bem como as condi¢cbes de

ionizacao e fragmentacao para cada analito estdo dispostas na Tabela 2.
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Tabela 2. Condig¢des otimizadas para ionizagao e fragmentacéo das PGs.

ion ions

Analito Transigao de Energia Energia
B _ueniosto_conelY)_ ool
351 - 315 20.0 15.0
PGE; 351.0 351 271 301315 20.0 25.0
355 — 319
PGE;-d4 355.2 355 5275 355 319 38'8 138
355 — 193 ' '
353 — 309 35.0 30.0
PGF2q 353.0 353 193 93— 193 35.0 25.0

4.2 PREPARO DE AMOSTRA

O fluido menstrual € uma matriz complexa devido a sua viscosidade e
heterogeneidade na sua composi¢ao, a qual € composta por sangue, coagulos,
secrecao vaginal, células mortas do tecido endometrial, entre outros componentes
(YANG et al., 2012).

O processo de obtencao da matriz foi bastante complicado, devido a fatores
como: disponibilidade de voluntarias para realizar o estudo e frequente desisténcia
das mesmas. procedimento de coleta, o qual envolveu a adaptag¢ao ao uso do coletor
menstrual. coleta mensal, o que levou muito tempo para obtencéo das amostras. entre
outros.

A presenca de coagulos e tecido € um grande problema para o preparo de
amostra, devido a viscosidade e heterogeneidade da matriz, além do alto conteudo de
proteinas e outras substancias enddgenas que interferem no efeito de matriz,
tornando este tipo de analise um desafio analitico muito grande.

Sendo assim, para alcangar as condicdes de desenvolvimento e validagao do
método, o uso de uma matriz substituta, ou surrogate, foi utilizada para viabilizar o
trabalho. Surrogate se caracteriza por ser uma matriz sintética ou biolégica similar
aquela de interesse e sem a presenca do analito alvo, e que represente as
caracteristicas da matriz original. Esse procedimento envolve a incorporagado de um

padrao interno estavel, com marcacgéo isotdpica, adicionado a matriz substituta, a qual
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€ usada para o preparo das solugdes de calibracao e controles de qualidade (JONES
et al., 2012. (KORECKA et al., 2014).

Nesse trabalho foi utilizado soro periférico de voluntarias como surrogate e, em
seguida, o método desenvolvido e validado foi aplicado as amostras de fluido
menstrual. As amostras de calibracdo foram preparadas frescas no dia da analise
usando a mistura de soro diluido como surrogate. Para garantir que o soro periférico
ndo apresentasse a presenga de niveis detectaveis de prostaglandinas, este foi
coletado fora do periodo menstrual das voluntarias e cada amostra foi injetada no
sistema SPE-LC-MS/MS antes de preparar a mistura.

A mistura de soro foi realizada a fim de se obter uma matriz complexa que
representasse o maior numero de amostras possivel. Uma vez que o teor de PGs e
metabdlitos em geral, varia muito entre uma voluntaria e outra, de acordo com cada
processo fisioldgico individual.

Além disso, para garantir a homogeneidade da amostra e remover coagulos e
detritos celulares no fluido menstrual, as amostras foram diluidas (1:1) na solugao do
padrao interno (Pl), cada solugao de trabalho de PGs foi adicionada para garantir a
concentragdo final desejada e entdo a amostra foi misturada em vortex (10s) e
centrifugada (1,5 x g, 10 min, 4°C). Esse procedimento resultou em um pequeno
precipitado no fundo do tubo de eppendorf, logo, disso 200 yL do sobrenadante foi

pipetado e injetado no sistema SPE-LC-MS/MS para ser analisado.

43 OTIMIZACAO DO METODO POR SPE ONLINE E CONDICOES
CROMATOGRAFICAS

O procedimento de preparo de amostra ou limpeza € um processo muito
importante para melhorar os critérios analiticos, possibilitando preciséo e exatidéao,
além de evitar efeito de matriz pela remogao de substancias interferentes e
proporcionar o enriquecimento dos analitos de interesse.

A fim de analisar substancias de baixa concentracido em um volume de amostra
pequeno e visando obter procedimento de analise cada vez mais sustentaveis, o
meétodo foi desenvolvido utilizando sistema de preparo de amostra on-line acoplado a
LC-MS/MS, o qual tem sido utilizado com éxito para analises de matrizes biolégicas
(LI. RIVORY. CLARKE, 2006. XU et al., 2007).
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Essa técnica possibilita também analises mais reprodutiveis, devido a
automatizagao do sistema, abordagem sustentavel ou green, além de reduzir muito o
tempo de analise e etapas longas e exaustivas quando comparada a procedimentos
de preparo de amostra convencionais.

Para a otimizagdo do método de SPE on-line as condigdes avaliadas foram:
retencdo dos analitos na coluna, fase moével de extragdo, vazdo e tempo de
transferéncia para a segunda dimensao, coluna analitica.

A escolha pela fase estacionaria da coluna se deu devido a grande abrangéncia
de metabdlitos desta fase polimérica, além do fato de suportar variacbes de pH e ter
sido bastante relatada na literatura recentemente para analises de diversas classes
de substancias, dentre elas eicosanoides, incluindo PGE2 e PGF2q, em matrizes
biolégicas como soro e plasma humano. Alguns desses exemplos podem ser
observados na Tabela 1 (Introducéo).

Entretanto, nos trabalhos encontrados na literatura que utilizaram SPE como
preparo de amostra sdo, em sua grande maioria, procedimentos realizados da forma
off-line. O processo on-line ainda é uma metodologia em desenvolvimento, devido aos
desafios analiticos que apresenta.

Para o desenvolvimento do método, as condi¢cdes cromatograficas foram
avaliadas individualmente para o cartucho de SPE e para a coluna analitica, e depois
adaptadas para o sistema, acoplando ambas sequencialmente.

Para otimizacdo da melhor fase movel para limpeza, eluicdo das PGs e
separagao analitica, foram avaliadas para fase aquosa, as seguintes solugdes:
tampao formiato e acetato de amdnio (pH = 6,8 e 2,8, respectivamente), H20 e H20
(0,1% acido férmico, v/v, pH = 2,8). Essas combinag¢des foram definidas tendo como
base métodos descritos na literatura para analise de eicosanoides em matrizes
biolégicas (BROSE. BAKER. GOLOVKO, 2013. CAO et al., 2008. ARAUJO et al.,
2014. SUROWIEC et al., 2011).

Entretanto, observou-se, ao comparar as fases modveis acima, que houve
supressao da ionizagcdo dos analitos quando utilizado os tampdes. Sendo assim,
optou-se por trabalhar com H20 (0,1% &cido férmico, v/v, pH = 2,8) devido a melhor
ionizacao da amostra. Neste pH ambos os analitos encontram-se na forma protonada,
uma vez que, o pKa das PGs & em torno de 4,75 (pH +/- 1,5 unidades de pKa). E a

fase organica utilizada foi acetonitrila (0,1% &acido formico, v/v).
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Para otimizacdo da fase mével, retencao das PGs e tempo de transferéncia,
essas foram testadas em uma alta concentragéo (2,5 uyg mL-"), a fim de garantir que
qualquer concentragao encontrada nas amostras reais estivesse dentro das condigdes
otimizadas. Inicialmente, as PGs foram preparadas em solugéo (H20, 0,1% acido
férmico, viv) e, em seguida, foram testadas na matriz, a fim de verificar a
reprodutibilidade. A confirmacao foi feita fortificando ambos, solu¢ao e soro periférico,
na mesma concentragédo de PGs (2,5 ug mL™").

A fase movel de transférencia dos analitos da fase extratora para a coluna
analitica foi definida como ACN:H20 (40:60, 0,1% &acido férmico, v/v). As condi¢des
cromatograficas otimizadas e a sequéncia dos eventos para o procedimento de SPE

on-line estédo descritas na Tabela 3 (Figura 8).

Tabela 3. Método otimizado para procedimento de SPE on-line, coluna OASIS HLB.

Tempo (min) A B C D Eventos Valvula QSM

Injecéo e limpeza

0,00-3,00 100 Lixo 1
da amostra
4,2 - 4.9 min: Fligo das

301-6,00 60 40 transferéncia dos P 2

. coluna

analitos o

analitica
6,01 — 10,00 15 50 35 Limpeza HLB Lixo 1
10,01 - 15,00 100 Condicionamento Lixo 1

HLB

A: H20 (0,1% acido férmico) - B: ACN (0,1% acido férmico) - C: H20 - D: Isopropanol

O sistema foi configurado especialmente para o procedimento de extracéo on-
line, utilizando para isso, um /loop de 10 pyL de volume para comutacdo automatizada
das colunas, e uma valvula de seis entradas para injecao e outra para o acoplamento
entre as colunas (Figura 8).

As amostras foram inicialmente injetadas (10 uL) no cartucho OASIS HLB (2,1
x 20 mm, 25 um) usando como fase movel H20 (acido férmico 0,1%, v/v).
Simultaneamente a coluna analitica, XSelect HSST3 (2,1 x 100 mm. 3,5 pm), foi
condicionada com a fase moével H20:ACN (55:45, acido férmico 0,1%, v/v).

A limpeza da amostra e retengdo dos analitos de interesse foi realizada nos

primeiros 3 minutos. A partir disso, iniciou-se o processo de elui¢cao das PGs, de 3,01
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a 6,00 minutos com H20:ACN (60:40, acido foérmico 0,1%, v/v). A banda
cromatografica dos analitos aparece no intervalo de 4,2 — 4,9 minutos (Figura 7),
sendo assim, o tempo de acoplamento entre as valvulas foi de 42 segundos. Apos
determinado o tempo de transferéncia, a valvula troca de posicéo (posigao 2),
direcionando a vazado para a coluna analitica e a fragdo com as PGs é entao

transferida, durante os 42 segundos.

1. Injetor
2 -5. Loop de amostra QsMm
3. Entrada de solvente Posicio 1

4. Saida de solvente
6. Lixo

Amostra: limpeza e

enriquecimento PGs Limpeza Condicionamento

L, W, I , W S— o

Analitica minutos

Transferéncia
PGs (42s)

QsM 6.00 8.00

Posigao 2

Figura 7. Sequéncia de eventos para o sistema on-line SPE-LC-MS/MS.

O tempo de acoplamento entre ambas as colunas foi avaliado com injecdes de
10 — 50 uL de soro periférico e menstrual, ambos fortificados com os padrbes (CQB —
15 ng mL™"), a fim de observar se o volume de amostra causaria mudangas no tempo
de retencéo dos analitos.

Para evitar que substancias indesejadas ficassem retidas no cartucho de SPE,
posterior a transferéncia da fracdo das PGs, a valvula de seis caminhos retorna a
posicao inicial (posi¢cado 1), para limpeza (H20:1SO:ACN 55:35:15 + acido formico
0,1%, v/v), durante 5 minutos, entre cada inje¢cdo. Em seguida, é realizado o
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condicionamento do mesmo para a préxima inje¢ao, enquanto as PGs sao analisadas
na coluna analitica.

Ajustes na proporgao da fase movel e fluxo na coluna analitica foram avaliadas
para que houvesse resolucdo minima entre as bandas de cada PG, o método
otimizado foi isocratico H20:ACN (55:45, acido férmico 0,1%, v/v) e vazéo de 250 uL
min-'. Enquanto que na primeira dimenséo, a vazao foi otimizada para obter retengéo
suficiente e menor tempo de transferéncia possivel, a vazdo na coluna de SPE foi de
500 uL min-'. O tempo total de analise foi de 15 minutos e o tempo de acoplamento
das valvulas, para transferéncia da fragdo de PGs foi de apenas 42 segundos.

A escolha da coluna XSelect HSST3 C18 para a separagao analitica foi devido
a revisdo bibliografica realizada com foco em analises para quantificacdo de
eicosanoides em matrizes bioldgicas (BROSE. BAKER. GOLOVKO, 2013. PUPPOLO.
VARMA. JANSEN, 2014). Esse tipo de fase estacionaria apresenta particulas de silica
carregadas, proporcionando seletividade para todas as classes de metabdlitos:
acidos, alcalinos e neutros. Além de melhorar a simetria de banda, aumentar a
retencao de compostos polares, fornece rapido equilibrio da coluna apds alteragao da
fase movel e estabilidade a pH baixo (faixa de pH: 2 — 8). Uma vez testada para o
presente trabalho, demonstrou ser adequada e apresentou bom desempenho quanto

a resolucao e seletividade para os analitos.

4.4 VALIDACAO DO METODO

A calibragdo univariada € muito empregada na quimica analitica quantitativa
instrumental, dentre os principais métodos sao a calibragao por padrao externo, a
calibracdo por adicao de padrao e a calibragdo por padronizagao interna, métodos
esses que serao objeto de detalhamento neste trabalho.

O método de calibracao escolhido para este trabalho foi calibracido por
padronizagao interna. Padrdao interno (PlI) € um composto com caracteristicas
quimicas, de resolugao e retengdo semelhantes a do analito de interesse, devendo
apresentar alta pureza e estabilidade (SKOOG et al., 2006). Este método é ideal para
amostras que necessitam de processo de manipulagao extensivo. O Pl serve para
corrigir perdas da amostra durante o tratamento, corrigir variabilidade no sinal na
deteccao por espectrometria de massas, uma vez que o grau de supressao ou

aumento de ionizacdo varia a medida que as analises vao sendo adquiridas no
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equipamento. Logo, os valores obtidos podem variar de um lote para outro. entretanto
0 uso do padrao interno permite corrigir essas alteragdes, pois a razdo entre a area
de pico para Pl e analito permanece a mesma entre as injegdes.

A escolha da estratégia de validagao é especifica para cada analise, ndo existe
um protocolo geral e limitado, os parametros analisados devem cumprir as
necessidades e interesses do objetivo de cada trabalho.

O método desenvolvido foi validado de acordo com os critérios estabelecidos e
aceitos internacionalmente, considerando como figuras de mérito: seletividade, efeito

de matriz, LOQ e LOD, linearidade, precisao, exatidao e recuperacao.

4.4.1 Efeitos avaliados para etapa de diluicdo da amostra

Para a etapa de diluicdo do soro na solugdo de padrao interno os parametros
de efeito de matriz (EM), recuperagéo (RE) e eficiéncia de extracdo (EE) foram
avaliados de acordo com o método proposto por TRUFELLI et al., 2010. Para isso,
trés conjuntos de amostras da mistura de soro periférico foram analisados usando as

concentragdes no nivel CQB (31,03 ng mL™"), em triplicata (Figura 8).

e e A B c

el 00T O
Solugéao PI

v | |%
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F
T

L 2

Vortex: 10s
Centrifugacéo:

10 min, 4°C Q;
\

>

200 uL
sobrenadante

J J J

Figura 8. Esquema representativo dos trés conjuntos (A, B e C) das
amostras para calcular EM, RE e EE. Adaptado de TRUFELLI et al., 2010.
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A: o fluido biolégico é fortificado antes do preparo de amostra.

B: solucdo de trabalho preparada em H20 (0,1% acido férmico) e fortificada

antes do preparo.

C: ofluido bioldgico é fortificado apds o preparo de amostra, ou seja, os analitos

foram adicionados diretamente ao sobrenadante.

Ap6s diluicao (1:1) do soro na solugao de padrao interno, as amostras foram
agitadas em voértex (10s) e centrifugadas (1,5 x g, 10min, 4°C). Dessa solugéo, 200
ML do sobrenadante foram injetados no sistema SPE-LC-MS. Os calculos realizados

para cada efeito foram:

EM = Area (C/B)*100
RE = Area (A/C)*100
EE = (A/B)*100

Para escolha do melhor solvente para diluigdo da amostra foram avaliadas as
seguintes misturas: ACN (50%), MeOH (50%) ambos em H20 (0,1% acido formico) e
H20 (6% acido férmico) (Tabela 4). Os parametros usados para analise foram o
volume de precipitado no fundo do frasco e turbidez do sobrenadante (qualitativo) e
integracado da area da banda cromatografica (quantitativo) de cada grupo de amostra
(n=3).

Tabela 4. Efeito de Matriz (EM), Recuperacéao (RE) e Eficiéncia de Extracao (EE) para etapa
de diluicdo da amostra.

PGF2q4 PGE:
Solvente EM RE EE EM RE EE
% %
H20 (6%) 87 112 97 87 113 98
ACN (50%) 80 120 96 87 122 106
MeOH (50%) 89 119 106 92 126 116
MeOH (25%) 84 120 101 86 119 102
MeOH (10%) 88 98 87 101 118 120

MeOH: metanol. ACN: acetonitrila.
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Os resultados para as trés primeiras solugdes de solventes foram semelhantes.
Entretanto, observou-se maior precipitado para ACN (50%) e MeOH (50%). Outro
aspecto observado foi que apds 24 horas de preparo, o sobrenadante da amostra
preparada em MeOH (50%) apresentava-se limpido, enquanto que aqueles do
preparo em ACN (50%) apresentaram turbidez. Sendo assim o MeOH foi selecionado
como melhor solvente e este foi testado em outras duas concentracbes mais baixas:
MeOH (25%) e MeOH (10%) (Tabela 4).

A reducado do uso de solventes organicos é sempre a melhor escolha para
desenvolvimento de métodos sustentaveis, para isso, 0 MeOH (10%) foi selecionado,
uma vez que apresentou melhor EE para ambas as PGs, sendo cerca de 90%. Essa
solucao foi usada para preparar o Padrao Interno e o soro foi diluido 1:1 na mesma,
logo, a concentracéo final da amostra foi de menos de 5% de MeOH.

Avaliando o efeito de matriz observou-se leve supressao de sinal para PGF2q
(88%) e recuperagao em torno de 100%. Enquanto que PGE2 n&o apresentou EM e
teve RE em torno de 120%.

Em estudo realizado por (DEEMS et al., 2007), para quantificagdo de PGE:2 e
PGF2q de meio de cultura celular, obteve-se recuperacao entre 25 e 75%, usando SPE
off-line para extragdo dos analitos. Em outro trabalho, foi encontrado recuperagao
entre 95 a 105% para extragao liquido-liquido de PGE2 em plasma humano (ARAUJO
et al., 2014).

Fosfolipideos sao interferentes frequentes em matrizes biolégicas, como o soro,
pois s&o componentes da membrana celular, além de serem os precursores do acido
araquiddnico, a partir do qual séo sintetizadas as prostaglandinas (ISMAIEL et al.,
2007). Para a identificagcado desses compostos foi realizado o experimento de full scan
com elevada energia de cone (90 eV), para que a fragmentagédo ocorresse ainda na
fonte de ionizagao, possibilitando assim, a observagao do ion m/z 184 caracteristico
da fragmentacao de fosfolipideos. Esse fragmento foi encontrado no espectro de
massas extraido antes da otimizagéo do solvente de diluicdo (ANEXO 2). Contudo,
apos a otimizacao dos parametros de extracao, esse nao foi mais observado, uma vez

que a seletividade do método também foi confirmada.

4.4.2 Eficiéncia de processo para extragao on-line
Para o procedimento on-line, ou seja, global, foi avaliado o efeito de matriz,

conforme disposto na normativa da EMA de 2011, sendo esse o unico guia de
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validacdo que abrange procedimentos on-line. Para isso, seis amostras de soro
periférico, sem a presenga de analito, de voluntarias diferentes, foram preparadas e
fortificadas com os CQ baixo e alto, e o RSD entre as amostras foi calculado. Os
valores foram de 12 e 14% para PGF2« € 7,0 e 2,0% para PGE2 (CQB e CQA,
respectivamente). Valores aceitos dentro do limite de até 15%.

