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RESUMO

Acredita-se que substancias capazes de inibir simultaneamente as enzimas
ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX) tenham atividade anti-inflamatéria
superior e menos efeitos adversos. Assim, para a busca por substancias com este
mecanismo de acdo, necessita-se de métodos acessiveis que avaliem a inibicdo
dessas enzimas. Prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4 (LTB4) sao importantes
mediadores da cascata inflamatéria, sendo produzidos pelas enzimas COX e LOX,
respectivamente. Existem métodos para quantificacdo de PGE2 em plasma humano,
no entanto, para quantificacao de LTB4 os ensaios disponiveis apresentam limitagdes.
A familia Lauraceae apresenta uma série de espécies com promissora atividade anti-
inflamatoria relatados na literatura, porém poucas foram investigadas quanto a
mecanismo de agao de dual inibicdo das vias COX e LOX. Neste sentido, um ensaio
capaz de avaliar simultaneamente a inibicdo das vias COX e LOX, por meio da
quantificacdo de PGE2 e LTB4 em plasma humano, foi desenvolvido para viabilizar a
avaliacao a atividade anti-inflamatdria de extratos de plantas da familia Lauraceae.
Neste ensaio, a inflamacéo foi induzida em sangue humano, tratada com as amostras
a serem testadas e farmacos de referéncia como grupos controle. A extragdo dos
analitos se deu mediante precipitacido de proteinas e extracdo em fase sélida. Os
analitos, PGE2 e LTB4, foram quantificados por meio de cromatografia acoplada a
espectrometria de massas. Os dados adquiridos foram tratados mediante analise de
variancia, seguido pelo teste de Dunnett e Mann-Whitney. Posteriormente, extratos de
quatro espécies da familia Lauraceae — Ocotea odorifera, Ocotea diopyriofolia, Persea
major e Nectandra membranacea — foram investigados quanto a sua atividade anti-
inflamatdria. Como resultados, p6de-se observar que a metodologia desenvolvida
preencheu os critérios de confiabilidade de ensaio limite (seletividade e limite de
detecgédo) e ineditamente constatou-se atividade de inibigdo dual das vias COX e LOX
para todas as quatro espécies avaliadas. Portanto, neste trabalho foi desenvolvida,
validada e aplicada uma nova metodologia, capaz viabilizar a descoberta de amostras
anti-inflamatérias com mecanismo de acado diferencial ao dos medicamentos

disponiveis atualmente.

Palavras-chave: Cicloxigenase; Lipoxigenase; Espectrometria de Massas; Ocotea;

Persea; Nectandra.



ABSTRACT

It is believed that substances capable of simultaneously inhibiting the cyclooxygenase
(COX) and lipoxygenase (LOX) enzymes have superior anti-inflammatory activity and
fewer adverse effects. Therefore, for the search for substances with this mechanism
of action, accessible methods are needed to evaluate the inhibition of these enzymes.
Prostaglandin E2 (PGEZ2) and leukotriene B4 (LTB4) are important mediators of the
inflammatory cascade, produced by the COX and LOX enzymes, respectively. There
are methods for quantifying PGE2 in human plasma; however, for the quantification of
LTB4, the available assays have limitations. The Lauraceae family presents a series
of species with promising anti-inflammatory activity reported in the literature, but few
have been investigated for the mechanism of action of dual inhibition of the COX and
LOX pathways. In this sense, an assay capable of simultaneously evaluating the
inhibition of the COX and LOX pathways, through the quantification of PGE2 and LTB4
in human plasma, was developed to enable the evaluation of the anti-inflammatory
activity of plant extracts from the Lauraceae family. In this assay, inflammation was
induced in human blood, treated with the samples to be tested, and reference drugs
as control groups. The extraction of the analytes was carried out by protein
precipitation and solid-phase extraction. The analytes (PGE2 and LTB4) were
quantified by chromatography coupled to mass spectrometry. The acquired data were
treated by analysis of variance, followed by the Dunnett and Mann-Whitney tests.
Subsequently, extracts from four species of the Lauraceae family — Ocotea odorifera,
Ocotea diopyriofolia, Persea major, and Nectandra membranacea — were investigated
for their anti-inflammatory activity. As a result, it was observed that the developed
methodology met the criteria of reliability, selectivity, and detection limit of the assay,
and it was determined, unprecedentedly, the dual inhibition activity of the COX and
LOX pathways for all evaluated species. Therefore, in this work, it was possible to
develop and validate a new methodology capable of enabling the discovery of anti-
inflammatory samples with a mechanism of action differential to those of currently

available medication.

Keywords: Cyclooxygenase; Lipoxygenase; Mass spectrometry; Ocotea; Persea;
Nectandra.
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1 INTRODUGAO

Ainflamacéo € uma resposta a gatilhos nocivos como les&o tecidual e infecgéo.
Quando esta resposta € bem sucedida, ha a eliminagdo dos agentes infecciosos
seguida de resolugao e reparo do tecido (Medzhitov, 2008). Porém, quando a resposta
inflamatoria é excessiva ou inadequada, pode ser um fator chave na patogénese de
muitas doengcas como cancer, artrite reumatoide, Alzheimer, diabetes mellitus, etc.
(Kaur; Singh, 2022).

Sabe-se que a iniciagcdo do processo inflamatério depende do papel de
macrofagos que, junto de células locais, induzem a producao de diversas substancias
biologicamente ativas denominadas mediadores inflamatérios. Estes alteram a
funcionalidade de tecidos e érgéos provocando os efeitos da inflamagéao (Medzhitov,
2008). Tais mediadores sao produtos do metabolismo do acido araquidénico (AA), na
qual € metabolizado por trés sistemas enzimaticos distintos: o das cicloxigenases
(COX); lipoxigenases (LOX); e citocromo (Wang et al., 2021).

Existem duas isoformas da COX, a COX-1 e COX-2, que metabolizam o AA
livre de modo a produzir prostandides como por exemplo a prostaglandina E2 (PGE?2),
dentre outros mediadores os quais estao associados aos sinais de inflamacgao, tais
como dor, febre, edema (Hanna; Hafez, 2018; Hansen et al., 2012). Em linhas gerais,
a COX-1 esta associada a fungdes homeostaticas, enquanto a COX-2 é induzida em
condigbes inflamatdrias, embora esta também seja constitutiva de alguns tipos de
células (Carvalho et al., 2022).

Ja para a LOX, sao 4 isoformas conhecidas: 5-LOX; 8-LOX; 12-LOX; e 15-LOX.
Dentre elas, a 5-LOX é responsavel pela catalise da sintese dos leucotrienos (LTs),
sendo eles: LTB4, LTC4, LTD4 e LTE4 (Wang et al., 2021). O LTB4 especificamente
desempenha um potente papel quimiotatico sobre leucécitos conduzindo-os a tecidos
inflamados, promovendo a defesa antimicrobiana, assim como modulando o sistema
imune (Wan et al., 2017).

Substancias anti-inflamatérias mitigam os efeitos da inflamacéo através da
inibicdo de enzimas envolvidas na formagcdo dos mediadores inflamatérios que
possuem o AA como precursor. Os anti-inflamatérios n&o-esteroidais (AINEs) n&o-
seletivos, inibem tanto a enzima COX-1 quanto a COX-2. Apesar do éxito para impedir
a formagao do amplo espectro de prostaglandinas (PGs) e consequentemente eficaz

para tratar processos inflamatorios, sua utilizacdo tem limitagdes devido a efeitos



10

adversos como danos gastricos, insuficiéncia renal e derrame, especialmente em
tratamentos prolongados (Meshram et al., 2021). Diante disso, outra classe de anti-
inflamatorios — os AINEs seletivos — foram desenvolvidos objetivando apenas inibir a
sintese de PGs pré-inflamatérias derivadas da enzima COX-2, e deixando intactas a
producao de PGs derivadas da COX-1 envolvidas na homeostase — equilibrio hidrico,
eletrolitico renal, citoprotecéo gastrica e agregagao plaquetaria (Funk, 2001; Meshram
et al., 2021). Estes AINES seletivos, por sua vez, apesar de apresentarem bom perfil
terapéutico em relagao aos AINES nao-seletivos, apresentam outros efeitos adversos
como os cardiovasculares (Meshram et al., 2021).

Uma vez que a via para formacao das PGs é impedida, o metabolismo do AA é
direcionado para o sistema enzimatico das LOX, consequentemente acentuando a
formacdo de LTs. Isso leva a broncoconstricdo, inflamacdo das vias aéreas e
recrutamento de células inflamatdrias, importantes efeitos colaterais dos anti-
inflamatorios AINES nao-seletivos (Jacob et al., 2018; Meshram et al., 2021). Como
resposta a este obstaculo, a abordagem atual se concentra no desenvolvimento e
busca por agentes anti-inflamatorios capazes de inibir tanto a enzimas COX quanto 5-
LOX, sendo denominados inibidores duais da COX-LOX. Com isso, espera-se obter
melhores efeitos terapéuticos juntamente com menores efeitos adversos (Gaddi;
Cicero; Pedro, 2004; Jacob et al., 2018; Mukhopadhyay et al., 2023).

