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RESUMO

A espécie Sambucus nigra L. é originaria da Europa e foi introduzida no Brasil devido
seu disseminado uso na medicina popular na forma de infusdo, pelas suas propriedades
diuréticas e depurativas associadas a enfermidades como febre, doencas renais e gripe.
Entretanto, ha necessidade de expandir os estudos sobre essa espécie, principalmente com foco
na sua atividade antitumoral. O cancer, atualmente, é uma doenca que acomete grande parte da
populagdo mundial, por isso tornou-se frequente alvo de pesquisas. Para o Brasil, de acordo
com as estimativas do Instituto Nacional do Céancer (INCA), no biénio de 2018-2019, estimam-
se 6.690 novos casos de cancer de bexiga em homens e 2.790 novos casos em mulheres. O
objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antitumoral do extrato e fracdes das flores de S.
nigra L. em células de carcinoma urotelial (linhagem T24) e sua seletividade utilizando células
humanas de fibroblastos (MRC-5). Extrato Etandlico Bruto (EEB) e fracfes (hexanica, acetato
de etila, butandlica e hidrometandlica) das flores de S. nigra L. foram obtidos por percolacéo e
particdo liquido:liquido, sendo posteriormente caracterizados por CLUE-DAD-EM/EM. Foram
identificadas 9 moléculas de flavonoides na F-BuOH (rutina, isoquercitrina, isoramnetina-3-O-
rutinosideo, canferol-3-O-glicosideo, luteolina-7-O-rutinosideo, luteolina-4'-O-rutinosideo,
isoramnetina-7-O-rutinosideo, luteolina-7-O-glicopiranosideo e selgin-7-O-glucoside). Na
avaliacdo da atividade citotoxica, no tempo de 24 horas, observou-se atividade do EEB e da F-
BuOH nas menores concentragdes avaliadas para linhagem T24. Entretanto, ndo houve reducédo
da viabilidade das células MRC-5, indicando seletividade. Pelo estudo fitoquimico, observou-
se gue a atividade da F-BuOH pode estar correlacionada majoritariamente com o alto teor de
flavonoides totais presentes, principalmente a rutina. A F-BuOH foi veiculada em solugdes
micelares de F127 pelo método de dispersdo a frio (DF), e os resultados da citotoxicidade
observados para as formulagbes contendo a F-BuOH incorporada demonstraram que a
formulacdo com maior concentracdo de F127 e menor concentracdo de F-BuOH foi citotdxica
para as células T24. A formulacdo com menor concentracdo de F127 e maior concentracdo de
F-BUOH ndo induziu reducdo na viabilidade celular em nenhuma concentragéo avaliada. Por
meio desses resultados concluiu-se que o aumento da concentracdo de F127 na formulagédo
potencializou os efeitos citotdxicos da fracdo. O ensaio de liberag&o in vitro da formulagdo com
a fragdo butandlica incorporada utilizando a rutina como biomarcador demonstrou que as

micelas liberam a fracdo em proporcdo similar e gradualmente ao longo do tempo, mas a

viii



quantidade liberada foi muito pequena, devido a uma possivel interacdo dos flavonoides
presentes na F-BuOH com as cadeias poliméricas do F127. Os resultados obtidos demonstram
que os flavonoides presentes nas flores de S. nigra L. sdo 0s possiveis responsaveis pela
atividade citotoxica nas células de carcinoma de bexiga, ademais as solugdes micelares atuam
conjuntamente para aumentar a acdo da F-BuOH e podem se tornar uma abordagem interessante

para um futuro tratamento do tumor de bexiga.

Palavras-chaves: Sambucus nigra L., flavonoides, atividade citotoxica, cancer de bexiga,

micelas poliméricas, Pluronic® F127.



ABSTRACT

The species Sambucus nigra L. is native from Europe and was introduced in Brazil due
to its widespread use in folk medicine in the continent of origin, for its diuretic and depurative
properties associated with diseases such as fever, kidney disease and influenza. However, there
Is a need to expand studies on this species, mainly focusing on its antitumor activity. Cancer is
currently a disease that affects a large part of the world's population, so it has become a major
concern. According to estimates by the National Cancer Institute (INCA), in the 2018-2019
biennium, 6,690 new cases of bladder cancer are estimated in men and 2,790 new cases in
women. Thus, the objective of this study was to evaluate the antitumor activity of extracts and
fractions of S. nigra L. flowers on urothelial carcinoma cells (T24 line) and their selectivity
using human fibroblast cells (MRC -5). S nigra L. gross ethanol extract (EEB) and fractions
(hexanic, ethyl acetate, butanolic and hydromethanolic) were obtained by percolation and
liquid:liquid partition, and were later characterized by CLUE-DAD-MS/MS where 9 flavonoid
molecules were identified in the F-BuOH (rutin, isoquercitrin, isorhamnetin-3-O-rutinoside,
kaempferol-3-O-glucoside, luteolin-7-O-rutinoside, luteolin-4'-O-rutinoside, isorhamnetin-7-
O-rutinoside, luteolin-7-O-glucopyranoside e selgin-7-O-glucoside). In the evaluation of the
cytotoxic activity in the 24 hours, the activity of the EEB and the F-BuOH was observed in the
lowest concentrations tested in the T24 lineage but it is not reduced in the viability of MRC-5
cells, indicating selectivity. Through the phytochemical study, it was observed that the activity
of the F-BUOH may be correlated mainly with the high content of total flavonoids present,
mainly the rutin. The F-BuOH has been incorporated in micellar solutions of F127 by the cold
dispersion method (DF), and the cytotoxicity results observed for the formulations containing
the incorporated F-BuOH showed that the formulation with higher concentration of F127 and
lower concentration of F-BuOH was cytotoxic for T24 cells. The formulation with lower
concentration of F127 and higher concentration of F-BuOH no induced reduction in cellular
viability at any concentration evaluated. By mean of these results it is concluded that increasing
the concentration of F127 in the formulation potentiated the cytotoxic products of the fraction.
The in vitro release assay of the formulation with the incorporated butanolic fraction using rutin
as a biomarker demonstrated that the micelles release the fraction in a similar proportion and
gradually over time, but the amount released was very small due to a possible interaction of the
flavonoids present in the F-BuOH with the polymer chains of F127. The results obtained so far

show that the flavonoids present in flowers of S. nigra L. are the possible responsible for
X



cytotoxic activity in bladder carcinoma cells, in addition the micellar solutions act together to
increase the action of the F-BuOH and can become an interesting approach to a future treatment
of the bladder tumor.

Keywords: Sambucus nigra L., flavonoids, cytotoxic activity, bladder cancer, polymeric
micelles, Pluronic® F127.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

O cancer de bexiga encontra-se na 112 posicao entre 0s canceres mais comuns no mundo,
apresentando uma incidéncia de 429.793 (3,1%) casos e uma taxa de mortalidade de 165.084
(2%), sendo o tipo mais comum o carcinoma urotelial (OLIVEIRA et al., 2016).

Com o aumento da incidéncia e mortalidade provocadas pelo cancer, a industria
farmacéutica, aliada as universidades, procura por farmacos mais eficazes e modernos.

De acordo com a PhRMA (The Pharmaceutical Research and Manufacturers of
America), em 2008, cerca de 633 produtos terapéuticos biotecnoldgicos estavam em
desenvolvimento, sendo que 254 eram para tratamento de diferentes tipos de cancer. Em 2008,
0 FDA aprovou 31 novos medicamentos biotecnoldgicos indicados para o tratamento contra o
virus da gripe sazonal, tratamento de artrite reumatoide moderada e grave, cancer renal, entre
outros (ALMEIDA & AMARAL & LOBAO, 2011).

Dentro desse contexto, para se encontrar novos farmacos antitumorais, 0s produtos
naturais apresentam-se como alternativa indispensavel, uma vez que farmacos com
propriedades medicinais provem de diversas fontes como das plantas, microrganismos,
organismos marinhos, vertebrados e invertebrados. Dessas fontes foram descobertos inimeros
farmacos com atividades terapéuticas de grande importancia, que incluem agentes
anticancerigenos como a pentostatina, peplomicina e a epirubicina (THOMAS et al., 2011).

A Sambucus nigra L. é uma planta originaria da Europa, cultivada no sul do Brasil e
utilizada na medicina tradicional por apresentar propriedades terapéuticas como diurética,
antipirética, antisséptica, cicatrizante e anti-inflamatéria (MATTE & MATA, 2015).

Os usos da Sambucus nigra L. podem ser justificados devido a sua composic¢ao quimica,
constituida majoritariamente por flavonoides, que apresentam varias atividades bioldgicas tais
como anti-inflamatdria, antiviral, antioxidante a anticancerigena (VIAPIANA &
WESOLOWSKI, 2017).

Como o0 uso de produtos naturais na sua forma in natura sdo degradados rapidamente
no organismo, e em muitas vezes ndo atingem o local de agdo nas concentragdes necessarias,
torna-se importante a utilizacao de estratégias de veiculacdo desses compostos para que ocorra
0 aumento da disponibilidade dos mesmos no local de acdo gerando o aumento da eficacia

terapéutica.
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Os sistemas de liberacdo de farmacos sdo muito utilizados na area farmacéutica. Esses
sistemas corrigem problemas associados as caracteristicas fisicas do f&rmaco veiculado, que
afetam a estabilidade, a solubilidade e a rapida eliminacdo do organismo (KABANOV &
ALAKHOV, 2002).

Dentro desses sistemas de liberagdo, estdo inclusas as micelas poliméricas que permitem
encapsular os farmacos ativos e com isso aumentar a quantidade do agente entregue as células
tumorais, aumentando a eficAcia do tratamento e reduzindo seus efeitos adversos
(BROMBERG, 2008).

Dessa forma, diante dos possiveis usos terapéuticos dos flavonoides como agentes
antineoplasicos e os beneficios da utilizacdo de sistemas micelares como forma de veiculacdo
dessas substancias, no presente estudo foram desenvolvidas solu¢Ges micelares de Pluronic®
F127 contendo extrato e fracdes das flores de Sambucus nigra L. A atividade do extrato bruto
e as fragBes in natura foram avaliadas em modelos celulares de tumor de bexiga e em células
normais de fibroblastos humanos. O mesmo teste foi realizado para as frac6es veiculadas em

solucdes micelares de F127.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cancer

O cancer, atualmente, € uma doenca que acomete grande parte da populacdo mundial,
por isso tornou-se motivo de grande preocupacdo. Cancer € o nome dado a um conjunto de
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células, que podem vir a invadir
tecidos e 6rgdos (INCA, 2018).

As causas de cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo. As
causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos habitos ou costumes préprios de um
ambiente social e cultural. Cerca de 80% dos casos de cancer estdo ligados ao meio ambiente,
devido a maior exposicdo a fatores de risco. As causas internas sdo, na maioria das vezes,
geneticamente pré-determinadas. Dessa forma, as mudancas provocadas no meio ambiente pelo
préprio homem, os habitos e estilos de vida adotados pelas pessoas podem determinar 0s
diferentes tipos de cancer (ALMEIDA et al. 2005; INCA, 2018).

Baseado no documento World Cancer Report, divulgado pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) em 2014, observa-se que o cancer € um grande problema de saude publica, sendo
mais grave em paises em desenvolvimento. Os niUmeros sugeridos sdo alarmantes, pois estima-
se gque, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes
de mortes por cancer e 75 milhGes de pessoas vivas, anualmente, com cancer (INCA, 2018).

Em 2017 a OMS divulgou que houve um aumento no nimero de ébitos por cancer em
paises de baixa renda, 8,8 milhdes de pessoas morreram de cancer frente a média registrada em
2012 de 8,2 milhdes de mortes, sendo que um dos fatores contribuintes esté ligado a demora
entre o diagndstico e o inicio do tratamento. De acordo com o divulgado pela OMS, esse nimero
é duas vezes e meia maior que o numero de Gbitos acometidos por complicacdes relacionadas
a HIV/AIDS, tuberculose e maléria combinadas.

Doencas prevalentes como diabetes, doencas cardiovasculares e doencas cronicas de
pulméo, juntamente com o cancer, sdo responsaveis por 40 milhdes (70%) das 56 milhdes de
mortes no mundo, estimados no ano de 2015 (OMS, 2017).

No Brasil, as taxas de mortalidade por cancer por idade, no periodo de 1990 a 2008,

demonstram que tanto para homens quanto para mulheres, a idade que ocorre mais ébitos esta
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entre 60 e 69 anos, totalizando um ndmero de 6bitos para homens de 310.771 e para mulheres
um total de 227.886 (INCA, 2016).

O processo de carcinogénese, ou seja, de formacao de cancer, em geral da-se lentamente,
podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa origine um tumor detectavel
(ALMEIDA et al., 2005).

Esse processo passa por varios estagios antes de chegar ao tumor, de acordo com o
descrito por Almeida (2005):

- Estégio de iniciacdo: E o primeiro estagio da carcinogénese. Nele as células sofrem o efeito
de um agente carcinogénico que provoca modificagdes em alguns de seus genes. Nesta fase as
células encontram-se geneticamente alteradas, porém ainda nédo é possivel detectar um tumor

clinicamente.

- Estdgio de promogdo: As células geneticamente alteradas sofrem o efeito dos agentes
cancerigenos classificados como oncopromotores. A célula iniciada é transformada em célula
maligna, de forma lenta e gradual. Para que ocorra essa transformacao, é necessario um longo
e continuado contato com o agente cancerigeno promotor. A suspensdo do contato muitas vezes

interrompe 0 processo nesse estagio.

- Estagio de progressdo: E o terceiro e ltimo estagio e caracteriza-se pela multiplicacio
descontrolada, sendo um processo irreversivel. O céncer ja estd instalado, evolui até o
surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca. Os fatores que promovem a
iniciacdo ou progressao da carcinogénese sao chamados de carcindgenos. O fumo, por exemplo,
é um agente carcindégeno completo, pois possui componentes que atuam nos trés estagios da
carcinogénese.

O tratamento para o cancer pode ser dividido em cirdrgico, radioterapia, quimioterapia,
transplante de medula dssea e imunoterapia. De acordo com a Sociedade Americana de
Quimica, a quimioterapia é um dos tratamentos mais eficazes e mais utilizados para destruicao
de pequenos tumores que sofreram metastase e que se encontram longe do alcance da cirurgia
e da radioterapia (FONTES & CESAR & BERALDO, 2005).

A quimioterapia vista como a abordagem mais tradicional de tratamento, interfere nas
diferentes fases do ciclo celular, de forma a interferir no crescimento da célula e gera sua morte.

Muitos desses tratamentos atuam de forma direta ou indireta sobre a sintese e replicacdo do
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DNA, como exemplo o bloqueio de enzimas, como a topoisomerase, ou a inibi¢cdo da formacéo
dos microtubulos, necessérios para a mitose (FIGUEIREDO & FORONES & MANOUKIAN,
2014).

Em consequéncia da acdo dos medicamentos para o tratamento do cancer, por ndo serem
especificos para as células malignas, hd uma grande ocorréncia de efeitos adversos. Os efeitos
adversos muitas vezes levam a baixa adesdo ao tratamento pelo paciente, o que inclui aumento
nas taxas de hospitalizacdo. Esses fatores contribuem para o aumento da toxicidade
medicamentosa, pois o0s intervalos entre as medicacgdes ndo sdo seguidos, podendo gerar graves
danos para a satde do paciente (FIGUEIREDO & FORONES & MANOUKIAN, 2014).

2.2. Cancer de bexiga

O cancer de bexiga é o tipo de tumor mais comum que acomete o sistema do trato
urinario, sendo que seu principal fator de risco € o tabagismo e acomete mais homens que
mulheres (LOPES & NASCIMENTO & ZAGO, 2016).

Conhecido também como carcinoma urotelial, tem como principal sintoma a hematdria,
presenca de glébulos vermelhos na urina, em quantidade e frequéncia varidveis (LOPES &
NASCIMENTO & ZAGO, 2016).

Dados demonstram que nos EUA o cancer de bexiga é o quarto tumor de maior
incidéncia em homens e 0 nono, em mulheres, estando em nono lugar como o tumor que mais
provoca 6bitos. A incidéncia do cancer de bexiga aumenta diretamente com a idade, sendo
diagnosticado com mais frequéncia em idosos (REV. ASSOC. MED. BRAS., 2008).

Em 2012, registraram-se 430.000 novos casos de cancer de bexiga no mundo, e um total
de 165.000 mortes por esse tipo de tumor. Cerca de dois ter¢os dos pacientes que possuem
cancer de bexiga, apresentam tumores superficiais, enquanto um terco apresenta a forma mais
invasiva da doenca, que esta associada a metastase (YANG et al., 2018).

Para o Brasil, de acordo com as estimativas do Instituto Nacional do Céancer (INCA), no
biénio de 2018-2019, estimam-se 6.690 novos casos de cancer de bexiga em homens e 2.790
novos casos em mulheres. Para homens, o tumor de bexiga no Brasil encontra-se na sétima

posicdo entre os tipos de cAncer mais prevalentes (INCA, 2018).
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Dentre as causas provaveis de desenvolvimento do tumor de bexiga, citam-se fatores
como irritacdo cronica por calculo, infecces urinarias frequentes, exposi¢do ocupacional a
aminas aromaticas e solventes organicos, além do fato que fumantes excretam aminas
aromaticas na urina, sendo esses metabolitos responsaveis por 50% dos casos de cancer de
bexiga nesse grupo de individuos (REV. ASSOC. MED. BRAS., 2008).

