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RESUMO

Considerando o potencial econdmico dos metabolitos secundarios, pesquisas tém
focalizado diversas estratégias a fim de explorar e potencializar o enriquecimento desses
metabolitos em matrizes vegetais em um contexto amplo. Ou seja, uma dessas estratégias é o
desenvolvimento ou otimizagdo de metodologias adequadas para a determinagdo, avaliagdo e
quantificagdo desses metabodlitos em plantas. Este estudo avaliou os constituintes quimicos
das espécies de Polygala pulchella, P. linoides, P. campestris, P. brasiliensis, P. sabulosa, P.
paniculata, P. lancifolia, P. densiracemosa e P. altomontana utilizando as técnicas de
Eletroforese Capilar de Zona com detec¢do no Ultravioleta-visivel (CZE-UV), Cromatografia
Liquida de alta eficiéncia com detecgdo no UV (HPLC-UV), Cromatografia Liquida com
deteccdo por massas (LC-ESI-MS/MS), Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e anélise in
vitro da atividade antimicrobiana por microdiluicdo em caldo frente as bactérias com parede
celular Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Escherichia coli (ATCC 25922). As espécies foram coletadas na regido de Rancho Queimado
e na ilha de Floriandpolis. Apos coleta das espécies, as amostras de extrato foram obtidas apos
total secagem do material botanico, seguido por extracdo com 5 ciclos de 7 dias em etanol
98% e posterior filtragem. O método desenvolvido utilizando CZE-UV foi validado e
evidenciou a presenca de 4cido salicilico nas espécies de Polygala. O método utilizou de um
eletrolito de fundo (BGE) de 15 mmol L' de hidroximetil-aminometano e 30 mmol L' de
acido 2-hidroxi-isobutirico, pH = 3,9. O método apresentou desempenho répido, tempo de
migragdo menor que 0,76 min para acido salicilico e ftalico (padrdo interno), resultados de
precisdo para area de pico foram melhores que 2,9% (intra-dia) e 2,8% (inter-dia) e as
respostas para o os analitos foram lineares (intervalo de 1-5 mg L™!), com limites de detecgdo
e quantificacdo de 0,2 e 0,6 mg L, respectivamente. O método analisou amostras de extratos
Polygala, levando em conta as 9 espécies avaliadas, resultando em 4 extratos distintos para
cada espécie (caule, raiz, folhas e flores), totalizando 39 amostras. Outro método utilizando
CZE-UV foi desenvolvido com o objetivo de validar a autenticidade do perfil quimico para
espécies desse género. O método consiste na quantificacdo da 1,5dihidroxi-2,3-dimetoxi
xantona e rutina em P. paniculata. O eletr6lito para as separagdes foi composto por 30 mmol
L de tetraborato de s6dio e 20% de MeOH em pH = 9,10. A separagdo foi realizada em um
capilar de silica fundida com comprimento total de 38,5 cm e didmetro interno de 75 um, com
inje¢do de 50 mBar/30s pela extremidade mais distante do detector e detecgdo de UV a 280
nm. As respostas para os analitos foram lineares em uma faixa de 5-25 mg L', os limites de
deteccdo foram 1,62 € 1,18 mg L™! e os limites de quantificagio foram 4,92 e 3,59 mg L' para
Rutina e 1,5dihidroxi-2,3dimetoxi xantona, respectivamente. Uma amostra de extrato de
Polygala paniculata foi analisada. Os resultados mostraram que 1,5dihidroxi-2,3-dimetoxi
xantona e Rutina estavam presentes na amostra de extrato. Os constituintes fenolicos
considerados marcadores quimicos no género Polygala, como rutina, entre outros fendlicos
foram determinados por LC-ESI-MS/MS e o preparo das amostras consistiu em diluigao
seguida da filtragem do extrato. A qualidade dos extratos de Polygala pdde ser avaliada de
acordo com parametros e figuras de mérito analiticos, visando analisar os metabdlitos
bioativos, como flavonoides, cumarinas entre outros. As técnicas HPLC-UV ¢ RMN de 'H
foram as ferramentas escolhidas para avaliar as informagdes qualitativas dessas amostras. Os
espectros de RMN de 'H dos extratos de Polygala permitiram uma analise qualitativa de
parametros de qualidade dos diferentes perfis de composicdo quimica das espécies.. A
avaliagdo da atividade antibacteriana frente as bactérias com parede celular S. aureus, P.
aeruginosa e E. coli demonstrou atividade moderada para as espécies P. altomontana, P.



sabulosa, P. campestres e P. paniculata. Os resultados demonstraram atividade dos extratos
principalmente contra a bactéria Gram-positiva S. aureus CIM= 250-500 uL.

Palavras-chave: Polygala, anélise fitoquimica, metabolitos secundarios, produtos naturais.



ABSTRACT

Considering the economic potential of secondary metabolites, research has focused on several
strategies in order to explore these metabolites in plant matrices in a broad context. In other
words, one of these strategies is the development or optimization of suitable methodologies for
the determination, evaluation and quantification of these metabolites in plants. This study
evaluated chemical constituents of Polygala pulchella, P. linoides, P. campestris, P. brasiliensis,
P. sabulosa, P. paniculata, P. lancifolia, P. densiracemosa and P. altomontana species using
hyphenated techniques namely Capillary Electrophoresis coupled to a Visible Ultraviolet
Detection Zone (CZE-UV), High Performance Liquid Chromatography coupled to a UV
Detection (HPLC-UV), Liquid Chromatography coupled to a Mass Detection (LC-ESI-MS/MS),
"H Nuclear Magnetic Resonance and in vitro antimicrobial activity by broth microdilution against
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and Escherichia
coli (ATCC 25922) cell wall bacteria. The species were collected in the region of Rancho
Queimado and on the island of Florianopolis. After collecting the species, extract samples were
obtained after total drying of the botanical material, followed by extraction with 5 cycles of 7 days
in 98% ethanol and subsequent filtration. The method developed using CZE-UV was validated
and it evaluated the presence of salicylic acid in Polygala species. The method developed for
eletrophoresis analysis, used a background electrolyte (BGE) of 15 mmol L of hydroxymethyl-
aminomethane and 30 mmol L of 2-hydroxy-isobutyric acid, pH = 3.9. The method showed fast
performance, migration time less than 0.76 min for salicylic and phthalic acid (internal standard),
precision results for peak area were better than 2.9% (intraday) and 2.8% (inter-day) and
responses to analytes were linear (range 1-5 mg L"), with detection and quantification limits of
0.2 and 0.6 mg L', respectively. The method analyzed samples of Polygala extracts, considering
that 9 species was studied, resulting 4 different extracts for each species (stem, root, leaves and
flowers), leading to 39 sample extracts. Another method using CZE-UV was developed in order to
validate the authenticity of the chemical profile for species of this genus. The method consists in
the quantification of 1,5dihydroxy-2,3-dimethoxy xanthone and rutin in P. paniculata. The
electrolyte for the separations consisted of 30 mmol L™ of sodium tetraborate and 20% of MeOH
at pH = 9.10. The separation was performed in a fused silica capillary with a total length of 38.5
cm and an internal diameter of 75 pm, with an injection of 50 mBar/30s at the far end of the
detector and UV detection at 280 nm. Responses for analytes were linear over a range of 5-25 mg
L', limits of detection were 1.62 and 1.18 mg L' and limits of quantification were 4.92 and 3.59
mg L for Rutin and 1,5dihydroxy-2,3dimethoxyxanthone, respectively. The analysis of a sample
of Polygala paniculata extract led to identification of 1,5-dihydroxy-2,3-dimethoxy xanthone and
Rutin. Phenolic constituents present in the studied Polygala species such as rutin, among other
phenolics were identified by LC-ESI-MS/MS analysis. The quality of Polygala extracts could be
evaluated according to parameters and figures of analytical merit, aiming to identify the bioactive
metabolites, such as flavonoids, coumarins, among others. The HPLC-UV and 'H NMR
techniques were the tools chosen to evaluate the qualitative information of these samples. The 'H
NMR spectra of Polygala extracts allowed a qualitative analysis for the quality parameters of the
different chemical composition profiles of the species. The evaluation of antibacterial activity
against bacteria with cell walls S. aureus, P. aeruginosa and E. coli showed the extracts of P.
altomontana, P. sabulosa, P. campestres and P. paniculata showed moderate antibacterial activity
mainly against the gram positive bacteria S. aureus with MIC values ranging 250-500 ug/mL

Keywords: Polygala, phytochemical analysis, secondary metabolites, natural products.
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1 INTRODUCAO

As plantas tém um papel fundamental para a manuten¢do da vida na Terra. Todo e
qualquer ecossistema possui organismos que dependem das plantas para sobrevivéncia, sendo
responsaveis diretamente pela sobrevivéncia de diversas espécies. Plantas medicinais sao
conhecidas e altamente valorizadas em todo o mundo como fonte para a descoberta de novos
farmacos, tendo seu uso iniciado pela populagdo ha milhares de anos como forma terapéutica
alternativa para tratar doengas. Entretanto, a busca pelos constituintes ativos presentes nas
plantas medicinais s6 comegou no século XIX, levando assim a obtengdo dos primeiros
compostos bioativos com as caracteristicas conhecidas de hoje (PAWAN KAUSHIK;
PAHWA; DHIRENDER, 2014).

Existe um interesse cientifico e comercial consideravel na descoberta continua de
novos agentes medicinais a partir de fontes de produtos naturais, devido a diversas
propriedades farmacologicas ja comprovadas. A importancia dos produtos naturais em
diversas areas ¢ ressaltada na literatura, tendo em vista que entre o inicio de 1981 e final de
2014, foram registrados um total de 136 farmacos contra o cancer no mundo, sendo que
apenas 17% eram de origem totalmente sintética e 83% desses medicamentos eram produtos
naturais ou foram baseados neles, ou mimetizavam produtos naturais. Uma descoberta
relevante, que amplifica e estimula a pesquisa na area, ¢ a descoberta de um farmaco
antineopldsico, o Paclitaxel®, utilizado para o tratamento do cancer de mama, sendo 0 mesmo
isolado das cascas de Taxus brevifolia (AMARAL et al., 2019). Dentre as diversas
abordagens na area da pesquisa por produtos naturais, estd nitida sua grande participagdo com
relacdo a pesquisa e desenvolvimento de farmacos e agentes inibidores de diversos
mecanismos deenvolvidos em doengas, além dos compostos oriundos do metabolismo vegetal
que ja foram descobertos e relacionados como fontes antivirais, antibioticos, dentre muitos
outros.

As pesquisas em produtos naturais seguem rumos promissores, haja vista que os
cientistas tém desenvolvido métodos que facilitem a descoberta de novos compostos
bioativos, através de técnicas analiticas de ampla varredura. Nesse sentido, uma tendéncia
inovadora e promissora ¢ a andlise do metaboloma, definido pelo conjunto de todos os
metabolitos, ou seja, os componentes sintetizados por um organismo seja ele planta,
microorganismo ou animal. Existem diferentes tipos de abordagens nessa area, sendo elas a
analise metabolomica, e o perfil metabdlico (CHAGAS-PAULA, 2013). O perfil metabodlico ¢

a identificagdo e quantificacdo de um grupo de metabolitos de interesse que podem ser
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identificados com o emprego de uma determinada técnica analitica. As diferentes abordagens
dessa area de estudo t€ém em comum a busca por metodologias hifenadas, mais apuradas,
rapidas e eficazes, que sejam capazes de mensurar a imensa diversidade quimica presente nas
plantas, para a descoberta de novos compostos € compostos bioativos, até mesmo em espécies
que ja foram estudadas. Dentre as técnicas de andlise usadas para tal estdo a ressondncia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (EM), cromatografia com detecg¢do por
massas e espectroscopia no ultravioleta.

O género Polygala L ¢ o mais abundante da familia Polygalaceae. Existem 39 espécies
desse género presentes no Sul do Brasil, sendo o mesmo caracterizado quimicamente pela
presenga de xantonas, flavonodides, saponinas triterpénicas, polissacarideos, estirilpironas,
cumarinas, e esterdis. Alguns estudos, in vitro e in vivo destacaram importantes efeitos
bioldgicos de plantas do género, como a atividade anti-inflamatoria de esterois, isoflavonas e
saponinas triterpénicas, a atividade antitumoral de polissacarideos e xantonas, a atividade
antidepressiva de estirilpironas e a atividade antinociceptiva de flavonéides (TIZZIANI et al.,
2017).

O 4cido salicilico (AS), que tem sido utilizado medicinalmente desde a antiguidade e ¢
um dos mais importantes compostos fendlicos simples de produtos naturais, apresenta intensa
pesquisa relacionada as plantas. Nesse sentido, tem revelado seu envolvimento em diversos
aspectos fisiologicos e respostas de desenvolvimento como: germina¢do de sementes,
movimentos estomaticos, acumulo de pigmentos, fotossintese, biossintese de etileno,
producdo de calor, atividades enzimaticas, absor¢do de nutrientes, inducdo na producdo de
flores, fungdes de membrana, nodulagdo de leguminosas e crescimento e desenvolvimento
geral de plantas (ALI, 2020; LEFEVERE; BAUTERS; GHEYSEN, 2020; MURPHY; ZHOU;
CARR, 2020). Estudos demonstram claramente que o AS pode recuperar eficientemente a
biossintese de metabdlitos secundéarios e também aumentar a concentracdo desses compostos
nas espécies vegetais. Uma estratégia no avanco dessas pesquisas € o desenvolvimento de
novas metodologias para analise da qualitativa e quantitativa de AS em matrizes vegetais.

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi realizar uma pesquisa quimica e bioldgica
nas espécies de Polygala utilizando métodos analiticos de screening para andlise de
metabolitos bioativos, assim como avaliar o conteudo do AS nessas plantas, utilizando a CZE
como metodologia analitica, desenvolvendo e validando um método rapido, mais verde, que
gere menores quantidades de residuos e seja menos laborioso na analise dos constituintes de

matrizes vegetais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIODIVERSIDADE E PRODUTOS NATURAIS

A caracterizacdo de como a biodiversidade de plantas (principalmente a riqueza de
espécies) influencia o funcionamento do ecossistema tem sido um dos temas mais importantes
em ciéncias da vida (DYER et al., 2018; WARDLE, 2016). Um grande fator que torna
desafiadora a conservacao da biodiversidade ¢ a mudanga climatica. Tendo em vista que
milhares de espécies e dinamicas ecoldgicas ja estdo respondendo a mudancas climaticas
recentes, considera-se que as reservas vegetais atualmente existentes ndo conseguirdo manter
o suporte de protecdo a todas as espécies para o qual seriam designadas a proteger. Esses
problemas sdo exacerbados por outras mudangas globais e as pesquisas recentes recomendam
medidas para a adaptacdo e conservacdo frente as mudangas climaticas (HELLER;
ZAVALETA, 2009). A conciliagdo e integragdo de grandes teorias acerca da ecologia e suas
implicagdes tem se tornado alvo promissor de perguntas cientificas para os pesquisadores,
com niveis de inferéncia do futuro da biodiversidade extremamente relevantes, a fim de
proporcionar robustas formas de compreensdo das mudancas espago-temporal agregadas a
essa importante tematica (DYER et al., 2018).