Metabdlitos secundarios de produtos naturais oferecem uma grande esperanga
para o desenvolvimento de novas substancias anti-inflamatorias (Attiq et al., 2018).
Neste sentido, um ensaio capaz de avaliar tal atividade seria ferramenta valiosa para
triagem de produtos naturais ainda nao investigados quanto seus efeitos anti-
inflamatorios. A familia Lauraceae abrange de 2500 a 3000 espécies de plantas
(Zhang et al., 2023), dentre as quais ha relatos de seu uso popular para tratamento
de diversas condigdes, incluindo doencas inflamatérias (Damasceno et al., 2019).
Além disso, ha estudos reportando a presenca de atividade anti-inflamatéria em
espécies da familia Lauraceae, no entanto, a maioria das integrantes da familia ainda
nao foram investigadas quanto a esta atividade (de Alcantara et al., 2023). Neste
contexto, evidencia-se a importancia do desenvolvimento de um ensaio capaz avaliar
atividade anti-inflamatdria, especialmente inibicdo dual COX-LOX, e estabelece-se a
oportunidade de explorar espécies da familia Lauraceae com potencial anti-

inflamatdrio ainda ndo estudadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 INFLAMAGCAO

A inflamagao é um processo bioldgico de defesa complexo e necessario, que se
da em resposta a estimulos biolégicos, quimicos ou fisicos. Os eventos celulares e
moleculares que iniciam e regulam o processo inflamatorio ainda ndo foram
completamente elucidados, portanto, permanecendo objeto de investigagcado
(Germolec et al., 2018). Sabe-se que a resposta inflamatéria aguda é caracterizada
pela producdo de substancias biologicamente ativas denominadas mediadores
inflamatdrios. Estas substancias sdo responsaveis pelas manifestagcdes clinicas da
inflamag&o como dor, vermelhidéo, inchago e calor (Serhan; Chiang; Van Dyke, 2008).
Além disso, os mediadores inflamatérios amplificam os sinais inflamatérios através do
recrutamento de leucdcitos, citocinas pro-inflamatérias, e células imunes, com a
finalidade de auxiliar na resisténcia e depuracdo de patégenos. Num segundo
momento, o processo inflamatério é resolvido mediante producdo e acdo de
mediadores pro-resolugao, equilibrando os sinais inflamatérios (Hanna; Hafez, 2018;
Tallima; El Ridi, 2018).

O AA é naturalmente encontrado incorporado na estrutura fosfolipidios na
membrana celular do corpo ou armazenada dentro de corpos lipidicos em células
imunes. E particularmente abundante nos fosfolipidios do musculo esquelético,
cérebro, figado, bacgo e retina (Hanna; Hafez, 2018). Os fosfolipidios sao liberados da
membrana celular quando a mesma € submetida a estimulos inflamatérios. Enzimas
como a Fosfolipase A2 (PLA2) promovem a hidrolise de fosfolipideos convertendo-os
em AA, os quais sao posteriormente metabolizados e transformados nos mediadores
inflamatorios supracitados. Atualmente, é sabido que pelo menos trés vias
metabdlicas (a via COX, a via LOX e a via CYP450) estéo envolvidas no metabolismo
do AA (Figura 1), sendo a COX e a LOX as duas principais (Wang et al., 2019).

A via das cicloxigenases (COX) corresponde ao metabolismo do AA mediado
pelas enzimas COX, também conhecidas como prostaglandinas G/H sintases. Estas
enzimas convertem o AA em PGH2 e PHG2, que serao posteriormente convertidas
em prostaglandinas (PGs) especificas: PGE2, PGI2, PGD2, PGF2 e TXA2. Ha dois
tipos principais de enzimas desta classe, a COX-1 e COX-2. A principal diferencga entre

elas é que a primeira é expressa constitutivamente por todo o organismo, enquanto a
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COX-2 é induzida. Embora essa diferenciagdo seja mais comumente observada, ha
excegdes importantes (Funk, 2001; Wang et al., 2021). O perfil da producao de PGs
€ determinado pela diferenca de expressao destas duas enzimas nas células dos
locais de inflamac&o. Por exemplo, os mastocitos geram predominantemente PGD2,

enquanto os macréfagos produzem PGE2 e TXA2 (Wang et al., 2021).

Figura 1 — Representagcédo esquematica do metabolismo do acido araquiddnico.

Acido araquidénico esterificado
nos fosfolipidios de membrana
Estimulo inflamatério——}| PLA2 WW

. v "
ACIDO ARAQUIDONICO

COX LOX l
COX-1 | cox-2 5-L0X [ 12-L0X | 15-LOX Syl il
PEG HpETEs EETs HETEs
LY HETEs DHETs
PGs TXA2 ETEs
LXs LTs

Fonte: De autoria propria (2024).

A via das lipoxigenases (LOX) diz respeito a metabolizacdo do AA pelas
enzimas 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX e 15-LOX, que atuam inserindo oxigénio molecular
ao AA convertendo-o em quatro tipos de acidos hidroperoxyeicosatetraenoicos
(HpETESs): 5-HpETE; 8-HpETE; 12-HpETE; e 15-HpETE; respectivamente. Os HPTEs
sdao reduzidos por peroxidases de modo a formar acidos mono-hidroxi
eicosatetraendicos (HETEs). Estes, por sua vez, sdo convertidos em substancias
bioativas como leucotrienos (LTs), lipoxinas (LXs), e hepoxilinas (Wang et al., 2021).
Na fase aguda da resposta inflamatéria, as células do sistema imunolégico migram

para o local da lesdo em uma sequéncia cuidadosamente orquestrada de eventos.
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Dependendo do grau de lesao, esta fase aguda pode ser suficiente para resolver o
dano e iniciar processos de cicatrizacdo. Quando ha uma exposi¢ao prolongada ao
estimulo inflamatdrio, ou uma reagao inadequada ocorre, a inflamacéao alcanga a fase
cronica, podendo resultar em danos nos tecidos e fibrose. A inflamacgé&o crbnica tem
sido associada a inumeras doencas como artrite, asma, aterosclerose, doencas

autoimunes, diabetes e cancer, e envelhecimento (Germolec et al., 2018).

2.2 ANTI-INFLAMATORIOS

O tratamento de dor e febre — manifestagcbes comuns da inflamagao — remonta
3500 anos com a utilizagdo da casca de salgueiro pelos egipcios e sumeérios, que mais
tarde seria matéria prima para descoberta da aspirina. Em 1828, tomou-se
conhecimento do ingrediente responsavel por tal atividade com o trabalho de Johann
Buchner, que refinou a casca de salgueiro de modo a obter um cristal amarelado até
entdo denominado de salicina. Mais tarde, em 1838, Raffaele Piria obteve uma
substancia muito mais potente partindo dos cristais isolados, o acido salicilico. Esta
nova substancia foi modificada por Charles Gerhardt (1852) através da introducgao de
um grupo acetil ao acido salicilico, e embora este produto nédo fosse estavel, seu
trabalho foi inédito na sintese do produto que mais tarde seria nomeado de aspirina
(Desborough; Keeling, 2017).

Com o advento do conhecimento sobre o mecanismo do processo inflamatério
descobriu-se que o acido acetilsalicilico inibe enzimas da via COX de maneira nao
seletiva, ou seja, tanto a COX-1 quanto a COX-2. Anti-inflamatérios com este mesmo
mecanismo de acdo sao denominados anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINEs) ndo
seletivos, ou tradicionais (Kroesen et al., 2017). Nesta categoria estéo incluidos os
farmacos Diclofenaco, Ibuprofeno, Indometacina, Cetoprofeno, dentre outros. A
inibicdo desta via impede a formagdo de tromboxanos envolvidos na adesao
plaquetéria, e prostaglandinas que exercem papel na vasodilatagcdo, elevagédo do
ponto de ajuste da temperatura no hipotalamo (febre), e antinocicepgao (capacidade
de perceber dor). Os AINEs apresentam efeitos adversos gastricos bem conhecidos,
possivelmente devido a inibicdo da producao de prostaglandinas oriundas da COX-1
envolvidas na protegdo da mucosa gastrica, podendo ocorrer principalmente em

pacientes com historico de ulceras pépticas (Ghlichloo; Gerriets, 2019).
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Com o objetivo de minimizar os efeitos colaterais consequentes da inibicdo da
COX-1 visando assegurar a integridade da mucosa gastrica, introduziu-se uma nova
classe de farmacos denominados AINEs seletivos, capazes de inibir seletivamente a
COX-2 como o Celecoxibe e Rofecoxib. No entanto, observou-se um maior risco de
problemas cardiovasculares para esta classe devido a redugdo dos niveis de
prostaglandina 12 (PGI2) endotelial, e aumento dos niveis do agregador plaquetario
tromboxano A2 (TXA2) (Jacob et al., 2018). Prostaglandinas oriundas de ambas
enzimas COX 1 e 2 tém influéncia na hemodindmica renal, e ndo ha problemas
quando ha fungao renal normal. No entanto, o uso de AINEs pode desencadear
complicagbes em condigdes de disfungao renal (Ghlichloo; Gerriets, 2019).

A inibicdo de qualquer uma das vias pode redirecionar o metabolismo do AA
para outra via, resultando em novos efeitos secundarios (Jacob et al., 2018). Quando
a sintese de prostaglandinas € bloqueada pela inibicdo da COX, o AA é metabolizado
pela via alternativa da LOX, na qual os leucotrienos gerados estdo associados a asma
e reagOes alérgicas (Ahmadi et al., 2022). Neste sentido, acredita-se que substancias
capazes de inibir simultaneamente as enzimas COX-2 e 5-LOX estejam associadas a
um bom perfil terapéutico com efeitos adversos sao reduzidos (Jacob et al., 2018).

Os corticosterdides representam uma quarta classe de anti-inflamatorios além
de apresentarem outras atividades bioldgicas como imunossupressao, inibicao da
expressao génica de leucdcitos e células estruturais como o epitélio. Na perspectiva
do metabolismo do acido araquidénico inibem a atividade da enzima fosfolipase A2
(PLA2), impedindo que os fosfolipidios de membrana sejam hidrolisados e
consequentemente impedindo a liberacdo do AA. Portanto, toda a cascata €
bloqueada, e a formacao de todos os produtos do AA inviabilizada. Possuem efeito
terapéutico significativo, no entanto, os riscos também sdo. Os efeitos adversos
envolvem osteoporose, ganho de peso e redistribuicdo da adiposidade, diabetes e
hiperglicemia, miopatia, imunossupressao, supressao do crescimento, perturbacédo
psiquiatrica, além de adversidades gastrointestinais, dermatolégicas e

cardiovasculares (Hodgens; Sharman, 2023).

2.3 AVALIANDO AATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Ensaios ex vivo consistem em experimentos que mimetizam o microambiente de

um organismo vivo, estando mais préximo do real quando comparados a um
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experimento in vitro — que por sua vez avalia a inibigao do substrato diretamente sobre
uma enzima ou linhagem celular especifica, ao invés de avaliar uma amostra biolégica
complexa (Kapila; Kapila; Vij, 2017). Desenvolvé-los é extremamente relevante para
estudos de triagem pré-clinicos, dado que nao € ético realizar ensaios in vivo sem
avaliacao preliminar do potencial farmacolégico da amostra em ensaios ex vivo ou in
vitro anteriormente (Butterweck; Nahrstedt, 2012; Rosa et al., 2021).