Pessoas que apresentam o habito de fumar apresentam incidéncia de cancer de bexiga
até quatro vezes maior quando comparadas com individuos ndo-fumantes (REV. ASSOC.
MED. BRAS., 2008).

A forma mais comum de diagndstico do cancer de bexiga € através da cistoscopia, e
posterior andlise patoldgica do tecido. A cistoscopia consiste em um método de analise
demorado e muitas vezes doloroso para o paciente (GLEICHENHAGEN et al., 2018).

Estudos clinicos apontam que 80% dos casos diagnosticados como cancer de bexiga
estdo em um estagio ndo invasivo da doenca (LOPES & NASCIMENTO & ZAGO, 2016). Mas
apesar dos avangos em relacdo a deteccdo e tratamento desse tipo de tumor, ainda ha uma grande
taxa de reincidéncia e taxas de mortalidade elevadas associadas ao cancer de bexiga (YANG et
al., 2018).

Os tratamentos mais comuns para o cancer de bexiga constituem na cirurgia para a
remocao de células cancerosas, bem como administracdo de farmacos através de imunoterapia
intravesical, como por exemplo pirarubicina, epirrubicina e mitomicina C, e também o uso da
quimioterapia (YANG et al., 2018).

Os farmacos atualmente disponiveis para a quimioterapia oral possuem um baixo indice
terapéutico. Esse fator estd, muitas vezes, associado a um maior risco de ocorréncia de eventos
adversos (GOODIN et al., 2011).

Apesar da imunoterapia intravesical e da quimioterapia, 80% dos pacientes com cancer
de bexiga superficial desenvolvem novos tumores, dentre os quais 20% a 30% evoluem para
estagios mais avangados do tumor (HADASCHIK et al., 2008).

Dessa forma, torna-se necessario a descoberta de novas terapias para o tratamento do
cancer de bexiga em estagio inicial, para prevenir a recorréncia da doenca e sua progressao
(HADASCHIK et al., 2008). E necessario também a busca de terapias menos agressivas para o
paciente, que visem a reducdo de efeitos adversos com o consequente aumento da adeséo do

paciente ao tratamento farmacologico.
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2.3. A importancia dos produtos naturais

A Conferéncia das Nacdes Unidas sobre meio Ambiente e Desenvolvimento, UNCED,
realizada no Rio de Janeiro em 1992 apresentou a importancia do estudo da biodiversidade em
todas as suas facetas como prioridade global (GRANATO et al., 2005).

Os produtos naturais possuem uma enorme importancia como especialidade quimica,
pois constituem a estratégia de maior sucesso para a descoberta de novos farmacos. Ao se
comparar as principais fontes fornecedoras de compostos protétipos de novos farmacos (sintese
orgénica, produtos naturais, quimica combinatoria e bibliotecas virtuais), a diversidade quimica
associada aos produtos naturais € maior do que qualquer outra fonte, o que justifica a continua
necessidade de se avaliar novas moléculas para ensaios contra um nimero crescente de alvos
moleculares (YUNES & CALIXTO, 2001).

Um estudo realizado por Newman & Cragg (2007) demonstra que, aproximadamente,
63-75% dos farmacos aprovados entre 1981 e 2006 para combate ao cancer e doencas
infecciosas sao, respectivamente, produtos naturais ou derivados destes.

Em 2010, os medicamentos fitoterapicos representavam em média 15% do capital da
indUstria farmacéutica mundial (MATTE & MATA,; 2015).

2.4. Familia Caprifoliaceae e género Sambucus

A familia Caprifoliaceae apresenta 18 géneros e 450 espécies distribuidas em diversas
regibes do mundo, a exemplo da Europa, América do Norte, centro-oeste da Asia, norte da
Africa e uma menor distribuicdo no Hemisfério Sul (SCOPEL et al.,2007).

O género Sambucus possui cerca de 25 espécies. As espécies que mais se destacam no
género sdo as Sambucus canadensis L., Sambucus ebulus L., Sambucus nigra L. e Sambucus
australis Cham. & Schltdl., devido aos seus usos medicinais (MARIA et al., 2011).

Na Ameérica do Sul, o Unico género com espécies nativas € o Sambucus, que apresenta
duas espécies, a saber, a Sambucus peruviana presente no nordeste da Argentina, na regido dos
Andes na América do Sul e na América Central. A segunda espécie Sambucus australis ocorre
no Brasil nas regides Sul e Sudeste, no Paraguai, Uruguai e Argentina (SCOPEL et al., 2007).

A espécie Sambucus nigra L. é de origem europeia e apresenta-se como arvore ou arbusto
ramificado de até 7 metros de altura. Suas flores sdo comercializadas para diversos usos

terapéuticos, nas formas de infusdo ou decoc¢do (SCOPEL et al.,2007).
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2.5. A espécie Sambucus nigra L.

A espécie Sambucus nigra L. apresenta-se como um arbusto ou arvore pequena muito
comum na Europa. Ha relatos de seu uso desde a antiguidade tanto para tratar doencas quanto
para uso em alimentos como doces e bebidas (VALLCS & BONET & AGELET, 2004).

Como supracitado, a espécie € de origem europeia, precisamente da Europa Central e
Meridional, e foi trazida para o Brasil pelos portugueses e espanhdis, devido ao seu disseminado
uso medicinal no continente de origem (NETO, 2007).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 5% edigdo, as flores da espécie S. nigra
apresentam odor fraco e aromatico, com sabor fracamente amargo. Apresentam coloracdo
amareladas ou brancas, sdo pequenas, pentameras ou tetrdmeras, diclamideas, gamopétalas,
actinomorfas, hermafroditas, medindo 3,0 mm a 5,0 mm de diametro, cada uma apresentando
até trés diminutas bréacteas verdes, distribuidas no pedicelo, receptaculo e/ou base do célice. Os
androceus sdo formados por cinco ou quatro estames, dispostos alternadamente as pétalas, com
filetes aderidos ao tubo da corola. (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 EDICAO, v.2).

O seu uso inclui varias partes como as folhas, as flores e os frutos, os quais sdo fontes
de flavonoides e apresentam diversas propriedades medicinais (DAWIDOWICZ &
WIANOWSKA & BARANIAK, 2006).

Seu uso na medicina tradicional destaca-se devido as suas propriedades terapéuticas,
dentre eles as propriedades diurética, antipirética, antisséptica, cicatrizante, anti-inflamatéria e
contra problemas respiratérios (MATTE & MATA,; 2015).

As flores sdo os 6rgdos da planta mais utilizados na fitoterapia, Figura 1, como infuso,
devido a suas propriedades diuréticas e depurativas associadas a enfermidades como febre,
doencas renais e gripe (SCOPEL et al., 2007). Além do uso na medicina, as flores também séo
usadas na alimentacdo para preparar refrescos e chas (NETO, 2007).

O infuso das flores é utilizado para diminuir o inchaco, tratar irritacGes oculares, reduzir
desconfortos gastrointestinais, além de tratar a tosse e apresentar propriedades diuréticas
(MATTE & MATA,; 2015).
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Figura 1. Foto de flores de Sambucus nigra L.

Fonte: https://pixabay.com/pt/sabugueiro-sambucus-nigra-847024/

Além das propriedades terapéuticas apresentadas, estudos recentes realizados com a
casca da planta apresentaram a presenca da proteina inativadora de ribossomos nédo tdxicos
(RIP), gerando a inibicdo da sintese proteica, 0 que constitui uma estratégia para uma nova
terapia do cancer (MANGANELLI et al., 2005). Outros estudos evidenciaram que a planta
apresenta uma importante atividade antiviral para o virus da Influenza humano tipo A e tipo B
(MATTE & MATA; 2015).

De acordo com a triagem fitoquimica realizada por Matte e Mata, 2015, dos extratos
aquoso, etanolico e acetato de etila, obtidos das flores de Sambucus nigra L., evidenciou-se a
presenca de flavonoides com maior intensidade nos extratos aquoso e etanélico, e com menor
intensidade no extrato acetato de etila. Compostos como taninos, saponinas, antraquinonas e
alcaloides ndo foram observados.

As flores séo constituidas quimicamente de flavonoides glicosilados e ndo glicosilados
(rutina e quercetina, majoritariamente) e acidos organicos que podem justificar sua utilizacéo
como anti-inflamatério e antioxidante (CLAPE & ALFONSO, 2011; MATTE & MATA;
2015). Alguns autores sugerem que a ingestdo de produtos provenientes da Sambucus nigra L.
auxiliam na prevencéo de doencgas neurodegenerativas e vasculares, cancer e diabetes, devido
a grande presenca de flavonoides (MIKULIC et al., 2016).

Alguns exemplos de flavonoides presentes nas flores de Sambucus nigra L. estdo
representados na Figura 2 (DAWIDOWICZ & WIANOWSKA & BARANIAK, 2006;
CHRISTENSEN et al., 2010).
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Figura 2. Exemplos de estruturas quimicas de flavonoides presentes nas flores de Sambucus

nigra L. 1-rutina, 2- isoquercitrina e 3- isoramnetina-3-O rutinosideo-7-O-glicose.
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Os flavonoides sdo substancias fendlicas presentes nas plantas e desenvolvem funcdes
como antioxidantes, antimicrobianos e fotorreceptores. Eles foram descritos também como
agentes promotores da saude em humanos, com efeitos in vitro e in vivo comprovados, tais
como efeitos antioxidantes, modulacdo da atividade enzimatica, inibicdo da proliferacao
celular, anticancerigeno e anti-inflamatério (KARABIN et al., 2015).

Estudos realizados por Ramos, 2007, demonstraram que varios flavonoides testados,
dentre eles, a quercetina, a apigenina e a luteolina exerceram efeitos apoptéticos de maneira
seletiva, ou seja, utilizando-se as mesmas concentracdes eles induziram apoptose em cultivos
de células de cancer, mas ndo em células normais.

A Figura 3 representa 0 modelo da carcinogénese que apresenta diversos passos até a
metastase. E possivel observar que os flavonoides podem intervir em diferentes passos da
carcinogénese, através de varios mecanismos, a exemplo através da inibicdo da atividade da
topoisomerase I/11, alteragdo do nimero de espécies reativas de oxigénio, atuacao na expressao
proteica, modulacdo das vias de proliferacdo e sobrevivéncia e indugdo da apoptose, por
exemplo (RAMOS, 2007).

11
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Célula Normal

Bloqueio de agentes
Limpeza EROS
Alterar metabolismo carcinogénico

Célula Iniciada

Bloqueio de agentes
Evitar mais danos ao DNA
Agentes supressores

Induzir a apoptose
Y

Pré-neoplasia

Bloqueio de agentes

Evitar mais danos ao DNA
Agentes supressores

Induzir a apoptose

Inibir a angiogénese

Induzir a parada do ciclo celular

& 8 oe

Tumor
Bloqueio de agentes
Evitar mais danos ao DNA
Agentes supressores
Inibir a angiogénese
v Inibir invaséo
Metéastase

Figura 3. Modelo multicéntrico de carcinogénese e efeitos potenciais de polifendis na
progressdo do cancer (RAMOS, 2007, modificado).

De acordo com o descrito por Behling e colaboradores em 2004, a quercetina participa
da regulacdo do ciclo celular, interage com os locais de ligacdo do estrogénio tipo Il, reduz a
resisténcia as drogas e induz a apoptose de células tumorais. De forma adicional, a quercetina
inibiu a atividade da tirosina quinase e blogueou as etapas de iniciagdo e promocao de um
melanoma em ratos. A linhagem celular MDA MB 468, tumor de mama humano, teve sua
proliferacdo celular inibida quando administrada quercetina.

Os flavonoides apresentam como estrutura basica dois anéis aromaticos (A e B),
ligados através de uma cadeia de trés carbonos, organizados com um anel pirano heterociclico
oxigenado (C) Figura 4. Os trés anéis podem sofrer substituicdes por grupamentos hidroxilas
(-OH), sendo mais frequentes em seus carbonos 3, 4°, 5°, 5, e 7. Quanto maior o nimero de
grupamentos —OH maior a solubilidade dos flavonoides (KARABIN et al., 2015).
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Os flavonoides podem ser subdivididos em 13 classes: chalconas, dihidrochalconas,
auronas, flavonas, flavonois, dihidroflavonol, flavanonas, flavanol, flavandiol, antocianidinas,
isoflavonoides, bioflavonoides e proantocianinas. Eles podem ocorrer como agliconas,
glicosideos ou como parte de outras estruturas que contenham flavonoides (BEHLING et al.,
2004).

Figura 4. Estrutura basica de um flavonoide (KARABIN et al., 2015).

A estrutura quimica dos flavonoides esta fortemente ligada a sua atividade bioldgica,
pequenas modificacOes na sua estrutura resultam em variagdes na sua atividade (KARABIN et
al., 2015).

Diante do exposto, como as flores de Sambucus nigra L. apresentam diversas
propriedades terapéuticas importantes e com um uso disseminado na cultura popular, e sua
constituicdo ¢ majoritariamente de flavonoides, justifica-se a proposta de avaliar a atividade
citotoxica da planta, ja que estudos que avaliem essa atividade em relacdo as flores de S. nigra
sdo escassos. Além disso, os flavonoides apresentam grande potencial de inducédo da apoptose
celular e inibicdo da proliferacdo celular em culturas de células cancerosas (RAMOS, 2007),

podendo se tornar uma potencial alternativa para uma nova terapia para o tratamento de cancer.

2.6. Nanoformulagdes

Nos dias atuais, a industria farmacéutica se depara com o desafio de aumentar a sua
produtividade e a inovagdo dos seus produtos em um ritmo, muitas vezes, bem acelerado em
decorréncia da grande demanda da medicina moderna. Sendo assim, 0s seus maiores obstaculos
tém sido a descoberta, o desenvolvimento e a sintese de um grande nimero de novas entidades

quimicas capazes de suprir este déficit de inovacéo.

13
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Nesse contexto, a pesquisa cientifica é de extrema importancia para o desenvolvimento
de substancias que tenham potencial para se tornarem farmacos que combatam doencas
endémicas no Brasil e no mundo a exemplo do cancer.

O termo “nanotecnologia” foi definido pela primeira vez em 1974 por Norio Taniguchi
e compreende um campo cientifico que utiliza equipamentos e materiais para manipulacao de
substancias em escalas moleculares. Em geral, a nanotecnologia é utilizada para materiais,
dispositivos e estruturas com dimensdes inferiores a 100 nanémetros (SAEED & REN & WU,
2018).

Em 1959 Richard Feynman declarou que “ha muito espago no fundo”, para o sucesso
da ciéncia e que os cientistas deveriam compreender os fendmenos em pequena escala. A
nanotecnologia aliada as técnicas bioldgicas constituem uma estratégia de sucesso para
melhoria de produtos e servicos relacionados a vida (SAEED & REN & WU, 2018).

Na area farmacéutica, a nanotecnologia oferece amplas possibilidades para o
desenvolvimento de formas de liberacdo e dosagens de farmacos. Esses sistemas de nano
particulas sdo classificados como particulas de farmaco ativo de tamanho nanométrico, ou
substratos de tamanho nano que permitem encapsular ingredientes farmacéuticos ativos (IFA),
de forma conjugada, inserida, complexada ou sintetizada na nano-dimensédo (TYAGI &
SUBRAMONY, 2018).

Os sistemas de liberacdo de farmacos permitem prever como ocorrera a liberacdo do
farmaco e tém sido muito utilizados na area farmacéutica. Esses sistemas podem corrigir
problemas como as caracteristicas fisicas do farmaco veiculado, que afetam a estabilidade, a
solubilidade e a rapida eliminacdo do organismo (KABANOV & ALAKHOQV, 2002).

Como na terapia para o0 cancer um dos maiores problemas citado anteriormente
encontra-se na alta toxicidade dos farmacos, os sistemas de liberacdo permitem a correcdo dessa
toxicidade através do desenvolvimento de um farmaco que seja seletivo e atinja somente o local
no qual o tumor se encontra.

De acordo com Tyagi e colaboradores, 2018, as nanoparticulas quando utilizadas em
terapias farmacologicas orais resultaram em melhoras na absorcéo e na biodisponibilidade dos
farmacos, o que resulta em concentragGes mais eficientes do medicamento em seu local de acéo.

Adicionalmente, de acordo com a literatura, pode-se observar que a espécie Sambucus
nigra L. apresenta grande porcentagem de flavonoides expressos em sua forma livre e
glicosilados (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 EDICAO, v.2). Como os flavonoides mais

presentes (heterosideos ligados a genina) sdo pouco sollveis em agua, ou Seja, apresentam
14
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natureza bioativa hidrofobica, e apresentam grande potencial antitumoral, os sistemas de
liberacdo de farmacos constituem estratégia de sucesso para serem utilizados como veiculos
para encapsular essa classe de substancias (KABANOV & ALAKHOV, 2002).

2.6.1. Micelas poliméricas

Os copolimeros compostos de segmentos hidrofilicos e hidrofébicos em meio aquoso
sdo capazes de formar estruturas denominadas micelas (SAEZ et al., 2004). As micelas s&o
particulas coloidais esféricas que se formam em solugdo de maneira espontanea, sao sistemas
auto estruturados também conhecidas como self-assemblies (VILLANOVA & OREFICE,
2010).

Esses sistemas micelares contém fracbes do farmaco ligadas de forma covalente ou
encapsuladas, através de estruturas de copolimeros montadas em bloco sobre um ndcleo
hidrofobico contendo o farmaco e o exterior hidrofilico (VILLANOVA & OREFICE, 2010).