A vasta quantidade de plantas existentes no planeta promove a geracdo de
medicamentos, desenvolvimento cientifico, equilibrio ambiental e ecoldgico. O Brasil, com
um territorio de 8.565.000 km?, contém seis importantes biomas, sendo eles a Mata Atlantica,
o Cerrado, a Amazdnia, a Caatinga, o Pampa e o Pantanal. Contrapondo tamanha
biodiversidade, além da maior diversidade vegetal do planeta, a maioria das plantas brasileiras
ainda ndo foram estudadas, o que representa um grande potencial economico, de identificagao
de novos compostos, atividades bioldgicas e estudos ecoldgicos a serem explorados
(BOLZANI et al., 2012).

Espécies de plantas medicinais e suas interacdes ecologicas tém sido exploradas de
uma maneira mais precisa pela era atual das metodologias omicas (gendmica, transcriptomica
e protedOmica), técnicas essas que tem o potencial de produzir uma compreensdo mecanicista
sem precedentes sobre o tema. Estas técnicas permitem a determinacdo de processos
regulatérios envolvidos na adaptagdo de plantas a estresses abidticos e bidticos e tém
orientado o desenvolvimento de espécies de plantas que sdo resistentes, afetadas, e ndo

afetadas por tais tensdes, o que aumenta sua produtividade (CANUTO et al., 2018).
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A efetiva participacdo nas interagdes bioquimicas de convivéncia e comunicagdo entre
as plantas e os outros varios organismos vivos no ecossistema evidencia claramente o papel
fundamental desempenhado por eles em processos ecoldgicos naturais (DYER et al., 2018). O
metabolismo das plantas produz sinais através de compostos volateis que sao usados para
detectar fontes de alimentacdo para herbivoros. Esse processo faz com que as plantas
desenvolvam sistemas de defesa para protecdo contra insetos. Uma defesa direta da planta
esta relacionada a liberagdo de toxinas ou substancias que atuam dentro do sistema nervoso do
inseto, como nicotina, cafeina, cocaina ou outras substancias neuroativas. Quando se trata de
uma defesa indireta, os compostos emitidos atraem parasitas ou predadores dos insetos que se
alimentam dos mesmos ¢ podem reduzir o nimero de insetos que atacam a planta. Ou seja, a
interacao entre plantas e inseto se da apos um ataque de herbivoros, pela emissao de volateis
de partes da planta que o inseto se alimentou e pode alertar outras partes para preparar uma
resposta a um possivel ataque. Esses sinais podem evoluir para uma comunicagdo com plantas
vizinhas e pode ser projetado para atrair predadores ou parasitas do herbivoro atacante
(DYER et al., 2018; HANSSON; WICHER, 2016). Tais interacdes podem evolutivamente
mudar e direcionar a planta, submetendo, eventualmente, a mesma a produzir metabolitos
secundarios muito diferentes do que a mesma vem produzindo a milhares de anos. Tais
interacdes descritas podem promover avancos em muitas areas afins, como a agronomia,
farmacologia, entre outras.

2.1.1 Elicitores

Os elicitores sdo compostos que estimulam qualquer tipo de anormalidade fisiologica
da planta. Uma definicdo mais ampla inclui tanto substancias de origem patogénica (elicitores
exogenos) quanto compostos liberados de plantas pela acdo do patdgeno (elicitores
enddgenos). Os elicitores sdo usados para potencializar a sintese de metabolitos secundarios
das plantas e podem desempenhar um papel importante nas vias biossintéticas para aumentar
a produgdo de compostos comercialmente importantes. Os metabolitos secundarios sdo
biossintetizados devido as respostas de defesa que sdo desencadeadas e ativadas pelos
elicitores, que podem ser de dois tipos: bidticos e abidticos. Os elicitores bidticos t€ém origem
biologica, derivada do patégeno ou da propria planta, enquanto os abidticos nao tém origem
biologica e sdo subdivididos em fatores fisicos e quimicos (ALI, 2020; BAENAS; GARCIA-
VIGUERA; MORENO, 2014; CHAMKHI et al., 2021).

A literatura trds que a elicitagdo do sistema de cultura de células vegetais também

pode ser promissora, pois os estudos mostram resultados favoraveis na fermentagdo de
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antibidticos, entre muitos outros produtos fermentados. Existem varios hormonios vegetais
que atuam como elicitores, sendo o acido salicilico (AS) e o jasmonico (AJ) os principais
sinalizadores para a expressao génica de defesa da planta, ja que o AS regula a resisténcia a
patogenos como bacterianos, fungicos e virais, enquanto o AJ regula a producao de proteinas
pela via octadecanodide. A via octadecanoide consiste na biossintese do AJ, onde o mesmo ¢
sintetizado a partir do acido alfa-linolénico, que pode ser liberado na membrana plasmatica
por determinadas enzimas do tipo lipases. Por exemplo, em um ataque por um herbivoro que
cause algum dano na planta, uma resposta de defesa ¢ gerada, entdo a fosfolipase C promove
a liberacdo de acido alfa-linolénico para a sintese de AJ. O estudo das vias biossintéticas do
AS e do Al sdo extremamente uteis no processo de elicitagao de plantas (NUNES DA SILVA
et al., 2021; PATEL; KRISHNAMURTHY, 2013; PEREZ-BALIBREA; MORENO;
GARCIA-VIGUERA, 2011).
2.1.3 Potencial antimicrobiano de Plantas medicinais

Os produtos naturais representam uma fonte significativa para potenciais moléculas de
estrutura quimica Unica com novos mecanismos de acdo pelos quais os patdgenos de
resisténcia antimicrobiana possam ser erradicados ou controlados. As bactérias desenvolvem
continuamente novos mecanismos para evitar a agao dos antibidticos, portanto, as mesmas
apresentam diversas vantagens na luta pela sobrevivéncia nao s6 de humanos
(CHOUDHURY et al., 2020; GULUMA et al., 2020).

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) alerta para conscientizagdo sobre o uso de
antimicrobianos, devido a resisténcia microbiana. De acordo com o 6rgdo, se acdes ndo forem
tomadas estima-se que até 2050 o problema causard, anualmente, a perda de 10 milhdes de
vidas em todo o mundo, além de um prejuizo econdomico de 100 trilhdes de dolares. Essa
capacidade de bactérias, fungos, parasitas e outros microrganismos que causam doengas,
resistirem a acdo de um antimicrobiano, diminui ou elimina a eficicia dos medicamentos para
curar ou prevenir infecgdes. O problema tem varias causas, sendo uma delas o consumo
inadequado de antimicrobianos e a OMS alerta, ainda, sobre o uso indevido de antibidticos
durante a pandemia de Covid-19, que pode levar & aceleragdo do surgimento e disseminacao
da resisténcia microbiana (OMS, 2020).

Portanto, as bactérias persistentes necessitam de uma maior atencdo da ciéncia e
tecnologia, a fim da busca de solugdo por novos agentes antimicrobianos. Novos
antimicrobianos derivados de produtos naturais podem ser a solugdo para esta problematica,

haja vista que a literatura ja traz estudos de novos mecanismos de acdo contra patdgenos
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multirresistentes usando bancos de dados disponiveis de antibidticos que ja foram usados
como estratégias.

A eficacia de antimicrobianos a base de plantas, como exemplo contra Sal/monella
Newport e Listeria monocytogenes em cascas de meldo foi avaliada por ZHU e colaboradores
(ZHU, LIBIN et al., 2022), onde foram testadas quatro variedades de meldo. As amostras das
cascas dos meldes foram imersas em 5% de extrato de azeitona e 0,5% de dleo de orégano
como solugdes antimicrobianas. Os antimicrobianos a base de plantas reduziram a populagao
de Salmonella e L. monocytogenes em todas as amostras, independentemente dos tipos de
meldo, variedades ou locais de cultivo e os autores concluiram que esses antimicrobianos
podem potencialmente ser usados como antimicrobianos para descontaminar o cultivo.

Sendo assim, a investigacdo da atividade antimicrobiana de extratos de plantas
medicinais, como as do género Polygala, contra patdégenos bacterianos fazem parte dos

objetivos desse trabalho (ALKUFEIDY et al., 2022).

2.2. METABOLISMO VEGETAL

2.2.1. Metabolismo primario das plantas

O metabolismo vegetal ¢ caracterizado por um complexo ciclo de reagdes bioquimicas
que utilizam componentes abundantes na natureza, tais como a agua, o dioxido de carbono, o
nitrogénio, os compostos de fosforo e os sais inorganicos, para obtencdo de substancias
necessarias as inimeras atividades fisiologicas. Tais transformagdes bioquimicas sdo reagdes
que objetivam a produgdo de energia e metabolitos importantes para a perpetuacao da espécie
no reino vegetal. Os metabolitos advindos do metabolismo primério estdo largamente
distribuidos em todos os organismos do reino vegetal, dispondo de moléculas relativamente
simples que estdo diretamente relacionadas ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo
normais da planta. Ou seja, desempenha uma fungdo fisioldogica no organismo (fungdo
intrinseca). Exemplos comuns de metabolitos primarios incluem, lipidios, acidos organicos de
baixo peso molecular e derivados, aminoéacidos, amidas, proteinas e acidos nucleicos (FANG;
FERNIE; LUO, 2019; JUNIOR, 2002). Nas plantas, cada um desses metabdlitos possui
fungdes especificas, destacando-se a atuagdo nos processos de captagao de radiagdo,
assimilagdo e transporte de nutrientes, protecdo externa, respiracao e reproducao. Além do
mais, alguns se apresentam como metabolitos que sinalizam pontos de partida das rotas

biossintéticas que levam aos produtos do metabolismo secundario. Basicamente o
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metabolismo primario deriva das sequenciais reagdes de fotossintese (fase clara) e ciclo de
Calvin (fase escura) (DEWICK, 2009).
2.2.3. Metabolismo secundario das plantas

Estudos crescentes nas pesquisas de produtos naturais t€ém gerado conhecimento
significante das principais fungdes dessas substidncias organicas micromoleculares,
denominadas como produtos do metabolismo secundario. Dentre as diversas fun¢des desses
metabolitos, pode-se destacar a atuacdo como agentes de defesa para repelir e até mesmo
matar possiveis organismos patogénicos, como herbivoros. Também se destaca a atuagao
como agentes de competicdo, pelo mecanismo de modificadores do comportamento
germinativo e no crescimento de espécies estranhas. Em outras palavras, abrangendo
mecanismos para garantir a perpetuacao e reproducdo de sua espécie. Diante do exposto, diz-
se brevemente que os produtos do metabolismo secundario sdo compostos evolutivamente
produzidos para conferir vantagens adaptativas as espécies produtoras. Estes sdo também
referidos como metabdlitos especiais, muitas vezes relacionados a um conjunto restrito de
espécies dentro de um grupo filogenético (DEWICK, 2009; FANG; FERNIE; LUO, 2019).

O estudo dos compostos originados no metabolismo secunddrio tem crescido ainda
mais com os estudos omicos, porém, a etapa metabolomica ainda apresenta grandes desafios
devido a alta diversidade de compostos secundarios de plantas, além de haver vias
biossintéticas ainda nao resolvidas. Avangos sdo observados com o desenvolvimento de
poderosas ferramentas analiticas baseadas em dados de massa de alta resolucdo e
espectroscopia de RMN de alto campo combinada com a bioinformatica, prometendo uma
tradu¢do da informacao metabolomica em dados utilizaveis para se fundir com outras analises
omicas. No entanto, uma enorme quantidade de trabalho ainda € necessdria para a
caracterizacdo de compostos dentro um perfil quimico. Estudos atuais apresentam a
relevancia da combinagdo das abordagens tradicionais e de alta performance na determinagado
de estruturas, com analises de bioatividades de compostos puros, assim como também de
analises das atividades biologicas das misturas contendo um grande niumero de compostos
desconhecidos (DYER et al., 2018).

A biossintese das moléculas produzidas pelas plantas tem origem sobre hipdteses, que
sdo baseadas em analises minuciosas da grande quantidade de estruturas quimicas, marcadas
isotopicamente, de um vasto numero de plantas estudadas. Existem, a principio, trés rotas
biossintéticas que proporcionam a formacao dos metabolitos secundarios nas plantas, sendo a

via do 4cido chiquimico, a via do 4cido mevalonico e a via do acetato-malonato. De forma
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resumida, a via do acetato-malonato ¢ um dos mecanismos reacionais que conduz a producao
de substancias com estruturas moleculares contendo anéis aromaticos. Tendo a via do
chiquimato um caminho metabolico precursor dos aminoacidos aromaticos, como a
fenilalanina, tirosina, indol e seus derivados, triptofano, ¢ outros metabolitos, como os
flavonoides, taninos, etc. J4 a via do dcido mevaldnico, junto com a via MEP (metil eritritol
fosfato) sdo os caminhos reacionais para biossintese de todos os tipos de compostos

terpenoidicos (DEWICK, 2009; JUNIOR, 2002).

2.2. FAMILIA POLYGALACEAE: CONSIDERACOES GERAIS

A familia Polygalaceae compreende 20 géneros com 1.200 espécies distribuidas em
regides tropicais e temperadas, especialmente nas Américas. No Brasil esta familia ¢
representada por onze géneros e 200 espécies, que ocorrem em todas as formagdes vegetais.
As plantas dessa familia comumente apresentam estruturas secretoras, que tém importante
contribui¢do genérica e especifica dentro da familia, mas o conhecimento sobre elas € escasso
e, muitas vezes, sdo referidas apenas como presentes ou ausentes. Dentre essas estruturas
estdo os nectarios extraflorais nodais, que sdo glandulas ou tecidos especializados que
secretam néctar ¢ sdo encontrados nas partes vegetativas de muitas espécies de plantas,
geralmente funcionando como um mecanismo defensivo contra herbivoros (FILGUEIRA;
KIKUCHI; COELHO-FERREIRA, 2016).

As espécies da familia Polygalaceae sdo encontradas principalmente em regides de
clima tropical e temperado, exceto as encontradas na Nova Zelandia e zonas articas e
antarticas (Figura 1). A figura 1 representa as espécies da familia Polygalaceae distribuidas
no mapa global. Sendo que, as cores mais quentes, proximas do vermelho, representam

regides com maiores quantidades de espécies relatadas.
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Figura 1. Distribuicdo da familia Polygalaceae.
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Fonte: Tropicos. Missouri Botanical Garden. (http://www.tropicos.org/Name/42000249?tab=maps,
acesso em 10/06/2020)

Os géneros Acanthocladus, Barnhartia, Bredemeyera, Diclidanthera, Monnina,
Moutabea, Polygala e Securidaca representam a familia Polygalaceae no Brasil. Sao
encontrados na regido Sul do Brasil os géneros Acanthocladus, Bredemeyera, Monnina,
Polygala e Securidaca. O interesse pela familia Polygalaceae, uma das quatro familias da
ordem Fabales, aumentou, especialmente devido a sua importincia medicinal e taxondmica
(MARIE-ALETH LACAILLE-DUBOIS; CLEMENT DELAUDE, 2013; R., LUDTKE;
SOUZA-CHIES, T. T; MIOTTO, 2013).