No ambito da avaliagdo da atividade anti-inflamatéria, o desenho experimental
baseia-se na indugdo de um processo inflamatério sobre uma matriz biolégica recém
adquirida de um organismo (sangue total ou plasma sanguineo, por exemplo), seguido
do tratamento com a substancia a ser testada (Rosa et al., 2021). A avaliagdo do
potencial anti-inflamatorio de uma amostra pode ser feita através da quantificacao de
mediadores envolvidos na cascata inflamatoria (Bergqvist et al., 2020). Isto é possivel
pois uma vez que a inibicdo das enzimas COX e 5-LOX sejam bem sucedidas, a
formagdo de seus respectivos mediadores inflamatérios é consequentemente
impossibilitada (Fiorucci et al., 2001; Jarrar et al.,, 2019; Ma et al., 2016). A
quantificagcdo dos mediadores indica o grau de inibicdo das enzimas, quando
comparada com grupos controles positivos (inflamacgao tratada com anti-inflamatérios
de referéncia) e negativos (inflamacgado nao tratada). Neste caso, uma redugao da
concentracdo de PGE2 em relagédo ao controle negativo é indicativo de inibicao da
enzima COX. De modo analogo, o LTB4 permite inferir sobre a inibigdo da enzima 5-
LOX (Mukhopadhyay et al., 2023; Sarveswaran; Jayasuriya; Suresh, 2017).

Existem ensaios ex vivo descritos na literatura para quantificacdo de PGE2 e
LTB4, no entanto, utilizam grande volume de matriz bioldgica, inviabilizando a triagem
de numerosas amostras. Galvao e colaboradores (2016) desenvolveram um método
capaz de avaliar 22 eicosanoides simultaneamente em sangue humano. No entanto,
partindo de 300 uL de plasma, sendo necessario, portanto, no minimo 600 uL de
sangue humano por amostra a ser testada (Galvao et al., 2016). Ja Sorgi e
colaboradores (2018) e Rosa e colaboradores (2021) desenvolveram métodos
dependentes de menor volume de sangue: 300 uL e 200 pL, respectivamente (Rosa
et al., 2021; Sorgi et al., 2018). No entanto, o primeiro ndo avalia PGE2 e LTB4
simultaneamente; e o segundo apresenta corrida cromatografica muito longa (25

minutos).

2.4  ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA NA FAMILIA LAURACEAE
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A familia Lauraceae é uma das mais primitivas familias de plantas, se
apresentando majoritariamente como arvores e arbustos em climas tropicais e
subtropicais, sobretudo em florestas tropicais da Asia e Américas. Poucas espécies
também s&o encontradas na Australia, Madagascar e Africa; sendo que a familia
compreende ao todo cerca de 2500 a 3500 espécies distribuidas em 55 géneros (Reis-
Avila; Oliveira, 2017; Zhang et al., 2023). As espécies desta familia ttm se mostrado
economicamente importantes nos mais diversos setores como perfumaria, industrias
farmacéuticas e de alimentos, além de serem exploradas pela industria madeireira
devido as suas madeiras de alta qualidade (de Alcantara et al., 2023; Zhang et al.,
2023). Suas representantes mais conhecidas sao o abacateiro (Persea americana), e
espécies que fornecem especiarias como louro (Laurus nobilis) e canela
(Cinnamomum verum) (Grecco et al., 2016; Oh et al., 2022). A familia Lauraceae tem
demonstrado valor etnobotanico, na qual suas espécies sdo usadas popularmente
para o tratamento de malaria, infecgdes gastrointestinais, infeccdes genitais,
reumatismo, assim como condi¢des inflamatdérias (de Alcantara et al., 2023).

Um estudo investigou vinte espécies da familia Lauraceae quanto a sua
atividade de inibicdo da via COX. Todas as espécies avaliadas demonstraram
atividade anti-inflamatdria, na qual dez delas inibiram a liberacao de PGE2 em mais
de 75%; sete inibiram entre 75% e 50%, e as trés restantes apresentaram inibicao
inferior a 50%. Os géneros Lauraceae investigados foram: Ocotea, Nectandra,
Persea, Cinnamomum, Aiouea, Aniba e Endlicheria (de Alcantara et al., 2023). Uma
revisdo do género Nectandra revelou 15 espécies com atividade anti-inflamatoria
(Grecco et al., 2016). Outra revisédo sistematica sobre a atividade biolégica de 6leos
essenciais de espécies da familia Lauraceae revelou que trés espécies do género
Beilschmiedia foram efetivas para inibicao da via LOX: B. kunstleri, B. maingayi, and
B. penangiana. Além disso, ha uma série de trabalhos avaliando atividade anti-
inflamatdoria em espécies Lauraceae de maneira independente, como a investigagao
da espécie Cinnamomum osmophloeum (Damasceno et al., 2019); Actinodaphne
microphylla e Actinodaphne pruinosa (Mohd et al., 2016), e Aniba canelilla (Souza-
Junior et al., 2020). Neste sentido, além do uso popular, as evidéncias sobre o
potencial anti-inflamatério de espécies da familia Lauraceae na literatura justifica a

investigacéo de espécies ainda ndo estudadas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver um ensaio ex vivo acessivel, em sangue humano, partindo de

pouco volume de matriz, capaz de triar inibidores das vias COX e LOX, e investigar a

atividade anti-inflamatdria de extratos das espécies da familia Lauraceae: Ocotea

odorifera (OO); Ocotea diopyriofolia (OD); Persea major (PM); e Nectandra

membranacea (NM).

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Incluir o monitoramento de LTB4 no método previamente desenvolvido por
Rosa e colaboradores (2021);

b) Escolher melhores padrdes internos que sejam adequados para andlise de
PGE2 e LTB4 por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UPLC-MS/MS);

c) Otimizar o monitoramento de reagdes multiplas (MRM) para o PGE2, LTB4
e padrdes internos;

d) Otimizar o protocolo de extragdo para quantificagdo adequada de PGE2 e
LTB4;

e) Realizar analise estatistica dos dados adquiridos;

f) Determinar parametros de seletividade e limite de deteccao para PGE2 e
LTB4;

g) Avaliar a estabilidade dos analitos;

h) Avaliar a atividade anti-inflamatéria de espécies da familia Lauraceae.
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4 METODOLOGIA

4.1 PREPARO DO EXTRATO DAS PLANTAS PARA O ENSAIO ANTI-
INFLAMATORIO

As folhas das espécies investigas foram pulverizadas com auxilio de almofariz,
pistilo e nitrogénio liquido. Pesou-se 2 mg de folha pulverizada, transferindo-as para
um microtubo de 2 mL na qual adicionou-se 1,7 mL de etanol/H20, 7:3 (v/v), depois
levou para banho de ultrassom por 8 minutos. Apds este periodo, o sobrenadante foi
transferido para outro microtubo de 2 mL e submetido a extragao liquido-liquido com
hexano (200 uL por 3 vezes). Posteriormente, filtrou-se o extrato utilizando filtro com
membrana em PTFE hidrofilico (poro de 0,45 pm), e secou-se em centrifuga
concentradora a vacuo. O extrato seco foi pesado, e solubilizado em etanol/H20 1:1
até a concentracdo 1 mg mL-1. Esta solugdo, no momento do plaqueamento
(especificado na secdo 4.3.1) foi diluida em solugdo tampado (PBS 1x) até a

concentragédo 100 ug mL-", e 35 L foi transferido para a placa.

4.2  OTIMIZAGAO DO METODO DE EXTRAGCAO

O método de extragao foi otimizado tomando como referéncia o trabalho de
Rosa e colaboradores (2021). As amostras preparadas utilizando procedimento de
extragcao modificado tiveram seu sinal analitico comparado com o sinal analitico de
amostras preparadas conforme Rosa e colaboradores (2021). O critério de decisao
para aceitacdo das modificagdes no método consistiu na maior intensidade do sinal

analitico em relacdo ao método de referéncia (Rosa et al., 2021).
4.3  ENSAIO ANTI-INFLAMATORIO OTIMIZADO
4.3.1 Indugéo da inflamagao
A primeira etapa do ensaio anti-inflamatério foi realizada em capela de fluxo
laminar, utilizando materiais esterilizados em autoclave e luz UV. Em uma placa de 96

pocos, adicionou-se primeiramente 35 pL de amostra (tampéao fosfato salino 1x para

controle negativo; dexametasona e indometacina a 10 ug mL-! para controle positivo
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e solugdo aquosa do extrato a se analisar na concentragdo de 100 pg mL-").
Posteriormente adicionou-se 280 pL, por pogo, de sangue recém coletado em
heparina (utilizagdo de sangue humano aprovada pelo comité de ética — parecer
numero 5.582.522; anexo A). E por fim, foi adicionado 35 pL, por poco, de solugao
contendo ambos os indutores da inflamacgao: lipolissacarideo — LPS (E. coli O26:B6)
a 10 yg mL™", e londforo de Caélcio a 20 umol L. A placa foi levemente agitada em
movimentos circulares para homogeneizagdo da mistura, envolvida com papel
aluminio a fim de proteger o experimento de iluminagéo, e incubada em estufa de CO2
por 24 horas.

Apos o periodo de incubagao, todo o ambiente de trabalho foi mantido sob
baixa iluminagao. As placas foram centrifugadas a 172 g por 5 minutos a 4 °C, e para
cada poc¢o, 180 uL de sobrenadante foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, os

quais foram levados ao freezer até congelamento completo.

4.3.2 Precipitacao de proteinas

Os plasmas congelados foram levados ao liofilizador por 4 horas até
sublimagdo completa da agua contida nas amostras. Posteriormente, as amostras
secas foram armazenadas no congelador até o momento da precipitagao de proteinas.