As micelas sdo sistemas atrativos pois podem melhorar a eficicia terapéutica de varios
farmacos de baixo peso molecular, além de apresentar um nucleo hidrofébico que facilita a
incorporacéo de farmacos hidrofobicos (SAEZ et al., 2004).

Dentre as vantagens dos sistemas micelares de liberacdo medicamentosa, destacam-se
o didmetro apropriado para um tempo de meia vida prolongado na corrente sanguinea, ndo
acumulacdo a longo prazo, alta solubilidade em &agua, alta estabilidade estrutural e o
microdeposito do farmaco ativo no ntcleo hidrofobico (SAEZ et al., 2004).

Diante das vantagens dos sistemas micelares, um dos seus principais usos esta na
preparacdo de medicamentos parenterais ativos que apresentam baixa hidrossolubilidade, o qual
séo incorporados nas micelas (VILLANOVA & OREFICE, 2010).

As micelas apresentam uma distribuicdo de cargas que permitem a retencao de carga do
exterior aquoso para a formacéo de um nucleo interno hidrofobico contendo o farmaco, cercado
de segmentos hidrofilicos, que permitem uma maior acumulacdo do farmaco no alvo, além de
uma alta estabilidade com uma baixa taxa de dissociagdo (KATAOKA & HARADA &
NAGASAK, 2001).

A constante pesquisa por novos sistemas que melhorem a terapia do cancer é referida
como nanomedicina do cancer. Essa busca por novas tecnologias para farmacos

anticancerigenos incluem vantagens terapéuticas como melhora da biodisponibilidade dos
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farmacos, aumentos dos efeitos de permeacéo e retencdo e melhor carreamento do farmaco até
o0 tumor e conseguinte liberagéo do ativo (ZHOU et al., 2018).

As micelas poliméricas fornecem os beneficios procurados pela nanomedicina do
cancer, ja que é possivel encapsular os farmacos ativos e com isso aumentar a quantidade do
agente entregue as células tumorais, aumentando a eficacia do tratamento e reduzindo seus
efeitos adversos (BROMBERG, 2008).

Ao contrario da administracdo intravenosa de farmacos na terapia do cancer, que é
conhecida por ndo ser seletiva e resultar em efeitos adversos sistémicos ao atingir células
saudaveis, a quimioterapia oral utilizando-se sistemas micelares pode resultar em uma
exposicdo do tumor prolongada ao farmaco, mas com concentraces relativamente mais baixas,
consequentemente resultando em uma terapia mais segura. Além da melhor eficacia e
seguranca, a quimioterapia oral apresenta outras vantagens como flexibilidade nas dosagens e
custo econdmico menor, 0 que, consequentemente, aumenta a adeséo do paciente ao tratamento
(BROMBERG, 2008).

2.6.2. Pluronic® F127

Os copolimeros comecaram a ser utilizados no final de 1950 e desde entdo tém sido
propostos para diversas aplicacGes farmacéuticas (DUMORTIER et al, 2006).

O Pluronic®F127 consiste de copolimeros de dxido de etileno (OE) e 6xido de propileno
(OP) dispostos em uma estrutura tribloco OE-OP-OE, de perfil anfifilico como mostrado na
Figura 5. Eles sdo sintetizados por polimerizacdo sequencial de monémeros de OE e OP na
presenca de hidroxido de sodio ou hidréxido de potassio, e apresentam em solu¢bes aquosas
propriedade termorreversivel, o que gera grande interesse para formulacdo e otimizagdo de
farmacos (DUMORTIER et al, 2006).
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CHj

Figura 5. Formula quimica estrutural do Pluronic® F127, EO=6xido de etileno, PO=06xido de
propileno (KABANOV & ALAKHOQOV, 2002).

O uso do Pluronic®F127 inclui diferentes vias de administracdo, sendo elas intravenosa,
intraperitoneal, subcutanea, retal, ocular, tdpica, intramuscular e nasal, com a entrega de
farmacos em seu local de acdo (KABANOV & ALAKHOV, 2002). O Pluronic® F127 é
aprovado pela FDA para os usos citados e € classificado como inerte para o preparo desses tipos
de formulacbes (DUMORTIER et al, 2006).

Alguns estudos, como o publicado por Li e colaboradores, 2017, indicaram que a
veiculagdo de farmacos em sistemas micelares constituidos por Pluronic® reduziram o efeito da
resisténcia aos farmacos utilizados para o tratamento de cancer de mama, através de um
aumento da absorcdo das micelas e consequente aumento de entrega do farmaco ao seu local
de acdo, o0 que constitui uma estratégia de sucesso para veiculacdo de farmacos para tratamento

oncologico (LI et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Obter extratos e fracdes das flores de Sambucus nigra L. e avaliar a atividade citotdxica

em células tumorais e normais.

3.2. Objetivos Especificos

e Obter extratos e fracOes polares das flores de S. nigra;

e Realizar a dosagem de fendlicos e flavonoides totais;

e Caracterizar a fracao polar por analises em CLUE-DAD-EM/EM;

e Avaliar a atividade citotoxica dos extratos in natura em células das linhagens T24 e
MRC-5;

e Veicular a fracdo in natura em solucBes micelares de F127 pelo método de dispersao a
frio (DF);

e Caracterizar as micelas contendo o extrato em relacdo ao tamanho médio e carga
superficial;

e Realizar o ensaio de liberacéo in vitro da fracdo veiculada a partir de solugdes micelares
de F127 por dialise regular;

e Auvaliar a atividade citotoxica das solu¢des micelares contendo a fragdo e comparar com

a atividade citotdxica in natura.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtengéo do material vegetal

O material vegetal utilizado foram flores da espécie Sambucus nigra L., obtidas através
do fornecedor Natural Amazon, lote interno 0189-IF, lote fabricante RSAB0001B6/14, com
certificado de anélise de controle de qualidade aprovado pela Naturell Inddstria e Comércio
Ltda em 30/06/2014, na quantidade de 1 kg (ANEXO I). Apos a obtencdo do material vegetal,
as flores foram trituradas até o estado de pé fino em moinho de facas (MR Manesco®, Brasil).

O material vegetal foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e

do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), nimero do cadastro ASE7C8F.

4.2. Obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB)

O material vegetal triturado (flores de Sambucus nigra L.) foi submetido a extracéo por
percolacdo com etanol comercial 92,8°GL (Topazio®, Brasil), a temperatura ambiente. Foram
realizadas ao total 8 percola¢des (2000 mL), com intervalo médio de 5 dias de extracdo entre
cada percolacdo. Em seguida, o extrato etanolico bruto obtido foi filtrado em papel de filtro e 0
solvente completamente removido, utilizando-se rotaevaporador (Fisatom®, Brasil) a pressao
reduzida e sob temperatura de 40 °C. O processo de secagem foi realizado até a eliminacéo,
quase que total, do solvente. Posteriormente, o0 EEB foi submetido a secagem em estufa 30-40

°C (Fanem®, Brasil) e dessecador até eliminacdo total do solvente.

4.3. Fracionamento do Extrato Etandlico Bruto

O EEB (15g) foi solubilizado em 200 mL de MeOH: H20 (8:2) e submetido a sucessivas
particdes liquido-liquido em funil de separacdo, utilizando solventes em ordem crescente de
polaridades, sendo eles hexano, acetato de etila e butanol (4 x 200 mL) (Quimica Moderna®,
Brasil). Foram obtidas as fragdes hexanica (F-Hex), acetato de etila (F-AcOEt), butandlica (F-
BuOH) e hidrometandlica (F-HMeOH) como demonstrado na Figura 6.
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Flores
(1 kg)

Percolacgéo / EtOH (8 x 2000 mL)

373,039/ aliquota fracionada: 159

EEB

Solubilizado: 200 mL MeOH: H,0 (8:2)
Particdo: Hex (4 x 200 mL)

Fracdo Hex.
(1,359)

Fracdo hidro-metanélica (HMeOH)

Particdo: ACOET (4 x 200 mL)

Fracdo AcOEt Fraco hidro-metanélica (HMeOH)
(3,319)

Particdo: BUOH (4 x 200 mL)

Fracao BUOH Fracio HMeOH
(1,230) (6,929)

Figura 6. Fluxograma do processo de obtencdo do extrato etanolico bruto (EEB) e fragdes
hexanica (F-Hex), acetato de etila (F-AcOEt), butantlica (F-BuOH) e hidrometanolica (F-
HMeOH) de flores de Sambucus nigra L.
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4.4. Teor de compostos fenolicos totais

A quantificacdo do teor de compostos fenolicos totais foi realizada através método do
reagente de Folin-Ciocauteu, segundo Bonoli e colaboradores, com modificagdes (BONOLI et
al., 2004).

Foram preparadas solugdes estoque do EEB e fragdes AcOEt, BUOH e HMeOH em
etanol 95%, na concentracdo de 5 mg/mL. Aliquotas de 80 pL dessas solucdes foram
transferidas para pocos de uma placa de 96 pocos e foram adicionados 60 YL de agua destilada
e 10 pL de reagente Folin-Ciocauteu (Cromoline®, Brasil). Em seguida a placa foi agitada por
1 min e foram adicionados 40 pL de carbonato de sodio (Vetec®, Brasil) a 15% p/v. Apds
agitacdo por 30 segundos, foram adicionados 10 pL de dgua destilada para que a concentracédo
final obtida fosse 2,0 mg/mL.

Para construcdo da curva de calibracéo, foi feita uma solucéo estoque de &cido galico
(Vetec®, Brasil) a 1 mg/mL em etanol 95%. Aliquotas dessa solucdo foram transferidas para
uma placa de 96 po¢os de modo a se obter concentracgdes finais de 10 a 350 pg/mL, com volume
ajustado com agua destilada. Os mesmos procedimentos das amostras foram realizados.

Ap0s incubacdo por 2 horas, a leitura da absorbancia foi realizada em leitor de ELISA
a 650 nm. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Com os resultados obtidos para o padrao (&cido galico), foi construida uma curva de
calibracdo e o teor de compostos fendlicos totais foi determinado pela interpolacdo dos
resultados das amostras com a equacdo obtida. Os resultados foram expressos em EAG

(equivalentes de &cido gélico) por grama de amostra.

4.5. Teor de flavonoides totais

A quantificacdo do teor de flavonoides totais foi realizada através método colorimétrico
do cloreto de aluminio (AICIs), segundo Chang e colaboradores, com modificacdes (CHANG
et al., 2002).

Foram preparadas solugdes estoque do EEB e fragdes AcOEt, BUOH e HMeOH em
etanol 95%, na concentracdo de 5 mg/mL. Aliquotas de 100 pL dessas solugcdes foram
transferidas para pogos de uma placa de 96 pogos e foram adicionados 40 pL de etanol 95%, 4
uL de AICI; (Synth®, Brasil) a 10% p/v e 4 pL de acetato de potassio (Hannover®) a 1 mol/L.
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O volume foi ajustado com 52 pL de 4gua destilada para que a concentracgdo final obtida fosse
2,5 mg/mL.

O mesmo procedimento foi realizado, sem adicdo de AICIs, para os brancos.

Para construcdo da curva de calibracdo, foram feitas solugdes estoque de quercetina a
0,2 mg/mL. Aliguotas dessas soluc@es foram transferidas para uma placa de 96 pogos de modo
a se obter concentragdes finais de 2 a 45 pg/mL, com volume ajustado com etanol. Os mesmos
procedimentos das amostras foram realizados.

Ap0s incubacdo por 40 min, foi realizada a leitura das absorbancias em leitor de ELISA
a 405 nm. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Com os resultados obtidos para o padrdo (quercetina), foi construida curva de calibragdo
e o teor de flavonoides totais foi determinado pela interpolacdo dos resultados das amostras
com as equacdes obtidas. Os resultados foram expressos em EQ (equivalentes de quercetina)

por grama de amostra.

4.6. Andlises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de
arranjos de diodos e espectrometria de massas (CLUE-DAD-EM/EM)

Para identificacdo dos compostos, utilizou-se a CLUE-DAD-EM/EM. O EEB e as
fracdes F-AcOEt, F-BuOH e F-HMeOH foram solubilizadas em MeOH:H20 (97:3), depois
submetidas ao clean-up, em coluna de fase reversa (C-18).

As analises foram realizadas em equipamento UPLC ACQUITY (Waters®), no
Laboratorio de Fitoquimica, Departamento de Produtos Farmacéuticos, Faculdade de Farmécia

— UFMG, nas condicdes cromatograficas apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Condi¢bes de CLUE-DAD-EM/EM utilizadas para anélise do EEB e das fracGes
AcOEt, BUOH e HMeOH.

Equipamento Waters Acquity Ultra Performance LC

Coluna cromatogréfica RP- 18 Acquity UPLC BHE (particulas
1,7 um; 50 x 2,1 mm) - detector PDA, £ e
TQ Detector

Fase mével H»0 0,1% &cido férmico; Acetonitrila
(ACN) 0,1% é&cido formico

Eluicdo Linear 5-95% de ACN em 10 min,
isocratica 95% de ACN por 1 min
Volume injetado 4 uL
Forno da coluna 40 °C
Fluxo 0,3 mL/min
Deteccdo UV 220-400 nm
Electrospray ionization Voltagem: capilar (3,5 kV); cone (5 kV)
Tempo de eluicdo 13 min

O volume injegdo de amostra foi 4 uL, sendo a eluigdo em gradiente com H20 (0,1%
acido férmico) /ACN (0,1% é&cido férmico). O parametro cromatografico usado compreendeu
periodo de eluicdo linear (5 —95% ACN de 0 a 10 min), mantendo-se, a seguir, um curto periodo
de eluicdo isocréatica (95% ACN de 10 a 11 min), retornando a condicdo de elui¢do inicial 11 a
13 min (5% ACN).

Os espectros de massas foram obtidos com ionizagdo por spray de elétrons sendo
registrados em varredura completa (full scan) e sequencial ou tandem (EM/EM), nos modos
positivo e/ou negativo no equipamento Waters ACQUITY® TQD, equipado com analisador
quadrupolo. As condicdes gerais de operagdo do equipamento durante as analises foram:
voltagem do capilar: 3,5 kV; temperatura do capilar: 320 °C; temperatura de dessolvatacéo: 320
°C; voltagem do cone: 5kV; voltagem de ionizacao: -4kV; voltagem do orificio: -60 kV. As

amostras foram injetadas por bomba de inje¢d@o automatica com fluxo continuo de 0,1 pl/min.
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Os espectros de ESI/EM/EM foram registrados com energia de 30 eV na faixa de m/z 100 a
2000 u.m.a.

4.7. Preparo das solugdes micelares pelo método de disperséo a frio (DF)

As solucBes micelares contendo a fracdo butandlica foram preparadas pelo método de
dispersdo a frio. Foi pesada uma quantidade de F127, conforme mostrado na Tabela 2, no qual
houve variagdo na porcentagem de F127 utilizada. Este foi adicionado a um béquer contendo
agua ultrapura, mantido em banho de gelo sob agitacdo magnética moderada até completa
dispersdo do polimero. A solucéo foi colocada em geladeira por 24h. A fracdo butandlica foi
veiculada a solucdo do polimero e dispersa sob agitacdo em agitador magnético, conforme

varia¢do da concentragdo demonstrada na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo das formulagbes de solucBes micelares contendo fracdo butandlica

(FFB) e solugbes de F127 puras utilizadas como controle.

Formulagbes Pluronic® F127 (g) Fracdo Butandlica (g) Agua ultrapura (mL)

FFB 10% 0,2 0,004 1,79
FFB 3% 0,06 0,008 1,93
F127 10% 0,2 - 1,8
F127 3% 0,06 - 1,94
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4.8. Determinacdo do tamanho meédio e potencial zeta das micelas nas formulagGes

A distribuicdo de tamanho e o tamanho médio das micelas foram determinados a partir
da espectroscopia de correlacdo de fotons, conhecida também como espalhamento de luz
dindmico, utilizando o equipamento Zetasizer (Malvern, modelo Nano ZS). As amostras foram
diluidas com &gua ultrapura e adicionadas em cubeta de quartzo. As leituras foram realizadas a
25°C, em triplicata, e as medidas foram efetuadas com angulo de espalhamento incidente de
90°. Os resultados foram expressos como didmetro meédio das particulas e indice de
polidisperséo (IP).

O potencial zeta foi determinado pelas medidas de mobilidade eletroforética das micelas
em suspensao. O equipamento utilizado, Zetasizer (Malvern, modelo Nano ZS), dispGe de uma
célula contendo eletrodos de cargas opostas, um em cada terminal de um tubo em forma de "U",
onde as amostras diluidas foram adicionadas para analise. As leituras foram realizadas a 25°C,

em triplicata, e os resultados foram expressos em milivolts (mV).

4.9. Liberacéo da fracao butandlica a partir das micelas utilizando como biomarcador

o flavonoide rutina

4.9.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A metodologia para liberacéo in vitro da fracdo butanodlica a partir das micelas utilizando
como biomarcador a rutina foi feita sequindo o descrito por ASSIS, 2014 de acordo com 0s
parametros da Tabela 3.
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Tabela 3. CondicBes cromatogréficas (CLAE-DAD) para quantificacdo da fracdo butanolica

utilizando rutina como biomarcador.

Equipamento Waters Alliance 2695

Fase movel H.O 0,1% é&cido férmico; Acetonitrila
(ACN) 0,1% éacido formico- linear 5% a
95%.