2.3. GENERO Polygala

O género mais representativo da familia Polygalaceae ¢ Polygala, compreendendo
uma quantidade acima de 725 espécies distribuidas em todo globo terrestre. Muitas dessas
espécies tém sido usadas na medicina tradicional chinesa e em muitos outros paises, para o
tratamento de distirbios do sistema nervoso central (SNC) e inflamacao (MARIE-ALETH
LACAILLE-DUBOIS; CLEMENT DELAUDE, 2013; R., LUDTKE; SOUZA-CHIES, T. T;
MIOTTO, 2013). As espécies que compreendem o género vém sendo estudadas ao longo do

tempo devido as suas propriedades terapéuticas utilizadas pela medicina popular e
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comprovadas pelos estudos quimicos e farmacologicos (DALILA VENZKE, 2015; LIU
JIAYUE; et al., 2019; YAO et al., 2018).

Aproximadamente 110 espécies representam o género no Brasil, porém apenas 39
espécies sao descritas e reconhecidas na regido Sul brasileira. As espécies apresentam
caracteristica de ervas e pequenos arbustos com delicadas flores de cores que vao do branco
ao roxo (R., LUDTKE; SOUZA-CHIES, T. T; MIOTTO, 2013).

Muitas espécies estudadas revelam potenciais farmacoldgicos comprovados, tendo
como exemplo a espécie Polygala senega, a primeira espécie avaliada quimica e
farmacologicamente, que apresentou comprovada e efetiva atividade contra bronquiolite
cronica e faringite - Resolu¢dao n° 89, de 16 de margo de 2004 da Agencia Nacional de

Vigilancia Sanitaria — ANVISA (TIZZIANI, 2019).

2.3.1 Compostos identificados no género Polygala

Os estudos fitoquimicos realizados ao longo dos anos nas espécies do género Polygala
revelam a ocorréncia de uma rica diversidade de metabolitos secundarios, sendo eles,
saponinas triterpénicas (1) (ZHANG, D., MIYASE, T., KUROYANAGI, M., UMEHARA,
K.; H., 1998; ZHANG et al., 1995), esteroides (2) (BORGES et al., 2014a; JUNIOR, 2002),
oligossacarideos esterificados (3) (LING et al., 2013; MIYASE, T.; NOGUCHI, H.; CHEN,
1999), compostos fenolicos (4) (DA ROCHA, 2012), xantonas (5) (DAO et al., 2012; LI,
CHUANG-JUN et al., 2014), flavonoides livres e glicosilados (6) (LIU, JIAYUE et al., 2019;
MARTINS, R. D. P. ET AL., 2009), estirilpironas e dihidroestirilpironas (7 e 8)
(PIZZOLATTI, 2004; TIZZIANI, 2019), cumarinas (9-10) (CAPRA et al., 2010a), entre
outros. As xantonas s3o mais comumente encontradas nas plantas desse género, sendo
consideradas marcadores quimiotaxondmicos no mesmo. Tais metabolitos estdo representados

na Figura 2.
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Figura 2. Principais classes de compostos isolados no género Polygala (continua).
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Embora a maioria das espécies do género Polygala sejam caracterizadas pelo acimulo
de salicilato de metila em suas raizes, sendo o principal composto responsavel pelas
caracteristicas organolépticas nestas plantas, novos constituintes quimicos produzidos pelo
metabolismo secundario dessas espécies veem sendo reportados na literatura. Nesse sentido,
as pesquisas relatam que novas xantonas, estirilpironas e dihidroestirilpironas tém sido
reportadas recentemente em artigos cientificos (DUARTE et al., 2018; LI, SHENGNAN et
al., 2019).

As xantonas que ocorrem com expressiva abundancia nas plantas do género Polygala
tém esse nome derivado do grego, xanthos, que remete a amarelo, devido a coloracao
caracteristica destes produtos naturais. A dibenzo-y-pirona (Figura 3) corresponde ao nticleo
basico, monomérico de uma xantona e, a numeracgao da cadeia carbonica obedece a conversao
biossintética. Tais metabdlitos identificados neste género caracterizam-se pela variacdo do
padrdo e da quantidade de O-substituicdo na composi¢do aromatica, podendo os grupos
fenolicos aparecerem livres, na forma de éteres metilicos, como grupos metilenodioxi ou
também como acetais com glicosideos. A literatura também reporta um padrio C de
substituicdo para os anéis benzénicos. A quimica das xantonas ¢ extremamente rica,
principalmente devido ao efeito conjugado doador-aceptor do anel B que confere a essas
estruturas interagdes com alto grau de relevancia ao que sua estrutura central aparentemente
simples poderia sugerir (DEWICK, 2009; JUNIOR, 2002; MISSAU, 2008; TIZZIANI, 2019).

Essa classe de produtos naturais estruturalmente diversa, biologicamente ativa e
sinteticamente desafiadora exibe atividades bioldgicas pronunciadas, como efeitos
antitumorais. Tais substancias tém sido estudadas e investigadas por mais de um século,

particularmente as espécies monoméricas derivadas de plantas. (BRASE et al., 2015).

Figura 3. Nucleo principal das Xantonas

O
4 4a 101Oa 5

Uma série de xantonas foram isoladas desde 1960, apresentando-se desde a forma

dioxigenada até a oxidacdo de todos os carbonos de sua cadeia aromatica. Em 1969 Dreyer e
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colaboradores isolaram diversas xantonas de P. macradenia (11-15), estruturas essas com
padrdo de oxidagdo na maioria dos carbonos aromaéticos, exceto os carbonos nas posigoes Rs,

Rs e Rs.

R, R,

Além disso, estudos mais recentes na espécie de P. tenuifolia, relatam as xantonas com

oxidacdes nas posigdes 6 e também glicosilagdes (16-19; LING, 2013).

R1=OH, R2=0OCHs, R3=0OH, R4=H, Re=OH, R7= OCHzs (16)

R; R,

R1= OH, Ro=Api (1—6) Glc, Rs=OH, Rr=OH (17)
o Rs R1= OH, Ro=H, Rs=OH R4=Glc, R/=OH (18)

R1= OH, R2=H, R3=0OH R4=Glc, R7=0H (19)

Além das xantonas, o género também ¢ caracterizado pela presenca de flavonoides,
cumarinas, estirilpironas e diidroestirilpironas. Os flavonoides fazem parte de uma familia de
compostos fenolicos quase onipresentes nas plantas. Mais de 5000 distintos compostos
flavonoidicos ja foram identificados. Quimicamente, os flavondides consistem de um
heterociclo benzopirano ligado a um anel benzénico. Eles podem ser divididos em diferentes
grupos, dependendo do grau de oxidacdo do C na posi¢do 4, o padrdo de substitui¢do e a
hidroxilagdo da posi¢cdo C3, os mesmos apresentam esqueleto de carbono abreviado como C6-
C3-C6 (figura 4). As seis principais subclasses de flavonoides sdo: flavonois, flavonas,

flavanonas, flavan-3-ols e antocianidinas (HARBONE, 2010).

31



Figura 4. Estrutura das principais subclasses (A) flavonoéis, (B) flavonas, (C)

flavanonol, (D) flavan-3-ols e as (E) antocianidinas.
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<
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A presenga de tais metabdlitos no género era comumente observada apenas na espécie
P. sabulosa e recentemente foi também observada na espécie P. altomontana (TIZZIANI,
2019). Tal caracteristica deste fendmeno que ocorre na espécie P. sabulosa pode ser explicado

pela semelhanca na rota biossintética de xantonas, dihidroestirilpironas e estirilpironas

(PIZZOLATTI, 2004).

2.3.2 Aspectos farmacologicos gerais

Explicagdes a cerca das propriedades farmacologicas de substancias oriundas de
plantas, utilizando dos conhecimentos prévios da medicina popular, sdo extremamente uteis
para a pesquisa e exploracdo de novos farmacos. Essas explicacdes também sdo Uteis para
entender os papéis das prescricdes e aplicacdes fitoterapicas na medicina moderna. Diante
disso, na medicina moderna tem se tornado cada vez maior tal correlagdo, direcionando que se
deve considerar alguns dos conceitos basicos da medicina tradicional, pois eles podem conter
relevantes hipoteses de cura e tratamento contra diversas doengas (DUTRA et al., 2016;

TSUTOMU HATANO, 2012).

Plantas medicinais como Bulbine latifolia, Pouzolzia mixta, Securidaca
longipedunculata e Typha capensis sio usadas para contracepcdo na Africa do Sul, assim
como algumas plantas que sdo utilizadas na medicina tradicional contra o diabetes,
cicatrizacdo de feridas entre outros problemas de saide (CHINGWARU et al, 2019;
HAMZA et al., 2019; HUDLICKY, 2018; MOROOLE et al., 2019). A demanda mundial por
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fitofarmacos esta em constante crescimento, € como resultado, nos ultimos anos o interesse
nos metabdlitos secundarios das plantas tem sido rapidamente intensificado. H4 grandes
razoes para tal, sendo a primeira delas o fato de que as plantas medicinais sdo a principal
fonte de produgdo economica de fitofarmacos (visao farmacéutica), sequencialmente e nao
obstante, a questao do cultivo de plantas medicinais, geralmente realizados em grandes areas,
podendo ser considerado como uma interessante oportunidade para economia (visdo
industrial). Além do mais, ¢ de grande interesse do ponto de vista agricola, pois muitos
metabolitos secunddrios das plantas exibe o comportamento inibitério contra agentes

patogénicos diversos.

2.3.3. Aspectos farmacologicos e etnofarmacologicos do género Polygala

Muitas espécies desse grande género sdo estudadas devido ao uso na medicina
tradicional. A planta Polygala fallax ¢ utilizada no Sul da China como agente tonico e no
tratamento da hepatite, além da Polygala japonica que € utilizada como expectorante, anti-
inflamatorio, agente antibacteriano e no tratamento da faringite. Espécies como Polygala
tenuifolia (Yuanzhi), sdo amplamente usadas na medicina tradicional chinesa como agente
expectorante, tonico e sedativo. Além disso, a planta Yuanzhi ¢ utilizada no tratamento de
insOnia, amnésia, depressdo, ansiedade, desorientagdo e prevenciao de deméncia e deficiéncia
de memoria. As partes aéreas dessa planta, também sdo utilizadas na medicina popular pelos
seus efeitos anti-inflamatérios (ZHANG et al., 1995).

A espécie Polygala tenuifolia, a espécie mais estudada, ¢ encontrada no sul da China.
Os resultados dos estudos mostram o potencial desta planta principalmente como agente
antidepressivo, anti-inflamatorio € no aumento da memoria e aprendizagem (DALILA
VENZKE, 2015).

No Brasil algumas espécies sdo abundantes, como a Polygala cyparissias, também
conhecida como “pinheirinho da praia”, que pode ser encontrada na costa atlantica do pais de
forma abundante e tem sido usada na medicina tradicional no tratamento de varias doengas
como disturbios do intestino e rins. Esta espécie também pode ser utilizada como anestésico
topico pela medicina popular, devido a abundante presenga de salicilato de metila em suas
raizes o que justifica seu uso para tal finalidade (DA ROCHA, 2012; CAMPOS et al., 2013
apud VENZKE 2015). Espécies como P. sabulosa e P. paniculata, que sao amplamente
encontradas em Santa Catarina, também tem mostrado um grande potencial farmacoldgico
como atividades antidepressiva, anti-inflamatoria,  antinociceptiva, tripanocida,

neuroprotetora, ansiolitica e anticonvulsivante (Tabela 1) e estas atividades estdo
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possivelmente relacionadas a presenca de compostos como cumarinas, flavonoides, xantonas

e diidroestirilprionas e estirilpironas.

Tabela 1. Principais atividades biologicas reportadas para o género Polygala.

(Continua).
Espécie Atividade Biolégica Extrato Referéncia
Fracao
Composto
P. alpestris Antioxidante Flavonoides e (CERVELLATI et al., 2004)
Xantonas
Citotdxica Xantonas (DALL’ACQUA et al.,
2002)
P. caudata Euritogenica Xantonas (HA et al., 2006; LI,
Antioxidante SHENGNAN et al., 2019;
Vasodilatatora LIN et al., 2005; MAK et
Citoprotetora al.,2001)
Anticancer Xantonas (REN et al., 2019)
P. cyparissias Antiulcerogenica Fracoes, extratos, (KLEIN-JUNIOR, LUIZ
xantonas CARLOS et al., 2013;
KLEIN et al., 2010)
Antihiperalgesica Extrato, esterois (KLEIN-JUNIOR, LUIZ C
etal.,2012)
Antinociceptiva extratos € xantonas (DE CAMPOS et al., 1997)
P. fallax Antioxidante Xantonas (LIN et al., 2005)
P. glomerata Neuroprotetora Xantonas (LI, CHUANG-JUN et al.,
2014)
P. javana Antitumoral Extrato etanolico (ALAGAMMAL, M.;
PAULPRIYA, K.; MOHAN,
2013)
P. japonica Anti-inflamatoéria e Saponinas (LI, 2012; QUANG, 2018;
neuroprotetora triterpénicas YAN, 2015).
P. hongkongensis Neuroprotetiva Flavonoides (ZHAN, 2013)
Antioxidante Xantonas (HA et al., 2006)
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Tabela 1- Principais atividades bioldgicas reportadas para o género Polygala.
(Continua).
P. karensium Antiviral Xantonas (DAO et al., 2012)
P. myrtifolia Antibacteriana Extrato (LALL, N.; MEYER, 1999)
Antifingica Extrato (MOTSEI et al., 2003)

P. molluginifolia

Anticolinesterasica e

Extrato, fragdes e

(VENZKE et al., 2013)

Antioxidante isoflavonas
Anti-inflamatéria Isoflavonas (ARRUDA-SILVA et al.,
2014)
Antinociceptiva Extrato (NUCCI-MARTINS et al.,
2016)
P. paniculata Extrato (BETTIO et al., 2011;
Neuroprotetora
FARINA et al., 2005)
Gastroprotetora (LAPA, FERNANDA DA
ROCHA et al., 2007)
Antifingica (JOHANN et al., 2011)
Antidepressiva (BETTIO et al., 2011)
Vasorelaxante (DA ROCHA LAPA et al.,
Hipotensiva 2011)
Antinociceptiva Flavonoides (LAPA, FERNANDA DA R
et al.,2009)
P. sabulosa Tripanocida Extrato e Fracdes (PIZZOLATTIL M.G. et al.,
2003)
Estirilpironas e (PIZZOLATTIL, MOACIR G
cumarinas et al.,2008)
Ansiolitica Estirilpironas (DUARTE et al., 2007).
Ansiolitica e Extrato (DUARTE et al., 2018)
Anticonvulsante
Neuroprotetora Flavonoide (MARTINS, R. D. P. ET AL,
2009)
Antidepressiva Cumarina (CAPRA et al., 2010b)
antifungica Extrato e (JOHANN et al., 2011).
Cumarinas
Anti-inflamatoria Esterol (BORGES et al., 2014b)
Anti-inflamatoria Cumarinas (NASCIMENTO et al., 2015)
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Tabela 1- Principais atividades bioldgicas reportadas para o género Polygala.
(Conclusao).
P. senega Hipoglicemico Xantonas (KAKO et al., 1997)
Imonopotenciacao Saponinas (ESTRADA et al., 2000).
triterpenicas
Antioxidante Flavonoides (AMAROWICZ et al., 2004)
Anti-inflamatoria Extrato (VAN et al., 2009)
Antitumoral Extrato (PAUL et al., 2010, 2011;
SHARMA et al., 2015)
P. tenuifolia Antipsicotica Saponinas (CHUNG et al., 2002)
Neuroprotetora Extrato (WANG et al., 2013)
Saponinas (GUO et al., 2016; L1,
CHUANGIJUN et al., 2008)
Anti-isquémica Extrato (PARK et al., 2006)
Antidepressiva Glicosideos (LIU, P et al., 2010)
Anti-inflamatoria Extrato (CHEONG et al., 2011)
Glicosideos (SHI; JIANG, 2013)
Antitumoral Extrato (XIN; ZHANG:; JIANG;
CHEN; HUANG; LI; et al.,
2012)
Polissacarideo (XIN; ZHANG:; JIANG;
CHEN; HUANG; LV; et al.,
2012)
Antioxidante Extrato (NAGAJYOTHI et al., 2015)
Toxicidade (SHIN et al., 2015)
Anticonvulsiva Derivado do acido (ZHAO et al., 2019)
cindmico
P.tricornis Anti-inflamatoria y-butirolactamas (LI, JUN et al., 2012)
P. vulgaris Citotoxica Xantonas (DALL’ACQUA et al., 2002)

Fonte: Atualizada e adaptada de TIZZIANI 2019.
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2.4. Espécies do género Polygala avaliadas nesse trabalho

Este trabalho descreve avaliagdo quimica e biologica das espécies Polygala
paniculata, Polygala campestris, Polygala altomontana, Polygala linoides, Polygala
sabulosa, Polygala lancifolia, Polygala densiracemosa, Polygala pulchella e Polygala
brasiliensis. E importante ressaltar que a espécie P. brasiliensis esta sendo estudada pela

primeira vez neste estudo.