As amostras secas adicionou-se 280 yL de ACN/MeOH 1:1 (mantido sob
resfriamento em banho de gelo, e contendo o padrédo interno de escolha - Limaprost -
a 30 ng mL", demais padrdes internos testados — Tabela 2) para precipitagdo de
proteinas. Esta mistura foi mantida em banho com ultrassom por 60 segundos, agitada
em vértex por 30 segundos, e entdo centrifugada a 15332 g por 10 minutos a 4 °C.
Uma aliquota de 200 uL do sobrenadante foi transferida a um microtubo de 2 mL ja
contendo 1,8 mL de agua ultrapura (0,1% HAc). Esta mistura foi armazenada em

banho de gelo e protegida da luz até o momento da proxima etapa.
4.3.3 Extracado em fase soélida
Inicialmente, aplicou-se 2 mL de MeOH em Cartuchos Supelclean (LC-18 SPE

100mg); posteriormente condicionou-se com 2 mL de H20 ultrapura (0,1% HACc);

aplicou-se toda a amostra preparada na etapa anterior (2 mL); realizou-se a lavagem
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com 1 mL de H20 ultrapura (0,1% HAc); e por fim, eluiu-se o analito com 1 mL de
MeOH (0,1% HAc) coletando-o em um microtubo de 1,5 mL.

O eluato foi armazenado em freezer até o momento de ser submetido a
secagem completa em centrifuga concentradora a vacuo (cerca de 3 horas e 15
minutos), sempre protegido da luz. As amostras secas foram armazenadas sob

resfriamento em freezer (-20 °C) até o momento da analise.

4.3.4 Ressuspensao e analise

As amostras foram ressuspendidas em 50 uL de ACN, e analisadas em UPLC-
MS/MS dentro do periodo maximo de 3 horas totalmente protegidas da luz e a

temperatura ambiente (24 °C). O volume de injecao foi de 30 pL.

4.3.5 Tratamento dos dados

Apos aquisicao dos dados, o sinal dos analitos foram normalizadas pelo sinal
do padrao interno (Limaprost). Os sinais normalizados foram tratados utilizando o
software GraphPad Prism®, na qual executou-se a analise estatistica de variancia, do
inglés Analysis of Variance (ANOVA). Uma vez constatado que houve diferencga
estatistica (p-valor < 0,05) entre os grupos, executou-se a andlise de comparagdes
multiplas de Dunnett para identificagcdo de quais grupos foram estatisticamente
distintos do controle. Para os grupos discriminados, suas médias foram comparadas

em relagdo a média do controle negativo por meio do teste de Mann-Whitney.

4.4 PARAMETROS CROMATOGRAFICOS E ESPECTROMETRICOS

Tabela 1 — Transigdes monitoradas, modo de ionizagao e tempo de retengao.

(continua)
. ) ) ESI Tempo de retengao
Substancia Transi¢coes monitoradas (m/z) )
(+/-) (minutos)
PGE2 351,1 > 271,2; 315,25; 333,35 - 3,3
LTB4 335,1 >195,1; 59,1 - 4,5

Limaprost * 379,2 > 299,3; 343,5 - 3,7
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Tabela 1 — Transigbes monitoradas, modo de ionizagao e tempo de retengao.

(Conclusao)

. o _ ESI Tempo de retencdo
Substancia Transi¢cdes monitoradas (m/z) _
(+/-) (minutos)
Latanaprost * 433,3 > 337,2 + 5,3
Cetoprofeno * 252,8 > 209,2 - 6,1
DHB * 153,0 > 108,1 - 3,0

Fonte: De autoria prépria (2024).
Legenda: *Padrdes internos testados.

O método cromatografico foi composto pela fase mével A (dgua 0,1% &acido
formico) e fase movel B (acetonitrila - ACN) a um fluxo de 0,3 mL min-'. Utilizou-se
gradiente variando-se a porcentagem de fase movel B de 40 a 100% em 5 minutos
(min), mantendo-se em 100% por mais 2 min. Apés isso, a %B é retornada para 40%
em 1 min, mantendo-se nessa proporg¢ao por mais 3 min, totalizando 11 min de corrida
para cada amostra. Utiliza-se uma coluna de fase reversa Poroshell 120 EC-C1s (150
mm X 4,6 mm) com particulas de 2,7 um, acoplado a uma pré-coluna de mesma fase
estacionaria. Este sistema € mantido com controle de temperatura a 30 °C no decorrer
de toda a analise.

O tipo de ionizagao utilizadas foi eletrospray (ESI), N2 como o gas de secagem
(15 L min"" a 450 °C) e nebulizagéo (2 L min''), e o monitoramento dos analitos foi
realizado pelo monitoramento seletivo de reag¢des (SRM — do inglés Selected Reaction
Monitoring) e monitoramento de reag¢des multiplas (MRM — do inglés Multiple Reaction

Monitoring), conforme a tabela 1 acima.

4.5 FIGURAS DE MERITO AVALIADAS

Para um ensaio limite, basta a determinagéo das figuras de mérito seletividade
e limite de deteccéo (LD) (Brasil, 2017). No entanto, figuras de mérito adicionais foram

avaliadas e apresentadas no material suplementar.

45.1 Seletividade
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A seletividade foi obtida através da separagao cromatografica, € monitoramento
espectrométrico dos fragmentos correspondentes ao analito mediante MRM,

conforme especificado na secéo 4.4 (Berendsen,; Stolker; Nielen, 2013).

4.5.2 Limite de detecc¢ao (LD)

Seguindo a discussao e recomendacao de Evard, Kruve & Leito (2016), o LD
foi determinado a partir de duas informacgdes experimentais: a inclinagao da reta obtida
pela curva analitica (m), e o desvio padrao dos residuos da mesma curva (Sxy), apos
determinacao da linearidade e homocedasticidade da curva analitica (se¢ao A 1.1)
(Evard; Kruve; Leito, 2016). Apés cumprimento dos critérios, o calculo do LD foi

executado da seguinte forma:

Limite de detecgdo = (3,3 x Sxy) / m (1)

4 5.3 Estabilidade dos analitos

4531 No amostrador automatico

Com a finalidade de investigar a estabilidade dos analitos no amostrador
automatico, preparou-se amostras no nivel de concentracédo do controle de qualidade
alto (CQA; 77,8 ng mL"), e outras amostras no nivel de concentragédo do controle de
qualidade baixo (CQB; 31,1 ng mL"). O objetivo foi avaliar, nestes dois niveis de
concentracéao, a estabilidade de PGE2 e LTB4 em trés momentos: (1) no instante zero,
imediatamente apds a ressuspensdo; (2) apdés 3 horas de armazenamento no
amostrador automatico; e (3) apés 18 horas no amostrador automatico. Para cada
momento, as amostras foram avaliadas em quatro replicatas.

Para inferir sobre a possivel degradagao do analito ao longo deste periodo, a
meédias dos instantes ‘3 horas’ e ‘18’ horas’ foram comparadas com a média do
instante zero, através do teste de Mann-Whitney — uma analise estatistica nao
parameétrica para comparagao de médias. Avaliou-se também, para cada conjunto de

replicatas analisadas, a dispersao dos dados através do calculo de CV.
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45.3.2 Em congelador

Para avaliar a estabilidade da amostra em congelador (-20 °C) pos etapa de
ressuspensao, foram preparadas 12 amostras na mesma concentragdo (CQB; 31,1
ng mL"). As 4 primeiras foram analisadas imediatamente apds sua ressuspens&o em
ACN; outras 4 foram analisadas apos 24 horas; e as 4 restantes foram analisadas
apods o periodo de 48 horas.

Do mesmo modo que a analise de estabilidade no amostrador automatico, a
médias dos instantes ‘24 horas’ e ‘48 horas’ foram comparadas com a média do
instante 0 horas, através do teste de Mann-Whitney. Além disso, a dispersao do sinal

analitico entre replicatas foi expresso através do calculo de CV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO

O ensaio ex vivo para avaliagao de atividade anti-inflamatdria em extratos de
plantas descrito por Rosa e colaboradores (2021) foi utilizado como ponto de partida.
Seu procedimento experimental consiste na inducdo de inflamagdo em sangue
humano, extracdo e determinagdo de PGEZ2. Ja o presente trabalho propds-se a
promover otimizagcdes de modo a permitir avaliagdo simultdnea de LTB4 e PGE2,
viabilizando inferir sobre a atividade inibitéria das vias COX e LOX no mesmo
experimento.

Devido a similaridade estrutural e fisico-quimica de ambos os analitos, PGE2 e
LTB4, esperava-se que o preparo de amostras estabelecido por Rosa e colaboradores
(2021) fosse adequado para extragao satisfatéria de ambas as substancias. No
entanto, ao incluir o monitoramento de LTB4 no método de UPLC-MS/MS utilizado por
Rosa e colaboradores (2021), sua detecgédo nao foi observada. Nao se sabia se esta
impossibilidade era decorrente de problemas de recuperacéo, ionizagao do analito, ou
concentragcbes reduzidas na matriz. Posteriormente descobriu-se que o LTB4
apresenta sensibilidade reduzida em relacdo ao PGE2, possivelmente devido a
eficiéncia de ionizagao (discussao na secédo A 1.1).

Neste sentido, otimizagdes visando melhorias na recuperacgao e detectabilidade

do analito foram propostas, avaliadas, e descritas a seguir.

5.1.1 Desenho experimental do ensaio anti-inflamatoério

Quando o processo inflamatério € ativado, os mediadores inflamatérios, tais
como o PGE2 e o LTB4, passam a ser produzidos e sua concentracao se eleva
(Kawahara et al., 2015; Yokomizo; Shimizu, 2023). Partindo dessa premissa, o0 ensaio
anti-inflamatério consiste na indugdo de inflamagdo em sangue humano recém
coletado, e subsequente quantificagdo da concentragdo de PGE2 e LTBA4.

Conforme representado na Figura 2, trés grupos de experimentos compdem o
ensaio: (A) O grupo controle negativo representa o processo inflamatério sem
tratamento. (B) Os grupos controle positivo representam um processo inflamatério sob

tratamento com farmacos de referéncia. Neste segundo experimento o procedimento
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€ idéntico ao controle negativo, com a excegcdo de que juntamente ao sangue,
adiciona-se uma solugdo dos farmacos anti-inflamatérios dexametasona e
indometacina. (C) O experimento com as amostras a serem avaliadas segue 0 mesmo
procedimento do controle positivo, entretanto ao invés de utilizar os farmacos de
referéncia, adiciona-se uma solugao da substancia isolada, ou extrato, na qual deseja-

se investigar a atividade anti-inflamatoria.