Fluxo 1,0 mL/min

Volume de injecéo 20,0 ul

Tempo de eluicéo 30 minutos

Detector UV/Vis 2996 — A 350

Temperatura 30°C

Coluna Octadecil - C18, Phenomenex® (250,0 mm

X 4,6 mm x 5,0pm)
Pré-coluna Octadecil - C18, Phenomenex®

O volume injecdo de amostra foi 20 pL, sendo a eluigdo em gradiente com H20 (0,1%
acido férmico) /ACN (0,1% é&cido férmico). O pardmetro cromatografico usado compreendeu
periodo de eluigdo linear (5—95% ACN de 0 a 23 min), mantendo-se, a seguir, um curto periodo
de eluicdo isocréatica (95% ACN de 23 a 25 min), retornando a condicdo de elui¢do inicial 25 a
30 min (5% ACN).

Foi utilizado o padrao de flavonoide rutina para composicao da curva de calibragdo (area
do pico X massa em pg) com cinco concentracoes diferentes (25 pg/mL, 10 pg/mL, 8 pg/mL,
5 pg/mL e 2 pg/mL). Estas concentragdes foram definidas com base em concentracdes
analisadas por ASSIS, 2014.

Cada amostra referente aos pontos da curva foram filtradas com unidade HV Millex
com membrana Durapore® de 13 mm de didmetro e poro de 0,45um, antes de sua inje¢do no
aparelho.

O procedimento foi realizado em triplicata e as areas médias dos picos referentes aos
padrdes foram plotados em funcéo das concentragdes nominais num grafico, obtendo-se uma
curva média. Foram feitas co-injecdes das amostras previamente, adicionadas ao padrdo puro e

comparados seus tempos de retencao.

26



Materiais e Métodos

A fim de avaliar a eficiéncia do método analitico, a linearidade de cada curva analitica
foi analisada apds o calculo do coeficiente de correlacdo linear (r?), assim como foram
analisados os parametros de precisao e exatiddao do método, calculados também seus limites de
deteccdo e quantificacdo (NUNES, et al. 2005).

Os limites de deteccéo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados de acordo com as
equacdes (Eq. 1) e (Eq. 2), respectivamente, onde DP, € o desvio-padréo do intercepto com o

eixo Y de no minimo, 3 curvas de calibracdo e IC é a inclinacdo da curva de calibracéo.

LD =DPax 3/IC (Eq. 1)
LQ =DPax 10/IC (Eq. 2)

O coeficiente de variacdo das analises estatisticas foi avaliado os padrdes determinados
pela ANVISA, 2003. Essa mesma curva foi utilizada para determinac¢do da concentracdo real
do biomarcador. A curva de calibracdo foi refeita para o teste de solubilidade e o ensaio de

liberacdo in vitro.

4.9.2. Solubilidade

O estudo da condicao sink foi realizado através da avaliacdo do ensaio de solubilidade
do padrdo do flavonoide rutina, no qual adicionou-se 3,8 mg de rutina (excesso de 80% a
quantidade incorporada na formulagdo) em 100 mL de solugédo receptora, respeitando-se as
condicdes sink. As analises foram feitas em triplicata, as solu¢cdes foram agitadas em banho de
ultrassom a 32,5° C por 1 hora. As amostras foram diluidas para a obtencdo da concentracdo de
19 pg/mL para injegdo no CLAE, filtrada em unidade HV Millex com membrana Durapore®
de 13 mm de didmetro e poro de 0,45um e posteriormente feita a quantificacdo do flavonoide
(RISSI, 2013).

4.9.3. Liberacéo in vitro da FFB 3%

A liberacdo da FFB 3% foi realizada pelo método de dialise regular, conforme descrito
por NECKEL & LEMOS-SENNA, 2005. O procedimento consistiu na utilizacdo de sacos de
dialise, constituidos por membrana sintética de dialise de celulose (Dialysis tubing cellulose
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membrane D9777- 100FT, 25x16 mm - Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA), no qual cada saco
de diélise foi amarrado em um bastéo de vidro por ambas as extremidades, foi adicionado 1,0
mL de formulacdo em cada um. Em um béquer, foram adicionados 200 mL de meio receptor
(PBS- Solucéao Salina tamponada com fosfato 10x- Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts,
EUA), onde também foram inseridos os bastdes de vidro contendo os sacos de dialise. O
procedimento foi feito em triplicata.

A didlise foi realizada a temperatura de 37°C e agitacdo horizontal, com retiradas de
aliquotas de 1,0 mL do meio receptor sendo o volume retirado do meio substituido por igual
quantidade de solucdo receptora, mantendo o sistema nas mesmas condi¢cdes de trabalho. A
aliquota referente ao meio receptor foi analisada como o percentual da real quantidade de fracdo
BuOH liberada através do biomarcador rutina capaz de ultrapassar a membrana de dialise.

Os tempos de coleta foram de: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 e 24 horas; a formulacdo submetida
ao ensaio de liberacdo foi a solugdo micelar FFB 3% contendo fracdo butandlica na
concentragdo de 4 mg/mL.

A quantificacdo da fracdo foi determinada por CLAE-DAD, utilizando como

biomarcador o flavonoide rutina, presente na fracdo butandlica.

4.10. Avaliagdo da atividade citotoxica

Para a avaliacdo dessa atividade foram utilizadas duas linhagens celulares, sendo uma
de carcinoma urotelial humano: T24 (tumor grau 3, invasivo, com mutacdo no gene TP53), e
como controle, células normais da linhagem estabelecida MRC-5 (fibroblasto de pulméo
humano). As células de carcinoma urotelial humano da linhagem T24 (tumor grau 3, com
mutacao no gene TP53) foram adquiridas do Banco de Células da Universidade Federal do Rio
de Janeiro. As células MRC-5 (fibroblasto humano) foram gentilmente doadas pelo prof. Dr.
Luiz Orlando Ladeira do Departamento de Fisica do Instituto de Ciéncias Exatas, da
Universidade Federal de Minas Gerais. Ambas as linhagens foram mantidas em DMEM,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina G, 100 U/mL streptomicina
e mantidas a 37° C em atmosfera de 5% de CO, (SAVIO et al, 2014). O meio de cultura Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), Penicilina G, estreptomicina foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® (St Louis, EUA). Soro Fetal Bovino foi adquirido da Cultilab Ltd. (Campinas, Brasil).
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Meio de cultura branco (DMEM sem fenol vermelho) foi adquirido da Invitrogen® (Carlsbad,
EUA).

O ensaio de citotoxicidade foi avaliado utilizando o Kit Cell Proliferation Il (XTT)
adquirido da ROCHE Diagnostics® (Mannheim, Alemanha). As células foram semeadas em
placas de cultura de 96 pogos (1x10* células/poco) e, apds 24h, as células foram tratadas com
0 EEB, e as fragdes ACOET, BuOH e HMeOH nas concentragdes escolhidas de acordo com o
citado por KSonzekova e colaboradores (2016), com modifica¢des, no intervalo de 25ug/mL,
50pg/mL, 100pg/mL, 200pg/mL, 400ug/mL, 600ug/mL, 800upg/mL, 1000ug/mL até
1200pg/mL. Apos a incubagdo de 24 horas, as células foram lavadas com solu¢do de Hank’s
(0,4g de KCI; 0,069 de KH2POg4; 0,04g de NaoHPO4; 0,359 de NaHCO3; 1g de glicose e 8g de
NaCl em 1L de agua). Para a realizacdo da leitura, foi adicionado meio de cultura branco nos
pogos e posteriormente foram adicionados 12 pL da solucdo teste de XTT (50 partes XTT
solucgéo labeling: 1 parte reagente electron-coupling) em cada pogo e a absorbancia medida a
492 e 690 nm depois de aproximadamente 60 minutos. Os valores de leitura das absorbancias
sdo proporcionais a quantidade de células viaveis. Os testes foram conduzidos em triplicata. O
calculo utilizado para apresentacdo dos resultados foi: % de células viaveis = (média das
absorbancias / média das absorbancias do controle) *100 (SAVIO et al, 2014).

O mesmo procedimento foi realizado com as formulagdes FFB 10%, FFB 3%, F127
10% e F127 3% nas concentragdes de 25ug/mL, 50pg/mL, 100ug/mL, 200ug/mL, 400pug/mL
e 600ug/mL. O mesmo procedimento foi realizado para o ensaio de citotoxicidade com os
padrbes puros de flavonoides rutina e quercetina nas concentragdes de 2ug/mL, 4ug/mL,
6ug/mL, 8ug/mL e 10ug/mL (SRIVASTAVA et al, 2016). Foram utilizadas como controle
células sem tratamento com o EEB e fragdes, e com solucdes micelares de F127 sem a fracdo

butandlica incorporada.

4.11. Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 5. Como os dados dos
resultados dos testes de citotoxicidade, dosagem de fendlicos, dosagem de flavonoides e
liberacdo in vitro da fragdo butanodlica apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey, com o intervalo de confianca de

95% e as diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencéo e fracionamento do EEB

O extrato etandlico bruto (EEB) das flores foi obtido a partir de 987,3 g do material
vegetal seco e pulverizado. ApoOs a realizacdo da extracdo exaustiva via percolacdo, com
renovacéo de solvente (8 x de 2 L etanol/cada), os extratos foram evaporados e reunidos no
final do processo, até completa evaporacdo do solvente, obtendo-se 373,03 g de EEB,
totalizando um rendimento de 37,3%.

Apds a obtencdo do EEB, realizou-se o fracionamento do mesmo, no qual foram obtidas
as fracbes hexanica (F-Hex), acetato de etila (F-AcOEt), butandlica (F-BuOH) e
hidrometandlica (F-HMeOH), cujos rendimentos estdo expressos na Tabela 4, apds completa

evaporacdo dos solventes.

Tabela 4. Rendimentos das fragcdes F-Hex, F-AcOEt, F-BuOH e F-HMeOH em relacdo ao
EEB, obtido a partir das flores de S. nigra.

Fracdes Massas (g)* Rendimento % (m/m)
Hexanica 1,35 9 %
Acetato de Etila 3,31 22 %
Butandlica 1,23 8 %
Hidro-metanolica 6,97 46 %

* Calculo rendimento para 15g de amostra de EEB.

Pode-se observar, que entre as fracOes, a que obteve maior rendimento foi a
hidrometandlica (F-HMeOH) (46%). O alto rendimento da fragdo HMeOH pode ser justificado,
por ser a fragcdo aquosa residual, onde encontram-se maiores concentragdes de compostos
inorganicos e altamente polares (AMPARO, 2016). A fracdo acetato de etila (F-AcOEt)
também apresentou um rendimento maior (22%), quando comparadas as fraces hexanica (F-
Hex) e butanolica (F-BuOH), e justifica-se esse valor pois de acordo com Simdes e

colaboradores (2001), substancias como ceras e pigmentos podem ser extraidos quando se
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utiliza solventes de polaridades intermediérias, como o acetato de etila, elevando o rendimento
da fracdo AcOEt. A fracdo butanolica apresentou um rendimento menor, devido a presenca do
solvente metanol, que por ser altamente polar, extraiu agucares presentes no EBB. A fracédo
hexanica por ser muito apolar, ndo foi objeto de estudo do trabalho, ja que os flavonoides de

interesse ndo se encontram nessa fracéo.

5.2. Analises por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de
arranjos de diodos e espectrometria de massas (CLUE-DAD-EM/EM)

Com o objetivo de identificar as substancias presentes no EEB e nas fracdes F-AcOEt,
F-BuOH e F-HMeOH efetuou-se o estudo do perfil quimico, através das analises de CLUE-
DAD-EM/EM.

As Figuras 7, 8, 9, e 10 representam os cromatogramas full scan do EEB e das fragdes
F-AcOEt, F-BuOH e F-HMeOH, respectivamente.

0.46

tr =2,70; 2,84; 3,02; 3,09; 3,11 e 3,19 min

"o 2bo | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 8.00 | 10000 | 1100 | 1200

Figura 7. Cromatograma full scan do EEB de flores de S. nigra, obtido por CLUE-DAD-
EM/EM, extraido em 254 nm.
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Figura 8. Cromatograma full scan da fracdo F-AcOEt do extrato flores de S. nigra, obtido por
CLUE-DAD-EM/EM, extraido em 254 nm.
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Figura 9. Cromatograma full scan da fracdo F-BuOH do extrato flores de S. nigra, obtido por
CLUE-DAD-EM/EM, extraido em 254 nm.
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Figura 10. Cromatograma full scan da fracdo F-HMeOH do extrato flores de S. nigra, obtido
por CLUE-DAD-EM/EM, extraido em 254 nm.

Os picos em 2,70, 2,84, 3,02, 3,09 min foram observados no EEB e em todas as fracdes,
ja os picos 3,11 e 3,19 min apareceram no EEB e nas fracdes F-AcOEt e F-BuOH. Como o0s
picos apareceram na fragdo F-BuOH de forma mais intensa, eles foram selecionados e
analisados em DAD e EM a partir dessa fracdo, visto que os espectros de UV correspondentes
a esses picos foram considerados como caracteristicos da classe de flavonoides, como explicado
no paragrafo seguinte. O aparecimento dos mesmos picos em diferentes fragdes indica que o
fracionamento do EEB néo foi totalmente eficaz. O pico em 5,75 min foi identificado como um
possivel contaminante.

Os espectros no ultravioleta correspondentes aos picos selecionados foram
caracteristicos de flavonoides, pois consistem de duas bandas de absorcdo. A banda | esta
associada a absorcdo de um sistema cinamoil e a banda Il associada a absor¢do de um sistema
benzoil, Figura 11. Os flavondis exibem absorcéo da banda I entre 350 e 390 nm, ja as flavonas
exibem a absorcdo da banda I entre 300 e 350 nm. A absorc¢do da banda Il para ambos 0s
compostos esta entre 240 e 280 nm (CUNHA, 2013).
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Banda II Banda I

Figura 11. Regides da estrutura quimica basica dos flavonoides, responsaveis pelas bandas de
absorcéo I e 11 no UV (CUNHA, 2013, modificado).

De acordo com o espectro de massa obtido para o pico em 2,70 min, o sinal de m/z 609
atribuido ao ion [M-H]", no modo negativo e no modo positivo, o ion [M+H]"* relacionado ao
sinal de m/z 611 indicou a presenca de um flavonol 3-OH substituido. A Figura 12 representa

0 cromatograma do sinal m/z 609.

Figura 12. Cromatograma obtido por CLUE-DAD-EM/EM, do sinal m/z 609, em 2,70 min.
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Para confirmar a identificacdo, o sinal m/z 609 foi selecionado e analisado em
espectrometria de massas sequenciais (CLUE-DAD-EM/EM) conforme demonstrado na

Figura 13.

100+ 300.94

609.41
609.16. |

|50 60

209 87
&09.03

20062

a1 28 508.69

301 .28
290.31 G08.47jE00.T3
179.22

253.88 464 02

&06.30
27008
jE09.91

e m P

. bt
50 75 100 125 150 175 200 295 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 5/5  B00 625

miz

Figura 13. Espectro de massas do sinal de m/z 609 obtido através da CLUE-DAD-EM/EM,

modo negativo, para o tr = 2,70 min.

Baseado nos dados encontrados na literatura e pelo padrdo de fragmentacédo
demonstrado, confirmou-se a presenca de rutina, Figura 14 (PEREIRA et al., 2008; ZHANG
et al., 2010; KAZUMA et al., 2003; DOURADO & LADEIRA, 2008). O sinal m/z 300.94 é
relativo a perda do agucar rutinose (ramnose e glicose) da estrutura, ja o sinal m/z 179.22 se

refere a retrociclizacdo do anel aromaético.
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Figura 14. Estrutura da molécula de rutina identificada na fragdo BuOH, no tr = 2,70 min.

O espectro no ultravioleta (Figura 15) para o sinal m/z 609 corrobora com o encontrado
na literatura, caracteristico do flavonoide rutina, com banda Il em 255 nm e a banda | em 354
nm (PEREIRA et al., 2008; ZHANG et al., 2010; KAZUMA et al., 2003; DOURADO &
LADEIRA, 2008).
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Figura 15. Espectro no ultravioleta (UV) do sinal em 2,70 min da fracdo BuOH de flores de
S. nigra obtido através de CLUE-DAD-EM/EM.

Conforme demonstrado na literatura, o flavonoide rutina ja foi isolado das flores de S.
nigra (DAWIDOWICZ & WIANOWSKA & BARANIAK, 2006; CHRISTENSEN et al.,
2010).

O espectro de massas obtido para o pico em 2,84 min, apresentou o sinal de m/z 463
atribuido ao ion [M-H]’, no modo negativo e no modo positivo, o ion [M+H]" relacionado ao
sinal de m/z 465, o que indica a presenca de um flavonol 3-OH substituido. A Figura 16

representa o cromatograma do sinal m/z 463.
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Figura 16. Cromatograma obtido por CLUE-DAD-EM/EM, do sinal m/z 463, em 2,84 min.

Para confirmar a identificacdo, o sinal m/z 463 foi selecionado e analisado em

espectrometria de massas sequenciais (CLUE-DAD-EM/EM), Figura 17.
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Figura 17. Espectro de massas do sinal de m/z 463 obtido através da CLUE-DAD-EM/EM,

modo negativo, para o tr = 2,84 min.

Baseado nos dados encontrados na literatura e pelo padrdo de fragmentagédo

demonstrado, confirmou-se a presenca de isoquercitrina, Figura 18 (SAIT et al., 2015; L1 et
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al., 2018; TIBERTI et al., 2007.). O sinal m/z 300.20 é relativo ao radical aglicona ap0s a perda

da molécula de aglcar da estrutura.
OH

OH

HO )

OH O OH

HO
OH

OH
Figura 18. Estrutura da molécula de isoquercitrina identificada na fracdo BuOH, no tr = 2,84

min.