2.3. Analises de Perfil Quimico

Atualmente métodos de controle de qualidade mais robustos de amostras de produtos
naturais, tanto no ambito alimenticio, como farmacéutico e agroindustrial tém sido atraido
maior aten¢do dos pesquisadores em ramos promissores dessas ciéncias. As técnicas de
analise do perfil cromatografico sdo exemplos, afinal enfatizam a caracterizacao integral de
composi¢des de amostras com um grau quantitativo de confiabilidade, além de ser possivel a
identificacdo e avaliagdo da estabilidade e robustez da composicdo quimica das plantas. Com
essa abordagem ¢ possivel acessar informagdes quimicas de diferentes matrizes, com
cromatogramas, espectros e outros graficos por meio de diferentes técnicas analiticas. A
variedade de técnicas analiticas envolvendo fingerprints ou perfis quimicos incluem:
espectroscopia por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN), Detector de massas de alta
resolugdo (HRMS), Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo, Cromatografia em Cama
Delgada (CCD), eletroforese capilar (CE). Além do mais, sabe-se que existe uma resolucao da
ANVISA sobre validagdo de fitoterapicos através dessas técnicas, a Instrugdo Normativa n° 4,
de 18 de Junho de 2014.

Uma tendéncia geral na tltima década ¢ melhorar a andlise, tecnologias e métodos
para a triagem de metabolitos ocorrendo em matrizes complexas. De fato, a quimica analitica
aabrange hoje varios campos de estudo inovadores e entre eles metabolomica, uma
abordagem relativamente nova baseada principalmente em plataformas analiticas aplicadas
para analise de larga escalas, quali ou quantitativa, de misturas complexas de metabdlitos de
amostras biologicas, desempenhando um papel fundamental quando um grande nimero de
amostras ¢ comparado (Maldini et al 2016 Rosemary). Estudos com desenvolvimento de
métodos de andlise de perfil quimico com monitoragdo bioguiada tém sido muito explorados

em diversos campos da ciéncia, e tem por objetivo monitorar a atividade biologica de
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interesse, aumentando as chances de isolar ou identificar um composto com elevado potencial

biologico (LIU et al 2017).

2.3.1 HPLC — High Performance Liquid Chromatography- Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia

A técnica de HPLC com diversos tipos de detectores acoplados ¢ muito utilizada em
analises de perfil quimico, mostrando assim um perfil quimico de toda composi¢do detectavel
no extrato bruto. O objetivo da analise ndo € apenas identificar cada composto detectado, mas
sim comparar os diferentes perfis metabolicos existentes em funcdo de uma resposta
apropriada. Devido as suas vantagens e popularizagdo, a analise de perfil quimico por HPLC
tem sido extensivamente utilizada. Tendo essa técnica vantagens em termos de controle de
qualidade, abordagens sobre a determinacdo do teor de ingredientes podem implicar numa
avaliagdo abrangente da qualidade de produtos naturais de forma bruta (PINTO, 2014).

Muitas referéncias apresentam resultados de pesquisa a cerca da qualidade de
medicamentos fitoterdpicos e mostram que a analise de impressdes digitais por HPLC, em
fragdes bioativas, podem correlacionar seus estudos de qualidade aos efeitos curativos e,
portanto, deve ser eficaz e apropriado para avaliar a qualidade das plantas para esse fim (LIU,
DIANGANG et al., 2017).

Um método utilizando andlise de perfil por HPLC analisou extratos de acetato de etila
de Sedi lineare Thunb, onde os autores avaliam amostras colhidas em diferentes estacdes e
diferentes habitats, além da quantificagdo de dois compostos ativos contra o cancer € um
composto anti-inflamatério. Uma andlise resumida diante do estudo permite observar que a
melhor época para colheita de S. Lineare Thunb. deva ser durante a temporada de floracao
(Figura 5). Além disso, a qualidade das amostras cultivadas em ambientes imidos foi melhor

que em ambientes ensolarados (LIU, DIANGANG et al., 2017).
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Figura 5. Analise do perfil quimico dos extratos de acetato de etila de S. lineare
Thunb de varios locais em diferentes épocas do ano. Cromatogramas das amostras colhidas

em ambiente ensolarado em abril (A), em ambiente ensolarado e imido em agosto (B e C).
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Fonte: LIU et al, 2017.

O perfil quimico cromatografico pode mostrar as principais caracteristicas quimicas de
extratos de plantas com a caracteristica de rapidez dispensando um laborioso trabalho de
separacao fitoquimica classica. A titulo de exemplo, Zhu e colaboradores (ZHU, MINGJUAN
et al., 2018) desenvolveram uma metodologia para analise do perfil quimico cromatografico
para avaliar a espécie Toddalia asiatica € detectou um total de 59 compostos por UPLC-
QTOF-MS/MS, incluindo 29 cumarinas, 25 alcaldides, quatro flavondides e um acido
fendlico em um total de 105 minutos.

Entretanto, o perfil quimico cromatografico ndo permite a identificagdo dos principais
componentes bioativos nas amostras de forma exata. Para avaliar de forma mais concreta essa

questdo, a analise quimiométrica pode ser empregada para estabelecer uma relagdo entre o
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perfil quimico cromatografico e bioatividade de extratos vegetais. Uma vez que a
quimiometria tem uma grande vantagem para obter informagdes relevantes de sistemas
complexos com métodos de analise multivariada nas areas de pesquisa ambiental,
farmacéutica e alimentos. Alguns métodos estatisticos sdo classicos na quimiometria, como
analise de cluster (CA), andlise de componentes principais (PCA) e analise de regressdo de

minimos quadrados parciais (PLS), entre outras.

2.3.2 RMN — Ressonancia Magnética Nuclear na analise do perfil quimico

Para uma analise de compostos quimicos menores que 1.500 Da, de diferentes fungdes
quimicas cuja concentracdo varia entre pmols a mmols as plataformas analiticas mais
empregadas sdo a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e a espectrometria
de massas (EM), ambas em conjunto com a andlise estatistica multivariada. A RMN ¢ uma
técnica que nao necessita de derivatizagdo dos componentes da amostra, ndo destrutiva,
reprodutivel e quantitativa, porém apresenta caracteristica de ser menos sensivel comparada a
espectrometria de massas. Além do mais, ndo é necessario introduzir mudangas estruturais nas
substancias envolvidas a fim de se obter alteragdo nas propriedades fisicas dessas, tais como:
solubilidade, ponto de fusdo, ponto de ebulicdo entre outras. Com essas vantagens, a RMN foi
introduzida como uma das principais técnicas para obtencdo e caracterizacdo de perfis
metabolicos (TASIC, 2017).

A RMN permite a analise de uma ampla faixa de concentragdes de analitos, mesmo
em matrizes complexas como plantas, ¢ ¢ uma técnica ndo destrutiva que pode detectar
seletivamente um grande numero de compostos simultaneamente. Tendo em vista o
sinergismo entre os constituintes quimicos das plantas e seu significado medicinal em
materiais vegetais, uma andlise abrangente do perfil fitoquimico ¢ preferivel sobre os
constituintes quimicos a uma analise para cada composto. As técnicas metabolomicas
oferecem uma 6tima plataforma para estudar matrizes complexas, pois fornece informacoes
sobre as variagdes de constituintes quimicos em diferentes circunstancias, assim como
também a analise de compostos bioativos sinérgicos. A RMN 'H é uma ferramenta poderosa
na detec¢do e quantificacdo de metabolitos dentro de uma matriz de amostra (DE SOUZA
ARAUIJO et al., 2019; ROCHA BAQUETA et al., 2021)

Trabalhos que empregam as técnicas de analise de perfis quimicos de metabdlitos
baseados em RMN de 'H e quimiometria evidenciam a eficiéncia das mesmas. Na figura 9,

estd um perfil quimico espectroscopico, onde os autores demonstram que hé distingdo entre o
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p6 puro e o adulterado de Curcuma longa com C. heyneana (Curcuma). Os espectros 'H-
RMN representativos demonstraram uma clara diferenca na regido aromadtica quando
comparados os extratos de C. longa e C. heyneana (Figura 6; WINDARSIH; ROHMAN;
SWASONO, 2019).

Figura 6. Espectros de RMN de 1H de C. longa e C. heyneana e espectros de C. longa
pura e adulterada (5-100 % de pureza de C. longa).
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Fonte: WINDARSIH; ROHMAN; SWASONO, 2019.

2.3.3. Eletroforese Capilar

A CE se baseia em uma técnica de separacdo de compostos iOnicos ou ionizaveis
contidos em um tubo oco, fundamentado pela migragdao diferencial dos compostos na
presenca de um campo elétrico, que ¢ obtido por meio da aplicacdo de uma diferenca de
potencial nas extremidades do tubo (capilar). As grandes vantagens da CE incluem o baixo
custo analitico, o simples manuseio e operacdo, a alta eficiéncia de separacdo, tempo de
execugdo das analises, o baixo consumo de amostra e solvente, sendo a agua o solvente mais
utilizado, gerando quantidade minima de residuo, além do rdpido desenvolvimento de

métodos (SPUDEIT, D. A.; DOLZAN, M. D.; MICKE, 2012; WORSFOLD et al., 2019).
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Na técnica podem ser utilizados capilares de silica com didmetros internos diferentes,
capilares retos, com percurso de luz ampliada ou capilares revestidos, tornando a mesma
promissora com relagdo a versatilidade na instrumentagdo. A composicdo do tampao
(aquosos, nao-aquoso) diretamente depende dos analitos em questao e do modo de separagao
escolhido. A detecgao se da desde o uso dos detectores mais comumente utilizados como o de
UV-Vis e de arranjo de diodos (DAD) a outros ja descritos, como detectores de fluorescéncia,
amperomeétricos, eletroquimioluminescéncia e a espectrometria de massas (GANZERA, 2008;
SCRIBA, G. K. E.; BELAL, 2015).

Na figura 7 estd representado um equipamento de eletroforese capilar com detec¢do
por UV-VIS e sistema de inje¢do hidrodindmica. Nesse sistema, um cartucho acondiciona o
capilar e a temperatura pode ser monitorada no mesmo. Os eletrodos para aplicacdo da
voltagem ficam parcialmente submersos no interior dos frascos durante a inje¢do das
amostras. A diferenca de potencial aplicada gera a migracdo diferencial dos analitos no
interior do capilar, alcangando entdo uma janela de detecgdo. Os sinais analiticos obtidos pelo

detector sdo transformados pelo software de anélise em eletroferogramas (Sako 2019).

Figura 7. Esquema representativo de um equipamento de CE com sistema de injegdo

hidrodinamica e detec¢do por espectroscopia de UV- VIS.
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Fonte: Sako, 2019.
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2.3.3.1 Eletroforese Capilar de Zona

A modalidade mais simples da técnica € a eletroforese capilar de zona (CZE), onde os
analitos migram em zonas discretas ¢ em velocidades diferentes. Porém, para separar analitos
neutros, € necessario utilizar estratégias diferentes. Na eletroforese capilar os compostos
migram em diferentes velocidades devido ao campo elétrico presente no canal de separacao.
Esse campo elétrico proporciona uma mobilidade para cada ion, além de uma direcdo
especifica para uma das extremidades do capilar. A forca idnica do meio ¢ um dos fatores que
determina a mobilidade dos ions, se a forca id6nica do meio for baixa, a mobilidade i6nica do
ion pode ser calculada. Sendo assim, um mesmo analito pode ter formas idnicas distintas,
portanto as fragdes molares de cada forma ionizada do analito devem ser consideradas. Existe
ainda, um termo reportado como mobilidade aparente, que ¢ a mobilidade calculada levando
em consideracdo o comprimento do capilar que o analito percorre até atingir a janela de
deteccao.

Quando o interior do capilar esta em contato com um eletrélito de pH superior a 3, a
sua superficie interna se apresenta carregada negativamente, com os grupos silanois
moderadamente protonados. Os cations do eletrolito de corrida sdo encontrados em leve
excesso na regido proxima a superficie carregada, exercendo um papel de contrabalancear a
carga negativa, além de alguns cations que adsorvem fortemente na superficie. Existindo
ainda, adjacente a superficie do capilar, uma camada compacta de cations ndo adsorvidos que
ndo se movem durante a aplicagdo de potencial devido a fortes interagdes do tipo dipolo entre
as moléculas de 4gua quando o campo elétrico ¢ aplicado. Adjacente a essa camada compacta
¢ formada uma camada difusa, onde os cations ainda estdo em razoavel excesso e se movem
livremente devido a diferenga de potencial aplicada, gerando a migracao dos cations e suas
camadas de hidratacdo, o que acarreta num fluxo de toda solu¢do em direcdo ao eletrodo de
carga negativa, sendo entdo denominado como fluxo eletrosmoético (POOLE, 2003; SAKO et
al.,2018; VITALI et al., 2014).