Figura 2 — Representagdo esquematica do ensaio anti-inflamatorio.

Ensaio anti-inflamatorio

Experimento A ExperimentoB  ExperimentoC
(Controle negativo) (Controlepositivo)  (Amostra)

¢ g g

/+ LPS /+ LPS /+ LPS

+ Dexametasona
+ Indometacina

......[;{h

+ Amostra

Centrifuga ‘
Estufa CO2;24h

LC-MS/MS
; Protocolo de
4. LB R BRI

extracao

<

Fonte: De autoria prépria (2024).
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O procedimento de extragdo dos analitos descrito por Rosa e colaboradores
(2021) ocorre em duas etapas principais: (1) precipitagao de proteinas e (2) extragao
em fase soélida. Ambas técnicas de extracdo foram mantidas pois se mostraram
fundamentais para eliminacéo de interferentes que poderiam comprometer a etapa de
analise no instrumento, tanto no quesito vida util da coluna/pré-coluna cromatografica
quanto na perda de sensibilidade ao longo das analises em fungdo do acumulo
indesejado de interferentes na fonte de ionizacdo e analisador. Os testes com outros

tipos de preparo de amostra sem estas duas etapas demonstraram resultados piores.

5.1.2 Consideragoes sobre o padrao interno

O padrao interno tem o papel de compensar oscilagées de sinal em analises
quantitativas, sejam elas advindas de variagdes no preparo de amostras, ou do
instrumento de analise. Idealmente em espectrometria de massas, deve-se utilizar um
isotopo deuterado do analito, no entanto, estes apresentam custos demasiadamente
elevados. Padrdes internos nao-isotépicos também tém sido utilizados, desde que
possuam propriedades fisico-quimicas e estruturais semelhantes ao analito (Jiang et
al., 2020). A utilizagcao de padrao interno nao-isotdpico visa tornar o método mais
barato e, portanto, mais acessivel para pesquisas e triagem de um maior numero de
amostras. Além de reduzir os custos de trabalho do préprio grupo de pesquisa.

O cloranfenicol (CAP) foi o padréo interno utilizado no trabalho de Rosa e
colaboradores (2021). Como pode ser observado na Tabela 2, suas propriedades de
pKa e logP sao discrepantes dos analitos, assim como em estrutura quimica (Figura
3).

Buscou-se na literatura por substancias que apresentassem pKa e logP
préoximos aos do LTB4 e PGE2, assim como similaridade estrutural. O Limaprost foi a
substancia escolhida para atuar como padrao interno, porém, nao foi possivel obté-la
em tempo habil para realizacdo dos primeiros experimentos. Por este motivo, optou-
se por utilizar substancias provisérias ao longo do trabalho como o Cetoprofeno e
Latanaprost, que puderam ser obtidas mais rapidamente e eram mais apropriadas que
o CAP, considerando similaridade estrutural e valores de pKa e logP.
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Tabela 2 — Candidatos a padrao interno e seus respectivos pKa e logP.

Substancia pKa LogP
| Prostaglandina E2 (PGE2) | 4,3 | 3,3 |

Leucotrieno B4 (LTB4) 4,7 4.1
Limaprost 4.1 4.1
Cetoprofeno 3,1 3,1
Latanoprost 14,5 3,9
Acido 3(,;1):;1;droxmen20|co 4.2 10
Cloranfenicol (CAP) 8,7 0,9

Fonte: De autoria prépria (2024).

Legenda: as informagdes foram obtidas na base de dados Drugbank, na qual as propriedades teéricas
foram calculadas pelo algoritmo da Chemaxon.

Figura 3 — Estruturas dos analitos e candidatos a padrao interno.

Prostaglandina E2 0 Leucotrieno B4
0 \/(\)LOH OH OH o)
SNF AN = OH
é\/\N\/ X o)
HO OH o) J\ HO oH
0 ~ O

HQ HO
LimaM\OH O Latanaprost Acido 3,4-Dihidroxibenzéico (DHB)

; Cl
HO OH * o 90\@)/@*; o]
OH N HO
O O O Cloranfenicol (CAP)
O

Cetoprofeno

Fonte: De autoria prépria (2024).

No trabalho de Rosa e colaboradores (2021), o padrao interno é adicionado na
ultima etapa do preparo de amostras, fazendo com que apenas possiveis oscilacbes

do instrumento de analise fossem corrigidas. A primeira modificagdo no método
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consistiu em mover a adigao do padréo interno para o inicio do processo de extragao,
juntamente ao solvente de precipitagdo conforme descrito na segéo 4.3.2, permitindo
com que possiveis erros oriundos do preparo de amostras pudessem ser corrigidos

por normalizag&o.

5.1.3 Liofilizagao do plasma

Com a finalidade de reduzir o volume de solvente no preparo de amostras,
adotou-se a estratégia de liofilizar o plasma. Sem a presenga de agua na matriz
(plasma), foi possivel proceder com a precipitacdo de proteinas utilizando menor
volume de solvente organico. Passou-se a utilizar 280 yL de ACN/MeOH 1:1, em
contraste aos 500 L utilizados no procedimento sem liofilizagao descrito por Rosa e
colaboradores (2021).

Grafico 1 — Comparacao entre os sinais analiticos normalizados de PGE2 e LTB4 em
relacdo ao preparo de amostras com liofilizacdo e sem liofilizacdo

(controle).

PGE2 controle —|

PGE2 liofilizacao- I

LTB4 controle= —|

LTB4 liofilizag&o= \\‘_|

(Analito/DHB)

Fonte: De autoria propria (2024).
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O volume de sobrenadante coletado da precipitagao de proteinas foi de 200 pL.
Determinou-se este volume, pois foi o maximo possivel de se pipetar sem que
houvesse dificuldades de separar o sobrenadante do precipitado. Como
consequéncia, a diluigdo do solvente organico em agua (10% de ACN/MeOH em 90%
de H20) foi conduzida pela adicdo de 1,8 mL de agua ultrapura ao sobrenadante,
totalizando 2 mL. O tempo de preparo de amostras foi significativamente reduzido em
funcdo do menor volume de amostra a ser submetido a SPE: eram 5 mL no trabalho
descrito por Rosa e colaboradores (2021), e passou a ser 2 mL.

Os sinais dos analitos foram normalizados pelo sinal do padrdo interno
disponivel no momento (DHB), e suas intensidades relativas foram comparadas
(Grafico 1). Como é possivel perceber, a liofilizagdo do plasma provocou elevagao do
sinal analitico. Mais especificamente o sinal aumentou em 86% para o PGE2, e 217%
para o LTB4. Por esta razao, a etapa de liofilizagcdo passou a compor o protocolo de

extragcido dos analitos.

5.1.4 Otimizando o volume de matriz e solventes

Tendo em vista que o objetivo do ensaio consiste em fazer triagem de amostras
com atividade anti-inflamatéria com mecanismo de acao dual de inibicao das vias da
COX e LOX, é importante que seja possivel investigar uma grande quantidade de
amostras distintas num mesmo ensaio. Este objetivo pode ser mais facilmente
alcangado se o procedimento experimental for facilmente executavel, demandar
menor volume de sangue humano, pequeno volume de solventes para o preparo de
amostras, e pequena quantidade da amostra a ser testada. Neste sentido, é de suma
importancia buscar trabalhar com o menor volume de matriz possivel, dentro do que
o instrumento de analise permite quantificar.

Estabeleceu-se que o volume maximo de sangue a ser utilizado no ensaio se
limitaria ao volume de trabalho maximo da placa de 96 pocos, na qual o ensaio anti-
inflamatdrio € iniciado. Cada pog¢o da placa comporta um volume maximo de 350 uL;
e a proporgao volumétrica de sangue, indutor e amostra (ou controle) € de 80%, 10%
e 10% respectivamente. Portanto, determinou-se que o volume maximo de sangue
utilizado no ensaio passaria a ser de 280 uL. Consequentemente, o volume de indutor

e amostra passou a ser 35 pL.
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Apods o periodo de incubacgao e centrifugagcédo, determinou-se empiricamente
que o volume 6timo de sobrenadante a ser coletado com pipeta monocanal da placa
seria de 180 pyL. Um volume maior que este torna dificil a separacéo entre plasma e o
precipitado de hemacias.

Posteriormente, a aliquota de plasma € congelada, liofilizada, e entéo
submetida & precipitacdo de proteinas. A vista disso, determinou-se empiricamente
que 280 uL de é o volume ideal de solucdo precipitante (ACN/MeOH, 1:1, v/v), pois
permite que 200 pL de sobrenadante seja coletado facilmente com pipeta, sem que
haja muito volume remanescente. Esse sobrenadante é secado.

Visando elevar a quantidade de analito que chega ao detector do instrumento,
reduziu se o volume de ressuspensido de 100 pyL para 50 uL. Assim, a amostra se
encontraria 100% mais concentrada no momento da injegdo em comparagédo a
método proposto por Rosa e colaboradores (2021). Ademais, o volume de injecao foi

elevado de 20 uL para 30 pL.

5.1.5 Otimizagdo do monitoramento de reagées multiplas (MRM)

O método descrito por Rosa e colaboradores (2021) monitora um unico
fragmento do PGE2 mediante single reaction monitoring — SRM. Para promover maior
seletividade ao método, dois ou mais fragmentos passaram a ser monitorados pelo
analisador. O experimento de MRM foi otimizado utilizando padrbes auténticos dos
analitos, e os fragmentos determinados pela otimizagcdo foram incluidos no método,
conforme descrito na Tabela 1.

O trabalho de Murphy e colaboradores (2005) investigou padrdes de
fragmentacdo de metabdlitos oriundos do &cido araquidénico, os quais foram
submetidos a ESI e analisados por espectrometria de massas tandem. Dentre as
substancias avaliadas estavam incluidas o PGE2 e o LTB4. Seus resultados
corroboram os ions fragmentos encontrados na otimizagao do experimento de MRM
deste presente trabalho (Murphy et al., 2005).