O espectro no ultravioleta (Figura 19) do sinal m/z 463 corrobora com o encontrado na
literatura, caracteristico do flavonoide isoquercitrina, com banda Il em 255 nm e a banda | em
354 nm (SAIT et al., 2015; LI et al., 2018; TIBERTI et al., 2007.)
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Figura 19. Espectro no ultravioleta (UV) do sinal em 2,84 min da fracdo BuOH de flores de
S. nigra obtido através de CLUE-DAD-EM/EM.

Baseado na literatura, o flavonoide isoguercitrina encontra-se presente nas flores de S.
nigra, em conformidade com o resultado encontrado no padrdo de fragmentacédo
(DAWIDOWICZ & WIANOWSKA & BARANIAK, 2006; CHRISTENSEN et al., 2010).

O espectro de massas obtido para o pico em 3,02 min apresentou o sinal de m/z 593
atribuido ao ion [M-H] ", no modo negativo e no modo positivo, o ion [M+H]" relacionado ao
sinal de m/z 595, indicou a presenca de uma flavona substituida.

O sinal m/z 593 foi selecionado e analisado em espectrometria de massas sequenciais
(CLUE-DAD-EM/EM), na Figura 20 observa-se que o cromatograma obtido apresenta dois

sinais de m/z 593.
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Figura 20. Cromatograma obtido por CLUE-DAD-EM/EM, do sinal m/z 593, em 3,02 min.

Para confirmar a identificacdo, os sinais m/z 593 foram selecionados e analisados em

espectrometria de massas sequenciais (CLUE-DAD-EM/EM), Figura 21 e Figura 22.
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Figura 21. Espectro de massas do sinal de m/z 593 (A) obtido através da CLUE-DAD-EM/EM,

modo negativo, para o tr = 3,02 min.
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Figura 22. Espectro de massas do sinal de m/z 593 (B) obtido através da CLUE-DAD-EM/EM,

modo negativo, para o tr = 3,02 min.
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Baseado nos dados encontrados na literatura, e pelo padrdo de fragmentagcdo de
demonstrado, sugere-se a presenca dos isdmeros luteolina-7-O-rutinosideo (Figura 21 e Figura
23) e luteolina-4'-O-rutinosideo (Figura 22 e Figura 24), respectivamente (OLA et al., 2009;
PLAZONI et al., 2009). O sinal m/z 285.00 e m/z 284.87 correspondem ao anion aglicona
(luteolina) das substancias.

OH

HO OH

HO OH

OH OH @)

Figura 23. Estrutura da molécula de luteolina-7-O-rutinosideo, identificada na fracdo BuOH,

no tr = 3,02 min.
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Figura 24. Estrutura da molécula de luteolina-4'-O-rutinosideo, identificada na fragdo BuOH,

no tr = 3,02 min.

Para confirmar a identificagdo dos isomeros, foi obtido o espectro no ultravioleta
(Figura 25) para o sinal m/z 593 no tempo de 3,02 min de acordo com a fragmentacdo da
substancia apresentada na Figura 22 (luteolina-4'-O-rutinosideo), ja para o sinal representado
pela fragmentacdo da substancia apresentada na Figura 21 (luteolina-7-O-rutinosideo) néo foi
possivel a obtencdo do espectro no ultravioleta, pois ele estava sobreposto com outras
substancias. O espectro no ultravioleta obtido em modo negativo corrobora com o encontrado
na literatura, caracteristico do flavonoide luteolina-4'-O-rutinosideo, com banda Il em 253 nm
e a banda I em 336 nm (OLA et al., 2009; PLAZONI et al., 2009).
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Figura 25. Espectro no ultravioleta (UV) do sinal em 3,02 min da fragdo BuOH de flores de
S. nigra obtido através de CLUE-DAD-EM/EM.

Ainda de acordo com OLA e colaboradores, 2009, ao se comparar as duas substancias,
o flavonoide luteolina-4'-O-rutinosideo apresenta maior tempo de retencdo, conforme
encontrado nos resultados obtidos no presente estudo (Figura 20), podendo sugerir a
identificagcdo das estruturas isomeras. N&o foram encontrados dados na literatura com a
identificacdo dos isdmeros do flavonoide luteolina para a espécie de S. nigra, tanto nos extratos
de flores, quanto nos extratos de frutos da planta. Porém ha relatos do flavonoide presente em
outras espécies de plantas da familia Caprifoleaceae (LEUNGA et al., 2005; LAZARO, 2009).

Ao analisar o espectro de massa obtido para o pico em 3,09 min, o sinal de m/z 623
atribuido ao ion [M-H] ", no modo negativo e no modo positivo, o ion [M+H]" relacionado ao
sinal de m/z 625 indicou a presenca de um flavonol 3-OH substituido.

O sinal m/z 623 foi selecionado e analisado em espectrometria de massas sequenciais
(CLUE-DAD-EM/EM), na Figura 26, observa-se que o cromatograma obtido, apresenta dois
sinais de m/z 623.
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Figura 26. Cromatograma obtido por CLUE-DAD-EM/EM, do sinal m/z 623, em 3,09 min.

Para confirmar a identificacdo, os sinais m/z 623 foram selecionados e analisados em

espectrometria de massas sequenciais (CLUE-DAD-EM/EM), Figura 27 e Figura 28.
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Figura 27. Espectro de massas do sinal de m/z 623 (C) obtido por CLUE-DAD-EM/EM, modo

negativo, para o tr = 3,09 min.
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Figura 28. Espectro de massas do sinal de m/z 623 (D) obtido por CLUE-DAD-EM/EM, modo

negativo, para o tr = 3,09 min.
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De acordo nos dados encontrados na literatura, e pelo padrdo de fragmentacédo
demonstrado, sugere-se a presenca dos isdmeros isoramnetina-3-O-rutinosideo (Figura 27 e
Figura 29) e isoramnetina-7-O-rutinosideo (Figura 28 e Figura 30), respectivamente
(WILLEMS & LOW, 2018; DOU et al., 2017; HARPUT et al., 2004; TRUCHADO et al.,
2009).

O sinal m/z 315.12 e m/z 315.24 correspondem ao anion aglicona da isoramnetina, e a
perda neutra de m/z 308.6 corresponde a fracdo de carboidrato das substancias (WILLEMS &
LOW, 2018).

CHs
o/
OH
HO 0
0
OH 0 OH
0
0 0
OH
OH
HO OH
OH

Figura 29. Estrutura da molécula de isoramnetina-3-O-rutinosideo identificada na fracéo
BuOH, no tr = 3,09 min.
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Figura 30. Estrutura da molécula de isoramnetina-7-O-rutinosideo, identificada na fracdo
BuOH, no tr = 3,09 min.

Para confirmar a identificacdo dos isémeros, foi obtido o espectro no ultravioleta
(Figura 31) para o sinal m/z 623 no tempo de 3,09 min de acordo com a fragmentagdo da
substancia apresentada na Figura 27 (isoramnetina-3-O-rutinosideo), j& para o sinal
representada na Figura 28 (isoramnetina-7-O-rutinosideo), ndo foi possivel a obtencdo do
espectro no ultravioleta, pois ele estava sobreposto com outras substancias. O espectro no
ultravioleta corrobora com o encontrado na literatura, caracteristico do flavonoide
isoramnetina-3-O-rutinosideo, com banda Il em 253 nm e a banda | em 345 nm (WILLEMS &
LOW, 2018; DOU et al., 2017; HARPUT et al., 2004).
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Figura 31. Espectro no ultravioleta (UV) do sinal em 3,09 min da fracdo BuOH de flores de
S. nigra obtido através de CLUE-DAD-EM/EM.

Conforme TRUCHADO e colaboradores, 2009, o padrdo de fragmentacdo para o
flavonoide isoramnetina-7-O-rutinosideo obtido foi idéntico ao do presente estudo. Além disso,
o referido trabalho também ndo obteve o0s espectros de ultravioleta para a substancia
identificada, ja que o mesmo se encontra escondido por outros, ou em tragos, sugerindo-se dessa
forma a identificacdo das substancias isbmeras, de acordo com o apresentado.

O composto identificado como isoramnetina-3-O-rutinosideo ja foi identificado em
extratos de flores de S. nigra, conforme identificado no presente estudo (HO et al., 2017;
SENICA et al., 2017). Nao foram encontrados relatos na literatura a respeito da identificacéo
do isdbmero isoramnetina-7-O-rutinosideo em extratos de flores e frutos de S. nigra.

A analise do espectro de massas obtido para o pico em 3,11 min apresentou o sinal de
m/z 447 atribuido ao ion [M-H], no modo negativo e no modo positivo, o fon [M+H]*
relacionado ao sinal de m/z 449 indicou a presenca de um flavonol 3-OH substituido.

O sinal m/z 447 foi selecionado e analisado em espectrometria de massas sequenciais
(CLUE-DAD-EM/EM), na Figura 32 observa-se que o cromatograma obtido apresenta dois

sinais de m/z 447.
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Figura 32. Cromatograma obtido por CLUE-DAD-EM/EM, do sinal m/z 447, em 3,11 min.

Para confirmar a identificagéo, os sinais m/z 447 foram selecionados e analisados em
espectrometria de massas sequenciais (CLUE-DAD-EM/EM) conforme demonstrado na

Figura 33 e na Figura 34.
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Figura 33. Espectro de massas do sinal de m/z 447 (E) obtido por CLUE-DAD-EM/EM, modo

negativo, para o tr = 3,11 min.
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Figura 34. Espectro de massas do sinal de m/z 447 (F) obtido por CLUE-DAD-EM/EM, modo

negativo, para o tr = 3,11 min.
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De acordo nos dados encontrados na literatura, e pelo padrdo de fragmentacédo
demonstrado, sugere-se a presenca dos isdbmeros canferol-3-O-glicosideo e luteolina-7-O-
glicopiranosideo, Figura 35 e Figura 36, respectivamente (SOHN et al., 2004; BAO et al.,
2018; CIRIC et al., 2017; PLAZONI et al., 2009; AKDEMIR et al., 2003).

OH

HO @)

OH @) OH

OH

OH
Figura 35. Estrutura da molécula de canferol-3-O-glicosideo, identificada na fracdo BuOH,

no tr = 3,11 min.

OH

HO OH

HO OH

OH OH @)
Figura 36. Estrutura da molécula de luteolina-7-O-glicopiranosideo, identificada na fracéo
BUuOH, no tr = 3,11 min.
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O sinal m/z 283.88 e m/z 284.07 correspondem a perda de m/z 162 unidades, ou seja, a
saida da fracéo de carboidrato das substancias, a molécula de glicose (SOHN et al., 2004; BAO
etal., 2018; CIRIC et al., 2017; PLAZONI et al., 2009; AKDEMIR et al., 2003).

Para confirmar a identificacdo dos isémeros, foi obtido o espectro no ultravioleta
(Figura 37) para o sinal m/z 447 no tempo de 3,11 min de acordo com a fragmentagdo da
substancia apresentada na Figura 33, e para a substancia representada pela fragmentagéo

apresentada na Figura 34, também foi retirado o espectro no ultravioleta (Figura 38).
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Figura 37. Espectro no ultravioleta (UV) do sinal em 3,11 min da fragdo BuOH de flores de
S. nigra obtido através de CLUE-DAD-EM/EM.
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Figura 38. Espectro no ultravioleta (UV) do sinal em 3,11 min da fragdo BuOH de flores de
S. nigra obtido através de CLUE-DAD-EM/EM.

O padrdo de fragmentacéo e espectro no ultravioleta obtido para o flavonoide canferol-
3-O-glucoside (Figuras 33, Figura 35 e Figura 37) corrobora com o encontrado na literatura,
possuindo com banda Il em 253 nm e a banda | em 344 nm, caracteristico de flavonol, pois
como apresenta oxigenacao na posicdo 03, a banda I possui valores maiores (SOHN et al.,
2004; BAO et al., 2018; CIRIC et al., 2017).

Através do espectro no ultravioleta foi possivel diferenciar os isdmeros, pois apesar de
possuirem o0 mesmo padrdo de fragmentacdo, o flavonoide luteolina-7-O-glicopiranosideo
(Figuras 34, Figura 36 e Figura 38) apresenta o espectro no ultravioleta com banda Il em 330
nm, uma banda mais baixa, caracteristica de flavonas.

O composto identificado como canferol-3-O-glicosideo, ja foi identificado em extratos
de flores de S. nigra, conforme identificado no presente estudo (HO et al., 2017; SENICA et
al., 2017). Para o composto luteolina-7-O-glicopiranosideo ndo foram encontrados dados na
literatura com a sua identificacdo para a espécie de S. nigra, tanto nos extratos de flores, quanto
nos extratos de frutos da planta. Porém ha relatos do flavonoide presente em outras espécies de
plantas da familia Caprifoleaceae (LEUNGA et al., 2005; LAZARO, 2009).

De acordo com o espectro de massas obtido para o pico em 3,19 min, o sinal de m/z 477
atribuido ao ion [M-H]", no modo negativo e no modo positivo, o ion [M+H]" relacionado ao

55



Resultados e Discussao

sinal de m/z 479 indicou a presenga de uma flavona. A Figura 39 representa o cromatograma
obtido para o sinal m/z 477.
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Figura 39. Cromatograma obtido por CLUE-DAD-EM/EM, do sinal m/z 477, em 3,19 min.

Para confirmar a identificacdo, o sinal m/z 477 foi selecionado e analisado em
espectrometria de massas sequenciais (CLUE-DAD-EM/EM) conforme demonstrado na

Figura 40.
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Figura 40. Espectro de massas do sinal de m/z 477 obtido através da CLUE-DAD-EM/EM,

modo negativo, para o tr = 3,19 min.

Baseado nos dados encontrados na literatura e pelo padrdo de fragmentacédo
demonstrado, confirmou-se a presenca do flavonoide selgin 7-O-glucoside, Figura 41 (MARIN
et al., 2004; BONGCHEEWIN et al., 2014).
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HO 0]

HO OH

OH OH 0
Figura 41. Estrutura da molécula de selgin 7-O-glucoside, identificada na fracdo BuOH, no tr
= 3,19 min.

Por ser um flavonoide raro, pouco encontrado nas espécies vegetais, ha poucas
referéncias na literatura sobre essa substancia. Sugere-se que o sinal m/z 313 corresponde a
aglicona apdés a perda da molécula de agucar do flavonoide. O espectro no ultravioleta (Figura
42) obtido corrobora com o encontrado na literatura, caracteristico do flavonoide selgin 7-O-
glucoside, com banda Il em 253 nm e a banda | em 340 nm, caracteristico de flavona (MARIN
et al., 2004; BONGCHEEWIN et al., 2014).
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Figura 42. Espectro no ultravioleta (UV) do sinal em 3,19 min da fracdo BUOH de flores de
S. nigra obtido através de CLUE-DAD-EM/EM.

Né&o foram encontrados relatos na literatura sobre a presenca desse flavonoide nas flores
e frutos de Sambucus nigra L, nem em outras espécies da mesma familia. Porém o flavonoide
foi identificado em folhas de espécies dos sub-géneros Stachys e Betonica, ricas em flavonoides
(MARIN et al., 2004).

Os flavonoides identificados na fracdo BuOH do extrato de flores de S. nigra.
encontram-se descritos na Tabela 5, identificados por seus tempos de retencdo (min), massa
molecular, absor¢do méxima em UV/Vis (Améx - nm) e fragmentos gerados (EM/EM - m/z),

em modo negativo, bem como as referéncias utilizadas para a identificacdo das substancias.
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Tabela 5. Absor¢ao maxima em UV/Vis (Amax - nm) e fragmentos gerados (EM/EM — m/z),

em modo negativo, para 0s compostos identificados na fracdo butandlica (F-BuOH) do extrato

de flores de S. nigra.

Substéancia Tempo Massa(g) UVIVIS [M-H]" EM/EM Referéncias
de Amax (NM)  (M/2) (m/z)
retencéo
(min)
PEREIRA et al.,
Rutina 2,70 610.52 255; 354 609.91 300.94; 2008; ZHANG et al.,
179.22 2010; KAZUMA et
al., 2003;
DOURADO;
LADEIRA, 2008.
Isoquercitrina 2,84 464.38 255; 354 463.46 300.20 SAIT et al., 2015; LI
etal., 2018; TIBERTI
et al., 2007.
Luteolina-7-O- 3,02 594.52 - 593.50 285.00 OLA et al., 2009;
rutinosideo PLAZONI et al.,
20009.
Luteolina-4'-O- 3,02 594.52 253; 336 593.63 284.87 OLA et al., 2009.
rutinosideo
Isoramnetina-3-O- 3,09 624.54 253; 345 623.76 315.12 WILLEMS;
rutinosideo LOW, 2018; DOU et
al., 2017; HARPUT
et al., 2004.
Isoramnetina-7-O- 3,09 624.54 - 623.89 315.24 TRUCHADO et al.,
rutinosideo 20009.
Luteolina-7-O- 3,11 448.38 330 447.26 284.07 PLAZONI et al.,
glicopiranosideo 2009; AKDEMIR et
al., 2003.
Canferol-3-O- 3,11 448.38 253; 344 447.26 283.88 SOHN et al., 2004;
glicosideo BAO et al., 2018;
CIRIC et al., 2017.
Selgin 7-O- 3,19 478.40 253; 340 477.30 313.83 MARIN et al., 2004;
glucoside BONGCHEEWIN et

al., 2014.
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5.3. Avaliagéo do teor de compostos fenolicos totais

Os teores de compostos fendlicos totais do EEB e das fracbes F-AcOEt, F-BuOH e F-
HMeOH foram estabelecidos através da interpolacdo das medidas das absorbancias com a curva
de calibracédo obtida para o &cido galico (Eqg. 3), na qual y = concentracdo do &cido gélico e x =
absorbancia, & 650 nm. Obteve-se o coeficiente de correlaco (r?) entre x e y no valor de 0,9926
adequados ao valor de precisdo. Os resultados foram expressos como equivalentes de acido

galico (mg) por grama de amostra (EAG/Q).

y =0,0067x +0,9111 r2=0,9926 (Eq. 3)
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Figura 43. Teor de compostos fenolicos totais do EEB e fracdes AcOEt, BUOH e HMeOH.