Apesar de algumas desvantagens que o fluxo gera, o mesmo permite realizar anélises
de cations e dnions em uma mesma corrida. A susceptibilidade a variagdes acarreta num
prejuizo na reprodutibilidade dos métodos, além de fatores como condi¢des de auséncia de
equilibrio entre eletrdlito e superficie do capilar, variagdes de temperatura, a composicao da
matriz amostral, a eletrolise dos componentes do eletrélito e o volume de amostra injetada

(SCHAEPER; SEPANIAK, [S.d.]). A distribuicdo desigual das cargas da superficie também
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pode gerar fluxos ndo axiais com efeitos imprevisiveis sobre a separacdo (SLATER GW,

TESSIER F, 2010).

2.3.3.2 Analises de matrizes vegetais por CE

Um método de eletroforese capilar de alta performance (HPCE) foi utilizado para
estabelecer uma analise de perfil quimico dos compostos bioativos da planta Schisandra
Chinensis para controle de qualidade Os autores concluiram que o método foi preciso e
confiavel, podendo fornecer uma base cientifica para a avaliacdo da qualidade dos materiais
medicinais das espécies de Schisandra.(SUN et al., 2019)

Para avaliar a qualidade do polen Typhae usado na medicina tradicional chinesa, um
método de eletroforese capilar de alto desempenho (HPCE) foi desenvolvido e validado para
analise do perfil quimico e quantificagdo de oito principais flavondides bioativos na espécie
(naringenina,  isorhamnetina  3-O-2(g)-a-l-ramnosil-rutinosideo, =~ ramnetina  3-O-
neohesperidosideo, isorhamnetina, quercetina 3-O-2(g)-o-1-ramnosil-rutinosideo, quercetina
3-O-neohesperidosideo, canferol e quercetina. A andlise do perfil quimico foi baseado na
selecdo de nove picos cromatograficos caracteristicos e a analise quantitativa foi eficiente, ja
que a recuperacdo de todos os oito compostos ficou na faixa de 98,5 a 102,2% com boa
linearidade (R*>0,9919). O método analisou 14 amostras diferentes e os resultados indicaram
que o ensaio foi reprodutivel e preciso na andlise da qualidade do polen Typhae (HAN et al.,
2012).

Um estudo realizado com a quinoa (Chenopodium quinoa Willd.), um grao andino
com propriedades nutricionais excepcionais, muito rico em proteinas e com amplo espectro de
aminodcidos, apresentou o desenvolvimento de um método rapido e simples de eletroforese
capilar com detec¢do de arranjo de diodos de absor¢do ultravioleta (CE-UV-DAD), para
obtenc¢do dos perfis eletroforéticos de extratos de proteinas soluveis de diferentes variedades
de graos de quinoa. Os autores utilizaram ainda, métodos quimiométricos como analise
multivariada alternando minimos quadrados, MCR-ALS, seguido de anélise de componentes
principais, PCA e andlise discriminante de minimos quadrados parciais, PLS-DA. Os
pesquisadores concluiram que o método desenvolvido e aplicado as variedades de quinoa foi
util para classificagdo da composi¢do proteica diferencial das amostras e analise dos

componentes presentes nos eletroferogramas (GALINDO-LUJAN et al., 2021).
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2.3.5. Quimiometria

A ciéncia tem se avancado muito em diversas areas de estudo, e a quimiometria tem
grandes responsabilidades nesse quesito. A mesma tem se difundido rapidamente,
demonstrando grande utilidade na extragdo de informagdes dos mais variados sistemas
quimicos. Além do uso na academia, a industria quimica utiliza a anélise multivariada para
aperfeicoar seus processos e, nesse sentido, promove também a demanda por formagdo de
profissionais com o conhecimento necessario, sendo entdo de grande importancia para o
desenvolvimento de diversos setores no pais (WINNING et al., 2008).

A andlise quimiométrica envolve a aplicagdo de métodos matematicos, estatisticos e
computacionais para investigar, interpretar, classificar e principalmente, fazer previsdes a
partir de compéndios de dados de interesse quimico. O planejamento de experimentos estd
inserido dentro das mais importantes subdivisdoes da quimiometria, além do reconhecimento
de padroes e a calibragdo multivariada. A busca pelas variaveis que mais afetam determinados
processos, € as interagdes entre elas é a principal ideia na area de planejamento de
experimentos. J4 quando se trata do reconhecimento de padrdes, pretende-se encontrar
agrupamentos de amostras (objetos), derivados de uma grande quantidade de informacdes
(espectros, cromatogramas, etc), que sejam similares entre si e, assim, analisar e detectar
tendéncias nos dados. Por outro lado, na calibracao multivariada, a intengao se estabelece em
encontrar um modelo que correlacione as medidas realizadas com algumas propriedades,
como por exemplo, a concentragdo (DA-COL; DANTAS; POPPI, 2017).

Nestes métodos, modelos matematicos multivariados correlacionam a concentragao do
analito com toda a faixa espectral, possibilitando predigdes estatisticamente confidveis mesmo
na presenca de interferentes, desde que estes sejam conhecidos. O uso destas técnicas permite
uma significativa redu¢do no custo, tempo e residuos gerados, quando comparado as técnicas
cromatograficas sem esse tipo associagdo (DE SOUZA; POPPI, 2012).

A quimiometria esta fortemente vinculada a pesquisa de produtos naturais. Porém,
nem sempre houve tais ferramentas associadas a essa linha de pesquisa. A rotina numa
pesquisa de produtos naturais, de sintese e na industria farmacéutica se da pelo uso de
técnicas espectroscOpicas diversas para a elucidacdo estrutural de substancias isoladas de
produtos naturais ou resultantes de sinteses. Quando se trata de substancias desconhecidas,
para a determinacdo de suas estruturas ¢ imprescindivel a utilizagdo de técnicas
espectroscopicas avangadas e a andlise integrada dos varios tipos de espectros obtidos. Porém,

0 que ocorre ¢ uma constante no isolamento de substincias com estruturas ja conhecidas,
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resultando em gastos desnecessarios de tempo e elevacdo de custos. Com a quimiometria, a
proposta para a identificacdo e quantificacdo de substancias pode ganhar tempo e economizar
recursos financeiros, devido ao uso de técnicas mais simples e de menor custo (LIU et al.,

2011).

2.3.6. Valida¢ao de dados analiticos

Metododologias desenvolvidas para propostas de andlises utilizando as técnicas
analiticas relatadas nesse trabalho devem ser submetidas a validagdo através da avaliagao de
parametros como: especificidade, linearidade, repetibilidade e precisdo intermediaria,
recuperagdo, limites de deteccdo (LD) e de quantificagao (LQ). A especificidade dos
compostos deve ser analisada por meio de varreduras espectrais a fim de verificar o seu
comportamento espectral no pH dos testes e avaliar a interferéncia dos solventes e solugdes
tampao nas analises (INDRAYANTO, 2018).

A linearidade pode ser avaliada através do coeficiente de correlagdo (r) e do
coeficiente de determinacao (R?) construindo-se uma curva de calibragdo para cada composto
em, pelo menos em cinco niveis de concentragdo (em duplicata), variando de acordo com as
concentracoes utilizadas em cada andlise (ARAGAO, NADIA MACHADO DE, VELOSO,
MARCIA CRISTINA DA CUNHA E ANDRADE, 2009).

A repetibilidade pode ser expressa através do coeficiente de variagdo (CV%), como
por exemplo pela inje¢do de trés concentragdes, baixa, média e alta, em triplicata. A precisao
intermediaria pode ser avaliada através de injecdes em triplicata em trés dias diferentes
(Anvisa).

A recuperacdo pode ser avaliada através da adicdo da substancia a uma matriz isenta
de substincia em trés concentragdes (baixa, média e alta) seguida de extragdo e quantificagdo
(INDRAYANTO, 2018).

O limite de deteccdo e o limite de quantificacdo podem ser calculados com base nas

equacdes (1) e (2), respectivamente,

2

LD = (3,3x5s) ) LQ _ (10x 5)

a a

onde s ¢ o desvio padrao do intercepto e a € a inclinagdo da curva analitica (Aragao et

al, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os constituintes quimicos ¢ a atividade antibacteriana das espécies de Polygala

do Sul do Brasil empregando multiplataformas analiticas, desenvolvendo e validando as

metodologias em questdo para andalise e investigacdo dos dados de extratos e amostras

isoladas de espécies de Polygala.

3.2 Objetivos Especificos

1.

ii.

iii.

1v.

V1.

Vil.

Viil.

Coletar as espécies do género Polygala descritas no sul do Brasil e,
eventualmente, de outras regides, preparando as exsicatas e depositando-as no
herbario;

Preparar os extratos brutos das folhas, flores, caules e raizes das espécies
coletadas;

Caracterizar dados de perfil metabolico nos extratos utilizando HPLC-UV
Desenvolver metodologia por CZE para quantificagdo do elicitor 4acido
salicilico nos extratos das diferentes partes das plantas.

Desenvolver metodologia por CZE para analise qualitativa e quantitativa de
biomarcadores do género.

Caracterizar o perfil quimico dos extratos utilizando métodos espectroscopicos
de RMN.

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos extratos contra as bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
and Escherichia coli (ATCC 25922) através do método de microdiluicio em
caldo.

Submeter os extratos para identificacdo e quantificacao dos fendlicos bioativos

no género Polygala através de metodologia LC -MSMS.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material Vegetal e Extracao
4.1.1. Material botanico

As nove espécies de Polygala (Tabela 2) foram coletadas no Sul do Brasil, nos

municipios de Rancho Queimado, Urubici e Floriandpolis, no estado de Santa Catarina. A

coleta foi realizada no periodo da manha. Parte do material foi destinada a preparacao das

exsicatas para realizacdo da avaliagdo da identidade das espécies (realizada na UFSC pela

Silvia Venturi), como representado pela Figura 8, e depositadas no Herbario FLOR da

Universidade Federal de Santa Catarina e na UPCB da Universidade Federal do Parana. As

coordenadas geograficas, datas de coleta e comprovante de espécime também estdo descritos

na Tabela 2.

Tabela 2. Coordenadas geograficas dos locais de coleta das espécies.

Espécies Data de Coordenadas geograficas Registro
coleta de
exsicatas
longitude latitude

Polygala pulchella 09/2014  27°40° 21 S 49°01' 18" W 28555
Polygala lancifolia 08/2014 26°19 25”8 49° 18 26" W 5005
Polygala densiracemosa 09/2014 28°09 32”7 S 49°45° 257 W 5009
Polygala altomontana 10/2014 28°09° 387 S 49°37°10” W 55186
Polygala brasiliensis 09/2014  28°00° 54’ S 49°35'30" W 5008
Polygala sabulosa 112019 27°40° 58.8> S 49°08'54.4" W 68970
Polygala linoides 112019  27°40° 59 S 49°08' 54.4"W 68969
Polygala campestris 112019 27°40° 58.8> S 49° 08' 54.4"W 68968
Polygala paniculata D.* 10/2019  27°26°54.5S  48°31'53.1"W 68967
Polygala paniculata G.* 03/2020 27°36>32” S 48°26°17" W 68971

Legenda: * D foi coletado na praia da Daniela e G na praia do Gravata em Floriandpolis.
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Figura 8. Esquema de preparacdo de exsicata para deposito em herbario.
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Fonte: Etnobotanica em:
http://www.iepa.ap.gov.br/pnopg/Oficinas/Etnobotanica/Etnobotanical .htm
4.1.2. Instrumentagdo
Para evaporagdo dos solventes dos extratos e fragdes foi utilizado rotavapor BUCHI
modelo R3000 e estufa de secagem a vacuo UNIQUE modelo USC3380. As pesagens foram
efetuadas em balanca analitica Shimadzu AX2008.

4.1.3 Solventes e reagentes

Na cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram utilizadas Silica gel
60G, Silica gel 60GF2s4, € cromatofolhas de aluminio CCF-C/25 20X20 cm, da Merck. Para a
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram utilizadas Silica gel 60G e

Silica gel 60 PF2s4, também da Merck.

Os solventes de grau HPLC utilizados foram da marca Merk e os de grau PA sdo da
marca NEON e LabSynth. J4 os solventes para anélise espectroscopica por RMN 'H foram
solventes deuterados da marca Merck.

4.1.4 Métodos para Obtencao dos Extratos

Ap0s coleta, o material botanico foi seco a temperatura ambiente durante 7 dias, na
sombra. Todo o material vegetal (9 espécies) foi, separadamente (caule, flores, raizes e flores)
triturado em moinho de facas (tamiz 40 mesh), tamizados (20-25 mesh), resultando em 39
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amostras secas, que foram armazenados ao abrigo da luz e do calor. Depois de seco o material
botanico, ou seja, as 39 amostras foram colocadas em maceragdo com etanol, realizando
assim este processo de 3-7 ciclos de sete dias, seguido de filtragdo e concentragdo em
evaporador rotativo a pressao reduzida. Os extratos concentrados foram mantidos em estufa
(maximo 40 ‘C) até total secagem do material, obtendo-se assim o extrato bruto para as

posteriores analises.

4.1.5. Amostras de extratos

Apbs obtengdo dos 39 extratos etanolicos brutos secos, os mesmos foram protegidos
da exposicdo a luz durante todo o processo, para preservagao dos metabolitos secundarios
fotossensiveis eventualmente presentes. Apds o procedimento de extragdo, a massa solida dos
extratos foi pesada e foram preparadas solu¢des estoque de 5000 mg L' em etanol. As
solugdes estoque foram armazenadas a 25 © C até a analise. Para a injecdo no sistema CE, as
amostras foram diluidas em 4gua até concentracio de 1000 mg L' sonicadas,
homogeneizadas em vortex por 1 min, ultrasonizadas (42 kHz) a 25 °C por 1 min e

centrifugadas.

4.2. OBTENCAO DO PERFIL FITOQUIMICO DOS EXTRATOS POR HPLC-UV

As separagdes cromatograficas foram feitas empregando-se sistema HPLC-DAD
Agilent Technologies 1200 Series, equipado com detector de arranjo de diodos, degaseificador
online, bomba quaternéria, que conduziu a fase movel empregada em um gradiente de agua e
acetonitrila, de 0 a 5 minutos 60% de ACN e 40% de H>O; entre 5 ¢ 10 minutos 100% de
ACN e; de 10 a 20 minutos, retorna para 60% de ACN e 40% de H>O sob uma taxa de fluxo
de 0,250 mL'min"! e pressdo méaxima de 400 bar. Utilizou-se coluna Synergi Polar-RP (30 cm
x 150 mm x 2 mm), com tamanho de particula de 4pum e porosidade de 80 A, marca
Phenomenex, acomodada no compartimento de colunas com controle de temperatura
independente a 30 °C. O volume de injecdo das amostras e dos padrdes foi de 5 pL, utilizando
autoamostrador e os analitos foram monitorados em comprimento de onda 256 nm e 360 nm.
Para aquisicdo e tratamento de dados foi utilizado o software Chemstation®, versdo Rev.