A eficiéncia do processo foi calculada comparando as amostras preparadas na
matriz com aquelas preparadas em H20, obtendo resultados em torno de 100% para
cada PG (Tabela 7).

A estabilidade das amostras fortificadas em CQB (31,03 ng mL-') e CQA (931,0
ng mL™") foram avaliadas frescas e por 24h e 48h, a 4°C, temperatura do auto-injetor
e as amostras mostraram-se estaveis nestas condigdes, com RSD inferior a 15%,

conforme pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5. Estabilidade para PGs. CQB: 31,03 ng mL-' e CQA: 931,0 ng mL"".

ESTABILIDADE (RSD)
Amostra fresca 24h 48h
CQB CQA CQB CQA CcQB CQA
PGF2q 2,6 4,3 8,4 6,0 12 15
PGE: 47 2,3 25 4,0 7,0 1,0

RSD: desvio padrao relativo.

Além disso, amostras de solvente (branco), injetadas entre as curvas de
calibragao e apds os CQ altos dos lotes de controles garantiram que nao houve efeito
de carryover.

A seletividade avaliada para diferentes amostras (n=6) de soro, sem a presenca
de analito, quando comparadas com as amostras fortificadas, mostrou a auséncia de
coeluicdo de outros metabdlitos, significando, assim, que o método foi seletivo para
as prostaglandinas (ANEXO 3).
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4.4.2 Linearidade, exatidao, precisdo, LOQ e LOD

As curvas de calibracdo para ambas PGs foram construidas considerando 8
solugdes de calibragdo, o que esta de acordo com o guia de validagdo, o qual sugere
no minimo 6 concentragdes. Ambas as curvas foram lineares, usando o método de
Minimos Quadrados Ordinarios, na faixa de concentracdo estudada, sendo a média
de coeficiente determinado (R?) (n = 3) maior que 0,999 (Figura 9).
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Area PG/IS

0,40

0,20

0,00

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Concentragao (ng mL™")

Figura 9. Curva de calibragéo preparada em soro periférico para PGE2 e PGF2q. Faixa de
concentracdo de 10,3 — 1.035 ng mL™".

Precisdo e exatidao para cada concentragao da curva foi obtida dentro dos
critérios aceitos: RSD<15% e exatiddo *15%, respectivamente. Exceto para a
concentracdo mais baixa (LOQ), para a qual o limite aceito € de até 20%. Os valores
obtidos para precisdo, exatidao, limites de quantificacao e detec¢do, bem como os

parametros de linearidade para cada PG estao listados na Tabela 6.

Tabela 6. Linearidade, limites de quantificagéo (LQ) e deteccao (LD), valores de teste de Cochran's.

. Linearidade = 2 LD LQ
Analitos (ng mL"") Equacéao da reta R Cc Ct (ng mL")  (ng mL")
PGF2q y =0,0009x + 0,0026  0,9996 0,451 6,8
10,3 -1.035 0,506 10,3
PGE: y=0,0012x + 0,0015 0,9998 0,475 7,3

Valores de teste de Cochran's: Cc (valor de C calculado) e Ct (valor de C tabelado).
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O limite inferior de quantificagdo (LOQ) foi de 10,3 ng mL™", considerando a
concentracdo mais baixa das solucdes de calibracdo. E o limite inferior de deteccao
(LOD) foi a menor concentragao encontrada com razdo de sinal/ruido (S/R) maior que
3. Os valores obtidos foram 6,8 ng mL™" (PGF2q) e 7,3 ng mL™" (PGE2).

A precisao e exatidao intra- (n=5) e inter-lote (n=15) foram obtidas avaliando
trés solugdes de controle de qualidade (CQs), nas concentragdes baixa, média e alta
(CQB, CQM, CQA, respectivamente) em quintuplicata e trés diferentes lotes. Cada
lote foi avaliado em dias diferentes: lote 1 (1° dia), lote 2 (2° dia) e lote 3 (3° dia). A
precisdo foi expressa como desvio padrao relativo (RSD) entre as medidas das
replicatas e a exatiddo como porcentagem entre as concentragbes calculada e
nominal. Levando em consideragao que 75% das amostras devem apresentam RSD
<15% os valores calculados apresentaram-se exatos e precisos, conforme listados na
Tabela 7.

Realizando o teste de Cochran's, o qual compara a homogeneidade da
variancia das amostras dos niveis de concentragao calculados, os dados se
caracterizaram como homoscedasticos, ou seja, o valor de C calculado (Cc) foi menor
que C tabelado (Ct), Cc < Ct (Tabela 6). Juntamente com os graficos de residuos
construidos para regressao linear (ANEXO 4), é possivel concluir que esses néo

seguem nenhuma tendéncia, significando que se distribuem aleatoriamente.
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4.5 APLICACAO DO METODO AS AMOSTRAS DE FLUIDO MENSTRUAL

O método validado foi usado para analisar os dois grupos de amostras de fluido
menstrual: Grupo Controle (GC) e Grupo Tratado com suco de limao Tahiti (GT).

No total, considerando todas as amostras sem tratamento, foram avaliadas 15
amostras controles e 7 tratadas com limao. As coletas foram realizadas no segundo
dia da menstruagdo devido ao fato de ter sido sugerido que a produgédo de
prostaglandinas seria mais elevada nos dois primeiros dias da menstruagéo
(JOHNSON, 2006).

As amostras foram coletadas por 2 meses consecutivos para o GC, resultando
em amostras GC1 e GC2 (més 1 e més 2, consecutivamente). Para o GT, foram
coletados por 3 meses consecutivos, sendo o primeiro més o controle da prépria
voluntaria, resultando, entdo em GTo, GT1 e GT2 (sem tratamento, tratamento més 1
e més 2, consecutivamente). Considerando que as voluntarias do GC nao eram as
mesmas do GT. As PGs foram quantificadas e os dados da concentragcdo média de

cada grupo estéo apresentados nos graficos a seguir.
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Figura 10. Grafico da concentragdo média de PGE2 e PGF2q para os grupos controle e
tratado. Barra de erro em porcentagem. *PGE2 p-valor (P>0.05) e **PGF2q (P<0.05)
significante.
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Avaliando as concentragdes de PGs encontradas entre as replicatas biologicas
de cada grupo estudado, ndo foi possivel observar um padrdo unico para todas as
amostras. Entretanto, ao avaliar a média das concentragdes para cada grupo,
observa-se um aumento nos niveis de PGF2q do grupo GC (129 ng mL-") para o grupo
GT (280,5 ng mL"). Enquanto que para PGE2 nota-se uma leve diminuigdo na faixa
de concentragéo do GT (74,1 ng mL™") para o GC (87,9 ng mL-") (Figura 10).

A variacdo encontrada entre as coletas para a mesma voluntaria pode ser
explicada devido a grande variabilidade inter-individual, uma vez que, cada organismo
apresenta caracteristicas unicas de metabolismo. Para confirmar esses resultados
prévios aqui obtidos para o padrao nos niveis de prostaglandinas um numero maior

de amostras deve ser analisado, para que se tenha confiabilidade nessa variacao.
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5 CONCLUSAO

O sistema on-line SPE-LC-MS/MS se mostrou uma étima escolha para analise
de prostaglandinas em fluido menstrual. O preparo de amostra on-line com baixo
consumo de solventes organicos forneceu um preparo de amostra rapido, sustentavel
e reproduzivel para a quantificagcao de PGs.

O método foi validado de acordo com o guia de validacédo da EMA, avaliando
como figuras de mérito efeito de matriz, recuperagéo, estabilidade, linearidade,
exatidao, precisao, limites de detecgao e quantificagao.

Além disso, o tempo total de analise foi de apenas 15 minutos, com tempo de
acoplamento entre as valvulas de 42 segundos, com baixo consumo de solvente,
aproximadamente 12 mL por corrida, considerando nisso, o passo de diluicdo da
amostra.

A coluna OASIS HLB utilizada para a extracdo on-line, demonstrou boa
retencdo dos analitos durante a limpeza de interferentes endogenos.

Por fim, o método desenvolvido usando soro periférico como surrogate, foi
validado com sucesso e aplicado em amostras de fluido menstrual para quantificagao
de PGE2 e PGF2q. Avaliando a faixa de concentragcdo obtida para os grupos
analisados, observa-se, para o grupo GT um aumento nos niveis de PGF2q e

diminui¢ao nos niveis de PGE:-:.
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CAPITULOII

ANALISE DE METABOLITOS SECUNDARIOS DO SUCO DE LIMAO TAHITI (Citrus
latifolia) POR LC-DAD E LC-MS/MS E ATIVIDADE ENZIMATICA FRENTE A
CICLO-OXIGENASES 1 E 2.
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1 INTRODUGAO

1.1GENERO CITRUS — FAMILIA RUTACEAE

A familia de plantas Rutaceae (ordem Sapindales) caracteriza-se pela ampla
diversidade de metabdlitos secundarios produzidos, os quais variam de cumarinas,
flavonoides e limonoides, até alcaloides antranilicos.

Citrus é o género mais importante do ponto de vista econémico pertencente a
familia Rutaceae. Frutas citricas sdo amplamente consumidas mundialmente, sendo
o Brasil o maior produtor mundial de suco laranja, representando 3/4 da producgao total
(USDA, 2018).

Laranja, limdo, mandarina, tangerina e toranja, sdo ricos em metabdlitos
fendlicos, principalmente flavonoides (LIN et al., 2011. KHAN et al., 2014).

Frutos de citros apresentam diferentes perfis de flavonoides, bem como
diferente concentragcdo, sendo as flavanonas, flavonas e flavondis as principais

classes (Figura 11).

HQ, HO.
HO OH
HsC 0 HO 0 /
: Ho%s,o
o 0
HO o} / H;C o)
HO o) HowOH
OH OH
rutinose hesperidose

Hesperidina R = rutinose R1=R;=H

Rutina R3 = rutinose Ri=R;=R=H

Didimina R = hesperidose Ry=CH; R,=H

Eriocitrina R = rutinose Ri=R,=H Diosmina R = rutinose Ri=R,=R3=H
Naringina R = hesperidose R;{=R;=H

Narirutina R = rutinose Ry=R,=H

Figura 11. Principais flavonoides glicosilados encontrados em suco de Citrus.

Flavanonas geralmente s&o encontradas na forma glicosilada, sendo 7-O-

glicosideo a forma mais abundante. Essa classe € responsavel pelo sabor tipico de

citros. Em limdo e lima, as unidades de rutinoses, como hesperidina, narirutina e
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didimina, s&do majoritarias e consideradas sem gosto. enquanto que em toranja
predominam neohesperidoses, como naringina, neohesperidina e neoeriocitrina, aos
quais é atribuido o gosto amargo (PETERSON et al., 2006. PETERSON et al., 2006b.
KHAN et al., 2014). A maior concentragado de flavanonas ocorre no flavedo, quando
comparado ao albedo (NOGATA et al., 2006).

Flavonas sédo geralmente encontradas no flavedo e suco dos frutos. Sao
bastante comuns flavonas polimetoxiladas. Suco de limdo também apresenta
diosmina e, em menor quantidade, flavonas C-glicosiladas (GATTUSO et al., 2007.
KHAN et al., 2014).

O flavedo é rico em flavonoides glicosilados, enquanto que nas sementes se
encontra menor quantidade, sendo eriocitrina majoritara nas sementes de limao,
juntamente com limonoides. Flavonodis como kampferol, mirecetina, quercetina, sado
bastante comuns em frutos de citros (KE et al., 2015).

Toranja ou grapefruit caracteriza-se principalmente pela presenga de naringina
e narirutina, flavanonas glicosiladas. Laranja doce apresenta hesperidina e narirutina,
enquanto que laranja amarga diferencia-se por apresentar naringina e
neohesperidina. Em limas destaca-se apenas hesperidina, enquanto que frutos de
limdes mostram maior concentracéo de hesperidina e eriocitrina, (15,8 e 9,5 mg /100g
de fruta ou suco), respectivamente (CARISTI et al., 2003. KHAN et al.,, 2014.
(PETERSON et al., 2006).

Outra classe de flavonoides, também encontrada em citros, embora em menor
abundancia, sdo as antocianinas, glicosideos de antocianidinas. Uma vez que essas
estdo associadas a pigmentos, elas sao encontradas em laranjas vermelhas ou
laranja-de-sangue (Citrus sinensis (L.) Osbeck), tanto no flavedo e albedo, como no
suco (HILLEBRAND. SCHWARZ. WINTERHALTER, 2004. KELEBEK. CANBAS.
SELLI, 2008).

Nas folhas também s&o encontradas flavanonas glicosiladas e tem sido
sugerido que sejam sintetizadas principalmente em folhas e frutas jovens em rapido
crescimento. Enquanto que nas raizes em geral, sdo caracterizadas quase que
exclusivamente pela presenca de cumarinas.

Em trabalho realizado por CERQUEIRA, 2016 (tese de doutorado), uma revisao
bibliografica de metabdlitos do género Citrus catalogous 630 substancias ja relatadas

de diferentes classes metabdlicas, conforme mostrado na Tabela 8.
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Tabela 8. Substancias catalogadas para o género Citrus (Cerqueira, 2016).

Classe Subclasse Numero de
substancias

Triterpenos. esteroides.
Terpenoides limonoides. carotenoides. 153
sesquiterpenos
Furano e pirano cumarinas

Cumarinas (lineares e angulares). 139
bicumarinas
Favanol. favanona. flavona.
Flavonoides antocianina. isoflavonoide 191

(glicona e aglicona)
Alcaloides quinolinicos,
Alcaloides ciclopetptidicos e ligados a 83
nucleos cumarinicos
Derivados fendlicos. aminas.

Outros ) 64
amidas

A experiéncia que o Grupo de Produtos Naturais da UFSCar tem em relagao
aos estudos fitoquimicos de espécies da familia Rutaceae, em especial o género
Citrus permite prever uma ocorréncia maior de cumarinas nas raizes, flavonoides nas
folhas, limonoides nas sementes e flavonoides glicosilados nos frutos das espécies

desse género. Essa distribuicdo é representada de forma geral na Figura 12.
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1.2 CITROTERAPIA NO CONTROLE DO FLUXO MENSTRUAL

Extrato e suco de Citrus aurantium, também conhecido como laranja amarga,
sao citados na medicina chinesa tradicional no controle do sangramento menstrual
excessivo. Contudo, a maioria das citacbes sdo patentes escritas em chinés, e
somente resumos em inglés foram possiveis de se obter utilizando o Scifinder. Tem-
se utilizado uma mistura de C. aurantium e extratos de varias plantas, sendo dificil
avaliar qual classe de substancia de Citrus seria responsavel pela atividade (JP 1966-
323251, CA 2009:1471033. CN 2011-10423910, CA 2012:1029275). Estudos
cientificos mais claros referem-se ao uso de C. aurantium na perda de peso, cujos
principios ativos s&o os derivados da amina sinefrina (STOHS. PREUSS. SHARA,
2012).

Informacgdes no Brasil sobre o uso do lim&ao Tahiti ou limao da Pérsia (Citrus
latifolia, Tanaka) no controle do sangramento menstrual excessivo sdo encontradas
na internet, obtidos de informagdes populares, mas nenhum artigo cientifico foi
encontrado.

O tratamento mais comum para desordens menstruais € o uso de AINEs (Anti-
Inflamatdérios Nao Esteroidais), aliviando os sintomas ligados a dor e ao sangramento
excessivo. Entretanto, o uso prolongado de AINEs pode levar a problemas colaterais
como: lesdo renal, ulcera gastrica, desenvolvimento de danos hepatotdxicos, declinio
das fungdes cognitivas, entre outros (KUMMER. COELHO, 2002).

Considerando os riscos e efeitos colaterais desse tipo de tratamento, tem-se
buscado cada vez mais fontes alternativas, como os produtos naturais, que
proporcionem seguranca e eficacia no controle do sangramento excessivo e outros
sintomas da menstruagao, com beneficios a saude.

As plantas tém-se mostrado a principal fonte de principios ativos com atividade
anti-inflamatéria, muitos estudos relacionados a isso s&o encontrados utilizando
extratos de plantas, bem como substancias isoladas, visando ensaios de inibigao de
COXs (ciclo-oxigenases), sendo que a principal classe de produtos naturais com essa
atividade séo os flavonoides (VERMA. PRATAP, 2010. RIBEIRO et al., 2015).

Citrus tem sido encontrado na literatura como tratamento tradicional para
desordens menstruais em geral. Oleo essencial de C. aurantiifolia tem sido usado

como relaxante do musculo liso. cha das folhas de C. aurantium, C. limon, e C.
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sinensis alivia ondas de calor e acalma o nervosismo (OSOSKI et al., 2002. YASSIN,
2012. ANDEL et al., 2014).

Desordens menstruais também foram associadas ao mau funcionamento do
figado, sendo atribuido que flavonoides presentes em C. limon fortalecem o
revestimento interno dos vasos sanguineos ajudando a contornar disturbios
circulatorios e infecgdes do figado (BHATIA et al., 2015).

Apesar de relatos sobre a acao bioldgica de citros no processo menstrual, o

mecanismo de funcionamento ndo tem sido estudado.

1.2.1 Perfil quimico do suco de liméao Tabhiti

Citrus latifolia ou limao Tahiti, como é conhecido, € o limdo verde comum
brasileiro (Figura 13). De acordo com a classificacdo boténica feita por Tanaka,
pertence a familia Rutaceae, género Citrus e espécie Citrus x latifolia, sendo
resultante do cruzamento da lima da pérsia (C. limettioides) e o limao siciliano (C.
lemon).

Na literatura poucos relatos a respeito da composicdo quimica do suco sao
encontrados, sendo que muitas vezes esse € confundido com C. aurantifolia, o qual
também é chamado de lime.

Em estudo realizado por Nogata et al., 2006, o qual verificou a presenga de
flavonoides em diferentes partes dos frutos de varias espécies de citros. Os
compostos encontrados na casca, albedo, flavedo e suco de C. /atifolia estao listados
na Tabela 9.

Os flavonoides identificados para o suco de limao Tahiti sdo flavanonas e
flavonas O-glicosiladas. Composto majoritariamente por hesperidina e eriocitrina (56,0
e 47,1 mg/100g, respectivamente), seguido de rutina, naringina, narirutina e diosmina
(Figura 14).



Tabela 9. Flavonoides presentes em frutos de C. /atifolia
(mg/100g de peso fresco).

Flavonoides Suco Casca Flavedo Albedo
Flavanonas
Hesperidina 56,0 1210 462 1840
Eriocitrina 471 105 122 90,8
Naringina 4,0 10,3 13,7 7.4
Narirutina 2,2 56,3 17,6 88,3
Neoponcirina 1,1 7,7 2,3 12,2
Poncirina 36,7 71,8 7,7
Flavonas
Rutina 13,4 6,6 13,3
Isorhoifolina 55 55,3 13,3 90,1
Diosmina 2,2 52,5 43,5 60,0
Neodiosmina 20,4 40,5 3,7
Sinensetina 2,0 4.8
Nobiletina 1,6 1,8 1,3
Tangeretina 1,0 2,1
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Flavedo Vesiculas de suco

Albedo

Figura 13. Fruto de lim&o Tahiti
(Citrus latifolia).

OH O Dijosmina

Figura 14. Flavonoides identificados no suco de Citrus latifolia.
Fonte: adaptado de Nogata et al., 2006.
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1.3 BIOSSINTESE DE FLAVONOIDES

Os flavonoides constituem uma das maiores classes de metabolitos
secundarios presentes nos vegetais, representando um dos grupos fendlicos mais
importantes entre os produtos de origem natural. Apresentam muitas variagdes
estruturais, resultando numa grande diversidade de subclasses, como: chalconas,
flavanonas, flavonas, dibenzoilmetanos, flavondis, isoflavonoides, antocianidinas,
rotenoides entre outros. Sdo compostos de baixa massa molecular e desempenham
importante papel na fotossintese celular, além de, apresentarem importantes
atividades bioldgicas na natureza (DEWICK, 2002. VEITCH, 2010).