Resultados apresentados como média + desvio padrao.

abed | etras diferentes indicam diferenca significativa p<0,05

De acordo com os resultados encontrados (Figura 43), observa-se que houve diferenca
significativa entre o teor de compostos fendlicos totais encontrados (analise de grupos) para o
EEB (76,07+£2,77 mg EAG/g) e para as fragcoes F-AcOEt (45,00+1,18 mg EAG/g), F-BuOH
(54,87+0,83 mg EAG/g) e F-HMeOH (23,08+1,56 mg EAG/g), Figura 43.

Através da metodologia utilizada (método do reagente de Folin-Ciocauteu), nota-se que
0s compostos fendlicos estdo presentes em maiores concentracdes no EEB e na fracdo F-BuOH,

0 que corrobora com a ideia de que o EEB deve conter o teor total de fenélicos pois ndo foi
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fracionado, e as fragcGes mais concentradas foram a F-AcOEt e a F-BuOH, ja que os solventes
acetato de etila e butanol sdo os mais eficientes para a extracdo de compostos fendlicos
(AZEVEDO et al., 2014).

Alves e colaboradores em 2014, categorizaram os compostos fendlicos como baixo (<10
mg EAG/g), médio (10 — 50 mg EAG/Qg) e alto (> 50 mg EAG/g). Sendo assim, pode-se dizer
que o EEB e a fracdo F-BuOH s&o considerados ricos em compostos fendlicos, e as demais
fragbes com concentragcdes médias.

Os resultados encontrados por Jarzycka et al. 2013 condizem com os resultados achados
no presente estudo, onde os teores maiores de compostos fenélicos se concentraram na fracéo
de acetato de etila ja que ndo foi realizado o fracionamento e obtencéo da fragdo F-BuOH no
referido estudo.

Ademais, os resultados apresentados mostram-se em conformidade com os resultados
obtidos nas andlises de CLUE-DAD-EM/EM, na qual a fracdo com sinais mais intensos foi a
F-BUuOH.

5.4. Avaliagéo do teor de flavonoides totais

Os teores de flavonoides totais do EEB e das fragdes F-AcOEt, F-BuOH e F-HMeOH
foram estabelecidos através da interpolacdo das medidas das absorbancias com a curva de
calibracdo obtida para a quercetina (Eg. 4), na qual y = concentracdo de quercetina e X =
absorbancia, & 450 nm. Obteve-se o coeficiente de correlaco (r?) entre x e y no valor de 0,9569
adequados ao valor de precisdo. Os resultados foram expressos como miligramas de

equivalentes de quercetina por grama de amostra (EQ/Qg).

y =0,0265x + 0,236 2 =0,9569 (Eq. 4)
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Figura 44. Teor de flavonoides totais do EEB e fracdes AcOEt, BUOH e HMeOH. Resultados

apresentados com média + desvio padréo.

* Diferenca significativa p<0,05

De acordo com os resultados encontrados (Figura 44), observa-se que nao houve
diferenca significativa entre o teor de flavonoides totais encontrados para o EEB (5,16+0,62
mg EQ/q) e para as fracbes F-AcOEt (6,89+0,48 mg EQ/g) e F-HMeOH (4,15+0,25 mg EQ/qg),
ja para a fracdo F-BuOH (16,16+0,75 mg EQ/g) houve diferenca significativa, Figura 44.

Os resultados apresentados demonstram que a metodologia utilizada foi bastante precisa
ao se notar que os flavonoides estdo presentes em maiores concentracdes na fracdo F-BuOH, o
que corrobora com o descrito por Azevedo e colaboradores 2014, de que o solvente butanol é
mais eficiente para a extracdo de flavonoides glicosilados, pois permite a obtencdo dos
heterosideos (flavonoides ligados a agucares), quando comparado ao solvente acetato de etila,
o0 qual é mais eficiente na extracdo da aglicona (flavonoide néo ligado ao agucar) (AZEVEDO
etal., 2014).

O baixo teor de flavonoides obtido para o EEB pode ter se dado pela presenca de outros
compostos que podem ter interferido na dosagem de flavonoides totais, ja que o EEB contém
ceras e pigmentos, além de outros metabdlitos secundarios, que ndo sdo reagentes com a
metodologia.

Os resultados encontrados por Jarzycka et al. 2013 condizem com os resultados achados
no presente estudo, onde os teores maiores de flavonoides se concentraram na fracdo de acetato

de etila, ja que ndo foi realizado o fracionamento e obtencdo da fracdo F-BuOH no referido
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estudo, assim, quando ndo ha fracionamento com o solvente butanol, o segundo solvente
preferencial para a extragdo de flavonoides é o acetato de etila (AZEVEDO et al., 2014;
JARZYCKA et al. 2013).

Os resultados apresentados mostram-se em conformidade com os obtidos nas analises
de CLUE-DAD-EM/EM, na qual a fracdo com sinais mais intensos foi a F-BuOH, além do que
os flavonoides identificados sdo heterosideos, pois contém uma ou mais unidades de agucar
ligadas a genina, indicando que o fracionamento com o butanol foi eficiente para extrair a maior
quantidade de flavonoides glicosilados para essa fracdo, corroborando o descrito por Azevedo

e colaboradores 2014.

5.5. Preparo das solugdes micelares pelo método de disperséo a frio (DF)

O preparo das solugdes micelares foi realizado através do método de disperséo a frio.
As solucdes micelares apresentaram-se limpidas conforme esperado. Para a incorporacdo da
fracdo F-BUOH na formulacdo de F127 foi necessario agitacdo do béquer em banho de gelo
durante 30 minutos para completa solubilizacéo.

O F127 é um copolimero que tem a propriedade de formar solugdes aquosas a baixas
temperaturas, mas em temperaturas superiores a 25°C, ele transforma-se em gel quando estiver
em concentracGes superiores a 15%. Essa temperatura pode ser modulada, variando-se a
concentracdo de F127 utilizada, em concentracfes acima de 20%, a gelificacdo é explicada
devido a reorganizacdo das micelas, que formam um gel altamente viscoso e elastico. Com o
aumento da temperatura, ocorre uma desidratacdo, que gera uma aproximacdo das cadeias
hidrofobicas, levando a formacdo do gel (DUMORTIER et al., 2006; ZHANG et al., 2013,
PETKOVA-OLSSON et al., 2017).

O resultado obtido no presente trabalho encontra-se de acordo com o referido na
literatura, pois as formulacGes desenvolvidas contendo 3% e 10% de F127 apresentaram-se nas
formas de solugcBes aquosas limpidas, sem ocorrer a transformacdo em gel (DUMORTIER et
al., 2006).
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5.6. Determinacdo do tamanho médio e potencial zeta das micelas presentes nas

formulacdes

A analise do tamanho médio e do potencial zeta das formulacgdes obtidas pelo método
utilizado (disperséo a frio) estdo apresentadas na Tabela 6. Os resultados séo expressos como
didmetro médio das particulas e indice de polidispersdo (IP) para analise do tamanho, e 0s

resultados dos valores do potencial zeta sdo fornecidos em milivolts (mV).

Tabela 6. Tamanho médio, indice de polidispersdo (IP) e potencial zeta das formulacdes

obtidas pelo método de disperséo a frio (DF).

Formulagdes = Tamanho médio + dp IP+dp Potencial zeta + dp
(nm) (mV)
FFB 10% 180,8+16,54 0,558+0,14 -29,5+2,93
FFB 3% 259,6+20,85 0,704+0,142 -2243,3
F127 10% 72,03+40,42 0,186+0,011 -43,242,77
F127 3% 247,3£76,33 0,528+0,155 -34,6+2,55

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6, observa-se que as formulacbes FFB
10% (Formulacdo da Fracdo Butanolica (2mg/mL) contendo 10% F127) e a FFB 3%
(Formulacdo Fracdo Butandlica (4mg/mL) contendo 3% F127) apresentaram tamanho de
particula maiores que as formulacdes F127 10% e F127 3%, respectivamente, que contém
somente o F127. O tamanho micelar representa o raio hidrodindmico das particulas no
movimento browniano, o0 aumento no tamanho das micelas é explicado atraves do possivel
aprisionamento da fracdo F-BuOH na parte hidrofobica do nucleo micelar. No entanto a FFB
3% mesmo contendo uma concentracdo maior de fracdo obteve um aumento do tamanho médio

menor que a FFB 10%, quando comparadas as formulagdes de F127 sem a incorporacgdo da
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fracdo F-BUOH. Isso pode ser explicado devido a presenca de uma maior quantidade de
substancias contidas na fragdo F-BuOH que podem ter melhorado a interacdo entres as cadeias
hidrofobicas, resultando em uma estrutura mais compacta (BUTT et al., 2012).

O indice de polidispersao (IP) indica a homogeneidade da populacdo de particulas
presentes na formulacdo em relacdo ao diametro das mesmas. De acordo com Zhang e
colaboradores, 2007, valores de IP abaixo de 0,3 classificam a formulagdo como monodispersa,
e valores acima classificam como polidispersa (ZHANG & KOSARAJU, 2007). Pode-se
observar que as distribui¢cbes de tamanho das micelas sdo polidispersas, indicando que ha
variacdo no didmetro das mesmas mediante a populacdo, exceto para a F127 10%, que
apresentou-se como monodispersa, apesar de preparada pelo mesmo método. A variacdo nas
dimensoes das particulas da FFB 10% e da FFB 3% podem ser explicadas devido a existéncia
de ligacdes fisicas especificas entre carbono, hidrogénio e oxigénio presentes na fracdo BUOH,
que podem ser responsaveis pela modificacdo no diametro das micelas frente a populacéo
(NITA et al., 2015).

O potencial zeta, também denominado como potencial eletrocinético é o potencial de
deslizamento de uma particula coloidal movendo-se sob um campo elétrico, ou seja, ele
representa a carga presente na superficie da micela. Dessa forma, altos valores de potencial
zeta, em modulo, geram forcas repulsivas que tendem a evitar a agregacdo das micelas,
indicando a estabilidade da formulacdo gerada (BHATTACHARJEE, 2016).

Ademais € possivel observar que o potencial zeta das formulacdes apresentam elevados
valores negativos em mddulo, com valores muito préximos entre as formulagdes que contém a
fracdo F-BUOH e as preparadas pelo mesmo método somente com o F127. O elevado valor do
potencial zeta para as formulacbes FFB 3% e FFB 10% indicam uma alta eficiéncia no
aprisionamento da fracdo F-BuOH na micela polimérica, além de demonstrar que a formulacéo
desenvolvida é estdvel (BHATTACHARJEE, 2016; RAFAEL et al., 2018).

Ao se analisar os resultados em conjunto, optou-se por utilizar a FFB 3% para o ensaio
de liberacdo in vitro, visto que é a formulacdo que apresenta maior concentracdo de F-BuOH

incorporada e menor concentragdo do polimero F127.
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5.7. Liberacdo da fracao butanolica a partir das micelas utilizando como biomarcador

o flavonoide rutina

5.7.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a realizacdo do teste de liberagdo in vitro da fracdo F-BuOH das micelas foi
realizado primeiramente a quantificagdo do flavonoide rutina na fragdo F-BuOH utilizado como
biomarcador j& identificado na fracdo anteriormente (ASSIS, 2014). A curva de calibracéo

obtida esta representada na Figura 45.

Curva de calibracéo da rutina (pg/mL)

700000,000 -
600000,000 -
500000,000 -
400000,000 -

y = 24053x + 3307,6
300000,000 - R?=0,9917

Area sob a curva

200000,000 -

100000,000 -

0,000 T T !
0 10 20 30

Rutina (pg/mL)

Figura 45. Curva de calibracdo da rutina (ug/mL) obtida por CLAE-DAD.

Na Figura 45 esta representada a equacao da reta obtida, na qual y = concentracdo de
rutina e x = absorbéncia, a 350 nm. Obteve-se o coeficiente de correlagdo (r?) entre X e y no
valor de 0,9917 adequados ao valor de preciséo.

Para avaliacdo da eficiéncia do método analitico, foram analisados os parametros de
linearidade de cada curva analitica, precisdo e exatiddo do método (NUNES, et al. 2005). As
curvas analiticas elaboradas para o padrdo rutina demonstraram linearidade na faixa avaliada
de 25 pg/mL a 2 pg/mL (n=5 pontos), conforme apresentado na Figura 45 e Tabela 07. O
limite de deteccdo (LD) obtido foi de 0,11 ug/mL e o limite de quantificacdo (LQ) foi de 0,38
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pug/mL. Os resultados obtidos demonstram que o método € sensivel para detectar e quantificar

0s niveis de concentracdo de rutina presente na fracdo F-BuOH. O limite de deteccao determina

a menor concentracdo de um analito presente em uma amostra que pode ser detectado, ja o

limite de quantificacdo é a menor concentracdo de um analito que pode ser quantificada em

uma amostra.

Tabela 7. Linearidade do método a partir de uma solucdo do padrdo rutina diluida em metanol

com as suas respectivas areas, médias de trés repetices auténticas.

Rutina (ug/mL) Area do sinal da amostra ~ Média Desvio  Coeficiente
Padrao de
Variacao

Ci1 C2 Cs %

2 50891 51016 50766 50891,00 125 0,245

5 105105 105707 106309 105707,00 602 0,569

8 187322 189037 187833 188064,00 880,52 0,468

10 278256 276032 277144 277144,00 1112 0,401

25 595502 597372 599243 597372,33 1870,50 0,313

Os valores do coeficiente de variacdo (CV) obtidos indicam linearidade na faixa

avaliada, ao considerar que valores de CV abaixo de 5% sao considerados aceitaveis de acordo

com os parametros descritos pela ANVISA (2003).

A precisdo intermediaria do método foi avaliada através da repetibilidade de diversas

medicdes realizadas em dias alternados com as mesmas condi¢des cromatograficas pelo mesmo

analista, de acordo com o apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8. Ensaio de precisdo intra-corrida com os valores médios das areas dos sinais na

concentracéo de 8 pug/mL do padréo rutina.

Repeticoes Areas dos sinais da amostra Rutina (8 pg/mL)
1 187322 7,6503
2 189037 7,7216
3 187833 7,6716
4 189091 7,7239
5 187322 7,6503
6 186913 7,6333
Média 187919,66 7,6752
Desvio Padréo 933,35 0,0388
Coeficiente de Variacédo % 0,496 0,5055

Os valores do coeficiente de varia¢do (CV) obtidos indicam uma precisdo aceitavel para

0 método analitico utilizado, ao considerar que valores de CV abaixo de 5% sdo considerados

aceitaveis de acordo com os parametros descritos pela ANVISA (2003).

Para a avaliacdo da exatiddo do método, foi determinada a porcentagem de recuperacéo

média do analito nas concentra¢des baixa (2 pg/mL), média (8ug/mL) e alta (25 pg/mL) da

curva, conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Exatiddo do método para trés niveis de amostragem na determinacao de rutina.

Amostragem  Média areas dos sinais Média Média Desvio Coeficiente
(Mg/mL) Concentragdes Recuperacdo Padréo de
(Mg/mL) % Variacéo
%
2 (baixa) 50891 51016 50766 197 1,98 197 98,91 0,259 0,26
8 (média) 187322 189037 187833 7,65 7,72 7,67 96,01 0,457 0,47
25 (alta) 595502 597372 599243 24,77 24,69 24,77 98,99 0,179 0,18
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A recuperagéo ficou entre 96,01% e 98,99 %, estando de acordo com o descrito pela
ANVISA (80% - 120%). O coeficiente de variacdo manteve-se abaixo de 5% de acordo com as
especificacoes.

A Figura 46 representa um cromatograma de rutina obtido a partir de uma solucao
padrdo. Como observado o tempo de retencdo da rutina nas condigdes cromatogréaficas de
analise foi de 8,55 minutos.
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Figura 46. Cromatograma de rutina obtida por CLAE-DAD a partir de uma solucgéo padréo.

A Figura 47 representa o cromatograma da fracdo F-BuOH com o sinal mais intenso
representado pela substancia identificada como o flavonoide rutina. Na fracdo o flavonoide
apresentou o tempo de retencdo de 8,54 min, compativel com o tempo de retengdo obtido pela
solucgéo padréo de rutina (8,55 min).
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Figura 47. Cromatograma da fracdo F-BuOH obtido por CLAE-DAD com sinal intenso no tr=
8,54 min.

A Figura 48 representa a sobreposicdo do cromatograma da fracdo F-BuOH
representada em azul, com o cromatograma do padrao rutina, representada em verde. Observa-
se que o sinal mais intenso € o sinal representado pela rutina, e tanto na fracdo F-BuOH, quanto
na solucdo padrdo, a substancia apresenta 0 mesmo tempo de retencdo 8,54 e 8,55 min,

respectivamente.