B.04.03 fornecido pelo fabricante do equipamento.
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4.3. IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR LC-ESI-MS/MS

As analises das 39 amostras de extratos foram realizadas em um cromatografo
Agilent® 1200, com coluna Phenomenex® Synergi 4p Polar-RP 80A (150 mm x 2 mm DI,
tamanho de particula de 4 um) a uma temperatura de 30 ° C. Os solventes do eluente foram A
(MeOH / H20 na proporgao de 95: 5, v v-1) e B (4cido formico 0,1%) da seguinte forma: 1°
estagio - 10% solvente A e 90% B (modo isocratico) por 5 minutos ; 2* etapa - gradiente
linear dos solventes A e B (de 10% a 90% de A) por 2 minutos; 3° estagio - 90% de A e 10%
de B (modo isocratico) por 3 minutos; 4° etapa - gradiente linear dos solventes A e B (de 90%
a 10% de A) por 7 minutos com vazao de 250 uL min-1 na fase movel. O volume injetado em
todas as andlises foi de 5 uL.

O cromatografo liquido foi acoplado a um sistema de espectrometria de massa
constituido de um espectrometro de massa hibrido triplo quadrupolo / Ion trap Qtrap® 3200
(Applied Biosystems / MDS SCIEX, EUA) com TurbolonSpray® como fonte de ionizagao,
em modo de ionizacdo positiva. Os pardmetros de fonte usados foram: interface de spray
ionico (temperatura de solvatacdo) a 400 ° C; voltagem da energia de ionizagao 4500 V; gas
de cortina, 10 psi; gas nebulizador, 45 psi; gas auxiliar, 45 psi.. O software Analyst® (versao
1.5.1) foi utilizado para registro e processamento dos dados. Os pares de ions foram
monitorados no modo MRM (Multiple Reaction Monitoring). A analise de HPLC-ESI-MS /
MS foi realizada usando os parametros de pré-tratamento da amostra, cromatograficos e
espectrometro de massa previamente descritos por Schulz et al., (2015). As amostras foram
preparadas dissolvendo 50 mg do material (extratos de metanol) em uma solu¢do de 5 mL de
acido cloridrico a pH 2. Essas soluc¢des foram extraidas trés vezes com 2 mL de éter etilico de
cada vez e os trés extratos foram combinados. Depois de secar o extrato combinado, ele foi
armazenado em um recipiente selado em -20 ° C. Antes das andlises, o material seco foi
dissolvido em 1 mL de MeOH e centrifugado a 12.000 rpm por 120 s.

Para a identificagdo e quantificagdo dos compostos, 4 fenolicos padrio foram
analisados nas mesmas condi¢cdes descritas acima, sendo eles a Rutina, escopoletina,

apigenina e quercetina.

51



44. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA
QUANTIFICACAO DE ACIDO SALICILICO EM PLANTAS POR CZE
4.4.1 Instrumentacao

Para desenvolvimento do método para quantificagdo de acido salicilico, os
experimentos foram realizados em um sistema CE HP 3D (da Agilent Technologies, Palo
Alto, EUA) equipado com um detector de arranjos de diodos (DAD) e software ChemStation
para controle, processamento e aquisicao de dados. A separagdo foi realizada em um capilar
de silica fundida de 32,0 cm de comprimento total (8,5 cm de comprimento efetivo X 50um
D.I. x 375 um D.O.) da Polymicro Technologies (Phoenix, EUA). O BGE era composto por
15 mmol L-1 de TRIS e 30 mmol L-1 de HIBA em pH 3,9 (preparado diariamente). O capilar
foi condicionado por lavagem com NaOH 1 mol L-1, 4gua e BGE por 5 min cada. Entre as
corridas, o capilar foi enxaguado por um minuto com o BGE. As 39 amostras dos extratos e
padrdes foram injetados hidrodinamicamente (50 mbar por 3s) a 25 © C e analisados usando
detecg¢do a 214 nm. A tensdo de separagdo aplicada foi de 30 kV, com polaridade positiva no

lado da inje¢do.

4.4.2 Reagentes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico, solventes de alta
pureza cromatografica e agua ultrapura Milli-Q, Millipore, Bedford, EUA. O hidroxido de
sodio (NaOH) (= 97%) foi fornecido pelo Labsynth (Sdo Paulo, Brasil). O metanol e o etanol
foram obtidos na Tedia (Sdo Paulo, Brasil). Acido a-hidroxiisobutirico (HIBA), adquirido da
Sigma-Aldrich (Sao Paulo, SP, Brasil) e tris (hidroximetil) aminometano (TRIS), adquirido da
Labsynth (Diadema, SP, Brasil), foram usados no eletrolito de base (BGE) Solucdes padrao
(1000 mg L) de 4cido salicilico (SA) e acido ftalico (PA - Padrdo Interno) foram obtidas da

Sigma Aldrich e dilui¢des foram preparadas em agua diariamente.

4.4.3 Validagao
A validagdo do método foi realizada com base nos pardmetros de linearidade,
seletividade, precisdo, exatiddo, limites de detec¢do e quantificagdo (LOD e LOQ). Curvas de
calibragdo com cinco niveis de SA e PA na faixa de 1-5 mg L' foram preparadas em trés
réplicas genuinas e injetadas em triplicata. LOD e LOQ foram calculados usando as equagdes
LOD = (3,3 xs)/SeLOQ=(10xs)/8S, onde s ¢ o desvio padrdo de interceptacdo e S ¢ a

inclinagdo da equagdo da curva analitica externa.
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O parametro de precisao foi avaliado em termos de repetibilidade (precisdo intra-dia) e
precisdo intermedidria (inter-dia). Para intra-dia, AS e AF foram injetados em trés repeticdes
independentes e a precisdo inter-dia foi avaliada por meio da analise de trés niveis de
concentracdo de solucdes padrdo em trés repeticdes independentes ao longo de trés dias. Os
resultados foram expressos como o desvio padrao relativo (RSD), que foi calculado usando a
equacdo RSD = (P /1) x 100, onde P ¢ o desvio padrao absoluto e @i ¢ a média aritmética da
razao da area do analito para o padrao interno, média aritmética do tempo de migracao ou
tempo de migragao corrigido do analito em fun¢ao do tempo de migragdao do padrao interno.

O método de adi¢ao padrao foi a metodologia usada para avaliar a precisdo, onde uma
amostra de extrato de planta foi testada, duas quantidades conhecidas de acido salicilico
foram adicionadas as amostras (1 mg L' e 5 mg L) e as amostras foram novamente testadas.
A diferenca entre os resultados da amostra com e sem adi¢ao de padrao foi comparada com a

resposta esperada.

4.5 DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA QUANTIFICACAO DOS
METABOLITOS BIOATIVOS 1,5 DIHIDROXI-2,3DIMETOXI XANTONA E
RUTINA EM EXTRATOS DE POLYGALA.

4.5.1. Instrumentagao

Todos os experimentos foram realizados em um sistema CE (AgilentTechnologies,
modelo 7100, Palo Alto, EUA) equipado com detector de arranjo de diodos e software de
tratamento de dados (HP ChemStation). A separacao foi realizada em um capilar de silica
fundida de 38,5 cm de comprimento total (32 cm de comprimento efetivo x 75um L.D. x
375um O.D.) da Polymicro Technologies (Phoenix, EUA). O eletrolito de fundo (BGE) foi
composto por 30 mmol L™! de TBS e 20% de metanol a pH 9,10 (preparado diariamente). O
capilar foi condicionado por lavagem com 1 mol L' de NaOH, 4gua e BGE por 10 min cada.
Entre as corridas, o capilar foi lavado por um minuto com o BGE. A amostra foi injetada
hidrodinamicamente (50 mbar.3s™!) a 25 °C e analisada usando detec¢do a 280 nm. A tensdo

de separacdo aplicada foi de 25 kV, com polaridade positiva no lado da injecao.

4.5.2. Reagentes e solugdes

53



Todas as solugdes foram preparadas usando reagentes de grau analitico, solventes de
pureza cromatografica e agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Bedford, EUA). O tetraborato de
sodio (STB) (=99%) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O hidroxido de sodio
(NaOH) (=97%) foi fornecido pela Labsynth (Sdo Paulo, Brasil). O metanol foi obtido da
Tedia (Sdo Paulo, Brasil). Solugdes padrio (1000 mg L!) de 1,5-dihidroxi-
2,3dimetoxixantona (X1) e Rutina (R1) foram obtidas de Polygala paniculata por isolamento
usando métodos cromatograficos e 2 naftol (Padrao Interno - IS) foram preparados em agua
Diério. O extrato (1000 mg.L™") foi preparado em 4gua diariamente. As solucdes estoque (100

mmol.L!) de X1 e R1 foram preparadas separadamente em agua.

4.5.3. Amostras
A amostra de extratos foi obtida da extragdo da maceracdo de Polygala paniculata
pelo laboratdrio de Produtos Naturais da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). As
amostras foram armazenadas em solvente de metanol a 25 °C até a analise. A amostra foi
diluida em 4gua até a concentragio de 1250 mg.L™!, triturada, homogeneizada e pesada 5,0 +
0,1 g em frascos de polietileno de 5 mL. As amostras foram agitadas em vortex por 2 min e

colocadas em banho ultrassonico (42 kHz) a 25°C por 5 min e entdo analisadas no sistema

CE.

4.5.4.Validagao
A validagao do método foi realizada com base nas diretrizes da ANVISA (PINTO,
2014), visando garantir o monitoramento dos fitoterapicos. Os parametros avaliados foram

linearidade, seletividade, precisdo, exatidao, limites de detec¢ao e quantificacao.

4.6 ANALISES DO PERFIL QUIMICO DAS ESPECIES DE POLYGALA POR RMN
DE 'H

As andlises de RMN 'H foram realizadas no instituto de quimica da USP em Sio
Paulo, sob supervisdo do Prof Massuo Jorge Kato e seu grupo de pesquisa. O solvente
utilizado foi Dimetilsufoxido deuterado (C2DsOS). Os espectros de RMN 'H foram obtidos
em espectrometros Bruker operando na frequéncia de 500 MHz em um campo de 11.7440

Tesla, equipado com sonda dual de 5 mm.
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4.7. AVALIACAO DA ATIVIDADE AANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE
POLYGALA ATRAVES DE METODOLOGIAS IN VITRO.

4.7.1. Cultivo das cepas bacterianas

A atividade antibacteriana foi avaliada frente a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e as bactérias Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Para fins de proporcionar um meio de crescimento
desses patogenos, os mesmos foram adicionados ao caldo BHI durante 24 h a 37 °C em
estufa, e posteriormente semeados em agar Mueller Hinton (24 h a 37°C), para a reativagdo
das cepas bacterianas.

O in6culo bacteriano foi preparado adicionando-se algumas coldnias bacterianas em
solugdo fisiologica estéril, e sua turbidez foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de

McFarland (5 x 103 UFC mL™') a 620 nm em espectrofotometro.

4.7.2. Método de microdilui¢do em caldo frente as bactérias com parede celular

A microdiluicdo em caldo, em placas contendo 96 micropocos foi a metodologia
utilizada, conforme recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012). Os extratos foram diluidos a 20 mg mL™! em dimetilsulféxido (DMSO) e colocados nos
primeiros pocos da microplaca, em seguida transferidas para os micropocos adjacentes, os
quais ja continham caldo Mueller-Hinton (MH), com o objetivo de se obter diluigdo seriada
de ordem dois. Ao indculo bacteriano foi adicionado (10 pL) em cada micropogo. Alguns
pocos de cada microplaca foram reservados para a realizagdo do controle negativo (caldo
(MH) + DMSO + in6culo bacteriano), controle de crescimento (caldo (MH) + inoculo
bacteriano) e para o controle de esterilidade do meio de cultura (caldo MH). Como controle
positivo, as bactérias em estudo foram incubadas com o antibidtico gentamicina, em
concentracdes variando de 40 a 0,31 pg mL™.

Posteriormente as microplacas foram incubadas aerobicamente a 37 °C £+ 1 °C, por 24
horas. Apds a incubagdo, o crescimento bacteriano foi verificado adicionando-se 10 pL de
uma solucio metandlica de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (5 mg mL™!) em cada micropogo.

O crescimento bacteriano foi avaliado apos duas horas, observando a formagao de um “botao”
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avermelhado no meio de cultura. A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi definida como a
ultima concentragdo da amostra capaz de inibir o crescimento bacteriano.

Para analise dos resultados obtidos da avaliacao da atividade antibacteriana foram
usados os critérios descritos por Machado e colaboradores (2005), onde valores de CIM
abaixo de 100 ug mL' tem boa atividade antimicrobiana; CIM de 100 a 500 pg mL’'
representa atividade antimicrobiana moderada; CIM de 500 a 1000 ug mL! representa uma
fraca atividade e CIM acima de 1000 pg mL™! sugere que o extrato ou fragdo ¢ inativo.

Um indicador foi utilizado para a visualizacdo do crescimento bacteriano nos
micropogos, sendo o mesmo o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TCC; Figura 9). Quando
este composto entra em contato com um microrganismo que seja capaz de degradar fontes de
carbono, reage com os elétrons que sdo liberados e ¢ reduzido a trifenilformazan (TPF), que,
diferente do NADH, nao ¢ metabolizado e “envenena” o sistema, mas torna possivel a medida
da atividade metabdlica pela visualizagdo da coloragdo vermelha, conforme ilustrado na

Figura 9 (OLGA et al., 2008).

Figura 9. Indicador cloreto de 2.,3,5-trifeniltetrazélio sendo reduzido a
trifenilformazan.
Respiracdo do

microorganismo
+ . -

H \ Cl
N HN
Q‘N{ ,N doador de elétron ( NADH) \N
AN ‘ >
crl N succinato desidrogenase N \
A
©/ N
Trifeniltetraz6lio Trifenilformazan

(amarelo claro) (vermelho)

Fonte: Paganelli (2020).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2. Obtencao do perfil cromatograficos dos Extratos por HPLC-UV

Uma andlise de triagem dos extratos de diferentes espécies do género Polygala foi
realizada para obtencdo de um perfil cromatografico para andlise target de alguns compostos
comumente isolados no género. Na figura 10 sdo apresentados os cromatogramas dos
extratos injetados das espécies de Polygala, na concentracdo de 500 ppm, sendo elas; P.
sabulosa (A1), P. cyparissias (Az), P. campestris (A3z), P. paniculata (As), P. linoides (As), P.

altomontana (As), P. desinracemosa (A7) e P. lancifolia (As).

Figura 10. Cromatogramas referentes aos extratos etanolicos de espécies de

Polyagala.
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Legenda: 1- Escopoletina, 2- Rutina, 3 — Umbeliferona, 4 — Xantona, 5 — Febalosina, 6 — Estirilpirona.
Fonte: Proria autora.