Nas plantas sé&o responsaveis pela pigmentagédo, podendo ser considerados
pigmentos naturais, sendo a coloragdo amarela conferida as chalconas e flavondis,
enquanto que coloracao vermelha, azul e violeta, sdo conferidas as antocianidinas.
Outros compostos incolores sao atribuidos, por exemplo, as flavonas, as quais
absorvem mais intensamente luz na regido do UV, sendo detectadas pelos insetos,
atuando como atrativos para agentes polinizadores de plantas (DEWICK, 2002).

Atuam também como protetores contra irradiagdo ultravioleta, absorvendo luz
na regiao entre 240 — 400 nm, sendo duas bandas principais de absorcao: banda | e
Il, as quais sao caracteristicas para cada subclasse:

Flavonas - Banda | entre 310-350 nm.

Flavonois - Banda | entre 350-385 nm.

Banda Il entre 240-290 é basicamente a mesma para qualquer subgrupo.

Flavanonas e dihidroflavondis apresentam Banda | entre 300-330 nm, de baixa
intensidade. enquanto que a Banda Il € a banda principal entre 277-295 nm. A banda
| € relacionada com a absor¢ao do anel B, derivado da rota do cinamoil. E a banda Il
tem sua absorgao referente ao anel A o qual é proveniente da rota do acetato (Figura
15).

Como exemplificado para flavonoides de citros, esses compostos sao
poderosos antioxidantes, devido a sua capacidade de reduzir a formacao de radicais
livres. Essa atividade € atribuida principalmente aos grupos hidroxilas que possuem
hidrogénios com alta reatividade os quais s&o transferidos a um radical, estabilizando-
o. Formam-se, assim, radicais flavonoides que reagirdo com outros radicais livres,

interrompendo a reacao de propagacdo em cadeia, diminuindo o risco de varias
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doencas degenerativas associadas ao estresse oxidativo celular (PIETTA, 2000.
SANDHAR et al., 2011).

O esqueleto basico dos flavonoides é caracterizado pela presenga de quinze
atomos de carbono, formados por unidades Cs-C3-Ces correspondentes a dois anéis
aromaticos interligados por uma cadeia de trés atomos de carbono, podendo ou nao
estar ciclizado. Possuem rota biossintética mista, originados por uma molécula
iniciadora de 4-hidroxicinamoil-CoA (rota do chiquimato), juntamente com trés
unidades de malonil-CoA, responsavel pela extensdao da cadeia, formando um
intermediario policetideo (rota do acetato). Por reagcao de condensacao de Claisen,
catalisada pela enzima chalcona sintase (CHS), ocorre a ciclizagdo do policetideo.
apos isso, ocorre enolizacdo, para aromatizacao do anel, formando a chalcona em
equilibrio com a flavanona, caracterizando os dois primeiros esqueletos basicos de
flavonoides, os quais sao intermediarios para gerar as outras classes (Figura 15).

A chalcona é ciclizada para flavanona por uma reacao tipo Michael, ocorrendo
o ataque nucleofilico do grupo hidroxila (fenol) a cetona a,B3-insaturada. Essa etapa &
catalisada pela enzima chalcona isomerase (CHI), favorecendo a isomerizagao
estereoespecifica para a (2S)-flavanona, através de um mecanismo de catalise acido-
base (Davies & Schwinn, 2006). Apds a formacgao desse metabdlito secundario, uma
série de reagdes enzimaticas envolvendo oxidagoes, redugdes e alquilagdes originam
os mais distintos esqueletos de flavonoides (DEWICK, 2002).

Enzimas glucosiltransferases (GTs), como UDP-glucose flavanona-7-O-
glucosiltransferase (UFGT) e UDP-ramnose flavanona glucosideo-
ramnosiltransferase (UFGRT), convertem as agliconas em seus respectivos
glicosideos. Os principais flavonoides glicosilados em Citrus apresentam glucose +
ramnose como unidades glicosidicas, e essas reagdes sao catalisadas pela
ramnosiltransferases: 1,2-ramnosiltransferases (1,2-RhaT) catalisa a biossintese de
neohesperidosideos. enquanto que 1,6-ramnosiltransferases (1,6-RhaT) catalisa a

biossintese de rutinosideos.



70

OH

CoAS OH
T coas

O O o)
3 x malonil-CoA CHS
0 0 OH
T deon (1
O O
C"'Sl\ CoASH
OH

p-cumaroil-CoA

Enolizacao

OH
HO O OT O

Chalcona

FI
o) avanona
FsI FHTY DER
OR
O OR
Z > OH

OH O Flavonas

Antocianidinas

R =H, CH,3

Flavonol

Figura 15. Biossintese das principais classes de flavonoides encontrados no género
Citrus. CHS: chalcona sintase. CHI: chalcona isomerase. FSI: flavona sintase.
FHT: flavanona 3-hidroxilase. FLS: flavonol sintase. DFR: dihidroflavonol 4-
redutase. Adaptado de Dewick, 2002 e Khan et al.,2014.
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As (glicosilagbes em flavonoides podem ser O/C-glicosilados. Essa é
considerada uma reacgéao do tipo SN2 via difosfatoso de uridina (UDPglucose) (Figura
16A). Essa reagao, geralmente, leva a formagao de glicosideo com configuragao j3,
devido ao UDPglucose ter seu grupo de saida na configuragéo a. A configuracéo 3 é
a mais comumente encontrada na natureza, entretanto também é encontrada a
formacao do isbmero a, em menor ocorréncia.

A formacdo de C-glicosilacdo ocorre de forma semelhante a reagdo de C-
alquilacao, devido a presenga de um carbono nucleofilico, no caso dos flavonoides, o

sistema fenol (Figura 16B).
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Figura 16. Reacgdes de formacao de A) O-glicosilagédo e B) C-glicosilagao.
Adaptado de Dewick, 2002.

1.4 FLAVONOIDES DE CITROS E INFLAMACAO

Flavonoides sdo muito bem conhecidos por apresentarem um amplo espectro
de atividade biolégica, como antioxidante, anti-inflamatoria, anticarcinogénica, além
da capacidade de modular fungdes enzimaticas, apresentando-se como potentes
inibidores de enzimas, dentre elas fosfolipase A2, lipoxigenase e ciclo-oxigenases
(HWANG. SHIH. YEN, 2012. KUMAR. PANDEY, 2013. PANCHE. DIWAN.
CHANDRA, 2016).

Esses compostos modulam a biossintese de prostaglandinas através da

inibicdo principalmente da enzima COX-2. Os flavonoides chrisina, baicaleina, e
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apigenina mostraram inibicdo do complexo enzimatico COX ao nivel da aspirina, com
ICs0 2,8, 2,5 e 3,3 uM, respectivamente, enquanto a aspirina foi ativa a 2,9 uM. Um
derivado sintético 3’,4’-dicloro-5-metoxiflavona mostrou atividade (ICso 0,1 uM) ao
nivel do farmaco N-(2-ciclohexiloxi)-4-nitrofenilmetano sulfonamida (NS-398), o qual é
altamente seletivo a COX-2 com ICs0 <0,1 uM (VERMA. PRATAP, 2010).

Muitas atividades bioldgicas estdo associadas aos flavonoides de citros, como:
anticancer (TRIPOLI et al.,, 2007. KE et al.,, 2015).. intervengdo de doencgas
degenerativas (JAGER. SAABY, 2011). inibicdo de respostas inflamatérias devido ao
bloqueio da adesdo celular de neutréfilos e leucécitos (BENAVENTE-GARCIA.
CASTILLO, 2008. KE et al., 2015).. inibicgado de COX-2 e iNO2 (oxido nitro sintase)
(CHEN. TAIT. KITTS, 2017) e citocinas pro-inflamatérias (IMPELLIZZERI et al., 2016),
entre muitas outras atividades.

Alguns exemplos de flavonoides encontrados em citros com atividade anti-
inflamatdria, bem como mecanismos de agao sao citados na literatura. Derivados de
luteolina mostraram atividade anti-inflamatéria pela modulacido da expressdo de
genes de COX-2, oxido nitrico sintase e citocinas inflamatorias (ZIYAN et al., 2007).

Rutina, quercetina e hesperidina apresentaram efeitos anti-inflamatério em
ambas fases, aguda e crbnica. Hesperitina, naringenina e rutina, também se
mostraram candidatos a inibicdo da atividade de COX, bem como prostaglandina E>
(SHEN et al., 2002. PANCHE. DIWAN. CHANDRA, 2016).

Flavonoides como hesperidina, diosmina e apigenina atuam bloqueando a
sintese de derivados do acido araquidénico, como prostaglandinas, bem como outros
fatores relacionados a inflamacgéao. Hesperidina, neohesperidina e hesperitina exibem
mecanismos de neuroprote¢cdo contra danos oxidativos, inibindo formacdo de
espécies oxidativas de oxigénio (HWANG. SHIH. YEN, 2012. PANCHE. DIWAN.
CHANDRA, 2016).

Naringina e naringenina de extratos de citros apresentaram atividade
relacionada a sindromes metabdlicas, como obesidade, hipertensdo, diabetes e
problemas cardiovasculares (ALAM et al., 2014). Naringina também atua no sistema
imune evitando danos teciduais, enquanto que naringenina € capaz de inibir enzimas
chaves no processo de oxidagdo de acidos graxos, bem como inibicdo de fator de
transcricdo NF-k[3, reduzindo a producgao de proteina pro-inflamatdéria IL-6 (YOSHIDA
et al., 2010. KE et al., 2015).
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Quercetina mostrou significante atividade diante da inibigdo de histamina,
mediador de processo inflamatorio e alérgico. Diosmina e hesperidina apresentaram
atividade inibitoria de prostaglandinas E2 e F2« (MANTHEY. GUTHRIE. GROHMANN,
2001).

A combinacdo de hesperidina, nobiletina e tangeretina mostraram potente
supressao de agentes proé-inflamatérios como iNO2, TNF-a e interleucinas IL-1B e IL-
6, atuando como agente anti-neuroinflamatério (HO. KUO, 2014).

Antocianinas de extrato de fruto de laranja moro (C. dulcis) tem sido utilizado
na forma de fitoativo, chamado CitrusiM® (Florien), o qual é indicado como redutor de

medidas e contra sindrome metabdlica, elevando a sensibilidade a insulina.

1.4.1 Inflamacgé&o, prostaglandinas e ciclo-oxigenases

A inflamacgéo € um processo fisioldgico que constitui parte da resposta imune,
sendo produzida por células imunes do tecido, devido a estimulos internos e/ou
externos, as quais liberam mediadores especificos que controlam a circulagao local e
as atividades celulares. A fim de eliminar a causa da lesao e iniciar a recuperacgao do
tecido.

Mediadores de inflamagédo sdo substéncias quimicas enddgenas produzidas
por diferentes rotas metabdlicas do processo inflamatorio. Dentre elas destaca-se a
cascata do acido araquidbénico, tendo como principais reagdes catalisadas pelas
enzimas fosfolipase A2, ciclo-oxigenase (COX) e lipoxigenase em respostas
inflamatodrias. Essas enzimas séo responsaveis pela sintese de prostaglandinas e
outros agentes pro-inflamatérios (WHITE, 1999).

Ciclo-oxigenases sao enzimas classificadas como membros da familia
mieloperoxidases e sao responsaveis pela sintese de compostos relacionados aos
processos inflamatérios, como as prostaglandinas (CHANDRASEKHARAN.
SIMMONS, 2004).

Também chamada de prostaglandina sintase, nos mamiferos sao encontradas
duas principais isoformas desta enzima: COX-1 e COX-2. Ambas apresentam cerca
de 600 aminoacidos cada em sua estrutura e localizam-se no lumen do envelope
nuclear e no reticulo endoplasmatico. A COX-1 € uma enzima constitutiva, ou seja,
atua em processos fisioldgicos normais do organismo, sendo responsavel, por

exemplo, pela sintese das prostaglandinas que regulam a secregdo da mucina
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gastrica. Enquanto que a COX-2 é indutiva, o que significa que seu gene codificante
induz sua producédo nos locais de inflamacao por citocinas produzidas por leucdcitos,
sintetizando prostaglandinas que controlam inflamacgao, dor e febre. atuando como
sinalizadores quimicos no processo inflamatério (SIMMONS, 2004. ROUZER.
MARNETT, 2009. LONE. TASKEN, 2013).

A principal diferenca entre essas duas isoenzimas € que, no dominio catalitico,
enquanto a COX-1 possui um residuo de isoleucina na posicao 523, a COX-2
apresenta a valina como substituinte, na mesma posicdo, 0 que parece ser

responsavel pelas seletividades distintas (Figura 17).

-
-

Figura 17. Estruturas sobrepostas de COX-1 (vermelha) e COX-2 (azul), mostrando a
principal diferenca na posicdo 523 (ampliacao a direta) pela presenca de isoleucina em
COX-1 e valina em COX-2. Adaptado de Simmons et al., 2004.

A rota biossintética do acido araquidénico (AA) para conversdao em
prostaglandinas inicia-se pela agcdo da enzima ciclo-oxigenase, em que o AA é
ciclizado e oxidado, levando a formacado do intermediario endoperoxido PGGe,
identificado, pela primeira vez, por Samuelsson e colaboradores em 1973
(HAMBERG. SAMUELSSON, 1973. HAMBERG et al., 1974). Essa etapa é catalisada
pela presenca da tirosina na posicao 385 (Tir385) do bolso catalitico da COX,
formando um radical tirosila, o qual abstrai um hidrogénio radicalar H* 13-pro(S) do
AA, criando um radical araquidonila ativado em C11 e, posterior, C9, onde o oxigénio
molecular radicalar ataca, formando o endoperdxido. O radical localizado em C15 é

formado por uma segunda molécula de oxigénio radicalar, abstraindo novamente o
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hidrogénio radicalar da Tir385, formando o intermediario hidroperoxila PGG2 e

regenerando o radical tirosila (Figura 18).
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Figura 18. Etapa catalitica na reacado de ciclo-oxigenagao do AA, na presencga do
radical tirosila e oxigénio molecular. Fonte: Simmons et al., 2004.

Numa segunda etapa, a COX reduz o grupo perdxido para hidroxila (alcool),
em PGG2, devido a presengca do sitio ativo peroxidase, levando a formagao do
segundo intermediario, o PGH2. A partir desse, outras enzimas como isomerases e
oxiredutases metabolizam varios outros isémeros, usando PGH2 como substrato
(CHANDRASEKHARAN. SIMMONS, 2004. SIMMONS, 2004. ROUZER. MARNETT,
2009).

Devido a sua importancia nos processos inflamatérios, COX-2 se tornou alvo
de drogas como Anti-Inflamatorios N&o Esteroidais (AINEs), os quais constituem um

grupo heterogéneo de substancias, tendo em comum, ag¢des terapéuticas, como
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atividade antipirética, analgésica e anti-inflamatéria (KUMMER. COELHO, 2002).
Esses farmacos inibem competitivamente o sitio ativo da COX, com excegédo da
aspirina (Figura 24), a qual se liga covalentemente, acetilando o residuo Ser530 da
COX-1 e Ser516 da COX-2, sendo mais potente para a COX-1 em relacdo a COX-2
(SIMMONS, 2004. LONE. TASKEN, 2013) (Figura 19).
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Figura 19. Representagdo do mecanismo de inibicdo da COX-1 pela
aspirina (em azul). Mesmos sitios de ligagcao do acido araquiddnico e
AINEs. Adaptado de Simmons et al., 2004

Uma importante aplicagcdo de AINEs tem sido para casos de sangramento
menstrual excessivo ou anormal, reduzindo sensivelmente a perda sanguinea.
Entretanto, esses medicamentos causam muitos efeitos colaterais, como irritagao e
problemas renais e do trato gastrointestinal, devido ao fato de inibir ambas COXs
(SIMMONS, 2004. LONE. TASKEN, 2013).

Alguns farmacos como nimesulida, celoxib, rofecoxib e meloxicam mostram
atividade de inibicdo maior para COX-2 do que COX-1, mas nao sao totalmente
seletivos para COX-2. Entretanto alguns desses medicamentos, como o rofecoxib,
foram retirados de circulagdo, uma vez que sao responsaveis pelo aumento do risco
de ataque cardiaco e efeitos colaterais cardiovasculares.

Diante desse panorama, a busca por novos compostos que apresentem
atividade seletiva para COX-2, evitando assim efeitos colaterais adversos, tem sido
intensamente investigada. Existem varias substancias naturais com atividade anti-

inflamatdria, principalmente usando extratos de plantas e compostos isolados em
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ensaios de inibicdo de COXs. Conforme relatado anteriormente, uma das principais
aplicacdes dos flavonoides de citros € na inflamag&o, com atividade de inibicdo de
COXs comprovada.

Sendo assim, diante da confirmacgao prévia da acédo do suco de limao Tahiti no
processo inflamatério menstrual, reduzindo sensivelmente o sangramento, e da
atividade anti-inflamatéria dos flavonoides em citros, levanta-se a hipotese de que o
mecanismo de regulacdo do sangramento excessivo no ciclo menstrual seria
controlado principalmente por flavonoides, inibindo a sintese de mediadores
inflamatdrio da via da ciclo-oxigenase.

Diante do exposto esse trabalho propbés a identificagdo dos principais
metabdlitos do suco de limao Tahiti e ensaio de inibigdo enzimatica de COXs utilizando

suco de limao fresco e padrdes de flavonoides identificados.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

O presente capitulo tem como objetivo avaliar a composigao quimica do suco
do limdo Thaiti (Citrus latifolia) e sua atividade de inibicdo das enzimas ciclo-

oxigenases 1 e 2.

2.2 ESPECIFICOS

1. Desenvolver um método para analise e caracterizacao do perfil quimico do
suco do limao Tahiti por LC-MS/MS (Qq-TOF).

Esses experimentos foram desenvolvidos no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos - SP, no laboratério Separare, sob a supervisao
da Profa Dra Quezia B. Cass e Profa Dra Maria Fatima F. Silva.

2. Avaliagdo da inibicdo da atividade enzimatica das COXs pelo suco e
compostos identificados.

Esses testes foram realizados em colaboragdo com a Prof2 Dr2 Daniela Chagas

do Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Alfenas - MG.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SOLVENTES E PADROES

Para o preparo de amostra e analises cromatograficas foram utilizados
solventes organicos grau HPLC Mallinckrodt Baker (St. Louis, USA). A agua utilizada
para fase mével foi purificada usando sistema Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, Brazil),
acido formico (295%) adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

Os padrdes dos flavonoides hesperidina (hesperetina-7-O-rutinosideo),
naringina (naringenina-7-O-neohesperidoside), rutina (quercetina-3-O-rutinosideo),
naringenina (4',5,7-trihidroxiflavanona), quercetina (3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavona),
acido cafeico (acido-3,4-dihidroxicinamico) e acido galico (acido-3,4,5-
trinidroxibenzoico) (297%, grau HPLC) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os
padrées eriocitrina (eriodictiol-7-O- rutinosideo) e narirutina (naringenina-7-O-
rutinosideo) (98%, grau HPLC) foram adquiridos da Interprise (USA).

As solugdes padrdo e estoque foram armazenados a -20°C durante a

realizacao das analises e as fases moveis foram preparadas na razao volume/volume.