71



Resultados e Discussao

0.0904

00804

0.0704

0.060-

0.0504

U

q
00407
00304

0.020

0000 _#M ——

—_——T T T T T
0.00 2.00 4,00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200 24.00 26.00 28.00
Mnutes

Figura 48. Sobreposicdo do cromatograma da fracdo F-BuOH com o cromatograma do padréo
de rutina obtidos por CLAE-DAD.

A fim de se confirmar que o sinal mais intenso da fragdo F-BuOH é o flavonoide rutina,
além da comparacédo dos tempos de retencdo da fracdo e da solucdo padrdo, foi obtido também
0 espectro no ultravioleta a 350 nm, conforme demonstrado na Figura 49. Conforme
demonstrado na literatura (PEREIRA et al., 2008; ZHANG et al., 2010; KAZUMA et al., 2003;
DOURADO; LADEIRA, 2008), os valores encontrados para a banda I (352.9 nm) e a banda 11
(254 nm) do flavonoide rutina estéo de acordo com o encontrado na literatura, confirmando que
o sinal encontrado em 8,54 min na fracdo F-BuOH pela metodologia utilizada, refere-se a

rutina.
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Figura 49. Espectro no ultravioleta (UV) do sinal em 8,54 min da fracdo BUuOH de flores de S.
nigra.

A partir das andlises realizadas foi possivel obter a concentracdo presente do

biomarcador rutina na fracdo F-BuOH. A Figura 50 representa o teor de rutina presente na

fracdo butandlica (F-BuOH), representada por miligrama (mg) de rutina por grama de fracédo

F-BUuOH. Foi quantificado um valor de 379,6mg/g, onde cada grama de fragdo F-BuOH contém

379,6 mg de rutina, mostrando que a fracdo é rica no flavonoide identificado.

Figura 50. Quantificacdo de rutina presente na fracdo F-BuOH (mg/g). Resultados

apresentados com média * desvio padréo.
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No estudo realizado por Dawidowicz e colaboradores, 2006, um alto teor de rutina foi
encontrado no extrato etandlico de flores de S. nigra. Varia¢6es na quantificacdo de rutina na
fracdo F-BuOH das flores da planta podem ser observadas devido a diferencas na quantidade
de extracdes realizadas para obtencdo do EEB, a metodologia utilizada para a aquisicdo das
fragdes, como também o método utilizado para a quantificacdo do flavonoide. No presente
estudo foram encontrados altos valores de rutina na fragdo F-BuOH, pois como ja explicado
anteriormente, o solvente butanol permite a extracdo de maiores quantidades de flavonoides
glicosilados, como a rutina, de forma a aumentar sua concentracdo na fracdo F-BuOH,
conforme encontrado nos resultados anteriores. Como foram realizadas 8 percolacGes para
obter o EEB, permite-se inferir que houve o esgotamento da planta, extraindo-se ao maximo
0s metabdlitos secundarios, o que resultou em um EEB com altas concentracdes de
flavonoides e consequentemente a fracdo F-BuOH altamente concentrada. N&o foram
encontrados dados na literatura que contivessem concentrag¢oes do flavonoide rutina na fragéo
F-BuOH.

Ademais, os resultados apresentados mostram-se em conformidade com os resultados
obtidos nas analises de CLUE-DAD-EM/EM, na qual o sinal mais intenso presente na fracdo

F-BuOH foi identificado como o flavonoide rutina.

5.7.2. Solubilidade

A escolha de um meio receptor adequado € determinante para o sucesso do ensaio de
liberacdo in vitro. O meio receptor deve se apresentar como uma solu¢do tampao com pH
fisiolégico e manter a temperatura de 32 °C £ 0,5 °C para seguir a condi¢ao sink do experimento
(RISSI, 2013). O termo condicao sink significa que a concentragdo de fArmaco no meio receptor
nédo deve ser superior a 20% da sua concentracdo de saturacao, identificada pela determinacéo
de sua solubilidade, garantindo que o meio receptor ndo fique saturado, o que pode impedir a
liberacdo do farmaco a partir da formulacdo (CARNEIRO, 2013).

O estudo da condicdo sink foi realizado através da escolha do PBS como solucéo
receptora, pois apresenta-se como uma solucdo tampdo de pH=7,2. A concentracdo do
biomarcador rutina foi quantificada no meio através da preparacdo de uma curva analitica

obtida para a mesma substancia (Eqg. 5) na qual y = concentracdo de rutina e x = absorbancia, a
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350 nm. Obteve-se o coeficiente de correlagéo (r?) entre x e y no valor de 0,9972 adequados ao

valor de precisdo. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 10.

y = 40665x - 30081 (Eq. 5)

Tabela 10. Resultados da solubilidade de rutina na solugéo receptora.

Areamédiados Quantidade solubilizada Quantidade solubilizada

Rutina (ug/mL) picos* (ng/mL) ** em %
38 pg/mL 600187 30,9980 81,5738

38 pg/mL 596619 30,8225 81,1120

38 pg/mL 590159 30,5048 80,2759
Média 595655 30,7751 80,9872
Desvio Padréo 5083,0274 0,2499 0,6578

Coeficiente de
Variacao %*** 0,8533 0,8123 0,8123

* Média das 3 areas em triplicata.
** Corrigido com o fator de dilui¢do (2x) utilizado
*** CV- coeficiente de variacdo, calculado em funcdo da média e desvio padrdo das areas
obtidas.

Os resultados obtidos demonstraram que a rutina obteve uma solubilizacdo média de
80,9% na solucdo receptora, garantindo as condicdes sink do ensaio de liberacdo in vitro, o
coeficiente de variacdo se manteve abaixo de 5%, respeitando os valores preconizados na
legislacdo vigente (ANVISA, 2003).

5.7.3. Liberacéo in vitro da FFB 3%

Com o objetivo de se avaliar a quantidade de farmaco liberada da formulacdo em funcgéo
do tempo, realizou-se o estudo de liberagdo in vitro. Os hidrogéis sdo redes poliméricas
tridimensionais capazes de carregar grandes quantidades de farmacos e tem sido muito
utilizados em madaltiplas estratégias de entrega de farmacos. O mecanismo de liberacdo
terapéutica dos polimeros podem ser controlados tanto pela temperatura, quanto pelo pH do
meio (TATINI, et al., 2015).
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A liberacéo de um farmaco em formulagGes de Pluronic® F127 depende diretamente do
contetdo de polimero contido na formulagdo. Sabe-se que a medida que se aumenta o teor de
polimero nos hidrogéis, ocorre um aumento da densidade da micela, aumentando também o
espaco intersticial dos poros aquosos, de forma a contribuir para o aumento no caminho de
difusdo de um farmaco, e consequentemente reduzir o coeficiente de difusdo do farmaco para
o meio receptor (FENGBIN et al., 2011). Portanto a liberagdo do farmaco depende diretamente
da difusdo deste atraves da parede polimérica com consequente liberacdo final para o meio
receptor. Dessa forma a membrana escolhida ndo deve limitar o transporte do farmaco e o meio
receptor deve garantir as condi¢es sink do sistema (RISSI, 2013), permitindo que o equilibrio
entre o farmaco contido na micela e o meio receptor.

Para a avaliacdo da liberacdo de um farmaco, o método de didlise regular € o mais
versatil e popular. Neste método ocorre a separacdo fisica do farmaco através o uso de uma
membrana de diélise que permite a coleta do meio receptor de forma simples e em intervalos
de tempos periddicos. Essa técnica consiste na introducdo da formulagdo em um saco de dialise,
0 qual é selado e adicionado em um béquer contendo o meio receptor, em geral o volume
utilizado de formulacgéo varia em torno de 1 a 10 mL, enquanto o volume do meio receptor varia
de 40 a 200 mL (D"SOUZA, 2014; NECKEL & LEMOS-SENNA, 2005).

Para o célculo das concentragdes da FFB 3% liberada no meio receptor foi feita uma
curva analitica do padrdo rutina, obtida por CLAE-DAD (Figura 51).
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Figura 51. Curva analitica de rutina obtida por CLAE-DAD para quantificacdo de FFB 3%
liberado e presente no meio receptor

De acordo com o recomendado pela legislagéo, o coeficiente de correlagdo linear
apresentou um valor r2 = 0,9972, demonstrando linearidade da faixa de trabalho 25 pg/mL a 2
pug/mL. O célculo final da concentracdo da fragéo liberada foi realizado pela proporcionalidade
das concentracGes de FFB 3% obtidas no meio receptor nos tempos avaliados, utilizando-se
como biomarcador o flavonoide rutina. O resultado foi exibido como porcentagem de FFB3%
liberada (Figura 52).
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Figura 52. Porcentagem de FFB 3% liberada ao longo do tempo utilizando como biomarcador

o flavonoide rutina.

*Diferenca significativa p<0,05

De acordo com o demonstrado na Figura 52, pode-se observar que a porcentagem de
FFB 3% liberada em cada tempo isolado seguiu uma proporcao similar, ou seja, a quantidade
liberada aumentou com o passar das horas. Na andlise estatistica realizada observou-se
diferenca significativa de concentracdo de FFB 3% entre quase todos os tempos avaliados,
exceto entre o intervalo de tempo entre 3 e 4 horas, que ndo demonstraram diferenca
significativa na concentracdo de fracdo no meio receptor, 0 mesmo ocorreu para o intervalo
entre 5 e 6 horas. Apesar de ter sido constatada a liberacdo de FFB 3% pela micela no meio
receptor, a quantidade liberada foi muito pequena ja que no tempo de 1 hora houve uma
liberacdo de 1,45 pg/mL (19,1%) na quantificagdo do biomarcador rutina e no tempo de 24
horas a liberacdo total foi de 2,85 ug/mL (37,5%), frente ao tedrico esperado de 7,6 ug/mL de
rutinaem 1 mL de meio receptor, caso houvesse uma liberagdo de 100%. O ensaio de liberacéo
in vitro seguiu os pardmetros de linearidade testados, e as quantificacGes realizadas ficaram
dentro dos limites de detecgéo (LD) e quantificacdo (LQ) calculados. O teste de dialise garantiu
também as condicOes sink durante a liberacdo, j& que ndo houve saturacdo do meio receptor,

calculados através do teste de solubilidade.
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A escolha da FFB 3% para o ensaio de liberacdo in vitro foi baseada na informacao que
com o aumento do teor de polimero na formulagdo, menor € a taxa de difusdo do fa&rmaco para
0 meio receptor. Diante disso, a FFB 3% contém uma menor quantidade de polimero quando
comparada a FFB 10%, ademais a FFB 3% contém uma concentracdo maior da fracdo BuOH
incorporada.

Uma possivel explicagdo para a pequena porcentagem de liberacdo de FFB 3% da
micela pode ser devido a composicao da fracdo BUOH e a composic¢do do Pluronic® F127. Os
flavonoides glicosilados presentes na fracdo escolhida apresentam muitas hidroxilas livres,
como o F127 contém cerca de 70% de Oxido de etileno (Figura 5), pode-se sugerir que as
hidroxilas livres dos flavonoides se ligaram fortemente ao éxido de etileno presente no F127
através de ligacdes de hidrogénio, resultando no aprisionamento dos flavonoides dentro da
micela, 0 que contribuiu para sua baixa taxa de liberacdo (ALMEIDA et al., 2012). O resultado
obtido corrobora com o encontrado na literatura, pois no estudo realizado por Chuacharoen e
Sabliov, 2016, o farmaco testado apresentou interacdes com as cadeias poliméricas do F127, o
que resultou no retardo da liberagéo in vitro.

Wang e colaboradores, 2016, demonstraram que ao alterar o comprimento da regido da
coroa das micelas poliméricas, altera-se a capacidade de solubilizacdo das mesmas, modulando

0 comportamento da liberag&o in vitro das micelas.

5.8. Avaliacado da atividade citotoxica

Para a avaliacdo da citotoxicidade, no presente trabalho foram utilizadas células das
linhagens T24 (células tumorais) e MRC-5 (células normais). O EEB e as fracdes foram
testados in natura, bem como as formulacées FFB 10% e FFB 3%. Foram avaliados também
dois flavonoides puros, a rutina e a quercetina.

O resultado da avaliagédo da citotoxicidade do EEB e das fragdes F-AcOEt, F-BuOH e

F-HMeOH em células da linhagem T24, 24 horas p6s-tratamento, sdo mostrados na Figura 53.
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Figura 53. Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) da linhagem T24, 24 horas apds
o0 tratamento com o EEB e as fracbes F-AcOEt, F-BuOH e F-HMeOH. Cada ponto representa
as médias obtidas em trés experimentos.

*Diferenca significativa p<0,05

De acordo com o exposto na Figura 53, houve reducéo significativa da viabilidade das
celulas T24 tratadas com o EEB em todas as concentragdes testadas. A fracdo F-AcOEt reduziu
significativamente a viabilidade celular a partir da concentracdo de 200 pg/mL. A fragdo F-
BuOH apresentou resultados semelhantes ao EEB, havendo diferenca significativa na reducéo
da viabilidade celular nas células T24 tratadas em todas as concentracdes testadas. Por outro
lado, a fracdo F-HMeOH, quando comparada aos outros grupos testados, ndo reduziu a
viabilidade celular.

Na Figura 54 sdo apresentados os resultados da avalia¢do da citotoxicidade do EEB e

das fracGes em células da linhagem MRC-5, 24 horas pés-tratamento.
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Figura 54. Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) da linhagem MRC-5, 24 horas
apos o tratamento com o EEB e as fracBes F-AcOEt, F-BuOH e F-HMeOH. Cada ponto
representa as médias obtidas em trés experimentos.

*Diferenca significativa p<0,05

Para a linhagem MRC-5 foi observada uma reducdo significativa da viabilidade nas
celulas tratadas com o EEB e a fracdo F-BuOH em concentracBes superiores aquelas
apresentadas na linhagem T24. Enquanto nas células da linhagem T24, o EEB e a fragdo F-
BuOH apresentaram reducéo significativa na viabilidade celular em todas as concentracdes
testadas, na linhagem celular MRC-5, o EEB reduziu significativamente a viabilidade celular a
partir da concentracdo 400 pg/mL, e a fracdo F-BuOH a partir de 100 pg/mL. Células MRC-5
tratadas com a fracdo F-AcOEt apresentaram reducéo significativa da viabilidade a partir de
100 pg/mL, enquanto nas células da linhagem T24, a menor concentracdo que apresentou a
reducdo na porcentagem de células viaveis foi a 200 pg/mL. O comportamento da fracdo F-
HMeOH apresentou-se parecido na linhagem MRC-5 quando comparado a linhagem T24, até
a concentracdo de 200 pg/mL, sem haver reducédo da viabilidade celular. Entretanto, a partir de
400 pg/mL, houve diferencga significativa para a linhagem MRC-5.

Os resultados apresentados demonstram que o EEB e a fragdo F-BuOH foram os que

apresentaram seletividade, ou seja, nas menores concentragdes (25 e 50 pg/mL) foram toxicos
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para as células tumorais, mas ndo apresentaram toxicidade para as células normais. Esse
resultado demonstra-se promissor, ja que a fracdo BUOH é a fracdo mais rica em flavonoides,
conforme demonstrado nos resultados anteriores. As fracbes F-AcOEt e F-HMeOH néo
apresentaram seletividade nas menores concentracGes, por isso ndo foram selecionadas para
serem testadas nas formulagdes micelares. A busca por novos medicamentos contra o cancer
baseia-se principalmente na seletividade da citotoxicidade, ja que o farmaco ideal é aquele que
nas menores concentracdes apresenta acao contra as células tumorais, mas nao tem efeito em
células sadias. Assim, 0 EEB e a fracdo F-BuOH apresentaram os resultados mais promissores.

De acordo com os resultados obtidos foram calculados o ICso (concentracdo capaz de
inibir em 50% o numero de células em cultura) e o indice de seletividade (IS) do EEB e das

fracdes, Tabela 11.

Tabela 11. Valores de ICso para fibroblastos de pulm@o humano MRC-5 e células de carcinoma

urotelial T24 e seus respectivos indices de seletividade (1S).

MRC-5 T24
1Cso0 1Cso0 IS
pg/mL
EEB 859,98 23,33 36,86
F-BuOH 4184 21,57 19,39
F-AcOEt 230,2 209,5 1,09
F-HMeOH 575,84 1217,7 0,47

ICs0 = Concentragéo capaz de inibir em 50% o numero de células em cultura.
IS = ICs0 MRC-5/ IC50 T24

O indice de seletividade (1S) do EEB e das fracdes foi calculado a partir da razdo dos
valores de ICso encontrado para células normais (MRC-5) sobre o ICso das células tumorais
(T24). Quanto maior o valor de IS, significa que o extrato ou a fracdo analisada € mais ativa
contra a linhagem tumoral e menos citotoxica para a linhagem normal. Considera-se como um
promissor candidato antitumoral, a substancia que apresentar um IS > 3 (CHELOPO et al.,
2013). Dessa forma, observa-se de acordo com a Tabela 11, que o EEB e a F-BuOH foram os
que apresentaram indice de seletividade superiores a 3, ou seja, foram mais ativos nas células

tumorais do que nas células normais.
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Apesar do EEB ter apresentado resultados satisfatorios, ele ndo foi objeto de estudo para
as formulages, ja que seu teor de flavonoides foi menor que o apresentado pela fracdo F-
BuOH, de acordo com os resultados apresentados anteriormente. Ademais, 0 EEB contém
outros compostos como acidos fendlicos, ceras e pigmentos que podem influenciar na sua
atividade biologica. Como o objetivo do estudo é avaliar a atividade citotoxica dos flavonoides,
escolheu-se a fracdo mais enriquecida para ser formulada ja que contém a maior quantidade de
compostos ativos. De acordo com Gadéa, 2008, sugere-se que a presenca de atividade bioldgica
nas fracdes provenientes do EEB de compostos vegetais ocorre justamente devido a maior
concentracdo dos compostos ativos.