Os cromatogramas referentes aos extratos sugerem a perpetuagdo de marcadores
quimicos como os compostos fenolicos de amostras padrao, analisados no mesmo método,
mostrado na figura 11. Os analitos em questdo sdo considerados marcadores quimicos nas
espécies de Polygala, e os mesmos apresentam alto valor bioldgico. Esses perfis

cromatograficos revelam que para as espécies altomontana (As), P. desinracemosa (A7) e P.
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lancifolia a presencga dos metabdlitos em questdo € investigada pela primeira vez na literatura,
onde se observa a confirmacao de um perfil metabdlico rico em fendlicos. A quantificacdo de
alguns desses metabolitos no género como um todo, além da analise do perfil cromatografico
das espécies aqui citadas complementam as analises nas outras sessoes desse trabalho quanto
a investigacdo fitoquimica das espécies desse género. Os analitos (Figura 11) em questio
apresentam satisfatorios tempos de retengdo quando comparados entre si, com um tempo de
analise de 19 minutos no total. O método permitiu confirmar um perfil cromatografico bem
caracteristico dos fendlicos analisados separadamente. Cabe ressaltar que dentre os fenolicos
presentes estdo flavonoides (Rutina), cumarinas (escopoletina e febalosina), xantonas e
estirilpironas, todos ja reportados em pelo menos uma espécie do género Polygala. Os
extratos de P.lancifolia, P. densiracemosa e P. cyparissias apresentaram baixa ou nula

detec¢ao dos compostos farget analisados.

Figura 11. Cromatogramas das substancias monitoradas em Polygala.
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Legenda: Legenda: 1- Escopoletina, 2- Rutina, 3 — Umbeliferona, 4 — Xantona, 5 — Febalosina, 6 —
Estirilpirona.
Fonte: Propria autora.

As condicdes cromatograficas otimizadas permitiram melhor separagdo e faixa de
retengdio com as seguintes condi¢des: Coluna Synergi Polar RP, com vazio de 0,5 mL.min™,
volume de injecao de 20 uL, e eluicao gradiente: 0-5 min 10% MeOH, 5-7min 30%-50%, 7-
13min 80%, 13-15min 80-50%, 15-16 min 50-30% e 16-17 min 10% de MeOH para

condicionamento da coluna. Todos os cromatogramas apresentados nas figuras 10 e 11 foram
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monitorados no comprimento de onda 254nm, além de outros que foram armazenados na
biblioteca.

A literatura relata que o desempenho do perfil cromatografico na representatividade de
amostras vegetais ¢ diretamente relacionado e dependente da separagdo cromatografica e da
intensidade dos sinais ao longo de toda a andlise. Em adi¢do, fases moveis de composi¢cdo
simples sdo preferiveis, uma vez que aumentam a robustez do método (MARTINS, LUCIA
REGINA ROCHA., 2008). Diante disso percebe-se que a intensidade dos picos 1, 2 € 3 no
extrato de Polygala altomontana sugerem maiores concentragdoes desses metabolitos, quando
se compara a intensidade desses mesmos picos ou faixa de tempo de retencdo, com os outros
extratos.

Extratos vegetais obtidos com solventes polares apresentam uma quantidade
consideravelmente grande de compostos ionizdveis, bem como de compostos fendlicos. Esses
compostos podem se apresentar de forma parcial ou totalmente ionizada e a realizagcdo da
supressao da ionizagdo torna-se favoravel, pois permite que as espécies estejam mais
hidrofobicas, aumentado sua retengdo. Diante disso a diminui¢do do pH da fase moével pela
adi¢do de acidos fracos colaborou na otimizagdo da separacdo cromatografica (PRESTES et
al., 2009).

Esse tipo de analise prévias dos extratos, sem a necessidade de gastos com grandes
quantidades de solventes organicos para isolamento, permite uma anélise quimica de produtos
naturais mais verde, onde gera-se menos residuos, permitindo ainda, o uso de menores

quantidades de amostras.

5.3. Identificacdo de compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS

Os 39 extratos brutos de 9 espécies diferentes de Polygala foram também analisados
pela técnica hifenada de HPLC-ESI-MS/MS, para identificar e quantificar os compostos
fendlicos que ja foram isolados em espécies distintas de Polygala, com enfoque nos
marcadores quimiotaxondmicos e biomarcadores no género. Esta técnica, para andlise
complementar dos metabdlitos dessas matrizes vegetais foi escolhida, pois apresenta alta
sensibilidade, haja vista que os espectrometros de massa modernos sdao altamente sensiveis
(PRESTES et al., 2009). A identificagdo e/ou quantificacdo dos compostos ¢ realizada através

do monitoramento da transicdo do ion precursor para o ion fragmento, ja que a probabilidade
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de dois compostos distintos de partilharem a mesma razdo m/z do ion precursor ¢ do ion
fragmento ser baixa.

O método consiste do uso de uma biblioteca para analise de quarenta e sete padrdes de
compostos fenolicos, porém, para essa varredura, apenas 4 substancias foram quantificadas
nos 39 extratos, sendo elas trés flavonoides e uma cumarina: rutina, apigenina, quercetina e
escopoletina (tabela 3). Todos os analitos monitorados foram detectados nos extratos
analisados, porém, percebe-se que a rutina, quercetina e escopoletina foram os compostos
com maiores concentragdes em todos.

De modo geral as espécies vegetais apresentam uma quantidade de fendlicos mais
abundante nas partes das flores (HARBONE, 2010). Porém, as espécies de Polygala
apresentaram um perfil misto, haja vista que o caule e as raizes dessas plantas apresentam
também altas concentragdes dessa classe de metabolitos.

Constituintes fendlicos de plantas como flavonoides, xantonas e cumarinas sao
responsaveis por atividades antioxidantes no organismo e atuam na preven¢do e também
tratamento de varios tipos doencas. Algumas classes de flavonodides podem quelar metais e
prevenir a peroxidagao lipidica, dano oxidativo de lipidios e lipoproteinas. Além de possuirem
atividades anti-alérgicas, anti-inflamatorias e antivirais, outros diferentes componentes
fendlicos, com capacidade de se ligar a ions metélicos, podem prevenir a oxidacao do
substrato e bloquear o oxigénio singlete, um grande responsavel por varios processos
oxidativos nas células. Tais compostos tém sido relatados como agentes quimioterdpicos e
tém sido considerados valiosos nas pesquisas para fins clinicos e medicamentosos

(CHAMKHI et al., 2021; HARBONE, 2010).
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Tabela 3. Resultados da anélise de fendlicos por HPLC-ESI-MS/MS nos 39 extratos

de Polygala
Rutina Escopoletina apigenina Quercetina
R [M- ion tR  [M-HJ Ton tR [M- Ton R [M- Ton
(min) HJ Produto  (min) (m/z)  produto  (min) H] produto  (min) H] produt
(m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (m/z) (mlz) o (mlz)

10,83 609,2 151 10,79 190,9 176 12,40 2689 117 11,72 300,9 151
Concentracio na amostra e desvio padrao (mg.L™")

P.pu.F 19.18  +0.69 2.60 +0.04 242  +40.29 7.84 +0.48
P.pu.c 35.58 +3.84 325 +0.27 326 +0.02 9.37 +0.83
P.pu.Fl 26.28 +3.19 2.61 +0.04 322 +0.01 8.70 +0.15
P.pu.R 50.87 +0.87 2.81 =+0.16 2.58 +0.08 7.87 £0.32
P.L.F 12.61 +0.02 2.58 +0.02 322 +0.01 6.57 +0.11
P.l.c 12.53 +0.37 2.54 +0.02 3.18 +0.07 6.22 +0.09
P.L.F1 16.28 +0.91 2.60 +0.03 3.19 +0.08 7.98 +0.61
P.LR 1222 +0.02 2.58 £0.02 3.25 +0.01 6.04 +£0.03
P.c.F 22.81 +0.09 3.09 +0.20 327 +0.01 6.99 +0.13
P.c.c 33.24 +0.97 321 +0.17 324 +0.05 7.71 +£0.64
P.c.Fl 21.64 +9.19 2.76  +£0.09 3.26 +0.00 7.11  +0.28
P.c.R 13.24 +0.12 3.75 =£0.11 326 +0.02 6.05 =+0.04
P.b.F 16.52  +0.50 2.69 +0.01 3.29 +0.00 8.78 +0.15
P.b.c 28.38 +1.49 2.94 =+0.03 3.28 +0.00 10.15 +0.00
P.b.Fl 139.22  +9.10 2.57 +0.04 3.12 +0.03 1342 +1.28
P.b.R 12.38  +0.02 2.58 +0.04 327 +0.02 6.00 =+0.04
P.s.F 12.90 +0.07 1526 +0.50 2.38  +0.11 9.13 +£1.07
P.s.c 13.66 £0.01 10.21 +0.37 -0.03  +0.06 7.07 +£0.15
P.s.Fl 12.84 +0.08 20.38  +0.61 232 +0.12 7.46 +0.24
P.s.R 12.55 +0.05 9.01 =+£0.15 2.53 +0.20 6.39 £0.02
P.p.D.F 44.54 +2.02 2.66 +0.04 324 +0.01 6.19 +0.05
P.p.D.c 239.40 +£1.21 3.06 +0.05 324 +0.01 6.96 =£0.30
P.p.D.F1 293.94 +6.84 2.66 +0.04 325 +0.03 6.63 +0.10
P.p.D.R 74.74 +1.58 3.40 +0.08 3.28 +0.01 6.16 =+0.01
P.p.G.F 88.78 £3.20 320 +0.01 324 +0.02 6.42 +0.20
P.p.G.c 127.76  +4.66 343  +£0.16 324 +0.01 6.32 +£0.13
P.p.G.Fl 35.60 +2.04 2.79  £0.05 325 +0.05 6.02 +0.01
P.p.G.R 13.18 +0.16 2.56 £0.01 326 +0.02 596 +0.01
P.la.F 12.32  +0.02 2.51 +0.01 326 +0.02 6.09 +0.01
P.la.c 12.39  +0.06 2.78 +0.02 3.19 +0.00 6.12 =£0.19
P.la.F1 12.82  +0.06 2.60 +0.02 191 +0.15 7.07 +0.13
P.la.R 1221 +0.00 249 +0.00 3.30 +0.00 593 +0.00
P.d.F 17.89 +0.14 2.51 +0.00 2.74 +0.03 6.22 +0.14
P.d.c 14.17 +£0.10 2.57 £0.01 3.25 +0.01 596 +0.01
P.d.Fl 19.87 +0.66 2.53  +0.03 328 +0.01 829 +0.11
P.d.R 12.47 +0.09 2.75 +0.03 3.22  +0.00 596 +0.00
P.a.F 21.80 +1.30 8.07 +0.69 3.29 +0.00 20.94 +1.31
P.a.c 18.33 +0.22 7.07 +£0.70 3.27 +0.00 20.18 +0.78
P.a.Fl 13.09 +0.06 7.21 +0.16 3.24 +£0.00 11.20 +0.21
P.a.R 18.88 +0.47 447 +0.03 3.27 +£0.00 10.18  +0.06

Os valores de concentragdo observados para o metabdlito Rutina nos extratos das
flores e caule de P. paniculata comprovam os achados sobre o mesmo ser considerado
marcador quimiotaxonomico nessa espécie, devido a discrepancia observada na alta
concentragdo do mesmo nessa espécie. Um marcador quimiotaxonomico ¢ um composto
quimico que se apresenta na maioria ou todas as espécies de um género de plantas.

Nesse estudo sdo apresentados dados de analises quimicas pela primeira vez para a

espécie Polygala brasiliensis, que também apresenta valores de concentragdo altos de rutina e
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Quercetina para os extratos de flor, caule, folhas e raizes (Tabela 3). Ja a analise desses
compostos para a espécie Polygala altomontana, Polygala densiracemosa e Polygala
lancifolia, que apresentam poucos estudos quimicos, resultaram em maiores concentragdes de
rutina e quercetina e muito provavelmente xantonas. Sendo que as xanthonas nao constam no
método de quantificagdo, mas pode-se considerar devido a sua rota biossintética (TIZZIANI,
2019).

Em todas as amostras analisadas, o composto de maior quantidade encontrada foi a
rutina, o que corrobora para o estudo na sessao 5.5, que tras metodologia para quantificagao
da rutina e de uma xantona em extratos de Polygala, haja vista que os mesmos sao
considerados biomarcadores no género. Além dos compostos previamente citados, foram
encontrados num screening da analise de fendlicos LC-MS/MS, os acidos salicilico, fertlico,
cumdrico, elagico e a umbeliferona nos extratos. Ressaltando aqui as concentragdes
observadas para o extrato de Polygala brasiliensis, onde foi observado valores relativamente
altos de acido p-cumarico.

5.3.1 Andlise estatistica

Para investigar o padrdo metabolico de acumulo dessas substancias nas diferentes
partes das plantas, como folhas, caule, flor e raizes, uma analise estatistica multivariada de
PCA (Principal componente analysis) foi aplicada a esses dados de massa obtidos por HPLC-
MS/MS (CANUTO et al., 2018). Porém o grafico de score nao permitiu diferenciar os
metabolitos por parte das plantas (Figura 12). Em todas as partes da planta, alguns
metabolitos como a rutina estdo presentes, porém, observou-se que nos caules da maioria das
espécies a quantidade de metabdlitos se apresentou mais expressiva, comparada as outras
partes das plantas.

No grafico de score da PCA (Figura 12) todos os circulos estdo sobrepostos,
demonstrando que ndo ha formacao de grupos dentro das espécies. Nao se pode assumir que
um grupo, por exemplo, os extratos de flores de todas as espécies, apresentam maiores ou
menores concentragdes de algum composto, comparada as outras partes da planta. O que se
pode afirmar com uma andlise de forma geral, ¢ em relacdo ao tamanho dos circulos do
grafico. Circulos muito grandes demonstram alta variagdo das partes das plantas que
produzem tais compostos, € como os circulos apresentam-se de forma sobreposta, ndo se pode

atribuir diferenciagdo dessas partes da planta na produgdo dos compostos.
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Figura 12. Grafico biplote da andlise de componentes principais da concentracdo dos compostos e variaveis partes das plantas do género

Polygala analisadas.

Dim2 (28.8%)

Individuals - PCA

-4

-2

s i Groups
: L EI flower
i EI leaf

raot

panG_f- “lan_s ‘r"b'i_f bra_s
panD_ |\\d.!‘“,;ﬁ/ cam_f S stalk

a

den_s q'_.%W'r_f“—“pul I
W deM

pul_f

=

| . |
0 2 4
Dim1 (33.1%)

G|
pan .

Legenda: pan: Polygala paniculata, cam: Polygala campestres, alt: Polygala altomontana, lin: Polygala linoides, sab: Polygala sabulosa, lan:

Polygala lancifolia, den: Polygala densiracemosa, pul: Polygala pulchella e bra: Polygala brasiliensis
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Os resultados da PCA nao demonstram distingdo com relagdo as diferentes partes das
plantas, portanto, ndo apresentou grupos bem definidos. Porém, apesar da andlise de PCA nao
permitir a formagdo de grupos, alguns pontos podem ser analisados por suas diferengas. Por
exemplo, o circulo amarelo que ¢ referente a concentracdo dos compostos nos extratos das
raizes das plantas (amarelo) apresentou uma menor variagdo dessas componentes, assim como

o referente as folhas (verde).