3.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Para obtengdo dos espectros de RMN 'H foi utilizado o espectrometro de
ressonancia magnética nuclear Advance-400 (Bruker), operando a 400 MHz para

hidrogénio.

3.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ULTRAVIOLETA

Para as analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi
utilizado o sistema cromatografico Agilent 1260, com injetor automatico, detector de
arranjo de diodos (DAD), a aquisicao e tratamento dos dados foi realizada utilizando
o software OpenLab Ezchrom Elite. Foi utilizado modo reverso de eluigdo: coluna
XSelect HSST3 Waters (3,5 um, 2,1 x 100 mm), volume de inje¢ao 10 uL, vazédo 0,350
ML/min.
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3.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O sistema cromatografico liquido de ultra eficiéncia utilizado (Shimadzu Kioto,
Japao) consiste em duas bombas quaternarias LC-30AD, ambas equipadas com
unidade de gradiente de baixa presséo, auto-injetor SIL-30AC com algca de
amostragem de 500 uL, dois degaseificadores DGU-20ASR, forno CTO-20AC e
controladora CBM 20A. acoplado aos detectores de DAD (SPD-M30A) e ao
espectrobmetro de massas QqToF Impact HD (Bruker Daltonics GmbH, Alemanha)
equipado com fonte de ionizagao por electrospray (ESI).

Para os experimentos de desreplicagédo do suco de limao foi usado coluna
XSelect HSST3 (3,5 um, 2,1 x 100 mm) com pré-coluna, 5 uL para volume de injecéo,
vazao de 200 pyL min-', 40°C, gradiente: 5 - 35% de ACN (0,1% acido férmico) em H20
(0,1% acido férmico), por 30 minutos. Foram realizados experimentos de ions totais e
de ions produtos auto-MS/MS e MS/MS com diferentes CIDs, nos modos de
ionizacao: positivo e negativo.

As analises da solucao dos padrdes, foram realizadas utilizando uma coluna
XSelect HSST3 (3,5 ym, 2,1 x 100 mm) com pré-coluna, 5 uL para volume de injecéo,
vazao de 300 pL min-', 40°C, gradiente: 5 - 35% de ACN (0,1% acido formico) em H20
(0,1% acido férmico), por 30 minutos. O suco também foi testado nessas condi¢des
para comparagao dos tempos de retengdo. Foram realizados experimentos de ions
totais e de ions produtos auto-MS/MS, nos modos de ionizagéo: positivo e negativo.

Faixa de massa de 80 a 1300 m/z. As condi¢des da fonte de ionizagéo foram:
nebulizador 1,7 bar, vazdo do gas de secagem 9,3 L min-', temperatura de secagem
200°C, tensao do end plate e capilar de 500V e 4500V, respectivamente.

Os calculos de massa exata foram realizados utilizando os softwares Compass
IsotopePattern (Bruker) e ChemDraw Pro (Cambridge). E os dados foram

processados utilizando o software DataAnalysis.

3.5 PREPARO DAS AMOSTRAS

Os frutos foram adquiridos em comércio local e o suco foi extraido a mao. O
suco de 5 limdes foi espremido e agrupado, centrifugado por 10 min a 8.000 rpm e
20°C.
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Para extracdo por fase sdlida foi utilizado cartuchos Oasis HLB 3cc (60mg)
(Waters, Milford, USA). A fragdo organica foi concentrada em Speedvac, 40°C, por 12
horas. Apds isso, ressuspendida em 1 mL de H20:ACN (95:5 v/v), ambas as fases
acidificadas (0,1% 4&cido férmico), e injetadas no sistema cromatografico. Duas
concentragdes foram testadas: 5 mg mL' e 15 mg mL™".

Os padrées de flavonoides e acidos organicos foram preparados na
concentragdo de 50 yg mL' em H20:ACN (95:5 v/v), ambas as fases acidificadas
(0,1% acido férmico), e injetadas no sistema cromatografico.

Os padrées e solugcao estoque foram armazenados a -20°C durante as
analises.

Para analise por RMN a fragdo organica, referente ao suco de 5 limdes, foi
solubilizada em metanol deuterado (CD30D) (99,8%, Sigma-Aldrich).

3.6 ENSAIO IN VITRO DE INIBIGAO DE COX-1 E COX-2

O ensaio foi realizado utilizando kit de triagem de inibidores de COX-1 e COX-
2 (numero de catalogo 560101, Cayman Chemical). A avaliacdo foi realizada de
acordo com as instrucdes do fabricante.

O suco de um limao foi espremido manualmente e testado fresco. As amostras
foram diluidas utilizando o tampéao (Tris-HCI 0,1 M. pH 8. 5 mM de EDTA e 2 uL de
fenol, TPC), o mesmo é utilizado para o desenvolvimento da reagao.

Para diluicdo do suco foram pipetados 10 uL do mesmo e a concentracao final
foi determinada levando-se em conta o volume total de 200 uL do poco no qual ocorre
areagao. As amostras (10uL) foram incubadas por 5 min, a 37°C com a COX (10 L)
e a solucao de heme (10 uL) em solugao tampao (160 uL). Apods adicdo da solugao
de acido araquidénico (10 uL) as solug¢des foram incubadas por mais 2 min. Os tubos
foram removidos do banho (37°C) e adicionou-se 30 L de solugao saturada de cloreto
de estanho (SnCl2). As concentragdes de suco fresco avaliadas foram: 5%. 2,5%.
1,25% e 0,62%. Os padrbes de flavonoides testados foram hesperidina, rutina e
eriocitrina, nas concentragées: 64 ug mL'. 16 yg mL". 8,0 yg mL" e 4,0 yg mL-".

A producdo de PG na etapa de reacgado foi dosada em imunoensaio (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA). Esta etapa foi realizada exatamente como o
descrito no kit, na diluicdo recomendada de 1:2000. As placas de 96 pocgos foram

lavadas com tampéo. O reagente de Elman foi adicionado a cada pog¢o. O produto da
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reacao enzimatica foi lido em leitor de placa no comprimento de onda de 405 nm. A
quantidade de PG foi mensurada por interpolagcédo da densidade 6tica obtida em curva
de densidade ética por concentragao de PG.

As porcentagens de inibigdo foram determinadas e, assim, calculou-se a
concentracdo inibitéria de 50% da atividade enzimatica (ICs0). As amostras foram

ensaiadas em duplicatas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos sobre a composicdo quimica de citros tém sido amplamente
realizados, sendo a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas a
técnica mais utilizada para identificacdo e quantificacdo desses metabdlitos.

O estudo do suco de limao Tahiti foi realizado com frutos disponiveis em
comércio local, buscando selecionar frutos jovens, uma vez que se sabe que 0s
metabdlitos secundarios de citros apresentam menor concentracdo a medida que os

orgaos crescem e amadurecem (KHAN et al., 2014).

4.1 ENSAIOS PRELIMINARES DO SUCO DE LIMAO TAHITI

Inicialmente, foi realizada uma analise preliminar por ressonancia magnética
nuclear (RMN), a fim de se ter uma ideia da composig¢ao do suco de limao Tahiti para
melhor direcionamento do estudo dessa matriz. Para isso, o suco de cinco (5) limbes
foi espremido manualmente e misturado para obter uma matriz abrangente que
representasse a composigao geral dos diferentes espécimes do limdo. Apos
centrifugacédo o sobrenadante foi concentrado em SpeedVac e ressuspendido em
metanol deuterado (CD30D) para realizagédo do experimento de RMN 'H (Figura 20).

No espectro de RMN "H foram observados sinais na regido entre 1,0 a 4,5 ppm,
sendo estes referentes a agucares livres. Nao foi observado, entretanto, sinais na
regiao de aromaticos (~ 5,0 a 9,0 ppm), como esperado para flavonoides. Em um
estudo realizado por MEDINA et al., 2013, foi determinada a composi¢ao nutricional e
a concentracdo para uma mistura de suco de laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e
suco de limao (Citrus limon (L.) Burm), em que para 400 mL desta mistura, foi
quantificado cerca de 13 gramas de agucares totais, enquanto que para os fendlicos

totais foram encontrados apenas cerca de 115 mg (Tabela 10).
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Figura 20. Abaixo: espectro de RMN 'H do suco de limao Tahiti puro em CD30D
(400 MHz). Acima: regido do espectro expandida de 1,0 a 4,5 ppm.

Tabela 10. Quantidades de metabdlitos detectados em 400 mL de
uma mistura de suco de C. sinensis (laranja) e C. limon (lim&o).

Acucares (g) Fendlicos (mg)
Acucares totais 13,3 Polifenois totais 115
Glucose 6,24 Flavanonas 86,1
Sacarose 2,56 Flavonas 29,4
Frutose 4,48

Adaptado de Medina et al., 2013.

Essas quantidades comprovam a baixa concentracdo dos metabdlitos
secundarios, como flavonoides, no suco, o que explica a nao visualizacdo dos sinais
correspondentes a estes no espectro de RMN. Os sinais referentes aos agucares
livres, pela alta concentragdo no suco, acabam por mascarar os sinais dos outros

metabdlitos em menor concentracdo. Sendo assim, esta analise serviu para o
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entendimento da necessidade de um tratamento de amostra para o suco, a fim de se
obter uma fragdo rica em metabolitos secundarios, os quais sdo o interesse desse

trabalho.

4.2 EXTRAGAO POR FASE SOLIDA - SPE

Devido a necessidade da remocgao dos acgucares livres do suco para obtengao
dos compostos de interesse para analise por cromatografia em fase liquida, o
processo de preparo de amostra selecionado foi a SPE, uma vez que essa técnica
permite a remogao dos interferentes e concentragao dos metabdlitos de interesse de
maneira eficiente (conforme explicado na Introdugéo do Capitulo |, item 1.1.1).

Para isso foi utilizado o modo SPE off-line e foram realizados alguns testes
iniciais para otimizagdo do processo de limpeza, como escolha da fase estacionaria
do cartucho, sendo testadas: C18, ciano, fenil e OASIS HLB. As amostras foram
analisadas por LC-DAD e destas, a que apresentou melhor eficiéncia de extragao dos
analitos de interesse, avaliando os cromatogramas obtidos, foi a OASIS HLB. Este &
um adsorvente universal para compostos acidos, basicos e neutros, caracterizando-
se devido ao chamado equilibrio/balango hidrofilico-lipofilico (HLB, do inglés,
hidrophilic-lipophilic balance). Sendo a composi¢do quimica desse polimero os
mondmeros de N-vinilpirrolidona (hidrofilico) e divinilbenzeno (lipofilico),
proporcionando alta capacidade de retengao em fase reversa, além de ser estavel a
faixas de pH extremas e compativel com uma ampla faixa de solventes (dados do
fabricante).

Depois de selecionado a melhor fase estacionaria, seguiu-se com a otimizagao
dos solventes de limpeza e eluigdo. Como o suco € uma amostra aquosa, a eluigao
dos agucares livres foi realizada com H20 (0,1% de acido férmico) para aumentar a
retencdo dos compostos fendlicos na fase estacionaria, uma vez que esses
compostos sao acidos, devido a presenca de grupos hidroxilas. Os flavonoides
glicosilados, por exemplo, apresentam pKa em torno de 10 (MAJUMDAR.
SRIRANGAM, 2009), enquanto que os acidos fendlicos, como € o caso do acido
cafeico, tem pKa em torno de 4,5. Sendo assim, a fase movel acida mantém estes
compostos em sua forma protonada. Considerando que, para manter os compostos

em sua forma protonada, o pH da solugao deve ser em torno de 2 unidades abaixo do
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pKa. Sendo assim, para os acidos fendlicos, o pH ideal da fase mével € em torno de
2,5. O pH mensurado para H20 (0,1% acido férmico) foi de 2,78.

Para eluigcao da fracado de interesse, foram testadas as seguintes misturas de
solventes: H20:ACN e H20:MeOH, com e sem acido (0,1% de acido férmico), além de
diferentes proporc¢des de solventes orgéanicos. Entretanto, ao se avaliar as diferentes
concentracbes de solvente organico, a concentracdo de metabdlitos obtida no
fracionamento era muito baixa, dificil de ser detectado nas analises cromatograficas.
Sendo assim, optou-se pela eluicdo nao fracionada dos compostos de interesse, ou
seja, estes foram eluidos em 100% de solvente organico para se obter uma fragcéo
mais concentrada e sendo analisados em uma Unica analise cromatografica. Além
disso, a eluigédo foi testada com metanol e acetonitrila, separadamente. Entretanto,
observou-se que a eluicdo foi mais eficiente quando utilizou-se a solugcao de
ACN:MeOH (50:50, v/v). Todas as fragbes foram analisadas por LC: amostra,
interferentes e fragdo organica, a fim de verificar qualitativamente a eficiéncia de
extragao.

O procedimento otimizado foi:

1. Ativacao do cartucho: MeOH — 3mL.

Condicionamento do cartucho: H20 (0,1% AF) — 3mL

Aplicagao da amostra: 5mL do sobrenadante do suco centrifugado
Eluicdo dos interferentes: H20 (0,1% AF) — 3mL

Eluicdo dos analitos de interesse: ACN:MeOH (50:50, v/v)

o & 0D

A fragao organica apresentou coloragao amarela, a qual pode ser atribuida a
presenca dos flavonoides. O solvente foi removido utilizando centrifuga rota-
evaporativa (speedvac), a 40°C por 12h. A amostra foi solubilizada em solvente para

analise cromatogréfica.

4.3 ANALISE POR CROMATOGRAFICA LIQUIDA ACOPLADA A ULTRAVIOLETA

Para analise da composigdo quimica da fragdo orgéanica obtida do suco de
limdo, foi desenvolvido e otimizado um método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Para isso, iniciou-
se a analise com um gradiente exploratério: 5 - 90% de ACN (0,1% acido acético) em

H20 (0,1% acido acético), em modo reverso de elui¢éo.
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A partir dessa analise inicial, o método foi otimizado visando a separacédo do

maior numero de compostos (bandas cromatograficas) possivel (Tabela 11).

Tabela 11. Condigbes otimizadas para método cromatografico para analise da fragédo
organica de suco limdo Tahiti.

Tempo (min) H20 (0,1% AcA) | ACN (0,1% AcA) Eventos
0-4 90 10
4-10 80 20 Eluicdo dos compostos do
10 - 15 80 20 suco de limao
15-17 65 35
17 -20 100
20 - 22 100 Limpeza da coluna
22 -30 90 10 Condicionamento

Vaz&o: 0,350 mL min-'. AcA: Acido Acético.
Coluna cromatografica XSelect HSS T3 C-18 (3,5 ym, 2,1 x 100 mm).

ApOs a otimizagdo do meétodo, alguns padrdes de flavonoides foram eluidos a
fim de verificar sua presenga na matriz. Os padrdes avaliados foram: hesperidina,
eriocitrina, narirutina, naringina, rutina, naringenina, quercetina, acido cafeico e acido
galico (50 pug mL"). Conforme citado anteriormente, na introdugdo deste capitulo,
esses compostos sdo comumente encontrados em espécies de Citrus, sendo que
alguns ja foram identificados em Citrus latifolia e em outras espécies do mesmo
género.

Entretanto, observou-se que os tempos de retengcdo de alguns padrbes nao
sobrepbem exatamente as bandas referentes aos possiveis compostos na matriz,
como € o caso da eriocintrina e a hesperidina. Diante desse problema, foi preparada
uma amostra com a matriz fortificada com 40 ug mL-' de cada composto, a fim de
observar quais bandas aumentavam a intensidade, significando com isso a presenca
ou nao do padréao (Figura 21).

Avaliando os cromatogramas obtidos, observa-se que no cromatograma do
suco fortificado com os padroées (em verde), referente a concentragdo de 40 yg mL-"
mais a quantidade presente no suco de cada respectivo composto, ha um aumento
elevado na banda referente ao acido cafeico (1), mostrando que este esta presente
em concentracdo muito baixa no suco ao ser comparado com o cromatograma em

azul.
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2 Eriocitrina

R =285min Hesperidina 5

tR=12,5min

Acido Cafeico 1
tR = 6,0 min

3 Rutina
tR = 8,8 min

4 Naringina
tR = 8,5 min

Tempo de retengdo (minutos)

Figura 21. Regido ampliada dos cromatogramas sorbepostos. Azul: suco de limao
Tahiti. Verde: suco fortificado com os padrées (50 ug mL").

Enquanto que, a banda referente a eriocitrina (2) esta numa concentragdo muito
semelhante a da matriz. Para rutina (3) e naringina (4) a concentracao na matriz
fortificada € cerca de 5 a 6 vezes maior a que no suco original. Ja para o caso da
hesperidina (5) ha uma incoeréncia, uma vez que a concentragdo no suco original
(azul) parece ser maior que a matriz fortificada (verde), o que deveria ser o contrario.
Nesse caso, ainda, as bandas nao se sobrepdem integralmente, o que nao permite
saber se € ou ndo a hesperidina.

Embora as analises por LC-DAD possibilitaram identificar a presenca de alguns
compostos no suco, bem como estimar sua concentragao relativa, esta técnica é muito
pouco precisa, uma vez que, diferentes flavonoides que apresentam pequenas
modificagdes estruturais, ndo sdo possiveis de serem identificados com exatidao.
Devido ao fato, dessas estruturas apresentarem espectros no UV muito semelhantes,
0 que pode levar a uma atribuicdo errénea.

Diante deste problema, e do fato de que algumas bandas nao apresentaram
pureza suficiente para seguir com a quantificagao, optou-se por realizar analise do
suco utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Essa
técnica permite uma correta identificacdo, na maioria dos casos, por meio da
elucidagdo estrutural baseada na massa do composto e seus padroes de
fragmentacdo, e, ainda, por comparagdo com a literatura. Tornando possivel a

identificacdo dos compostos sem necessidade de completa separagcao dos mesmos.
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4.4 CARACTERIZACAO DOS METABOLITOS DE SUCO DE LIMAO TAHITI POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A fragao orgéanica do suco de limao Tahiti foi analisada por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia em modo reverso acoplada ao espectrdbmetro de massas QqTOF-
MS, ou analisador por tempo de voo.

O método desenvolvido para as analises por LC-DAD serviu de base para
orientar as analises por LC-MS/MS, com pequenas adaptacdes, devido a
miniaturizagcdo da técnica cromatografica quando acoplada a espectrometria de
massas.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tem sido
amplamente utilizada para analises simultdneas de separacao e identificacdo de
flavonoides, em geral (ABAD-GARCIA et al., 2012. WANG et al., 2017).

Primeiramente foi realizado a otimizagao do volume de injegdo da amostra, a
fim de obter boa intensidade do sinal (10°), que possibilitasse a identificagdo dos
compostos presentes na matriz. Duas concentragbes do suco foram testadas: 5 e
15mg mL™', sendo a ultima selecionada, com volume ideal de injegao de 5L.

Duas abordagens foram utilizadas para a caracterizagdo dos metabolitos
presentes no suco. A primeira diz respeito a analise por abordagem de padrdes, ou
seja, foram realizados experimentos com padrées de acidos organicos, flavonoides
glicosilados e agliconas, comuns em Citrus, a fim de comparar o perfil de
fragmentagao e tempo de retengédo desses com os compostos presentes no suco. Os
padrées analisados foram: hesperidina, eriocitrina, narirutina, naringina, rutina,
naringenina, quercetina, acido cafeico e acido galico. Essas analises foram realizadas
utilizando uma mistura dos padrdes na concentragdo de 50 ug mL-' de cada, e nas
mesmas condigdes cromatograficas foram realizados experimentos de auto-MS/MS
para o suco, em ambos os modos de ionizagdo, positivo e negativo.