Nos resultados encontrados por Ksonzekova e colaboradores, 2016, para o extrato hidro
alcoolico de frutos de S. nigra, as concentracdes testadas de 50, 100, 200 e 400 ug/mL ndo
apresentaram reducao significativa na viabilidade celular pelo teste de MTT para a linhagem
IPEC-1 (células epiteliais intestinais de suinos). Adicionalmente foi reportado que ap6s 24h de
tratamento, o extrato de S. nigra ndo exerceu citotoxicidade nas concentragdes testadas, sem
apresentar diferenca na reducéo da viabilidade celular.

Dessa forma, os resultados encontrados no presente trabalho para a fracdo F-BuOH
apresentam-se promissores, jd que na menor concentracdo testada (25 pg/mL) houve uma
reducdo significativa da viabilidade celular, destacando que a fracdo testada por ser a mais rica
em flavonoides, possui potencial citotdxico consideravel, uma vez que sua toxicidade foi
bastante representativa para as células T24 (tumorais) e a0 mesmo tempo nao se apresentou
citotoxica para células sadias (MRC-5).

A fim de se averiguar que a atividade da fracdo F-BuOH esté intimamente ligada a alta
concentracéo de flavonoides presentes na mesma, foram testados os padrdes puros de rutina e
quercetina. A rutina foi identificada no presente trabalho e quantificada na fracdo F-BuOH, a
qual apresentou altas concentrac6es do referido flavonoide. O padrdo de quercetina também foi
avaliado pois apesar de n&o ter sido identificado na fragéo, dados da literatura demonstram que
as flores de S. nigra séo ricas em quercetina (CLAPE & ALFONSO, 2011; MATTE & MATA,
2015).

A Figura 55 apresenta os resultados da avaliagdo da citotoxicidade dos flavonoides

rutina e quercetina em células da linhagem T24, 24 horas pos-tratamento.
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Figura 55. Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) da linhagem T24, 24 horas ap6s
o0 tratamento com os padrdes puros de rutina e a quercetina. Cada ponto representa as médias
obtidas em trés experimentos.

*Diferenca significativa p<0,05

Os resultados obtidos foram analisados pelo teste de Tukey ao nivel de 5%, e
demonstram diferenca significativa na reducdo da viabilidade celular da linhagem T24 nas
maiores concentracdes testadas. A quercetina apresentou reducdo na porcentagem de células
viaveis nas concentragdes de 8 ng/mL e 10 pg/mL, ja a rutina apresentou atividade significativa
somente na maior concentragdo (10 pg/mL). Os resultados encontram-se de acordo com a
atividade apresentada pela fracdo F-BuOH na concentracdo de 25 pg/mL, pois de acordo com
o resultado da quantificagéo de rutina na fragéo, ha 9,4 pg/mL de rutina em 25 pg/mL de fragdo
F-BuOH, ou seja, a rutina como composto majoritario, juntamente aos outros flavonoides
presentes na fracdo, indicam ser os possiveis responsaveis pela atividade citotoxica apresentada.

A vantagem de se utilizar fracdes enriquecidas ao invés de substancias puras esta ligada
a concentracdo utilizada, ja que as fragdes por terem maiores quantidades de compostos atuando
juntamente na reducdo da viabilidade celular, permite a administracdo de menores
concentragdes, quando comparadas com a substancia pura.

De acordo com o encontrado por Curti e colaboradores, 2017, a quercetina exerce
atividade pré-apoptotica em células cancerosas através da modulacdo das vias envolvidas na
proliferacdo e morte celular de uma maneira dose dependente. Nos estudos realizados por
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Borska e colaboradores, 2012, foi relatado que a quercetina inibiu a expressdo de P-gp, uma
proteina amplamente expressa em células cancerosas.

A literatura relata que os flavonoides como a rutina e a quercetina agiram como pro-
oxidantes em certas concentracOes, esgotando os sistemas de defesa antioxidantes, levando ao
dano oxidativo do DNA, por consequéncia exercendo sua atividade citotdxica (CARIDDI, et
al., 2012).

Além disso, estudos realizados por Srivastava e colaboradores 2016 reforcam a
atividade antitumoral dos flavonoides, ja que no referido estudo camundongos portadores de
tumores ao serem tratados com quercetina apresentaram reducao no tamanho do tumor, através
da inducdo da via intrinseca da apoptose, além de aumento da sobrevivéncia e efeitos colaterais
minimos.

Com os resultados obtidos, verificou-se que os flavonoides presentes na fracdo BuOH
podem ser os responsaveis pela atividade citotdxica observada nas células da linhagem T24.
Além da atividade relatada, a fracdo apresentou seletividade e alto teor na dosagem de
flavonoides totais, por isso foi a escolhida para ser incorporada na formulagdo de Pluronic®.

Desta forma ap6s a obtencdo das formulacdes FFB 10% e FFB 3%, ambas foram
avaliadas em relagdo a sua atividade citotoxica. Como a fracdo BuOH apresentou reducéo na
viabilidade celular a partir da concentragdo mais baixa, um intervalo menor de concentragoes
foi escolhido para ser testado (25 pg/mL a 600 ug/mL). A Figura 56 apresenta os resultados da
avaliacdo da citotoxicidade da formulacdo FFB 10% em células da linhagem T24, 24 horas pos-

tratamento.
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Figura 56. Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) da linhagem T24, 24 horas ap6s
o tratamento com a FFB 10%. Cada ponto representa as médias obtidas em trés experimentos.

*Diferenca significativa p<0,05

De acordo com os resultados apresentados na Figura 56, pode-se observar que todas as
concentragcdes testadas de FFB 10% apresentaram reducdo da viabilidade celular. Em
contrapartida, a formulacdo de F127 pura, sem a incorporagdo da fragdo F-BuOH, também
apresentou reducdo da viabilidade celular em todas as concentracdes avaliadas, exceto na
concentracdo de 200 ug/mL. Ainda é possivel avaliar que mesmo que a FFB 10% tenha
apresentado reducdo significativa na porcentagem de células viaveis, a fracdo F-BUOH in
natura obteve resultados melhores, pois na menor concentracdo (25 pg/mL), a reducédo do
namero de células viaveis foi maior que a apresentada pela FFB 10%.

A atividade reduzida da FFB 10% quando comparada a fracdo F-BuOH in natura pode
ser explicada devido ao possivel aprisionamento da fracdo as cadeias poliméricas do F127,
conforme demonstrado e discutido no ensaio de liberagéo in vitro.

O F127 10% pode ter apresentado diferenca significativa na reducdo da viabilidade
celular, pois na literatura ha relatos de que os polimeros Pluronic® F127 e o Pluronic® P 85
guando associados a outros compostos apresentaram atividade citotoxica superior em

comparacdo com a droga livre. Os polimeros citados aumentaram 0s niveis de genes pro-
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apoptdticos em ratos portadores de tumor e impediram a ativacdo da defesa celular anti-
apoptdtica in vitro (BATRAKOVA & KABANOV, 2008).

Adicionalmente, estudos realizados por Rapoport e colaboradores 2003 demonstraram
que micelas contendo 10% de polimero Pluronic® sem farmacos incorporados apresentaram
acdo citostatica, na qual houve 56% de inibicdo do crescimento celular, o que impediu
efetivamente a proliferagéo celular.

De acordo com os resultados apresentados para a formulacdo FFB 10%, foi realizada a
avaliacdo da atividade citotdxica da FFB 3%, que apresenta uma concentracdo superior de
fracdo BUOH incorporada, e também uma porcentagem menor do polimero F127. Os resultados
da avaliacdo da citotoxicidade da formulagdo FFB 3% em células da linhagem T24, 24 horas

pos-tratamento sdo apresentados na Figura 57.
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Figura 57. Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) da linhagem T24, 24 horas apds
o tratamento com a FFB 3%. Cada ponto representa as médias obtidas em trés experimentos.

*Diferenca significativa p<0,05

Somente a fragdo F-BuOH reduziu significativamente a viabilidade celular. Tanto a FFB
3% quanto o F127 3% puro, sem a incorporacdo da fragdo F-BuOH, ndo apresentaram diferenca
significativa na reducgdo de células vidveis, de acordo com o demonstrado na Figura 57. Os
resultados obtidos para a FFB 3% podem ser justificados de acordo com o ensaio de liberacéo

in vitro, no qual demonstrou-se que pode ter havido um aprisionamento da fracdo F-BuOH as
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cadeias poliméricas do F127, que gerou sua baixa liberacdo e consequente falta de atividade
bioldgica no teste de citotoxicidade.

Apesar da FFB 3% conter maior concentracdo de fragdo F-BuOH incorporada na micela
(4mg/mL) quando comparada a FFB 10% (2 mg/mL), a primeira ndo apresentou atividade
citotoxica, enquanto a segunda apresentou reducdo na viabilidade celular. Isso pode ser
explicado primeiramente devido a pequena porcentagem de liberacdo da fracdo F-BuOH,
conforme relatado no ensaio de liberacdo in vitro. Adicionalmente, conforme encontrado na
literatura e citado anteriormente, somente as micelas de Pluronic® 10% puras apresentaram
inibicdo da proliferacdo celular, o que pode ter ocasionado um efeito sinérgico juntamente a
fragdo F-BuOH incorporada na FBB 10%, que apesar de ter uma concentracdo menor de fracéo
apresentou reducdo na porcentagem de células viaveis.

Ao observar os resultados obtidos, nota-se que a associacdo da fracdo F-BuOH ao F127
é benéfica para obtencdo da atividade citotoxica, apesar das formulacGes testadas no presente
estudo n&o terem apresentado resultados ideais. E possivel perceber que um bom equilibrio
entre a porcentagem de F127 e a fracdo F-BuOH mais rica em flavonoides pode proporcionar
resultados promissores, ja que foi comprovado que os flavonoides presentes na fracdo sdo os
possiveis responsaveis pela atividade biolégica apresentada. Ademais, a associacdo da
formulacdo de F127 com a fragdo F-BuOH representa uma estratégia nova e promissora para a
terapia do cancer, pois tanto os flavonoides quanto o Pluronic® s&o capazes de exercer efeitos
pré-apoptéticos em células tumorais, de modo a reduzir o tamanho de tumores e inibir a

proliferacdo celular.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foram obtidos o EEB e suas fracbes F-AcOEt, F-BuOH e F-HMeOH
provenientes de flores de Sambucus nigra L. A fragdo F-BuOH mostrou-se mais concentrada
em flavonoides e nela foram identificados 9 compostos dentre eles a rutina, isoquercitrina,
isoramnetina-3-O-rutinosideo e canferol-3-O-glicosideo que encontram-se de acordo com o
descrito na literatura para as flores de S. nigra. Os flavonoides luteolina-7-O-rutinosideo,
luteolina-4'-O-rutinosideo, isoramnetina-7-O-rutinosideo e luteolina-7-O-glicopiranosideo ja
foram encontrados na familia Caprifoliaceae, mas ndo foram identificados nas flores de S.
nigra, o flavonoide selgin 7-O-glucoside foi identificado pela primeira vez nesta espécie.

Foram preparadas solugdes micelares de F127 contendo a fracdo F-BuOH e estas foram
avaliadas juntamente com as fra¢Ges in natura quanto as suas atividades antitumorais utilizando
células tumorais de bexiga da linhagem T24 e células normais de fibroblasto de pulm&o humano
da linhagem MRC-5 para avaliacdo de seletividade. As formulagdes foram desenvolvidas
utilizando o método de disperséo a frio (DF) e caracterizadas quanto aos testes fisico-quimicos.
De acordo com as andlises de tamanho e IP, foram obtidas formula¢cGes nanométricas e
polidispersas.

A liberacéo da fracdo F-BuOH a partir das micelas foi realizada através da utilizagdo do
biomarcador rutina, presente nesta fracdo, que se mostrou altamente concentrada (379,6mg de
rutina/g de fracdo). O ensaio de liberacdo in vitro da FFB 3% através da rutina como
biomarcador demonstrou que as micelas liberam a fragdo em proporgéo similar e gradualmente
ao longo do tempo, mas a quantidade liberada foi muito pequena, devido a uma possivel
interacdo dos flavonoides presentes na fracdo F-BuOH com as cadeias poliméricas do F127.

Na avaliacdo da citotoxicidade apds 24 horas de tratamento, a fracdo F-BuOH e o EEB
foram citotdxicos para as células de T24 nas menores concentragdes testadas (25, 50 e 100
pug/mL), mas ndo reduziram a viabilidade nas células MRC-5 indicando seletividade. Para
confirmar que a atividade citotoxica da fragdo F-BuOH esta ligada aos flavonoides presentes,
foram testados os flavonoides puros rutina e quercetina, com 24 horas de tratamento em células
T24. Os resultados demonstraram que ambos os flavonoides foram citotdxicos para as células

tumorais nas maiores concentracdes avaliadas.
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Na avaliacdo da citotoxicidade das formulacdes FFB 10% e FFB 3% contendo a fragéo
BuOH, somente a FFB 10% demonstrou-se citotoxica em todas as concentragdes testadas para
as celulas T24. J4 a FFB 3% ndo apresentou reducdo na viabilidade celular em nenhuma
concentracdo avaliada. Esses resultados indicaram que o aumento da concentracdo de F127 na

formulacdo potencializou os efeitos citotdxicos da fragdo F-BuOH.
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Conclusao

7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se inferir que os flavonoides
possuem papel fundamental na atividade citotoxica, apresentada pela fracdo F-BuOH, das flores
de S. nigra L. Entretanto, as solugfes micelares atuam conjuntamente para aumentar a acao da
fracio BUOH nas células tumorais avaliadas, através da ac&o citostatica do polimero Pluronic®
F127, conforme discutido nos resultados apresentados.

Neste sentido, esse estudo abriu perspectivas para estudos futuros investigativos e de
entendimento do mecanismo de acdo tanto de fracOes enriquecidas quanto de substancias
isoladas.

Sendo assim, tornam-se promissores futuros estudos abordando a fracdo F-BuOH
juntamente com a formulagdo desenvolvida, na geracdo de uma nova forma de tratamento para

0 tumor de bexiga.
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Anexos

9. ANEXOS

ANEXO | - Dados do fornecedor da planta Sambucus nigra L.

A3E7C8F - Numero do cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio

Genetico e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

-’ SABUGUEIRO (RASURA)

Lote interno: O1894F
Procedéncia: Brasil Origem: Poldnia

Fab. 05/2012 Val. 05/2016

MNome Clentifico: Sambucus nigra L.

Fabricante: Natural Amazon Lote Fab: RSABO0OO1B6/1 4
Quantidade: 500g Data Frac: 10/07/2014
Congservagio: Armazenar em local seco e arejado, longe de calor e

umidade. Em temperatura ambiente.

RT.: Marina Gomez CRF - SP: §1174
NATURELL INDUSTRIA E COMERCIO LTDA ME

AN DOMM PELDRO |, 95 A" CDNCE{(,.AD - DIADERNMS - S
CEfF: 089991-000 TEL GBOU FET A249 - Fax: 11 A0S53-2738 R: 738
N - CHPJ: 62.068 760/0001-02 - 1.6 286.105.606-114
aturell e-mail: nalursll@natoretl can. br
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Maturell [ndiztria ¢ Comércio Lida.

Av. Dom Pedro I, 957 - Vila Conceigdio

CEP: 09991-000 Diadema - SP

mmr.'r-m"
Maring Gomer

CRPEP 61,174
RESP TECHNICL

CERTIFICADO DE ANALISE

Anexos

[ Nome do Produte: SABUGUEIRO RASURADO

MNome l’:ianﬁﬁmembucus nigra L.

Lote Interno; 0189-1F

Lote Fabricante: RSABO1B6/14

Data de Fabricagio: 05/2012

Data de Validade: 05/2016

Familiz Botinica: Caprifoliaceae

Parte Utilizada: Flor

Procedéncia; Brasil

Origem: Poldnia

Irradiacio/Esterelizagio: Houve

i Ensalos Especificacbes Resultados
Caracteres Organolépticas Flor rasurada de voloragdo

. amarcla amarronzada, sabor ¢ De acorda

L odor caracteristico,

-FPerdz por desszcacdio Maximo 11,00% 9,70%
Cinzas Totais Maximo 9,00% 9,00%

Matéria Estranha Miximo 2% Ausente
Bactérias totais Méximo 10000 UFC/g D¢ acordo

| Fungos e leveduras Meximo 1000 UFC/g D¢ acordo
Salmonella SP Ausente De acordo
Escherichia Coli Alsente De acordo
Staphylococcus Aurens Ausente De acordo
Pseudomonas Aeruginosa Ausente De acordo
Coliformes Totais Ausente De acordo

pATA: 30062014 CONTROLE DE QUALIDADE

APROVATIO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: Método do fabricante, Metodologia interna, Farmacopéia Brasileira 5° EDVPAG, 1265
Conservagdo: Armazenar em local soco e arcjadn, longe de calor e umidade. Em temperatura ambicnte.

Ohservadio: A alteragia na cor poderd OCOCTEr par & WA de produto de origen natyral.
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