Ao investigar o PGE2, o experimento de product ion scan detectou os ions
fragmentos com m/z 315,25; 271,2; e 333,35. Todos estes trés fragmentos foram
reportados por Murphy e colaboradores (2005), sendo eles os que apresentavam
maior intensidade relativa, respectivamente. Entdo, o fragmento com m/z 315,25 foi

escolhido como quantificador, e os demais como qualificadores.
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Para o LTB4, o product ion scan detectou os fragmentos majoritarios com m/z
59,1 e 195,2, em ordem decrescente de intensidade relativa, respectivamente. Estes
dois fragmentos também foram majoritarios no trabalho de Murphy e colaboradores
(2005). O fragmento 59,1 m/z foi entdo tomado como quantificador, e 0 195,2 m/z
como qualificador.

O experimento de product ion scan para o Limaprost teve com resultado dois
fragmentos: 343,45 m/z e 299,3 m/z. Um estudo de determinacdo de Limaprost
utilizando LC-MS/MS reportou seu padrao de fragmentagdo, na qual ambos
fragmentos estavam também presentes (Komaba et al., 2007). Entdo, o ion 343,45
m/z foi utilizado como quantificador, enquanto o 299,3 m/z foi escolhido como

qualificador.

5.1.6 Analise estatistica

A diferenciagdo de entre amostras ativas e nao-ativas se da por meio da
comparacgao entre replicatas do controle negativo (NEG; inflamagao sem tratamento)
e replicatas das amostras testadas. A tomada de decisdo para afirmar se esta
diferenca é significativa ou ndo é baseada em analise estatistica, especificamente
analise de variancia (ANOVA).

Em ANOVA, a variancia dentro de cada grupo (sejam eles controles positivo,
negativo e amostras) é comparada com a variancia entre as médias dos distintos
grupos; vide figura 3. A variancia interna dos grupos, oriunda da dispersao entre
replicatas de um mesmo tipo amostra, € a variancia nao explicada, e esta associada
aos erros aleatorios do experimento. Ja a variancia entre as médias dos grupos
corresponde a variancia explicada, onde a diferenca de sinal se da pelo tipo diferente
de tratamento (controles, ou amostras) (Liguori; Moreira, 2018).

Afirma-se que ha diferenca entre os grupos se a variancia explicada
(correspondente ao tratamento) for significativamente maior que a variancia nao
explicada (disperséo entre replicatas). Esta significancia é calculada através do teste
estatistico F (Sawyer, 2009).

No entanto, ANOVA apenas afirma que existe diferenga significativa entre os
grupos, mas néo indica quais grupos sao diferentes entre si. Para discriminar os
grupos, analises de comparagdes multiplas séo utilizadas logo em seguida a ANOVA,

como o teste de Dunnett (Lee; Lee, 2018; Liguori; Moreira, 2018).
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Figura 4 — Representagao grafica da légica da analise de variancia (ANOVA). (A)

Grupos nao significativamente diferentes. (B) Grupos significativamente

diferentes.
variance between groups variance between groups

> —>
variance within group variance within group

Fonte: Liguori; Moreira, 2018.

A ANOVA e o teste de comparagdes multiplas de Dunnett sdo paramétricos —
dependem da normalidade da distribuicdo dos dados (Sawyer, 2009). No entanto, ndo
€ possivel aferir normalidade para 3, 4 ou 5 replicatas, como € o caso quando
pretende-se investigar com um grande numero de amostras num unico ensaio. Mesmo
assim, utiliza-se ANOVA e Dunnett pois eles apresentam maior poder estatistico. Ter
maior poder significa que o teste estatistico € mais sensivel para detectar uma
diferenga caso de fato haja uma diferenca real (Lee; Lee, 2018). No entanto, o custo
de maior poder estatistico € a maior probabilidade de se cometer erro do tipo | —
afirmar que existe diferenga significativa, quando na realidade n&o ha (Durand, 2013).

Posteriormente, para aquelas amostras cuja diferenga em relacdo ao controle
negativo foi significativa, executa-se novamente uma comparagdo com o grupo
controle, mas desta vez utilizando o teste de Mann-Whitney, uma analise néo-
paramétrica para comparagdo de meédias. O objetivo desta segunda analise é
compensar o risco assumido anteriormente de se cometer um erro do tipo I, através
de uma analise mais conservadora (menor probabilidade de erro do tipo I, mas

também menor poder estatistico).

5.2 DESCRICAO E ANALISE DO METODO

5.2.1 Natureza do método: ensaio limite
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O presente método possui um carater qualitativo, uma vez que é proposto
determinar se o extrato de planta, ou qualquer substancia isolada, apresenta atividade
anti-inflamatéria ou ndo. A determinagao precisa e exata da concentracdo do analito
nao € estritamente necessaria, bastando apenas afirmar se o sinal analitico da
amostra investigada é diferente em relagdo ao sinal um controle, mediante analise
estatistica. Neste sentido, o0 método pode ser descrito como um ensaio limite, que
corresponde aquele ensaio cuja proposta € verificar se a quantidade do analito esta
acima ou abaixo de um nivel previamente estabelecido (Brasil, 2017). No presente
caso, o nivel de referéncia € o controle negativo, representando a inflamagao nao
tratada. Ja no ambito das figuras de mérito para o ensaio limite, € necessario apenas

a determinacao da seletividade e LD (Brasil, 2017).

5.2.2 Seletividade

A obtencéo de um sinal analitico livre da influéncia de interferentes presentes
na matriz da amostra € a definicdo de seletividade (Valcarcel, Gomez-Hens; Rubio,
2001). Esta figura de mérito, utilizando UPLC-MS/MS de baixa resolugéo,
normalmente pode ser obtida através do (1) preparo de amostras seletivo para a
substancia alvo a ser determinada; (2) determinagdo do tempo de retencao
correspondente ao padrdo do analito; assim como o (3) monitoramento do ion
precursor e ions produtos correspondentes ao analito. Todas estas estratégias
combinadas minimizam a probabilidade de se tomar o sinal de um interferente como
analito (Berendsen; Stolker; Nielen, 2013).

O preparo de amostras desenvolvido € adequado para extrair pequenas
moléculas orgéanicas. O tempo de retencdo e MRM foram determinados usando
padrées auténticos dos analitos, conforme apresentado na secdo de otimizacao

(secao 4.4).

5.2.3 Limite de detecgcao — LD

Existem diferentes abordagens para estimar o LD de um método analitico. No
entanto, a estimativa baseada no desvio padrdo dos residuos (Sxy) de uma curva
analitica € a abordagem recomendada tanto pelo trabalho de Evard, Kruve & Leito

(2016) quanto pelo guia do International Council for Harmonisation, uma vez que a
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sua estimativa € conservadora e simples de determinar (Evard; Kruve; Leito, 2016;
ICH, 2019).

Uma curva de calibragéo foi construida para cada analito (PGE2 e LTB4), na
qual constatou-se sua linearidade e homoscedasticidade (seg¢do A1.1) — requisitos
necessarios para determinacéo do LD baseada no Sxy (Evard; Kruve; Leito, 2016). Os
Sx.y e LD correspondentes ao PGE2 e LTB4 foram calculados e explicitados na tabela

abaixo.

Tabela 3 — Desvio padrao dos residuos (Sxy) das curvas analiticas correspondentes

ao PGE2 e LTB4, e seus respectivos limites de deteccao (LD).

Analito Sxy LD
PGE2 0.02277 8 ng mL?
LTB4 0.03225 8 ng mL?

Fonte: De autoria propria (2024).

5.2.4 Estabilidade dos analitos

5241 Estabilidade dos analitos no amostrador automatico

Ja era sabido que tanto o PGE2 deveria ser mantido sob baixas temperaturas
e protegido da luz (Merk, 2023). Desta forma, todo o processo de extracéo e analise
das amostras foram mantidos sob estas condic¢oes.

Ao fim do processo de extragao, apos a secagem em centrifuga concentradora
a vacuo, as amostras eram mantidas em congelador até o momento da analise, onde
eram ressuspendidas e armazenadas sob banho de gelo até o instante de sua injegéo
no instrumento de analise. Para tomar o devido cuidado, n&o era possivel manter as
amostras no amostrador automatico do UPLC-MS/M, sendo necessario, portanto,
acompanhar a inje¢cao de cada amostra individualmente.

A analise estatistica para comparacdo de médias dos instantes ‘3 horas’, e ‘18
horas’, comparadas uma a uma com a meédia dos instantes ‘O horas’ forneceu
evidéncia de que durante o periodo de 3 horas, em temperatura ambiente (24 °C), néo
ha alteracdo significativa do sinal, demonstrando que os analitos s&o estaveis a 24 °C
no amostrador automatico dentro deste periodo, para ambos os analitos e niveis de

concentragao (Grafico 2, e Tabela 4 — Estabilidade no amostrador automatico avaliada
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por meio de analise estatistica de Mann-Whitney comparando as médias dos instantes
monitorados, e avaliagao da precisdo mediante coeficiente de variagao.).

Ja no periodo de 18 horas, observou-se queda significativa do sinal apenas
para o PGE2 no nivel de concentragdo CQB, mas nao para o LTB4. Desta forma, a
fim de se manter a confiabilidade das analises, deve-se manter as amostras no
amostrador automatico por um periodo maximo de 3 horas.

Este resultado traz um avang¢o na praticidade ao ensaio, uma vez que foi
demonstrado que nao € necessario manter as amostras em banho de gelo, e

acompanhar individualmente injecao de cada amostra.

Grafico 2 — Estabilidade dos analitos no amostrador automatico em trés momentos.

-1 31,1ng mL?
101 77,7 ng mL 0.5- g
B O hrs

0.81 ]
o - T 5 04 -l * O3hrs
o= 2 018 hrs
3 0.6 8 0.3
3 o
g 04 g 0.2
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0.21 0.1

- - 0.0 . -
PGE2 LTB4 PGE2 LTB4

(A) (B)

Fonte: De autoria prépria (2024).
Legenda: *Diferencga estatistica (p < 0,05) em relagéo ao instante ‘0 horas’.