A segunda metodologia utilizada foi baseada na desreplicagdo de dados, com
uma abordagem de perfil quimico direcionado. Em que se buscou a identificagao de
outros metabdlitos presentes no suco, além daqueles identificados por comparacao
com os padroes.

O conceito de desreplicagdo consiste num processo de triagem de extratos

brutos, objetivando a identificacdo e caracterizagdo de compostos ja identificados na
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literatura, mas sem a necessidade de isolamento (SPRENGER & AQUINO, 2015.
HUBERT. NUZILLARD. RENAULT, 2017).

A caracterizacdo dos compostos presentes no suco de limao Tahiti foi
realizada pela analise dos ions precursores e seus fragmentos (ions produtos) em
ambos os modos negativo (ESI") e positivo (ESI") (ANEXO 5) e em diferentes energias
de ionizagao. Além disso, alguns compostos foram confirmados por comparagéo com
os respectivos padrdes ou, ainda, inferidos de acordo com as bases de dados online

MetFrag e Pubmed, e com revisdes da literatura.
4.3.1 Fragmentagéo de flavonoides glicosilados

Flavonoides glicosilados sdo os principais metabdlitos encontrados em suco
de Citrus, podendo ser O- ou C-glicosilados. As unidades de agucares mais
comumente encontradas em flavonoides de Cifrus sdo: hexose (glucose) e
desoxihexose (ramnose), podendo ser di-O-glicosilados (monossacarideos ligados
em diferentes posi¢des do flavonoide) ou O-diglicosilados (dissacarideos ligados entre
si), para este ultimo caso, a forma dissacaridica pode ser encontrada como
neohesperidose ou rutinose (Figura 22) (WU et al., 2004. CUYCKENS. CLAEYS,
2004. ABAD-GARCIA et al., 2012. LEDESMA-ESCOBAR. PRIEGO-CAPOTE.
LUQUE DE CASTRO, 2015. GATTUSO et al., 2007).

o HO HO_ 6
HsC-N\ueO OH HO o, [
HON -0
o 0
HO O / HLC e
HO 0 HO> OH
? “on OH

Rutinose Neohesperidose

Figura 22. Rutinose e neohesperidose, isdbmeros constitucionais de
posicdo, sdo O-diglicosideos bastante comuns em Citrus. Fonte: Autor.

As fragmentagdes de flavonoides glicoconjugados sao simbolizadas de acordo
com nomenclatura introduzida por DOMON. COSTELLO, 1988 (Figura 23).
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OH O

1,3A0/

Figura 23. Notacdo para fragmentacao de flavonoides glicosilados, representacao
em kaempferol-7-O-rutinosideo. Adaptado de Ferreres et al., 2004.

Os ions contendo a aglicona sdo denominados como:
“X;, Yi e Z;
j € o numero de ligagdes interglicosidicas clivadas, contando a partir da aglicona.

k e l indicam as clivagens dentro do anel do agucar.

Sendo que a ligagao do agucar com a aglicona € numerada como 0 (zero).

Se a carga permanece no residuo de carboidrato os ions produtos sao
denominados como:
kIA; e Bi

i indica o numero (1) da ligagéo glicosidica quebrada, partindo do terminal ndo reduzido.

Os O-diglicosideos fornecem ions Y1 e Yo, 0os quais s&o formados a partir da
reagao de rearranjo das ligagdes interglicosidicas. Em baixa energia de fragmentacéo,
flavonoides O-glicosideos sofrem clivagem heterolitica entre as ligagcbes O—C do
hemi-acetal, gerando ions Y1. Enquanto que em maiores energias podem ocorrer
clivagens intra-glicosidica, gerando os fragmentos ¥'X;.

A quebra das ligagbes glicosidicas tem como mecanismo o rearranjo de
hidrogénio do agucar para o oxigénio glicosidico, seguido da clivagem heterolitica da
ligacdo glicosidica do hemiacetal, o que leva a eliminagao de residuos de mono ou
dissacarideos. Podendo ser observado perdas neutras de 162u (glucose), 146u
(ramnose), 132u (pentose) ou ainda 176u (acido urdnico) (MA et al.,, 2000.
FERRERES. LLORACH. GIL-IZQUIERDO, 2004. CUYCKENS. CLAEYS, 2004. DE
OLIVEIRA et al., 2017).

Possibilitando, assim, a determinacao da sequéncia dos carboidratos, os quais
podem ser calculados pela diferenga de m/z a partir do ion precursor e dos fragmentos

correspondentes a Xi, Yi e Zi.
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A localizagao das unidades glicosidicas em flavonoides é variavel, sendo as
posicdes mais comuns Cs (anel C), C7 (anel A), podendo ser mono- ou di-glicosideos
(em posicoes diferentes ou ligados entre si).

Para flavonoides 3- e 7-O-glicosilados, no modo negativo, ocorre a formagéao
de ions radical (Yo— H) " com elevada abundéancia, devido a clivagem homolitica da
ligagdo agucar-aglicona. Esse ion € mais comum em flavonas e flavondéis, devido a
presenga da ligacéo dupla em C2 — C3 no anel C. Sendo que para flavonoides 4'-O-
glicosilados o ion Yo~ tem sido encontrado como mais intenso. Entretanto, a razdo dos
ions (Yo— H) 7" — Yo~ é variavel e depende da posigao de substituintes, como grupos
hidroxila (OH), acetila e glucosideos no esqueleto da aglicona, bem como do padréao
de hidroxilagdo do anel B e a posigdo dos residuos glicosidicos (HVATTUM.
EKEBERG, 2003. FERRERES. LLORACH. GIL-IZQUIERDO, 2004).

4.3.2 Fragmentacgéo de flavonoides agliconas

Para os ions fragmentos resultantes da aglicona, a nomenclatura foi adotada
de acordo com Ma et al. 1997 (Figura 24).

OH m:n Ao (anel A, intacto)
m,n H
HO 0 148, > A, Bo (anel B, intacto)
" ah
/“l 028y — 3= 92A;, m e n indicam as ligacdes clivadas
no anel C;
OH O 048y ——3 04A

O valor subscrito 0 (zero) é usado
138) — 3 13pA, para evitar confusdo com as
notagdes Ai e Bi (ions produtos dos

Figura 24. Fragmentagdo de agliconas, glicosideos).

representado para flavona.

A clivagem do anel C ocorre pelo mecanismo de Retro-Diels Alder (RDA),
levando a formagao dos ions ™" Ag e ™" Bo, 0 que fornece informagéo sobre o numero
e tipo de substituintes nesses anéis. Os anéis intactos sao representados por Ae B
(FABRE et al., 2001).

Outros fragmentos muito comuns sao: perda neutra de 15u representa a
eliminacdo radicalar de CHs, pela quebra da ligagdo O—C em clivagem homolitica.
perda de hidroxila na forma de H20 (18 u), CO (28 u), C2H20 (42 u) e COz2 (44 u).
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Em geral, os fragmentos obtidos sdo tipicos para cada subclasse de
flavonoides e podem fornecer informagdes importantes para a caracterizacao destes
metabalitos.

Flavonas, em geral, apresentam perda neutra de CO (28u) e CO2 (40u),
relacionadas primeiramente ao anel C, seguido do anel A. Para flavonas com grupo
metila, o fragmento mais comum & (M-H-CHs) —- (radical), além do ion correspondente
a aglicona. Enquanto que grupos hidroxilas em Cs de flavonol resulta em mais e
diferentes possibilidades de fragmentagcdo, quando comparadas com flavonas
(CUYCKENS. CLAEYS, 2004).
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4.4 ANALISE DA FRAGMENTACAO DOS PADROES DE FLAVONOIDES

Os espectros dos padroes de flavonoides avaliados foram adquiridos em
ambos os modos ESI- e ESI*, juntamente com o espectro no ultravioleta. Uma solugao
contendo mistura de 50 ug mL"' de cada padréo: hesperidina, eriocitrina, narirutina,
naringina, rutina, naringenina, acido cafeico e acido galico, foi analisada nas mesmas
condi¢des que o suco de limao Tahiti.

Uma vez que os espectros no modo negativo (ESI-) apresentaram melhores
resultados quanto a ionizagao e intensidade dos sinais, as propostas de mecanismos
de reacao aqui apresentadas serao para esse modo. Entretanto, as atribuicbes foram
confirmadas também no modo positivo e pelos experimentos de variagdo de energias
de colisao, para ambos os modos.

Os dados para cada composto estao descritos na Tabela 12.

4.4.1 Rutina e Hesperidina

Ambos os compostos hesperidina (hesperitina-7-O-rutinosideo) (1) e rutina
(quercetina-3-O-rutinosideo) (2) (Figura 25) apresentam massa exata muito
semelhante, embora diferente formula molecular: C2sH34015 (610,1892 g mol) e
C27H30016 (610,1528 g mol'), respectivamente. A correta identificacdo destes
compostos foi realizada comparando as massas exatas, o padrao de fragmentacéao e
tempo de retencéo.

Hesperidina (tr = 17,8 min) apresenta maior interacdo em fase reversa, sendo
eluida posteriormente a rutina (tr = 14,3 min), devido a presenga do grupo metila no
anel B ao invés do grupo hidroxila presente na rutina.

Embora ambas apresentem a mesma unidade glicosidica (rutinose), a posi¢cao
em que essas unidades estdo ligadas as agliconas sao diferentes: hesperidina
(hesperitina-7-O-rutinosideo) e rutina (quercetina-3-O-rutinosideo). Considerando,
ainda que, embora diferentes, as agliconas também apresentam massa exata muito
semelhante: 302,0707 e 302,0343. respectivamente.

Entretanto, devido a diferenca de classes de flavonoides, sendo rutina um
flavonol e hesperidina uma flavanona, o padrdo de fragmentagcdo de ambas é muito

diferente.
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Figura 26. Estrutura quimica de hesperitina-7-O-rutinosideo (esquerda) e
quercetina-3-O-rutinosideo (direita).

Rutina (m/z 609,1443), modo ESI- (38 eV), apresentou como pico base (m/z
300,0263), referente a fragmentacdo homolitica do ion aglicona. Além disso, o ion da
quebra heterolitica também foi observado m/z 301,0333. Outros fragmentos, a partir
da aglicona e caracteristicos de flavonol-3-O-glicosilados, foram: m/z 271,0227,
referente a perda de CO (29u) e m/z 255,0286 referente a perda de COz2 (45u). além

dos fragmentos relativos & RDA: "?A¢~e "3Ao~ (Figura 26 e 27).

Intens. mix_padroes_MSMS-_1-2_01_2575.d:-MS2(609.1444), 38.3eV, 14.0min #806
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Figura 27. Espectro de ESI- e ampliagdo (38 eV) de rutina m/z 609,1443.
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Figura 28. Proposta de mecanismo de fragmentagéo para rutina, ESI-.

Hesperidina (m/z 609,1809), modo ESI- (38 eV), apresentou unicamente o

fragmento do pico base, referente ao ion fragmento aglicona (m/z 301,0708).
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Entretanto para os espectros adquiridos com energias de 50 e 60 eV foi possivel obter
muitos fragmentos da aglicona, como o ion referente a perda de metila radicalar m/z
286,0482. perda neutra de CO (28u), resultando no ion m/z 257,0820. perda neutra
de CO:z2 referente ao ion m/z 242,0582. bem como o ion 151,0037 proveniente da

fragmentacao via RDA. entre outros (Figuras 28 e 29).

Intens. mix_padroes_MSMS-_1-2_01_2575.d:-MS2(609.1809), 38.3eV, 17.5min #1007
204 301.0708

®
0.0 L I I I L I L L
100 200 300 400 500 600 m'z

|nten35-' limao_15mgmL_5uL_200uL_min_neg_1-2 01 1727.d:-MS2(609.1899), 60.9eV, 24.0min #1386
x10° 7]
1 301.0719
284.0329

b 164.0115

i 151.0037
b 242.0582

h 257.0820
E 134.0374 201.0192

215.0354 |
P T ([ | |
T lasiytey

LA B R B L
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b 107.0135
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Figura 29. Espectros de ESI-(38eV, acima, referente aos padrbes) e ESI-(60eV,
abaixo, referente a desreplicagdo) de hesperidina m/z 609,1809.
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Figura 30. Proposta de mecanismo de fragmentagéo para hesperidina, ESI-.

Para flavonoides glicosilados, dependendo da estrutura, no modo ESI- s&o
produzidos os dois tipos de fragmentos da aglicona: homolitico e heterolitico.

Em estudo realizado por Hvattum & Ekeberg (2003) o grau de fragmentagao do
ion produto de radical aglicona (clivagem homolitica) de flavanonas glicolisadas, na
forma desprotonada ESI, foi estudado usando padrées de eriocitrina e hesperidina. A
fragmentacao por CID para esses compostos produziu somente o fragmento referente
a quebra heterolitica das agliconas, m/z 287 (eriocitrina) e m/z 301 (hesperidina). O
que leva a deduzir que, nas flavanonas, o fato de ndo apresentarem a ligacao dupla
(C2—Cs3), no anel C, proximo a carbonila (C4), ndo apresenta estabilidade suficiente
para a formacao de fragmentos homoliticos da aglicona. Entretanto, para flavonais, os
quais apresentam a ligagao dupla C2—Cs, esses fragmentos sdo observados, como &
0 caso da rutina, para a qual foi observado o ion m/z 300,0263. referente a clivagem
homolitica.

Avaliando os espectros no ultravioleta para rutina sdo observadas duas bandas
maximas: 255 e 353 nm, caracterizando o esqueleto de flavonol. Enquanto que para

hesperidina mostrou uma banda 284 nm e um “ombro” em 220 nm.
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4.4.2 Eriocitrina

O espectro de massas para o padréo de eriocitrina (3) mostrou o ion precursor
m/z 595,1618 (ESI~), referente ao pico em tr = 13,7 minutos. Tendo como pico base
o ion aglicona m/z 287,0527. Outros ions observados foram, m/z 459,1142, referente
a perda neutra de 136u correspondendo ao fragmento por RDA "*Bo~. No modo ESI*
(27 eV) observa-se o ion m/z 451,1228, o que caracteriza perda neutra de 146,
referente a unidade de ramnose (ANEXO 8). Observa-se, também, o ion m/z151,0022

("*A0"), referente a clivagem do tipo RDA (Figuras 30 e 31).

IntensA; E limao_15mgmL_neg_MSMS-_1-1_01_2571.d:-MS2(595.1618), 37.9eV, 13.7min #786
x10%7] 287.0527
[Yo—H]-
b 1,3A -
15 0
J 151.0022
1.0
] [M-H-136] - .
0.5 l [M-H]
: 329.0624 459.1100
0.0 L o |. L Ll 1 ?
. T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 m'z

Figura 31. Espectro de ESI-(acima) e ESI* (abaixo) (37eV) de eriocitrina m/z
595,1618 e 597,1845, respectivamente.

0 o
O, HO. o} ©[
: OH
)’\(‘ )’\(x OH
— Rutinose
—_—
OH O OH O  m/z287,0527

RDA @ OH RDA
| OH
HO., OH . ) —|
u How o | HOL~ o
o 0
— Rutinose C ) O
S0 OH
OH

_
Cs
OH O m/z 151,0022

m/z 459,1100

Figura 32. Proposta de mecanismo de fragmentagéo para eriocitrina, ESI-.
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O espectro no UV para eriocitrina mostrou uma banda em 284 nm e um “ombro”

em 225 nm.
4.4.3 Naringina e Narirutina

Neohesperidose (ramnose-(1-2)-glucose) e rutinose (ramnose-(1-6)-glucose)
sdo diglicosideos e isbmeros constitucionais de posi¢ao muito encontrados em Citrus.
Embora a unica diferenca entre eles seja a posicao da ligagao interglicosidica (1—2
ou 1—-6) (Figura 32), os dados de fragmentagcdo podem cooperar para essa

diferenciagao.

©/OH

Figura 33. Naringina neohesperidose (1—2) (esquerda) e narirutina
rutinosideo (1—6) (direita).

O padrdao de fragmentagdo obtido para naringina e narirutina foi muito
semelhante, em ambos os modos de ionizagao.

Para a naringina (4) (m/z 579,1705), tr = 15,8 min, o espectro de massas
apresentou ion relativo a perda neutra de 308u, referente ao dissacarideo
neohesperidose, gerando o pico base em m/z 271,0607, referente a aglicona. Outro
ion observado foi o m/z 313,0717, resultando em perda neutra de 266u, o qual foi
atribuido ao fragmento gerado pela perda neutra de ramnose (146u) mais o fragmento
13Bo (120u) gerado pelo mecanismo de RDA. Os espectros e mecanismo proposto

podem ser observados nas Figuras 33 e 34.
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Intens. | mix_padroes_MSMS-_1-2_01_2575.d:-MS2(579.1705), 37.4eV, 15.8min #908
4000 271.0607
] [Yo—H]-
3000
2000

! [M—H - 146 — 120]

1000+ .
] [M - H]-
: 151.0040 313.0717
0 . |I l. . . |I: — N . . LI l.' L . — . " . - , . . ’. :
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Figura 34. Espectro de ESI- (37eV) de naringina m/z 579,1705.
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Figura 35. Proposta de fragmentagéo para naringina, neohesperidose (1—2), modo ESI-.
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Para narirutina (m/z 579,1711) (tr = 17,0) em modo ESI-, foram observados os
mesmos fragmentos que naringina e uma diferenga bastante significativa, a presenca
do ion fragmento m/z 459,1142, referente a perda neutra do fragmento '3Bo (120u),
resultante do mecanismo de RDA (Figuras 35 e 36).

Para naringina o ion m/z 459, foi encontrado numa intensidade muito baixa,

quase imperceptivel.

Intenss. ] mix_padroes_MSMS-_1-2_01_2575.d:-MS2(579.1711), 37.4eV, 17.0min #975
x10° 1 271.0605

6]
] [Yo—H]-

5-

4
1 [M-H-120]"

3] [M - H]-
4 1’3A0_
i 579.1709
] *

2] 151.0031 459.1142
] [M—-H-146 - 120]-

1 -
i 235.0237 | 313.0704

0 ] - - llu Il - dl \ - - l. - N l l. L

T L B -1t r r rr < r T T T Tr T 7
100 200 300 400 500 600 m'z

Figura 36. Espectro de ESI-(37eV) de narirutina m/z 579,0605.

Na literatura tem sido proposto que para O-neohesperidose (1—2) dois
principais ions fragmentos sdo formados: Z+— (M — 164 — H) e Yo~ (M — 308 — H)~,
enquanto que apenas Yo~ € observado para O-rutinose (1—6). Para ambos o ion Yo~
€ o pico base. Entretanto essas consideracbes devem ser bastante criteriosas, uma
vez que, diferentes parametros de analise, principalmente diferentes energias de
colisdo, podem causar variagdes tanto no padrdao de fragmentagdo, quanto nas
intensidades dos ions fragmentos (CUYCKENS. CLAEYS, 2004. KACHLICKI et al.,
2016).

De acordo com experimentos realizados no modo ESI*, em baixa energia de
CID, uma maior razédo Yo*/Y1* é obtida para os isbmeros contendo neohesperidose
(1—2). Sendo a eliminag&o do dissacarideo 1—2 facilmente promovida devido ao fator
estérico (MA et al., 2000. MA et al., 2001).

Em nossos experimentos nao foram observados ions Y1* ou Z1~.
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Figura 37. Proposta de fragmentagéo para narirutina, rutinosideo (1—6), modo ESI-.

A auséncia do fragmento m/z 459 para o composto naringina (1—2), pode ser
justificada pelo maior impedimento estérico em comparagdo ao composto narirutina
(1—6), levando direto ao fragmento m/z 313. Sendo que esse mesmo padrao de
fragmentacao foi encontrado para a eriocitrina, sendo essa também uma flavanona 7-
O-glicosilada (1—6) (rutinosideo), corroborando para a proposta de fragmentagao
apresentada.

Os espectros no UV para ambas foram idénticos, apresentando duas bandas:
283 nme 213 nm.

Avaliando o padrdo de fragmentagdo, bem como tempo de retengdo, dos
padrdes de flavonoides glicosilados estudados, foram identificados no suco de limao
Tahiti, os seguintes flavonoides: hesperidina, eriocitrina, rutina e naringina.

Das agliconas e acidos fenolicos avaliados nenhum foi encontrado no suco de
limao Tahiti (ANEXOS 15 e 16).
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4.5 SUBSTANCIAS INFERIDAS POR DESREPLICACAO

Tendo como base os dados de fragmentagéo, tempo de retencéo e espectros
no UV obtidos para os padrdes acima avaliados, foi realizada abordagem por
desreplicacao e, assim, foi possivel inferir a presenca de outros compostos no suco
de limdo. Os compostos foram inferidos por comparacdao com a literatura e o banco
de dados criado por CERQUEIRA, 2016, o qual constitui uma lista completa dos

metabdlitos identificados na literatura para o género Citrus.

4.5.1 Substéncia m/z 608,1741 (C2sH32015)

A analise da banda cromatografica em tr = 23,4min, apresentou m/z 607,1751
(ESI") e m/z 609,1819 (ESI*) para o ion molecular. Em pesquisa na literatura para
compostos identificados em suco de Citrus, esses ions moleculares observados foram
relacionados com 0s flavonoides 7-O-glicosilados: chrysoeriol-7-O-
rutinose/hesperidose e diosmina (rutinose) ou neodiosmina (hesperidose) (Figura 37).
ambas as flavonas com massa exata calculada para m/z 608,1741 (C2sH3201s5), 0 que

leva a uma diferenca de massa de 1,0 mDa comparando com a massa experimental

observada.
‘OH
Neodiosmina
Chrysoeriol-7-O-rutinose HO“" :
OH
OH
T‘;ﬁ
H
HO ;
AH Diosmina

Chrysoeriol-7-O-hesperidose

Figura 38. Estruturas das possiveis flavonas O-7-glucosideo, encontradas em Citrus, para
m/z 608,1736 Da.
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A proposta de identificagcdo levou em conta os fragmentos gerados para m/z
607,1751 (ESI7), em diferentes energias de ionizagdo. O pico base, (37eV) m/z
299,0556, relativo ao ion aglicona (diosmetina), decorrente da perda neutra de 308u,
indicando a presencga de rutinosideo ou neohesperidosideo, ligado a aglicona. Além
disso, no modo ESI*, o ion m/z 463,1232, corroborou com essa proposta ja que ele
representa a perda do fragmento de ramnose (146u) (ANEXO 10).

Outro fragmento bastante intenso, encontrado como pico base nos espectros
obtidos em energias de fragmentacdo mais altas (38 eV), foi o ion o m/z 301,0713.
Em trabalho realizado por LIN. HARNLY, 2010, os isbmeros de diosmina (rutinose e
neohesperidose) foram identificados por analise de padrbes e os fragmentos
encontrados para ambas as substancias foram: 463, 301/299 e 284. Enquanto que
para chrysoeriol-7-O-neohesperidoside ndo foi encontrado o fragmento 301, apenas
299 e 284 (BRITO et al., 2014).

Outro fragmento observado foi o ion m/z 284,0314 (52 eV), o qual se refere a
clivagem da metila da aglicona. E em energias mais altas foram observados, ainda,
os fragmentos tipicos da clivagem da aglicona, como o ion m/z 255,0307, relativo a
perda neutra de CO a partir do ion m/z 284. bem como o m/z 151,0030, relativo ao

fragmento "2Ao¢~ (Figuras 38 e 39).
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Intens. limao_15mgmL_5ul_200ulL_min_neg 1-2_01_1724.d:-MS2(607.1751),37.1eV, 23.4min #1350
b 299.0556

8000
6000
4000

2000

161.0242
0 ety J. et Loy I]. dork JIJ. —— P . I’ I— ’
100 200 300 400 500 600 mz

Intens. limao_15mgml_5ul_200ul_min_neg_1-2_01_1727.d:-MS2(607.1711), 60.7eV, 23.4min #1350
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Figura 39. Espectros de ESI- com 37eV (acima) e 60eV (abaixo) para flavona
O-7-glucosideo m/z 607,1751.
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Figura 40. Proposta de fragmentagéo para m/z 607,1751, modo ESI-.

Diante disso, pode-se sugerir que o composto aqui investigado se trata de
diosmetina (aglicona) 7-O-rutinose/hesperidose. Diosmina ja foi encontrada em suco
de Citrus limon, C. reticulata, C. unshiu, C. aurantium, C. clementina, C. sinensis, C.
aurantifolia e C. bergamia, enquanto que neodiosmina foi relatada apenas para suco
de C. sinensis e C. bergamia.

Conforme ja relatado, em estudo realizado por Nogata et al., 2006, diosmina foi
identificada no suco de limao Tahiti (C. /atifolia), enquanto que neodiosmina n&o.

Sendo essa ultima encontrada nas outras partes do fruto apenas.

4.5.2 Substéncia m/z 578,1630 (C27H30014)

Analisando a banda cromatografica em tr = 22,7 min, com m/z 577,1616
(ESI") e m/z579,1709 (ESI*) para o ion molecular, e através de pesquisa na literatura
para compostos identificados em frutos e suco de Citrus, esses fragmentos foram
relacionados com flavonoides O/C-diglicosilados: apigenin-8-C-glucosil-2”-O-
rhamnoside (vitexin 2"-O-rhamnoside), isorhoifolin (apigenin-7-O-rutinoside), rhoifolin

(apigenin-7-O-neohesperidose) (Figura 40). As estruturas de flavonas, cuja massa
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exata calculada & m/z 578,1630 (C27H30014), mostrou diferenga de massa de 1,4 mDa

comparando com a massa experimental observada.

Isorhoifolin
OH

OH

HO_ A HO
T,
HO™ ™

OH HO

Vitexin 2"-O-rhamnoside

Figura 41. Estruturas de flavonas propostas para m/z 578,1630 Da, encontrados em suco de Citrus.

Os espectros de massas obtidos para m/z 577,1608 (ESI-) mostraram
fragmentos caracteristicos de flavona-O-diglucosideo. No espectro no modo ESI- (57
eV), o pico base o ion m/z 269,0446, condizente com a aglicona pela perda neutra de
308u, rutinosideo. O fragmento m/z 151,0051¢é proveniente da clivagem RDA (Figuras
41 e 42) e no espectro no modo ESI* (24eV) foi observado o ion m/z433,1129, relativo

a perda neutra de ramnose (ANEXO 12).

Intens. limao_15mgmL_5ul_200ulL_min_neg 1-2_01_1727.d:-MS2(577.1608), 57.7eV, 22.7min #1306
269.0455
6000 —
4000
2000
151.0051
0L Il.ll.llll ."l!“. TV S UV
100 200 300 400 500 m'z

Figura 42. Espectro de ESI=(57eV) para flavona O-7-glucosideo m/z 577,1508.
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Figura 43. Proposta de fragmentagao para O-flavona m/z 577,1608, modo ESI-.

Entretanto, em energias mais baixas (23 eV) alguns fragmentos especificos de
C-rutinosideo sao observados, como o fragmento m/z 431,1853, caracterizando a
perda da unidade de ramnose (146u), seguido de perda neutra de 90u, confirmado
pela presenca do ion m/z 341,1372. Outro fragmento identificado foi m/z 389,1766, a
partir do m/z 431, caracterizando perda neutra de 42u, para o qual foi proposto
clivagem referente a C2H20, conforme proposto por FABRE et al., 2001. Além disso,
ha uma diferenca de 120u entre 389 e 269, o que indica a fragmentagao de C-glucose
(Figura 43), sendo que nesse caso, o0 ion 269 nao é referente ao ion aglicona (Figura
45).

CsHgO3 —=® 90u
C3HeO3 —"fy 9oy

0,2)(8
C4HgOs S8y 1204

0,1
CeH, O ' Xg
OH O 5MoYs  —= 150u

Figura 44. Fragmentagdes caracteristicas de flavonoide C-glicosilado, indicando
0 numero das ligag¢des clivadas e perda neutra. Fonte: autor.
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Intens. limao_15mgmL_5ul_20QulL_min_neg 1-2_01_1723.d:-MS2(577.1552),23.9¢eV, 22.73min #1310
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1- °
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389.1766
125.0223 341.1372 431.1853
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Figura 45. Espectro de ESI~(24eV) para flavona O-7-diglucosideo m/z 577,1552.

— ramnose

- C3H203 =90u

- CzHQO =42u

- C4Hgo4 =120u
OH

m/z 269,0446 o)

Figura 46. Proposta de fragmentagéo para C-flavona m/z 577,1552, modo ESI-.
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Ambas, vitexin 2"-O-rhamnoside e apigenin-7-O-rutinoside, foram relatadas em
suco de Citrus.

Apigenin-7-O-rutinoside (isorhoifolin) foi encontrada em suco de C. paradisi, C.
limon, C. sinensis, C. reticulata e C. unshiu, enquanto que o isdbmero neohesperidose
(rhoifolin) foi relatado para suco de C. bergamia, C. sinensis e C. paradisi. Uma vez
que esse Ultimo foi encontrado apenas em laranjas, enquanto que o isémero
rutinosideo esta presente na composi¢cao de suco de limdes, sugere-se que um dos
compostos aqui apresentados seja a apigena-7-O-rutinosideo.

O composto que apresentou fragmentagdes tipicas de flavona-C-glicosilada,
juntamente com a perda de ramnose, foi sugerido como vitexin 2"-O-rhamnoside,

sendo este apenas relatado para fruto de C. microcarpa.

4.5.3 Substéancia m/z 594,1585 (C27H30015)

O ion fragmento 593,1525 (ESI-) foi observado para dois tempos de retencéo
diferentes, em tr = 15,7 min e tr = 20,5 min. Avaliando as possiveis estruturas ja
relatadas em suco ou fruto de citros muitos flavonoides C/O-diglicosilados foram
encontrados, e duas possiveis formulas moleculares foram consideradas: C2sH34014
(m/z 594,1943) (flavanona + metila) e C27H30015 (m/z 594,1585) (flavonas). Ao
comparar a massa exata (594,1585) calculada para essas férmulas moleculares com
massa experimental, os compostos referentes a C2sH34014 foram descartados, devido
a diferenca de massa muito grande. Enquanto que para C27H30015 a diferenca foi de
4,0 mDa. Sendo assim, as possiveis estruturas estao representadas na Figura 46.
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Figura 47. Estruturas de flavonas propostas para m/z 594,1585 Da (C27H30015),
encontrados em suco de Citrus.

Para tr = 20,5 min foram encontrados fragmentos referentes a clivagem de
flavona e nao foram observados fragmentos tipicos de flavonol, descartando assim a
possibilidade de serem isébmeros do kaempferol. Logo, esses fragmentos foram
atribuidos a luteolina-7-O-diglucosideo.

Os espectros no modo ESI- apresentaram como pico base os ions m/z
285,0395 (Figura 47) e com praticamente a mesma intensidade, o ion m/z 287,0551,
sendo este ultimo atribuido a aglicona da flavanona eriocitrina, ja elucidada por
comparagao com padrao, a qual coelui na mesma banda cromatografica.

O fragmento m/z 285,0395 foi atribuido ao ion aglicona de flavona, devido a
perda neutra de 308u, o que confirmaria a proposta para a luteolina-7-O-rutinose ou
hesperidose. Outro fragmento intenso encontrado para energias inferiores a 43 eV, foi
ion m/z 459,1113, o qual foi atribuido, em nossas analises anteriores, ao ion
correspondente a clivagem por RDA, sem a perda da unidade diglicosidica. Esse
fragmento foi atribuido a unidade de rutinose das flavanonas narirutina e eriocitrina,

ligado em C7 do anel A.
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No espectro no modo ESI* (27 eV) foi observado o fragmento m/z 449,1073,
indicando a perda neutra de 146u, unidade de ramnose. Ainda foi observado o ion

referente a perda da aglicona por RDA: m/z 151,0037 (ESI") e m/z 153,0491 (ESIY)
(ANEXO 14).

Intens4 ] limao_15mgmL_5ul_200uL_min_neg_1-2_01_1727.d:-MS2(593.1546), 59.3eV, 20.5min #1182
x10% ] 151.0036
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Figura 48. Espectro de ESI~(59eV) para luteolina 7-O-rutinose m/z 593,1494.
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Figura 49. Proposta de fragmentagao para luteolina 7-O-rutinose m/z 593,1494, modo ESI-.

Para flavonois 3-O-glicosilados, foi observado que a razdo da clivagem
homolitica/heterolitica aumenta de acordo com o maior nimero de grupos OH no anel
B. Diferentemente, para flavonas 7-O-glicosiladas, o aumento de grupos OH no anel
B faz com que essa razédo diminua (FERRERES. LLORACH. GIL-IZQUIERDO, 2004).
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Para os espectros aqui obtidos nédo foi observado o ion referente a clivagem
homolitica.

Para a banda em tr = 15,7 min as fragmentacdes referentes ao ion m/z
593,1494 (ESI~) foram tipicas de flavonoide-C-diglicosilado, sendo observados ions
fragmentos referentes as perdas de 90u e 120u. Os principais ions encontrados para
o espectro no modo ESI- (43 eV) foram m/z 503,1180, referente a perda neutra de
90u, com posterior perda de 120u, obtendo o ion m/z 383,0759. O ion m/z 473,1072,
referente a perda neutra de 120u, a partir do m/z 593. E ainda, referente ao pico base,
m/z 353,0656, outra perda neutra de 120u, a partir do m/z 473, com posterior perda
de duas unidades de CO, sequenciais, levando aos ions m/z 325 e 297. Perdas
neutras de CO juntamente com os fragmentos referentes a RDA geram os ions m/z
191 e 117, observados para os experimentos com 59 eV (ANEXO 13). O fragmento
m/z 117 comprova a auséncia de C-glucose em C-3 no anel C, o que leva a aferir que

essa substéncia se trata de vicenin-2 (Figuras 49 e 50).

IntenSA; 1 limao_15mgmL_5ul_200ul_min_neg 1-2_01_1725.d:-MS2(593.1513), 43.0eV, 15.7min #906
x104 353.0663
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L 2

325.0716 503.1200 ‘
T 'll I| .J'.u. J- . 'll .l.I.L. Il' i |l-". i L
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Figura 50. Espectro de ESI~(43eV) para vicenina-2 m/z 593,1494.
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Figura 51. Proposta de fragmentagéo para vicenina-2 m/z 593,1494, modo ESI-.

Vicenina-2 ja foi identificada em suco de C. limon, C. grandis, C. paradisi, C.
sinensis, C. reticulata, C. clementina, C. deliciosa e C. bergamia. Enquanto que
luteolina 7-O-rutinosideo foi relatada em suco de C. sinensis, C. unshiu, C. reticulata
e C. limon.

Ambas as flavonas foram identificadas em trabalho realizado por Brito et al.,
2014, no qual avaliaram as casca e polpa de C. aurantifolia e C. lemon. As flavonas
foram identificadas por comparagdo com padrbes, e tiveram como principais
fragmentos m/z 473, 353 e 297 para vicenin-2 (apigenin 6,8-di-C-glucoside) e m/z

285 para luteolina 7-O-rutinosideo.
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4.6 ENSAIO /N VITRO DE INIBICAO DE COX-1 E COX-2

Para avaliar a inibicdo da atividade enzimatica das ciclo-oxigenases, foi
utilizado o kit de triagem de COXs. Esse tipo de ensaio permitiu avaliar a atividade de
inibicdo especifica para COX-1 e COX-2, do suco de lim&o fresco e de alguns padrdes
de flavonoides identificados no suco (hesperidina, eriocitrina e rutina). A fim de
detectar se havia seletividade especifica para COX-2, uma vez que essa isoforma esta
envolvida na sintese de mediadores inflamatoérios, como as prostaglandinas E2 e Faq,
as quais sao o foco de interesse nesse trabalho.

COX-2, conforme discutido na introdugao, tem sua expressao induzida por
estimulos, como tecido danificado, citocinas inflamatdrias, entre outros. E tem sido
muito estudada como alvo da atividade dos anti-inflamatérios ndo-esteroidais.

Nesse tipo de ensaio enzimatico € medida a quantidade de PGF2q produzida na
reacdo. Nessa reacdo o acido araquidénico é catalisado pela COX-1/2 para a
formacéo do intermediario PGH2, o qual é reduzido por SnClz para a formagao da
prostaglandina. A quantificacdo foi feita por ELISA usando antisoro (anticorpos
policlonais) especifico, o qual se liga as PGs produzidas pela reagéo in vitro de COX
com o substrato acido araquidonico.

As amostras foram preparadas conforme descrito na Tabela 13.

Tabela 13. Preparo de solu¢des para ensaio enzimatico.

BC 160 10 1Q(fervida) 10(TPC) 10 30
COX-1* 160 10 10 10(TPC) 10 30
Amostras 160 10 10 10 10 30

BC: COX inativada, por aquecimento. TPC: tampé&o (Tris-HCI 0,1 M. pH 8. 5). AA: acido araquidénico. SClz:
solugao de cloreto de estanho.

A amostra BC é utilizada como controle ou “zero”, é realizada com a enzima
inativada. O valor obtido nesse teste é descontado das amostras, a fim de normalizar
os resultados. Enquanto que o ensaio COX-1* é realizado com a enzima ativa e sem
inibidor, para verificar a produgao de prostaglandina (100%) e garantir que a enzima

esta em atividade.
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O suco foi testado em quatro diferentes diluicées: 5%. 2,5%. 1,25% e 0,62%. E
os padroes foram testados em quatro concentragdes: 64. 16. 8,0 e 4,0 ug mL".

Como controle positivo foi utilizado a indometacina, anti-inflamatério nao
esteroidal, o qual € um potente inibidor ndo-seletivo de COX. Indometacina apresenta
um mecanismo de inibicao tempo-dependente, o qual requer de segundos a minutos
para se ligar ao sitio ativo COX, e uma vez ligado, esse tipo de medicamento pode
levar horas para se deligar do sitio ativo. Liga-se primeiramente ao sitio ativo COX em
uma interacao “solta” e seguido de uma interagao “apertada”. Essa ultima é o passo
limitante da velocidade de formagao do complexo: AINE-COX (SIMMONS, 2004).

Os resultados avaliando a concentracdo inibitéria de 50% (ICso) foram
determinados pela curva de dose-resposta sigmoidal, representada nos graficos a

sequir.

% inibicao COX-1

100-
! ® Suco
80 °
60
]
[ J
40+ R2: 0,97
20- ICs0: 2.38%
0 T T 1
0 2 4 6

Concentragcdo do suco em porcentagem
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Figura 52. Gréficos de porcentagem de inibicao do suco de liméo
Tahiti para COX-1 (acima) e COX-2 (abaixo).

Diante dos resultados obtidos (Tabela 14) foi possivel observar que o suco
inibiu tanto COX-1 (2,38%), quanto COX-2 (2,18%), numa porcentagem muito
semelhante. Embora um pouco mais seletivo para COX-2, nao apresentou
especificidade relevante diante das isoformas da ciclo-oxigenase. O suco por ser uma
matriz complexa, foi testado em porcentagem de diluigado, devido ao fato de nao se
tratar de uma unica substancia, ndo € possivel calcular sua concentracdo em uM ou
ug mol'. Nestes casos é aceitavel o calculo de inibigdo por porcentagem, o mesmo é
observado em estudo realizado por JACOB. PRAKASH (2015), o qual avaliou a

inibicao de extratos de plantas frente as mesmas enzimas.