Tabela 4 — Estabilidade no amostrador automatico avaliada por meio de analise
estatistica de Mann-Whitney comparando as médias dos instantes

monitorados, e avaliagcao da precisdo mediante coeficiente de variagao.

0 horas 3 horas 18 horas
PGE? 31,1 ng mL"* (7,0 %) 0,886 (4,3 %) 0,029 (0,9 %) *
77,8 ng mL-"! (5,4 %) 0,343 (2,4 %) 0,114 (6,0 %)
T84 31,1 ng mL-"! (41,1 %) 0,486 (9,9 %) 0,486 (9,4 %)
77,8 ng mL-"! (5,6 %) 0,886 (5,8 %) 0,486 (11,2 %)

Fonte: De autoria propria (2024).

Legenda: *Diferenga estatistica (p < 0,05) em relagao ao instante ‘0 horas’.
Os resultados dos testes de Mann-Whitney, expressos em p-valor, estdo apresentados fora
dos parénteses. Ja o resultado de precisao, expressos como coeficiente de variagdo (CV%),
estdo apresentados entre parénteses.
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5.2.4.2 Estabilidade dos analitos no congelador

Para manutencédo da estabilidade, apds a etapa de secagem em centrifuga
concentradora a vacuo, as amostras sdo mantidas secas no congelador a -20 °C até
o momento de sua inje¢do no UPLC-MS/MS. A ressuspensdo em ACN é realizada
somente instantes antes da analise.

Conforme descrito na seg¢ao anterior (seg¢do 5.2.4.1), apds a ressuspensao, a
estabilidade é assegurada por um periodo maximo de 3 horas em temperatura
ambiente e protegida de iluminagdo. No entanto, averiguou-se quanto tempo as
amostras sao estaveis a -20 °C em congelador apds a etapa de ressuspensao em
ACN. Para isso, preparou-se 12 amostras na mesma concentragdo (31,1 ng mL"), e
a cada 24 horas foram avaliadas 4 replicatas a fim de verificar se ha queda significativa
na intensidade do sinal analitico (Tabela 5).

Como foi possivel constatar, ha uma reducgao significativa no sinal analitico de
PGEZ2 apéds 24 horas do instante da ressuspensao. Portanto, sua estabilidade a -20 °C
nao foi assegurada. Neste sentido, a ressuspensao da amostra foi realizada instantes
antes da injecdo no instrumento de analise, respeitando o periodo de 3 horas

estabelecidos na se¢ado 5.2.4.1. Ja o LTB4 se mostrou estavel no periodo avaliado.

Tabela 5 — Estabilidade no congelador: analise estatistica de Mann-Whitney
comparando as médias dos instantes, e avaliagao da precisdo mediante

coeficiente de variagao.

0 horas 24 horas 48 horas
PGE2 (3,5 %) 0,016 (6,0 %) * 0,016 (6,2 %) *
LTB4 (4,3 %) 0,111 (8,4 %) 0,064 (4,1 %)

Fonte: De autoria prépria (2024).

Legenda: *Diferencga estatistica (p < 0,05) em relagao ao instante ‘O horas’.
Os resultados dos testes de Mann-Whitney, expressos em p-valor, estdo apresentados fora
dos parénteses. J& o resultado de precisao, expressos como coeficiente de variagdo — CV%,
estdo apresentados entre parénteses.
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Grafico 3 — Estabilidade dos analitos em congelador (-20 °C) apds etapa de

ressuspensao.
PGE2 LTB4
- i BOhrs
0.60 0.30 0 24 hrs
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Fonte: De autoria propria (2024).
Legenda: *Diferencga estatistica (p < 0,05) em relagéo ao instante ‘0 horas’.

5.3 APLICACAO DO METODO
5.3.1 Representacao grafica do ensaio anti-inflamatério

O primeiro boxplot em vermelho representa o controle negativo, especificado
como NEG, consistindo no processo de inflamagdo sem tratamento. A segunda
categoria com triplicatas em asterisco representa o controle positivo (IND para COX;
e DEX para LOX), representando a inflamagéao tratada com os respectivos farmacos
de referéncia. Os demais boxplots sao referentes as amostras de OO, OD, PM e NM.

Como pode-se notar no Grafico 4 (B), o controle positivo apresenta resposta
analitica semelhante aos extratos investigados. Neste caso em especifico, devido a
problemas com o padrao de dexametasona, a confiabilidade do controle positivo para
via LOX foi comprometida. No entanto, esta adversidade ndo afetou a analise

estatistica pois o controle positivo n&do é incluido na ANOVA.
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Grafico 4 — Ensaio anti-inflamatério avaliando inibicdo das vias da COX (A) e LOX (B)

por extratos das espécies da familia Lauraceae.
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Fonte: De autoria propria (2024).

Legenda: Extratos avaliados: Ocotea odorifera (OO), Ocotea diospyrifolia (OD), Persea major (PM) e
Nectandra membranacea (NM). Grupos controle avaliados: negativo (NEG), indometacina
(IND), dexametasona (DEX). Todos os extratos avaliados tiveram P < 0,05 quando
comparados com o grupo controle negativo por meio de ANOVA seguido do teste de Dunnett
e posteriormente teste de Mann-Whitney.

5.3.2 Concentragao dos analitos

As médias do sinal analitico (area sob o pico) de cada grupo foram aplicadas
nas equacdes da reta apresentadas em A 1.1, e suas concentracdes correspondentes
estdo explicitadas na Tabela 6 abaixo. Como pode-se notar, todas as concentragdes
(exceto o controle negativo IND) sdo superiores a concentragdo de 8 ng mL? e,

portanto, superiores ao LD descrito na secéo 4.5.2.

Tabela 6 — Concentragdo média de PGE2 e LTB4 para os distintos tratamentos do
ensaio anti-inflamatorio.

(continua)
Tipo de tratamento PGE2 LTB4

NEG 19,4 ng mL? 17,8 ng mL?
IND 1,0 ng mL1 -
DEX - *11,7 ng mL1
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Tabela 6 — Concentragdao média de PGE2 e LTB4 para os distintos tratamentos do
ensaio anti-inflamatorio.

(Conclusao)

Tipo de tratamento PGE2 LTB4
o]e) 14,0 ng mL™* 12,7 ng mL?
oD 12.5 ng mL? 11,8 ng mL*
PM 13,3 ng mL* 12,8 ng mL?
NM 12,5 ng mL* 12,0 ng mL?

Fonte: De autoria prépria (2024).

Legenda: *Controle positivo comprometido.
Extratos avaliados: Ocotea odorifera (OO), Ocotea diospyrifolia (OD), Persea major (PM) e
Nectandra membranacea (NM). Grupos controle avaliados: negativo (NEG), indometacina
(IND), dexametasona (DEX). PGE2: prostaglandina E2, LTB4: leucotrieno B4.

5.3.3 Analise estatistica

Os sinais analiticos, normalizados pelo padrio interno limaprost, submetidos a
ANOVA indicaram diferenga significativa entre os grupos investigados (PGE2: F =
11,67 [p < 0,0001]; LTB4: F = 6,97 [p = 0,0005]). Utilizou-se o pos-teste de Dunnett
para identificar quais grupos apresentaram niveis de marcadores (PGE2 e LTB4)
significativamente diferentes em relagdo ao controle negativo (NEG). Os resultados

obtidos estido sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7 — Teste de Dunnett tendo controle negativo como referéncia.

Grupos comparados COX-PGE2 (p-valor) LOX-LTB4 (p-valor)
NEG vs. OO 0,0058 0,0003
NEG vs. OD 0,0005 <0,0001
NEG vs. PM 0,0020 0,0004
NEG vs. NM 0,0006 <0,0001

Fonte: De autoria propria (2024).

O teste de Dunnett indicou que as amostras OO, OD, PM e NM sao estatisticamente
diferentes comparados a inflamagao n&o tratada (NEG), indicando atividade de
inibicdo tanto para via COX quanto LOX. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
foi utilizado para confirmar as observagbes via teste de Dunnett, e os dados
apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Comparando amostras em relagao ao controle negativo por teste de Mann-

Whitney
Grupos comparados COX-PGE2 (p-valor) LOX-LTB4 (p-valor)
NEG vs. OO 0,0079 0,0079
NEG vs. OD 0,0079 0, 0079
NEG vs. PM 0,0079 0,0079
NEG vs. NM 0,0079 0,0079

Fonte: De autoria prépria (2024).

Ambos os testes de Mann-Whitney e ANOVA concluiram que sinal o analitico
dos marcadores inflamatérios PGE2 e LTB4 para as amostras foram

significativamente menores (p-valor < 0,05) que o controle negativo (NEG).

5.3.4 Atividade anti-inflamatéria das espécies investigadas

No trabalho de Alcantara e colaboradores (2023), espécies Lauraceae foram
investigadas quanto a sua atividade de inibicdo de producdo de PGE2, e dentre
aquelas ativas estavam incluidas as espécies avaliadas pelo presente trabalho — (OO;
OD; PM; e NM) (de Alcantara et al., 2023). Assim, os resultados obtidos utilizando
método desenvolvido apresentam confirmacdo externa de um experimento
independente, no tocante a via COX.

Quando a avaliagao da via LOX, um estudo revelou que o extrato foliar de OD
€ capaz inibir os niveis de mieloperoxidase (MPO), uma enzima presente
principalmente em neutrofilos, e que indicam seu recrutamento para o tecido
inflamado. Dado que o LTB4 é uma das principais substancias envolvidas no
recrutamento de neutrofilos, sugeriu-se que o extrato foliar de OD poderia apresentar
atividade de inibicdo da via LOX (Silva et al., 2021). O mesmo foi observado para OO,
na qual Alcantara e colaboradores (2021) relatou inibicdo da produgdo de MPO (de
Alcantara et al., 2021; Katchborian-Neto et al., 2023). Apesar das evidéncias, um
estudo mais especifico para inibicado desta via seria necessario. Preenchendo esta
lacuna, os resultados aqui obtidos corroboraram a sugestao de Silva e colaboradores
(2021) e Alcantara e colaboradores (2021), e de modo reciproco, estas evidéncias da

literatura validam os achados deste trabalho. Além disso, estes dois estudos reportam
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evidéncias in vivo para atividade anti-inflamatdria de seus extratos foliares nas vias da
COX e LOX, o que corrobora os resultados ex vivo encontrados.