Tabela 14. Valores de ICso para inibicado de COX-1 e 2.

Amostras testadas COX-1 (ICs0) COX-2 (ICs0)
Suco fresco 2,38% 2,18%
Indometacina 0,002 pug mL-" 0,180 pg mL-!
Hesperidina 30,5 yg mL-" -
Rutina -
Eriocitrina - ---

Ao comparar a inibicdo do suco com o padréao indometacina, considera-se que
o suco apresentou forte inibicdo, uma vez que, ao estimar a concentragao relativa dos
flavonoides no suco, esses se encontram na escala de yg mL", o mesmo que a

indometacina. Se considerarmos que em 400 mL da mistura de suco de Citrus
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sinensis e Citrus limon (Medina et al., 2013) contém 115 mg de fendlicos totais, ao
calcular 10 pyL de suco de limao Tahiti, teriamos cerca de 3 ug de compostos fendlicos,
dentre eles os flavonoides. Entretanto, as concentracdes aqui testadas foram menores
ainda, o que leva a deduzir que a atividade de inibicdo do suco encontra-se no nivel
da indometacina.

Dos flavonoides testados isoladamente apenas hesperidina mostrou fraca
inibigdo para COX-1 de 30,5 ug mL'. Enquanto que eriocitrina e rutina nao
apresentaram atividade significante. Diante desses resultados, pode-se sugerir que a
atividade do suco seja derivada de um efeito de sinergismo de mais de um composto

presente, ou ainda, de outros compostos nao testados.

4.7 FLAVONOIDES DO SUCO DE LIMAO TAHITI E ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA

Avaliando atividade anti-inflamatdria dos flavonoides identificados para o suco
de lim&o Tahiti, muitos relatos tém sido encontrados na literatura.

Eriocitrina foi encontrada em altos niveis em casca e vesiculas de suco de
varias especies de citros. Em estudo in vivo, eriocitrina mostrou atividade inibitoria
para as enzimas 5-lipoxigenase (5-LOX) (ICs0 29,1 ymol L™') e 12-lipoxigenase (12-
LOX) (ICs0 22,3 umol L™"), presentes em leucdcitos de ratos. A aglicona (eriodictiol),
apresentou-se muito mais potente para ambas as enzimas 1Cs0 0,20 pmol L™' e ICso
0,07 umol L' para 5-LOX e 12-LOX, respectivamente. Inibiu, ainda, leucotrieno B4
(ICso 12,7 umol L™"). Ambas as enzimas estdo diretamente relacionadas com
processos inflamatoérios da cascata do acido araquiddnico (NOGATA et al., 2007).

Em estudo in vivo, a aplicagao topica de rutina na pele do camundongo inibiu
significativamente a expressao de (COX-2) induzida por UVB e indugdo de o6xido
nitrico sintase (iINOS), sendo essas duas enzimas envolvidas nos processos
inflamatorios (CHOI et al., 2013).

Ainda, em outro estudo in vivo, administragdo oral de rutina em ratos, foi capaz
de diminuir os niveis de marcadores inflamatorios, dentre eles COX-2. Esses
experimentos foram conduzidos por imuno-histoquimica (NAFEES et al., 2015).

Outro estudo com rutina, sendo testada especificamente para COX-2 utilizando
kit enzimatico, assim como em nosso trabalho, mostrou que rutina foi capaz de inibir

apenas 10% da atividade da enzima, sendo esse resultado quase insignificante.
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Entretanto, oligbmeros de unidades de rutina mostraram atividade pronunciada, cerca
de 70% de inibicdo (UZAN et al., 2011).

A atividade de inibicdo de hesperidina frente a COX-2, relatado na literatura,
todos os estudos realizados tratam-se de estudos de administragao oral (in vivo) de
hesperidina ou sua forma aglicona, hesperitina, por imuno-histoquimica, western blot
ou expressao génica por PCR (NALINI. ARANGANATHAN. KABALIMURTHY, 2012.
KAMARAJ et al., 2010).

Estudo em células (macréfagos) avaliando tratamento com hesperidina
mostrou supressao da produg¢ao de PGE2, pela inibicao de COX-2, utilizando ensaio
semelhante ao nosso trabalho (imunoensaio). Entretanto, ao avaliar expressao de
COX-2, os resultados mostraram que hesperidina ndo causou nenhuma variagao no
nivel da enzima, apesar de diminuir a producgéo de prostaglandina. O que sugere que
0 mecanismo de ac¢ao do flavonoide ndo depende apenas da via metabdlica de COX,
mas sim de outras relacionadas ao processo inflamatario.

Embora em nosso trabalho ndo tenhamos medido os niveis de COXs,
encontramos que o suco de limao Tahiti foi capaz de inibir a producéo de PGF2q, ou
seja, 0 suco possui substancias capazes de inibir a produgdo de PGs por ambas as
COXs. O que pode ser atribuido, ainda, ao efeito de sinergismo.

Entretanto quando ensaiados separadamente, os compostos hesperidina,
rutina e eriocitrina, ndo apresentaram atividade significativa. Esses resultados nao
significam que essas substancias nao possuam atividade anti-inflamatéria, mas elas
podem atuar em outros sitios que ndo o da COX-2. Ou ainda, em processos
fisiologicos paralelos que interfram na atividade dessa enzima, bem como na
produgao de prostaglandinas.

Além disso, conforme temos observado na literatura, comparando resultados
de ensaios in vivo com ensaios in vitro, tem mostrado que os efeitos obtidos podem
ser diferentes. Uma vez que no organismo temos inumeros processos biolégicos
acontecendo e interferindo um no outro, o que resulta em um efeito sistémico e nao

isolado.
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5 CONCLUSAO

A analise quimica do perfil do suco de lim&do Tahiti, até o presente momento,
forneceu a identificacdo de flavonoides glicosilados por comparagao com padroes e,
ainda, afericdo de outros flavonoides por desreplicacdo. Foram identificadas 3
flavanonas (eriocitrina, hesperidina e naringina), 1 flavonol (rutina) e 5 flavonas
(diosmina, luteolina 7-O-rutinose, vitexin 2"-O-rhamnoside e vicenina-2).

Os flavonoides hesperidina, rutina, naringina, eriocitrina e diosmina ja haviam
sido relatados anteriormente por Nogata et al., 2006, unico estudo encontrado para
suco de limao Tahiti. Enquanto que vitexin 2"-O-rhamnoside, apigenin-7-O-rutinoside,
luteolina 7-O-rutinose e vicenina-2 sao relatadas pela primeira vez.

O suco de limao mostrou forte inibicdo da producado de prostaglandina, via
imunoensaio da atividade inibitéria de COX-1 e COX-2, enquanto que os flavonoides
hesperidina, eriocitrina e rutina, testados isoladamente, ndo apresentaram inibicéo
significativa. O que sugere que a atividade anti-inflamatdria desses compostos, muito
bem conhecida na literatura para analises in vivo, se devem a inibicdo de outras rotas
da cascata da inflamacao. Enquanto que a atividade inibitéria do suco indica que

outros compostos ou mesmo o efeito sinérgico tem acao frente a enzima.
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6 CONCLUSAO GERAL

Durante o processo menstrual, eventos do tipo inflamatérios levam a ruptura do
tecido endometrial e ao sangramento, caracterizando o endométrio humano como
processo inflamatério. Esses eventos de natureza inflamatéria levam a producao de
mediadores quimicos da inflamagédo, como aumento da sintese de prostaglandinas,
citocinas, metaloproteinases de matriz e quimiocinas pré-inflamatérias. Seguido do
aumento de leucécitos para o local de inflamacao que, juntamente com o fator de
diminuicdo de oxigénio nas células, causado pela agao das prostaglandinas, levando
a ruptura do tecido e sangramento caracteristico da menstruagdo (CUNNINGHAM et
al., 2012. KING. CRITCHLEY, 2010).

Durante a fase secretora do ciclo menstrual, a progesterona inibe a sintese de
prostaglandinas, contudo com a queda dessa ao final do ciclo, a expressdo da COX-
2 é rapidamente elevada. A COX-2 atua sobre o acido araquidénico para formar o
intermediario prostaglandina PGH2, que é subsequentemente metabolizado por
sintases especificas para formar prostaglandinas.

O aumento dos niveis de PGF2q ao final da fase lutea € devido a seu efeito
vasoconstritor dos vasos capilares e a diminuicdo da circulagdo sanguinea no
endométrio. Enquanto que os altos niveis da PGE2 na menstruacdo estejam
relacionados com o relaxamento do colo uterino nessa fase, devido ao efeito relaxador
da PGE2 (EVANS. SALAMONSEN, 2012).

Varios estudos tém associado os disturbios do ciclo menstrual, principalmente
o fluxo menstrual excessivo e a dismenorreia, com anormalidades na producao de
prostaglandinas, em especial das E2 e F2a (DEB. RAINE-FENNING, 2008. BERBIC.
FRASER, 2013).

Niveis elevados de PGs tém sido associados com sangramento menstrual
excessivo ou anormal (80 mL). Experimentos tem mostrado que em mulheres com
sangramento excessivo o nivel de PGE2 € muito maior do que niveis de PGF2q
(SMITH. JABBOUR. CRITCHLEY, 2007. DEB. RAINE-FENNING, 2008).

O tratamento destas disfuncdes tem sido realizado basicamente pelo uso anti-
inflamatorios nao esteroidais, mas nem sempre esse tipo de abordagem é eficaz e
seguro.

Em outro trabalho realizado em colaboragdo com nosso grupo de pesquisa

(ROBELDO. 2017), o qual também investigou os efeitos do suco de limao Tahiti no
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controle do fluxo menstrual, avaliando um numero maior de voluntarias (n=15) em
cada grupo, realizou a quantificacédo de PGE2 e PGFza por kit ELISA. Esses resultados,
levando em conta um numero maior de amostras para cada grupo foi possivel
observar mais claramente essa tendéncia nos niveis de PGs aqui encontrados. Os
quais também indicam um aumento de PGF2q no grupo tratado com limao Tahiti e
diminuicdo de PGE2. Esses resultados mostram que ambos os trabalhos se
complementam, confirmando entdo que a diminuigao do fluxo menstrual pelo efeito do
suco de limao Tahiti € baseada na alteragao dos niveis de PGs.

Em estudo realizado por SMITH et al., (2007), foi observado um aumento
significativo na expressao de genes de COX-1 e COX-2 no endométrio de mulheres
com sangramento excessivo, quando comparado com endométrio de mulheres com
sangramento normal. Além disso, ndao foram detectadas diferencas significativas na
expressao de prostaciclinas e tromboxanos. Contudo, foi observado uma diminuigéo
na expressao dos receptores de PGF2a no endométrio de pacientes com sangramento
menstrual excessivo. Enquanto que para receptor especifico de PGE: foi observado
um aumento.

Diante disso, é possivel sugerir, com os resultados aqui obtidos e associados
com as informacdes da literatura, que o aumento da producéo de PGF2q pela agdo do
suco de lim&o Tahiti pode ser a explicagéo para a redugao do sangramento, uma vez
que com sua atividade vasoconstritora, leva a diminuigdo dos calibres dos vasos
sanguineos, o que levaria ao bloqueamento da passagem de sangue nessas artérias,
reduzindo assim o sangramento.

Além disso, o suco de limao Tahiti ao elevar os niveis de PGF2qa e diminuir o
sangramento indica ser uma fonte de tratamento alternativo e eficaz, sem efeitos
colaterais conhecidos até o presente momento. Além de ser um produto natural
bastante acessivel e de baixo custo.

Adicionalmente, pela avaliagcdo da composicdo quimica do suco foi possivel
identificar flavonoides, em sua grande maioria O-glicosilados e, em menor quantidade,
C-glicosilados. Sabe-se que esses apresentam forte atividade anti-inflamatéria,
atuando em diferentes rotas da cascata da inflamacéao.

Embora o suco de limao tenha inibido a produgao de prostaglandina no ensaio
in vitro, avaliando a inibicdo de COX-1 e 2, em nosso estudo in vivo, a concentracao
de PGs no fluido menstrual ndo teve o mesmo comportamento. O que sugere que a

inibicao da expressao de COX-2 ndo € o mecanismo principal responsavel pela agao
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do suco do limao Tahiti no controle das disfun¢gdes menstruais, mas, sim, por outros
mecanismos que induzam a produgao de PGF2q.

Tem sido proposto na literatura que PGF2q pode ser sintetizada por trés vias
especificas e diferentes, partindo do intermediario PGH2 formado pela agdo de COX-
2, pela acao das enzimas PGF sintase. Essas pertencem a familia de enzimas do
grupo aldo-ceto redutase (AKRs), NADPH-dependente, as quais estdo presentes em
quase todos os organismos. Em humanos as AKRs catalisam a redugcao de PGH:2 e
PGD2 em PGF2q e seu isémero 9a,11B3-PGF2q, mas nao usa PGE2 como substrato
(KABUTUTU et al., 2009).

I. O grupo 9-ceto de PGE:2 é reduzido para PGF2q« (AKR1C5).

[I. O grupo 9,11-endoperoxido de PGH2 é reduzido para PGF2« (AKR1B1/C3).

[ll. O grupo 11-ceto de PGD2 é reduzido para 9a,11B3-PGF2q (isdbmero de PGF2q)
(AKR1C3).

Ambas as enzimas, AKR1B1 e AKR1C3, estdo presentes no endométrio
durante o ciclo menstrual, sendo AKR1B1 localizada no epitélio glandular e nas
células do estroma e AKR1C3 nas células epiteliais (SINREIH et al., 2015).

Diante disso, a acdo do suco de limao Tahiti poderia ser na rota especifica das
AKRs, principalmente pela rota I, direcionando o intermediario PGHz2 diretamente para
a producao de PGFzq, ao invés de causar inibicdo de COX-2. Entretanto, estudos
devem ser realizados para comprovar essa hipotese.

Em estudo realizado avaliando o efeito de flavonoides agliconas na modulagao
de COX-2 produzida em células intestinais, os resultados mostraram que em niveis
basais de COX-2, flavonas e flavondis aumentaram a expressdo dessa enzima. O
efeito das flavonas foi relativamente menor em comparagcdo com o efeito dos
flavondis. Sendo que kaempferol, quercetina e Iluteolina quase duplicaram a
expressao da enzima, com efeitos menores para apigenina e crisina, enquanto que
diosmetina ndo apresentou efeito (LOPEZ-POSADAS et al., 2010).

Pode-se concluir que esse efeito dos flavonoides na modulagdo positiva de
COX-2 é devido as unidades de agliconas. Uma vez que flavonoides glicosidicos
sofrem clivagem da unidade de agucar por enzimas B-glicosidases de bactérias
presentes no intestino, principalmente O-desglicosilagdo (BRAUNE. BLAUT, 2016).

Nossos resultados mostraram que o suco de lim&o Tahiti € rico em flavonoides
O-glicosilados, principalmente pela composi¢céo de unidades agliconas de quercetina

(proveniente da rutina), luteolina e apigenina, justificando nossos resultados
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encontrados para o aumento da producédo de PGF2q, via COX-2, em estudo in vivo.
Uma vez que em nossos ensaios in vitro testamos apenas flavonoides glicosilados,
rutina, eriocitrina e hesperidina, os quais ndo apresentaram atividade frente a COXs.

Além disso, na literatura é relatado que o tempo de meia-vida plasmatica de
flavonoides é de cerca de uma a duas horas apds a ingestdo e a excregao urinaria
dose-dependente, proporcional a ingestdo de flavanonas (ERLUND et al., 2001.
ERLUND et al., 2002).

O que estaria de acordo com a reducédo do sangramento menstrual modulado
pela acéo dos flavonoides do suco de limao, pois esse efeito é rapidamente observado
pelas voluntarias apds a ingestao.

Esse estudo é considerado um primeiro passo para a avaliagao do potencial
biolégico do suco de limdo Tahiti no controle de desordens menstruais, como
sangramento excessivo.

Como consideragdes futuras sera continuado os estudos da composicéo
quimica do suco de limao, a fim de verificar o maior numero de compostos possiveis
que possibilite associar a atividade biolégica. Além disso, a quantificacdo de
prostaglandinas em um grupo maior de voluntarias seria interessante para ratificar a
tendéncia de variagdo nos niveis de PGs observados. E, ainda, seria interessante
avaliar a atividade das agliconas derivadas dos glicosideos perante as enzimas COXs
e AKRs.

Realizamos, ainda, experimentos de analise de protedmica do fluido menstrual
de ambos os grupos: limdo e controle, por LC-MS/MS, no Institute for Systems
Biology, em Seattle-USA, em colaboragdo com o Dr. Robert Moritz. Entretanto esses
resultados estdo ainda em fase de analise devido a sua complexidade. A analise da
composicao de proteinas podera fornecer informagdes uteis com relagcéo a acao do

suco frente a outras possiveis rotas inflamatérias.
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ANEXOS
CAPITULO |

ANEXO 1. Documentos para coleta de amostra humana: Parecer do Comité de Etica

em Pesquisa e TCLE.

UFSCAR - UNIVERSIDADE % Plabaforma
FEDERAL DE SAQ CARLOS %ﬁfﬂfi

Continuage do Parscer: 2.030.650

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisadores esclarecem aspectos relafivos 3 solicitacdo de emenda.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:
Foram apresentados adequadamente.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Nio ha pendéncias.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_868661| 08/03/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 13:30:30
Recurso Anexado | Anuncio_divulgacao_ pdf 22/01/2016 |EDIONE FATIMA Aceito
pelo Pesquisador 14:28:06 | CANZI
TCLE / Termos de | TCLE_Proteomica.pdf 22/01/2016 |EDIONE FATIMA Aceito
Assentimento / 14:26:20 | CANZI
Justificativa de
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Brochura Final para Comite ago2015 pdf 15:37:39
Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
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Priscilla Hortense
(Coordenador)
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Programa de Pés-Graduagdo em Medicina

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A senhora esta sendo convidada a participar da pesquisa “Analise protedmica de plasma
humano sob suplementagdao de suco de limao Tahiti (Citrus latifolia) no controle do fluxo
menstrual”.

Uma grande parte das mulheres apresenta uma menstruacdo dolorosa antes
ou durante o periodo menstrual, que pode ser acompanhada por dor de cabeca,
ndusea, desconforto digestivo, inchaco abdominal, dor mamaria ou fluxo
anormal. O tratamento comumente usado para diminuir esses sintomas é feito
por meio do uso de anti-inflamatdérios, entretanto o uso desses remédios por
longo tempo pode trazer prejuizos como, por exemplo: lesdes nos rins, ulceras
estomacais, doencas no figado entre outras. Desta forma, a busca por outros
tipos de medicamentos que permitam controlar a dor e o fluxo menstrual
exagerado de forma eficaz e segura tem impulsionado a busca por novos tipos
de compostos, particularmente os de origem natural.

A partir de pesquisas realizadas por nosso grupo, nds observamos que
o suco do lim&o Tahiti controla de forma eficaz o fluxo menstrual anormal.
No entanto, ndés ainda ndo conseguimos identificar qual o mecanismo de acgéo
do suco de limdo responsavel por esse efeito. Diante disso, propomos um
trabalho que tem como objetivo identificar marcadores no plasma que possam
estar associados com os efeitos na menstruagdo da suplementagdo natural com
suco de limdo. Essa identificacg&o poderia ser muito util para descobrir como
o lim&o auxilia no controle da menstruacéo.