A ultima revisdo do género Nectandra, publicada em 2016, ndo relatou atividade
anti-inflamatéria para espécie NM (Grecco et al., 2016). Posteriormente, Alcantara e
colaboradores (2021) relataram que extratos foliares inibem a via COX, mas nenhuma
informacéao foi encontrada sobre inibicdo da via LOX. Portanto, o presente trabalho
reporta pela primeira vez que o extrato de NM é capaz de inibir a produgcao de LTB4.

Ainfusao de cascas da espécie Persea major é utilizada na medicina tradicional
para tratar lesdes cutaneas e danos gastricos. Em razdo disso, tem sido estudada
quanto a sua atividade gastroprotetora (Cosmo et al., 2007; Somensi et al., 2017).
Efeitos antibacterianos e analgésicos também tém sido relatados (Volpato et al.,
2017), no entanto, estudos avaliando suas folhas s&o escassos, e apenas o trabalho
de Alcantara e colaboradores (2021) investigou sua atividade anti-inflamatdria apenas
para a via COX. Nossos resultados fornecem evidéncias inéditas de que o extrato
foliar de PM é capaz de inibir também a via LOX.

Em suma, o presente trabalho revela que as quatro espécies investigadas sao
capazes de inibir tanto a via COX quanto LOX. Porém, neste caso, nao é possivel
inferir se a inibicdo ocorre nas duas vias de maneira independente, ou se a inibigao
se da no inicio da cascata impedindo a formagao de acido araquidénico. Para obter
tal informacé&o, uma investigacao utilizando um método mais seletivo seria necessaria.
Em todo caso, o método desenvolvido cumpriu seu papel de permitir a triagem de
espécies de plantas com atividade anti-inflamatéria, fornecendo evidéncias

necessarias para prosseguir para avaliagao in vivo.



42

6 CONCLUSAO

Um ensaio anti-inflamatoério capaz de triar inibidores das vias COX e LOX
simultaneamente foi desenvolvido. O método permitiu detectar PGE2 e LTB4
satisfatoriamente, discriminando tratamentos distintos e viabilizando inferir sobre a
inibicdo da producao destes mediadores inflamatdrios. Apenas uma pequena massa
do extrato ou substancia isolada é necessario para investigagao de sua atividade anti-
inflamataoria, permitindo que a avaliagédo seja possivel mesmo com baixo rendimento
de extragdo. Além disso, a utilizagdo de pequeno volume de sangue viabiliza a
avaliagao de grande numero de amostras num unico ensaio.

O método desenvolvido se mostrou seletivo e com LD adequado para o ensaio
limite proposto. Foi demonstrado que apesar da instabilidade térmica e luminosa dos
analitos, é seguro manter as amostras no amostrador automatico do UPLC-MS/MS
por até 3 horas apds sua ressuspensdo. Foi demonstrado também que amostras
devem ser mantidas secas e somente serem ressuspendidas no dia da analise.

Quatro espécies da familia Lauraceae foram investigadas e todas elas
apresentaram capacidade de inibir as vias COX e LOX. Este ensaio reproduziu
resultados da literatura quanto a inibicdo da producao de PGEZ2, e forneceu resultados
inéditos quanto a inibicdo da producédo de LTB4. Além disso, evidéncias in vivo para
atividade anti-inflamatoria pelas vias da COX e LOX, de extratos foliares de duas das
espécies deste estudo também corrobora os resultados ex vivo encontrados.

Este trabalho apresenta resultados bastante promissores, sendo possivel
vislumbrar beneficios para o préprio grupo de pesquisa e comunidade cientifica, dado
que cumpriu seu papel de permitir a triagem de espécies de plantas com atividade
anti-inflamatéria, avaliando as principais vias envolvidas no processo inflamatério e

fornecendo evidéncias preliminares para posterior avaliagao in vivo.
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APENDICE

A1 AVALIACAO DE FIGURAS DE MERITO

A 1.1 Curva analitica e homocedasticidade

A curva de calibragao foi obtida através do enriquecimento de plasma humano
com padrdes dos analitos (PGEZ2, LTB4 e Limaprost) nas concentragdes descritas na
tabela S1. Cada nivel de concentracao foi analisado em cinco replicatas, ambas as
curvas se ajustaram ao modelo de regresséo linear, e suas respectivas equacgdes da

reta sdo apresentadas a seguir:

Para o PGE2: Y =0,01307 X + 0,1424 rz=0,9933
Para o LTB4: Y =0,009332 X + 0,01324 r? = 0,9925

Grafico A1 — Curva analitica para PGE2 e LTB4 tendo o Limaprost como padréao
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Fonte: De autoria propria (2024).

Considerando que o coeficiente angular da equacgao da reta obtida corresponde
a sensibilidade do método, pode-se observar que o método para o PGE2 é 40% mais
sensivel em relagdo ao método para o LTB4. Este resultado reflete o fato de que o

sinal do PGE2 é mais intenso que o LTB4 para uma mesma concentracao, e tal
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observacao pode estar associada a maior facilidade de o PGE2 se ionizar na fonte
ESI em relagcdo ao LTB4.

Para avaliacgdo da homocedasticidade fez-se o uso do teste de Levene
modificado. Para executa-lo, substituiu-se os valores de cada replicata pelas suas
diferengas absolutas em relacdo a mediana para cada nivel de calibragdo. Este novo
conjunto de dados foi submetido a ANOVA. De acordo com o teste de Levene, se o
teste F correspondente nado for significativo, pode-se concluir que as variancias sdo

homogéneas ao longo da curva de calibragdo (GLANTZ, 2016).

Grafico A2 — Grafico de residuos correspondente as regressdes lineares de PGE2 e

LTB4.
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Fonte: De autoria propria (2024).

Para o LTB4, o teste F resultou em F = 0,1838 (p = 0,9868). Ja para o PGE2, F
=0,1530 (p = 0,9869). Desta forma, n&o ha evidéncias para afirmar que ha diferencga
entre as variancias dos niveis de calibragdo ao longo da curva e, portanto, ha
homocedasticidade.

A 1.2. Precisao e exatidao
A precisao foi determinada através do calculo do desvio padrao relativo

(coeficiente de variagao) entre as respostas individuais das replicatas. Ja a exatidao

em cada nivel de calibragdo foi determinada pelo desvio (calculado através da
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diferenga entre a concentragcdo média das replicatas e a concentragdo nominal)
normalizado pela concentragcdo nominal, ao qual € denominada erro relativo (ER).

Segue a tabela S1 com o resultado destes calculos para cada analito.

Tabela A1 — Avaliagao da precisao e exatidao para as curvas de PGE2 e LTB4.

Concentracao o POEZ o - LB i
nominal (ng mLY) Precisao Exatidéao Precisao Exatidao
CV (%) ER (%) CV (%) ER (%)

15,5 5.9% -6.3% 9,1% 0.8%
19,4 4.6% 0.2% 4,3% 3.7%
24,9 3.7% 1.3% 3,2% -6.9%

31,1 3.4% 4.7% - -

38,9 - - 3,7% 0.0%
50,6 3,5% -1,3% 4,4% 2.0%
62,2 - - 5,0% 1.7%
77,8 4.2% -0.8% 5,2% -1.7%
97,2 4.0% 0.4% 3,1% 0.1%

Fonte: De autoria propria (2024).

A 1.3. Limite inferior de quantificagao

Partindo da definicdo de limite de quantificagdo como ‘a menor concentragao
na qual consegue-se determinar o analito com precisédo e exatidao adequada’, e por
preciséo e exatiddo adequada entende-se como CV e ER < 15%, entao o limite inferior

de quantificagéo seria 15,5 ng mL™', para ambos analitos.

A 1.4. Recuperagao

Para avaliar a recuperagao do processo de extracao, preparou-se dois tipos de
amostras: (1) aquelas na qual enriqueceu-se a matriz (plasma) com padrbes dos
analitos antes do preparo de amostras; (2) e aquelas na qual a matriz foi enriquecida

apods o preparo de amostras.
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Assumindo que o segundo tipo representa 100% de recuperagéo, a razao
expressa o quanto de analito foi recuperado no processo de extragao. Tal analise foi

feita para trés niveis de concentracao distintos, e esta exposto na Tabela S2.

Tabela A2. Recuperagéo de PGE2 e LTB4 em trés niveis de concentragao.

Concentragao nominal PGE2 LTB4
31,1 ng mL"" 57,5 % 51,2 %
49,8 ng mL"" 51,5 % 61,0 %
77,8 ng mL"" 61,5 % 56,3 %

Fonte: De autoria propria (2024).

A 1.5. Efeito de matriz

Ja o efeito de matriz foi avaliado comparando os sinais dos analitos em solugao
em relacao aos sinais de amostras na qual os padrdes dos analitos foram adicionados
apods o preparo de amostras. A razdo entre os sinais destes dois tipos de amostras —
o FMN (Fator Normalizado de Matriz), reflete a interferéncia da matriz na intensidade
do sinal dos analitos.

Outro parametro a ser calculado foi a reprodutibilidade dos FMNs, que consiste
no calculo do coeficiente de variagcdo (CV%) entre suas replicatas. A ANVISA
preconiza que CV% < 15% (BRASIL, 2012).

Foram calculados trés FMNs em triplicata para cada analito na concentragéo
77,8 ng mL-'. Os resultados revelam que a matriz provoca supresséo idnica para

ambos analitos, no entanto a repetibilidade entre os FMNs foi demonstrada.

Tabela A3. Fatores de matriz e sua repetibilidade.

FMN (%) CV (%) dos FMNs
PGE2 40% 2,0%
LTB4 68% 5,8%

Fonte: De autoria prépria (2024).

O acroénimo FMN corresponde ao Fator Normalizado de Matriz — uma razao entre os sinais analiticos
das substancias em solugdo comparadas com os sinais das mesmas substancias sob o efeito da matriz.
Esta razdo representa a magnitude do efeito de matriz; e o calculo do coeficiente de variagao (CV %)
corresponde a repetibilidade do FMN, que deve ser CV (%) < 15%.
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