A senhora gue ndo apresenta nenhum problema de origem uterina, e esté
em boas condig¢bées de saude, podera se desejar, nos ajudar, como voluntéaria,
nesta pesquisa. A sua contribuicgdo serd por meio de informacdes fornecidas e
pela doacgdo de duas amostras de sangue coletadas em um intervalo de 6 horas
durante 3 ciclos menstruais consecutivos.

Caso concorde com a pesquisa, a senhora serd alocada, por sorteio, em
um dos dois grupos de estudo: grupo lim&o ou grupo controle. A senhora devera
responder a um questiondrio sobre o padrdo do seu ciclo menstrual e sobre os
fatores relacionados a ele. As participantes deverdo, no 1° dia apds o inicio da
menstruacdo, comparecer ao Laboratdédrio no periodo da manhd para a coleta da 1°2
amostra de sangue e, em seguida, ingerir o suco de um limd&o Taiti ou copo de agua,
no caso do grupo controle. Apbds 4 horas de intervalo, as voluntédrias serédo
submetidas a uma segunda coleta de sangue. Todo o procedimento serd realizado por
profissional habilitado usando luvas, mascara, agulha e seringa descartéveis
apbdés serem tomados todos os cuidados de antisepsia preconizados para este
tipo de procedimento. Esse esquema de coleta serd realizado em trés ciclos
menstruais consecutivos.

Os riscos envolvidos com a sua participagdo na pesquisa serdo
minimos. Algumas pessoas poderdo sentir tonteira durante ou apds o
procedimento de coleta de sangue. Para minimizar esse acontecimento, a senhora
serd orientada a permanecer sentado durante alguns minutos até que se sinta
confortavel para levantar. O procedimento de coleta poderéd, em alguns casos,
causar no local da punc¢do, um hematoma que deverd desaparecer em 3 a 4 dias
ou pequeno desconforto nas primeiras horas. Em relacdo as informacdes
fornecidas, existe, também, a chance de constrangimento, pois algumas
perguntas podem remeter a algum desconforto, evocar sentimentos ou lembrancas
desagradaveis, e perda do anonimato. Para diminuir esse risco, a senhora
poderd optar pela suspensdo imediata da entrevista. Além disso, na ficha de
exame clinico ndo aparecerd nenhum nome que a identifique, apenas um numero
que somente o pesquisador principal saberd a quem se refere. Somente as
pessoas envolvidas com a pesquisa terdo acesso as fichas das voluntéarias. Os
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dados coletados serdo somente divulgados em eventos, revistas e/ou trabalhos
cientificos, sempre preservando a identidade das participantes.

Como beneficios indiretos da sua participacdo, os dados obtidos nessa
pesquisa poderdo servir para ajudar imensamente outras pessoas na medida em
que, poderemos identificar os componentes responsaveis pela eficacia do
produto natural no controle dos ciclos menstruais anormais.

A participacdo na pesquisa ndo é obrigatdria, e a sua recusa nao
implicard em nenhum prejuizo no seu relacionamento com o pesgquisador ou com
a instituicdo. A senhora poderéd, se desejar, retirar-se do estudo a qualquer
momento sem que isto lhe traga qualquer tipo de prejuizo no presente ou no
futuro.

A sua participacdo na pesquisa serd gratuita e ndo haveré
compensacgdo em dinheiro pela sua participacdo. Todas as despesas tails como
transporte e alimentacdo decorrente desta pesquisa serdo ressarcidos nos dias
das consultas. Todas as informac¢des a seu respeito serdo mantidas em segredo.

Se a senhora tiver qualquer problema ou duvida durante a sua
participacdo na pesquisa poderd comunicar-se pelo telefone (16) 997079197 ou
vir neste ambulatério de 22. ou 62. das 8:00 as 12:00 h e procurar o(a) Dr(a).
Priscila de Andrade Bora. A senhora receberd uma cdépia deste termo onde consta
o telefone e o endereco do(a) pesquisador (a) responsavel, podendo tirar suas
duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento.

Apbs ter recebido todas as informacdes relacionadas ao estudo, eu

, certifico que o(a)

, respondeu a todas as

minhas perguntas sobre o estudo, e eu, voluntariamente, aceito participar
dele.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e Dbeneficios de minha
participacédo na pesquisa. O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar que funciona na
Pré-Reitoria de Pobs-Graduagcdo e Pesquisa da Universidade Federal de Séo
Carlos, localizada na Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 -
CEP 13.565-905 - S3o Carlos - SP - Brasil.

Nome do voluntario

Assinatura do voluntario:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Data

Profa Beatriz Helena L N Sales Maia (pesquisadora principal)
Fone: (41)33613472
e-mail: noronhaC@ufpr.br. bhsalesmaia@gmail.com

Dra. Priscila Maria de Andrade Borra (Médica Responséavel)
Fone: (16) 997079197
e-mail: pmborra@gmail.com




ANEXO 2. Avaliacao de fosfolipideos coeluindo na regiao das PGs.
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Figura 53. Espectro de massas (90 eV) (ESI*) extraido entre 6 e 7 minutos, regido de
eluicdo das PGs e fragmento caracteristico m/z 184 monitorado para fosfolipideos.
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ANEXO 3. Avaliacdo da seletividade do método de SPE-LC-MS/MS para
prostaglandinas.
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Figura 54. Cromatogramas de ions totais obtidos para o soro branco (abaixo) e soro
fortificado as prostaglandinas (acima).



ANEXO 4. Gréficos de residuos construidos para regressao linear para cada PG.
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CAPITULO I

Dados referentes aos compostos identificados por analise de padrao.

ANEXO 5. Cromatograma de ions totais (LC-MS/MS) da fragdo organica do suco de
limao Tahiti.
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Figura 57. Espectros de massas (LC-QqToF) do suco de lim&o Tahiti. Acima: modo
negativo (ESI-), abaixo: modo positivo (ESI*).
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ANEXO 6. Espectros de massas para Rutina.
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Figura 58. Espectro de ESI* (45 eV) para rutina (tr = 20 min) m/z 611,1625.
Espectro de ESI* (38 eV) de rutina m/z 611,1623.
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Figura 59. Espectro de ESI- (60 eV) para rutina (tr = 20 min) m/z 609,1503.
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ANEXO 7. Espectros de massas para Hesperidina.
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Figura 60. Espectro de ESI* (45 eV) para hesperidina (tr = 24 min) m/z 611,1975.
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Figura 61. Espectro de ESI~ (60 eV) para hesperidina (tr = 24 min) m/z 609,1899.
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ANEXO 8. Espectros de massas para Eriocitrina.

IntenS4. 1 limao_15mgmL_5ul_200ulL_min_pos_1-2_01_1730.d: +MS2(597.1830), 27.5eV, 19.6min #1127
x10% ] 289.0708
] [Yo+H]*
3
2
1 [M+H]*
; X
: 331.0810 399.1066 451.1228
OIIII|""|""L|""'l'|l'""llll""llll""'llllllllllolII
200 250 300 350 400 450 500 550 m'z

Figura 62. Espectro de ESI* (27 eV) para eriocitrina (tr = 19,6 min) m/z 597,1830.

Intens.

i limao_15mgmL_5ul_200ul_min_neg_1-2_01_1727.d:-MS2(595.1708), 59.5eV, 19.5min #1126
x10

151.0035

135.0451

175.0024 287.0562
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Figura 63. Espectro de ESI- (60 eV) para eriocitrina (tr = 19,5 min) m/z 595,1708.
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ANEXO 9. Espectros de massas para Naringina.

Intens.. limao_15mgmL_5uL_200ul_min_pos_1-2_01_1732.d: +MS2(581.1866), 41.4eV, 22.1min #1273
| 273.0748
3000
2000
1000
0- O S S M 11X MIKIWMMM
100 200 300 400 500 600 m'z

Figura 64. Espectro de ESI+ (41 eV) para naringina (tr = 22,1 min) m/z 581,1866.

Intens.”] limao_15mgmL_5uL_200ul_min_neg_1-2_01_1727.d:-MS2(579.1767), 57.9eV, 22.1min #1274

1500 151.0041
| 271.0607

1000
I 119.0507

500

| 298.0460
1 410.4027

100 200 300 400 500 mz

Figura 65. Espectro de ESI~ (58 eV) para naringina (tr = 19,5 min) m/z 579,1767.
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Dados referentes aos compostos inferidos por desreplicagao.

ANEXO 10. Espectros de massas para Diosmina ou neodiosmina.

Intens. limao_15mgmL_5ul_200ulL_min_pos_1-2_01_1729.d: +MS2(609.1807), 38.3eV, 23.6min #1359
1 303.0861
4000
3000 +
2000 +
1000
1 195.0294  763.0536 3951075  463.1220
04

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 mz

Figura 66. Espectro de ESI* (45 eV) para diosmina/neodiosmina (tr = 23,4 min) m/z 609,1846.
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SH OH O -Ramnose

m/z 609,1819

- Rutinose

OH

m/z 301,0713

Figura 67. Proposta de fragmentagéo para m/z 609,1819, modo ESI*
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ANEXO 11. Espectros de massas para Apigenin-7-O-rutinoside ou neohesperidose.

Intens. ] limao_15mgmL_5ul_200ul_min_pos_1-2_01_1730.d: +MS2(579.1665), 24.3eV, 22.5min #1299
] 433.1125
2500
] 271.0597
2000
1500
1000 -}
500
383.1149
] 315.0874 579‘.1665
0 :LMWMMMMMM
200 250 300 350 400 450 500 550 600 m/z

Figura 68. Espectro de ESI* (24 eV) para apigenin-7-O-rutinoside ou neohesperidose
(tr = 24,3 min) m/z 579,1760.

Intens. limao_15mgmL_5ul_200ul_min_neg 1-2_01_1727.d:-MS2(577.1608), 57.7eV, 22.7min #1306
269.0455
6000 —
4000 +
2000 +
i 151.0051
O—MHM*H“‘“.‘.“ s N g,

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 miz
Figura 69. Espectro de ESI- (58 eV) para apigenin-7-O-rutinoside ou neohesperidose
(tr = 24,3 min) m/z 577,1608.
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ANEXO 12. Espectros de massas para Vitexin 2"-O-rhamnoside.

Intens. limao_15mgmL_5ul_200ul_min_pos_1-2_01_1729.d: +MS2(579.1717), 37.4eV, 22.7min #1311

4
x10 271.0601

0.8
0.6
0.4
0.2

433.1129

0.0 |||||||||’|
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 m/z

Figura 70. Espectro de ESI* (37 eV) para vitexin 2"-O-rhamnoside (tr = 22,7 min) m/z 579,1717.

intens. ] limao_15mgmL_S5uL_200uL_min_pos_1-2_01_1730.d: +MS2(579.1665), 24.3eV, 22.5min #1299
] 433.1125
2500
] 271.0597
2000
1500
1000 ]
500
] 383.1149
MMMMLA
0
200 250 300 350 400 450 500 550 mz

Figura 71. Espectro de ESI- (24 eV) para vitexin 2"-O-rhamnoside (tr = 22,5 min) m/z 579,1665.
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ANEXO 13. Espectros de massas para Vicenina-2.
Intens4_ limao_15mgmL_5ul_200ul_min_pos_1-2_01_1731.d:+MS2(595.1667), 35.2eV, 15.8min #909
x10 | 457.1134
10- 379.0806
i 439.1024
0.8 - 421.0910
_ 325.0711
0.6- 355.0818
1 481.1130
523.1222
0.4
] 499.1234
0.2 1 307.0602 >59.1437
0.0—#—.—.—,—.—.——.—,—.—.@—.—,—.—.—"} L. L b, .,, .
300 350 400 450 500 550 m'z
Figura 72. Espectro de ESI* (35 eV) para vitexin 2"-O-rhamnoside (tr = 15,8 min) m/z 595,1667.

Intens.
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limao_15mgmL_5ul_200ulL_min_neg_1-2_01_1727.d:-MS2(593.1562),59.3eV, 15.9min #918
353.0670

297.0766 383.0773

325.0716

117.0344

191.0349

100
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Figura 73. Espectro de ESI~ (59 eV) para vitexin 2"-O-rhamnoside (tr = 15,9 min) m/z 593,1562.
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ANEXO 14. Espectros de massas para Luteolina 7-O-rutinose ou neohesperidose.

Intens. | limao_15mgmL_5ul_200ul_min_pos_1-2_01_1732.d: +MS2(595.1673), 43.3eV, 20.6min #1186
- 287.0553
2500
2000 +
1500
1000
500 +
] 397.0860
[ PV NEIVHEE T CYETIEVTTAVUE TV NTENAETR T TR T IV WSV ST N ST T

100 200 300 400 500 600 m'z

Figura 74. Espectro de ESI* (43 eV) para luteolina 7-O-rutinose ou neohesperidose (tr =
20,6 min) m/z 595,1673.

Intens. 7 limao_15mgmL_5ul_200ulL_min_pos_1-2_01_1730.d: +MS2(595.1671), 27.1eV, 20.6min #1187
| 289.0702
3000
2000 449.1073
1000 +
i 331.0836 399.1069 517.2904
(SN TR WY W TN CTURT) WY T R W T VTV TN U W T VT RN N T

250 300 350 400 450 500 550 m'z

Figura 75. Espectro de ESI* (27 eV) para luteolina 7-O-rutinose ou neohesperidose (tr =
20,6 min) m/z 595,1671.
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ANEXO 15. Dados dos padrbées de agliconas analisados, mas ndo encontrados no

suco de limao Tahiti.

Quercetina

Os espectros do padrdao de quercetina (tr = 22,5 min) mostraram como ions
moleculares m/z 301,0273 (ESI) e m/z 303,0508 (ESI*) (35eV). Os principais
fragmentos encontrados no modo de ionizagdo negativo sdo '2A- (m/z 178,9980) e
13A- (m/z 151,0033), ambos os fragmentos tipicos de mecanismo RDA para flavonol.
Outras perdas sao observadas, como duas perdas neutras de CO, referentes aos
fragmentos m/z 273,0390 e 245,0450 (Figura 75).

|ntens5_- mix_padroes MSMS-_1-2_01_2575.d: -MS2(301.0273), 35.0eV, 22.5min #1292
X102 151.0033
1.25
1.00
0.75 1
] 121.0291
050 [M-H-2CO]  [M-H-COJ"
0.5 ] 107.0133 \ l
9] 178.9980 [M-H]-
] 245.0450 -3 1390 R
0.00 - EV G G

75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 m'z

Figura 76. Espectro de ESI-(35eV) do padrao quercetina (tr = 22,5 min) m/z 301,0273.
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Intens. mix_padroes_pos_MSMS-_1-2_01_2577.d: +MS2(303.0508), 35.0eV, 21.7min #1243
J 303.0508
L 4
8000 —
6000 —
4000 4 229.0498
2000 257.0447
201.0575 285.0413
1 247.0589
217.0529 l l l L
o J NV TN TV W NN " il N ol \ W
T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 m'z

Figura 77. Espectro de ESI* (35eV) do padrédo quercetina m/z 303,0508.
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/‘@ _
OH HO —|
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m/z 273,0390 on

m/z 107,0133

Figura 78. Proposta de fragmentagao para quercetina, modo ESI-.

O espectro no UV de quercetina mostrou duas bandas principais em 370 e 255

nm, o que é caracteristico de flavonol.
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nina

flavanona naringenina (tr = 25,3 min) (m/z 271,0691, modo ESI-) é a aglicona

dos glicosideos naringina e narirutina. O espectro de ESI~(35eV) mostrou como pico

base o ion fragmento m/z 119,0499, referente ao fragmento '3 Bo~, bem como outros
fragmentos derivados da clivagem RDA: '3 Ao~ (m/z 151,0030) e ("*Ao — CO2) (m/z
107,0132). Para o espectro de ESI* (20eV) é possivel observar o fragmento m/z
153,0253, referente a clivagem RDA (Figura 79).

|ntensé 1 mix_padroes_MSMS- 1-2_ 01_2575.d:-MS2(271.0691), 35.0eV, 25.3min #1455
x10 i 119.0499
i 13Bg -
1.54
p 1‘3A_
1.0 0
] i [M - H - C302 - C2H.0T
151.0030
0.5 1340 — CO2 M- H]-
T 107.0132 l
] I 1610603 187-0397
0.0 L NEETOE N 1 |I; N h 4
B N B B S e B B e R A e
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 m'z

Intens. mix_padroes _pos_MSMS- 1-2 01 2577.d:+MS2(273.0763),[R0.0eV, 25.1min #1433

1000

Figura 79. Espectro de ESI-(acima) (35eV) do padrdo naringenina m/z 271,0691.

273|0815
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Figura 80. Espectro de ESI* do padrao naringenina 273,0763.
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Figura 81. Proposta de fragmentagao para naringenina, modo ESI-.

O espectro adquirido no modo positivo apresentou fragmentos pouco intensos.
E o espectro no UV mostrou a principal banda em 289 nm, um pequeno “‘ombro” em
330 nm e, ainda, outra banda intensa 212 nm. As duas primeiras bandas sao
caracteristicas de flavanona, enquanto que a terceira pode ser decorrente de

impurezas ou degradagao do padrao.
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ANEXO 16. Dados dos padroes dos Acidos fendlicos analisados, mas ndo

encontrados no suco de limao Tahiti.

Acido Cafeico

O espectro de massas ESI~para o padréo de acido cafeico (m/z 179,0276) (tr
= 8,5 min) apresentou trés fragmentos principais, sendo o pico base (m/z 135,0447),
referente a perda de CO2. O segundo fragmento (m/z 117,0341) com perda neutra de
18u, € indicativo de uma molécula de H20. E o ultimo fragmento (m/z 107,0498),
referente a perda neutra de 28u, sugere clivagem de CO. A proposta para o

mecanismo de fragmentag¢ao de perda de CO2 esta na Figura 82.

Intens4 1 mix_padroes_MSMS-_1-2_01_2575.d: -MS2(179.0276), 35.0eV, 8.5min #487
X106 1 135.0447
] [M - H- COaJ
5
4]
3] [M — H — H.0]

24 [M-H-COJ- M — HJ

1 i l
] 107.0498 117.0341

0---!|I-I|---|-|----|I-|!-|----|----|----|----‘|------
100 110 120 130 140 150 160 170 180 m'z

Figura 82. Espectro de ESI-(35 eV) do padrao de acido cafeico m/z 179,0276.

m/z 179,0276 m/z 135,0447 m/z 117,0341

Figura 83. Proposta de fragmentagéo para o acido cafeico, modo ESI-.
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O espectro no UV mostrou duas bandas tipicas de acido cafeico em 323 nm e

em de 210 nm.

Acido Galico

O espectro de ESI~ para o acido galico (m/z 169,0071) (tr = 2,5 min) apresentou
um unico fragmento produto (m/z 125,0240), ion referente a perda de CO2, conforme

explicado na proposta para o mecanismo de fragmentagao (Figura 84).

|"ten35-_ mix_padroes_MSMS-_1-2 01 2575.d: -MS2(169.0071), 20.0eV, 2.5min #143
x10
| 125.0240

0.8 [M - CO]
0.6 1

0.4 4

0.24 [M - H]_

169.0137
*

0.0 . X Ui . |

100 120 140 160 180 200 mz
Figura 84. Espectro de ESI-(20eV) do padrao de acido galico m/z 169,0071.
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Figura 85. Proposta de fragmentagao para o acido galico, modo ESI-.

Duas bandas foram observadas no espectro no UV para o acido galico, a mais

intensa em 215 nm e outra, de menor intensidade, em 271 nm.