Analise da ANOVA

Essa analise estatistica permitiu observar a separacdo por composto e por espécie, ou
seja, quais dos compostos analisados apresentam maiores concentragdes nas espécies
analisadas. De forma resumida, essa analise possibilitou uma comparacao da concentragao
desses compostos entre as espécies analisadas. O acido salicilico, analisado por CZE como
descrito no capitulo 2, ndo apresentou grandes diferengas, porém duas espécies apresentaram
variagdo muito alta, sendo a Polygala paniculata D. e a Polygala campestres (Figura 13).

Os grupos de variancia ficaram subdivididos em a, b e c. No grupo com maiores
variagdes (a) esta a escopoletina, que se apresenta em maiores concentragdes para os extratos
da espécie Polygala sabulosa e Polygala altomontana. Para o composto quercetina, a espécie
que demonstrou maiores concentragdes foi a Polygala altomontana. Ja para a Rutina, a
espécie Polygala paniculata demonstrou maiores concentragdes. De forma geral, percebe-se
que a espécie P. paniculata apresenta como marcador quimico em maiores concentragdes a

Rutina, j& a P. altomontana a quercetina e a P. sabulosa a escopoletina.
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1 Figura 13. Gréafico de barras da andlise ANOVA da concentragdo dos compostos nas diferentes espécies do género Polygala analisadas.
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5.4. Determinacio de acido salicilico em Plantas por Eletroforese Capilar de Zona
5.4.1. Desenvolvimento do Método

Para desenvolver uma metodologia por eletroforese de Zona Capilar (CZE), técnica
esta de grande versatilidade, que se enquadra como uma técnica analitica verde, permitindo
um consumo reduzido de reagentes e geracdo minima de residuos, foram utilizadas estratégias
que envolvem o uso de curvas de mobilidade versus pH em conjunto com simulag¢des usando
software como o PeakMaster. Usando esta estratégia, foi possivel eliminar amplamente a
ardua tarefa do método de tentativa e erro ou o uso de procedimentos de planejamento fatorial
na fase de otimizacdo. Além disso, também nessa abordagem foi possivel utilizar a
versatilidade da eletroforese capilar para aumentar a seletividade do método por meio da
manipulacdo das condi¢cdes de andlise a fim de encontrar propriedades que diferenciam o
analito em estudo de outros possiveis compostos interferentes, uma vez que um extrato
vegetal ¢ uma amostra de alto grau de complexidade. Um esquema representativo sobre a
metodologia desenvolvida para quantificar esse elicitor em matrizes vegetais estd

representado na figura 14.

Figura 14. Esquema resumo da metodologia desenvolvida para quantificagdo de acido

salicilico em matrizes vegetais, utilizando eletroforese capilar de zona (CZE).

Capillary electrophoresis System

2 —
F \i\‘ j )

08 1

electropherogram for SA quantificatior

h QIJ;]'N salicylic acid (SA)
OH
| Secondary metabolites

e

il ||.|J|Ill|.||||.|

“ e gr Uuw o u
D 0 400
& oo aa

o o

Extracts

Concentration of SA
(mg/L)

]
o

P.pu.F F
P.pu.R
p
P.p.G
P.la.F
P.d.F

Polygala species

Fonte: Propria autora.
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Alguns parametros para analise do elicitor de metabdlitos secundarios, o acido
salicilico, sdo importantes, como sua estrutura quimica, que possui um anel aromatico,
permitindo sua absor¢do no detector de UV no instrumento CE. Outra caracteristica
importante ¢é o valor de pKa de 3,0 e a mobilidade eletroforética de 35,4 x 10-5 cm2 V-'s™.

A CZE pode ser usada no modo co ou contra-eletroosmotico. No segundo caso,
comumente o método ¢ projetado para ter a velocidade do fluxo eletroosmotico (EOF) maior
que a velocidade do analito. Outra possibilidade seria utilizar uma condi¢do contra-
eletrosmdtica em que o analito tenha uma velocidade maior que a velocidade do EOF, de
forma que apenas analitos com menor valor de pKa em baixos valores de pH cheguem ao
detector, podendo assim aumentar a seletividade do método. Como prova de conceito, todos
os analitos anionicos contidos no banco de dados do Prof. T. HIROKAWA, (1982) foram
usados.

O banco de dados contém 364 compostos anidnicos e foi possivel dividir o banco de
dados em 3 grandes grupos: pKa entre (-3 e 2,7), com 88 compostos (G1), pKa (2,7 a 3,46)
tendo 61 compostos (G2) e pKa maior do que 4,17, com 215 compostos (G3). Com relagdo as
motilidades, é possivel dividir o banco de dados em 3 grupos considerando os valores
absolutos po> -43 x 10° cm? Vsl com 35 compostos (GIM), po entre -37 € -25 x 10 cm? V-
st com 256 compostos (G2M) e valores de po <-25 x 10° cm? V''s! com 73 compostos
(G3M). A partir dessa estratificacdo do banco de dados, € possivel colocar AS nos grupos G2
e G2M, o que possibilitou verificar que, de um total de 363 possiveis compostos interferentes
(n-1), houve uma grande redugdo neste nimero. Assim, a combinagdo dos dois grupos coloca
SA em uma regido com alta seletividade, na qual apenas 16 dos 364 compostos possuem
mobilidade, pKa e absortividade molar para serem possiveis interferentes nessa andlise
(Figuras 15 e 16). Também ¢ importante notar que os compostos catidonicos migram na
direcdo oposta ao AS, uma seletividade que € caracteristica do CZE.

Para simular o perfil de migragdo do SA, foi necessario conhecer o comportamento do
EOF em funcdo do pH. Dessa forma, uma funcdo empirica foi ajustada aos dados
apresentados por VITALI et al. (2014), onde os autores avaliam o comportamento do EOF em

um capilar de silica fundida, resultando na Equagao 1.

55,4

- =5 o 27—1—1 R2
Wosm= Trom 05712291 X 1072em=V~"s7" R™>0,99 (1)
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Para construir a curva de mobilidade, as Equagdes 2 e 3 foram usadas, onde pac € a
mobilidade do SA na condicdo de analise, pefr ¢ a mobilidade efetiva obtida usando a Equacao

3, 1o ¢ a mobilidade absoluta do analito e posm € a mobilidade de a EOF obtida pela Equacao

empirica 1.

Mact:“eff+ Mosm (2)

_ m
Herr = 1+ 10PK a—pH 3)

Figura 15. Curva de mobilidade dos compostos interferentes levando em consideragdo

a mobilidade do fluxo (EOF) nas condi¢des de anélise versus pH.
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Fonte: Propria autora.
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Portanto, com os dados de pKa, mobilidade ionica e predicao da mobilidade do EOF,
foi possivel tragar uma curva de Pact, Hosm € Heft Versus pH, apresentada na Figura 15, na qual
pode-se observar que, em pH em torno de 4, o AS migra em modo contra 0 EOF (pact
negativo) com um valor e alto de aproximadamente -25 x 10 cm? V! 57, Entdo, observou-
se um aumento na seletividade conforme discutido acima e a obten¢do de um método CZE
altamente seletivo e rapido foi alcangada.

A figura 16 demonstra todo o comportamento das mobilidades a medida que o pH
varia, mostrando através do resultado da equacgdo 2 (pact) que a forma final da curva forneceu
informagdes para o comportamento do analito na condi¢ao de andlise, o que permitiu escolher

o pH em torno de 4 para maior seletividade.

Figura 16. Mobilidade de pact, posm e peff na condicdo de andlise versus curva de

pH.
40
30
20
'1
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o == 105N
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(o]
E o 1 e B A 5 6 7 —h—peff
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/

f

A
(=]

Fonte: Propria autora.

Nem todos os compostos utilizados no estudo de seletividade apresentado
anteriormente necessariamente estdo presentes nessa matriz vegetal. Alguns compostos que
podem estar presentes no extrato vegetal sao alguns acidos fenolicos como 4cido cafeico (pKa
4,62), acido elagico (pKa 6,69), acido fertlico (pKa 4,68), acido galico (pKa 4,51), acido 4-
hidroxibenzdico (pKa 4,54) , 4cido p-cumadrico (pKa 4.14), acido trans-cinamico (pKa 4.44) e

acido vanilico (pKa 4.16). O pKa desses compostos os coloca em G3, de forma que ndo
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interfiram na analise de AS. Outros possiveis compostos interferentes podem ser os acidos
alifaticos, como o acido citrico e o acido tartarico, mas nao absorvem na radiacao ultravioleta.
Da mesma forma, acidos fenolicos de cadeias maiores, como flavonoides, cumarinas,
xantonas, comumente presentes nas plantas, também nao interferem na analise, pois na faixa
de pH escolhida (pH = 3,9), essas substancias ndo se ionizam.

Usando um procedimento proposto por SPUDEIT et al. (2016), e com um
conhecimento prévio de faixa de pH desejado (4,0), um padrao interno (PI), co-ion e contra-
ion foram escolhidos para manter alta a capacidade tamponante e reduzir os valores de
Dispersao de Eletromigragdo (EMD) no desempenho do método. O PI escolhido foi o acido
ftalico (AF) e o BGE foi composto por 15 mmol L' de Tris, 30 mmol L de HIBA,
resultando em pH 3,927, EMD -1 e -0,2 para AS e AF respectivamente, com tampao
capacidade de 17,5 mmol L. O valor de EOF obtido pela Equagdo 1 em pH 3,9 foi de 3,1
cm? Vs!. Para reduzir o tempo de analise, foi utilizado um capilar com as seguintes
dimensoes - Ltot 32 cm e Ldet 8,5 cm (modo de inje¢do pela extremidade mais proxima do
detector) , foi aplicada uma tensdo de -30 kV ao capilar de 32 cm, gerando um campo elétrico
(E = -937,5 V cm™!), de forma que foi possivel separar os dois compostos em 0,76 min. A
metodologia otimizada para andlise de extratos vegetais ¢ uma alternativa extremamente
vantajosa, visto que a literatura apresenta métodos de andlise da qualidade de extratos
vegetais em diferentes topicos de aplicagdes, com varias etapas de limpeza, derivatizagoes,
entre outros. Este método mostra como trabalhar a seletividade, estudando a matriz da
amostra pode propiciar um método simples de diluir e injetar (BENSEMMANE et al., 2021;
EL-YAZBI et al., 2021; SHARMA; KUMAR; RANA, 2020). A preparagdo dos extratos das
amostras por simples diluicdo em agua, sonicacao e centrifugacdo sem a necessidade de outro
tratamento resultou em menor tempo total de andlise.

Os eletroferogramas do método otimizado podem observados na Figura 17 e 18, que
apresenta a analise resumida das separagdes experimentais e simuladas, demonstrando a

eficacia do software PeakMaster no desenvolvimento de métodos em CZE.
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Figura 17. Eletroferogramas e espectros de UV obtidos usando o método otimizado

por CE:
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Legenda: (a) Simulagdo da analise no software PeakMaster, (b) Mistura da solucao
padrdo com 5 mg L-1 cada, (c) Extrato de Amostra da Haste de Polygala campestris. Sistema
eletrolitico composto por 15 mmol L-1 de TRIS e 30 mmol L-1 de HIBA (pH 3.9), detec¢ao
direta em 214 nm e 4cido salicilico (1, AS) e padrdo interno acido ftalico (2, AF).

Desta forma, uma alta seletividade foi alcancada, com o analito de interesse
apresentando uma mobilidade efetiva mais rapida quando comparado a qualquer outro
possivel interferente, demonstrando, portanto, que a manipulacdo das condigdes
eletroforéticas, levando em consideracdo a composi¢do da matriz, ¢ uma excelente estratégia
para atingir uma 6tima seletividade. E importante destacar que toda a estratégia foi elaborada
in silico, com a utilizacdo de poucas quantidades de amostras e reagentes, 0 que nos permite
considerar o método utilizado como uma ferramenta analitica ecologicamente sustentavel para
o meio ambiente. A figura 18 apresenta as injecdes das concentragcdes de AS e do PI para a

curva de calibracao externa.
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Figura 18. Eletroferogramas da curva de calibragdo para o método CE com IS fixado

emS5SmgL-1:
2
a) 1 Iﬂmm
b)
1 2
<) 1 2
1 2
d)
% 1 2
15mAu I /\ Iﬂm;\u
T T 1 &= T T a1 T = [ T T [ @ T T T T T & E & I T & [ 1
12 4 i3 08 1 12 14
TIME (min)

Legenda: a) Img L', b)2mgL" ¢c)3mgL"! d)4mgL"ee)5mgL" Sistema eletrolitico
composto por 15 mmol L-1 de TRIS e 30 mmol L-1 de HIBA (pH 3,9), deteccao direta em
214 nm. Legenda: Acido Salicilico (1, AS) e o Padréo Interno Acido Fitalico (2, AF).

Fonte: Propria autora.

Uma simulagdo da corrida eletroforética, realizada utilizando o software peakmaster,
demonstrando a seletividade do método diante dos interferentes da complexa matriz vegetal

da amostra esta representada na Figura 19.
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Figura 19. Eletroferogramas simulados obtidos pelo método otimizado por CE
utilizando o software PeakMaster com AS e AF (IS) e todos os possiveis compostos

interferentes na matriz vegetal disponiveis no banco de dados software.

mAu /

TIME (min)

Legenda: 4cido salicilico (1), &cido ftalico (2), 3,5-di-hidroxibenzdico (3), acido cis-
cindmico (4), acido benzdico (5), acido ascorbico (6), acido p-hidroxibenzoico (7), acido m-
hidroxicindmico (8) e 4cido cinamico (9).

Fonte: Propria autora.

Uma oscilacdo no tempo de migragdo pode ser vista na Figura 18 e 20 ao comparar a
mistura com o analito e 1.S. Essas diferencas podem ser causadas por muitos fatores tipicos
em CZE, e a flutuagdao do campo elétrico devido a uma composicao do plugue de amostra ¢
frequentemente a principal fonte dessa instabilidade. A fonte dessa flutuacdo pode ser a
modificacdo fisica da superficie interna do capilar, causada mais comumente pelas interagdes
analito-parede, formagao de agregados insoliveis e enxague capilar insuficiente (GAS ef al.,
2005; SCHAEPER; SEPANIAK, [S.d.]). Para melhorar a reprodutibilidade do tempo de
migracao, foi utilizado o tempo de migragdo corrigido, que consistia basicamente em utilizar
o tempo de migracdo do analito dividido pelo tempo de migracdo do padrdo interno. A
corre¢do mostra valores de RSD mais aceitdveis ao comparar os valores de RSD para o tempo

de migracao com e sem a correcao, em torno de 2,0% e 6,5%, respectivamente.
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2 Figura 20. Eletroferogramas obtidos pelo método otimizado por CE das amostras

3  injetadas dos extratos referentes as folhas (F).
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5 Legenda: P.puF: Polygala pulchella, P.Ii.F: Polygala linoides, P.c: Polygala
6  campestris, P.b: Polygala brasiliensis, P.s: Polygala sabulosa, P.p.D: Polygala paniculata
7  Daniela, P.p: Polygala paniculata Gravata, P.la: Polygala lancifolia, P.d: Polygala
8 densiracemosa e P.a: Polygala altomontana.
9  Fonte: Propria autora.
10
11 5.4.2. Parametros de mérito
12 Para a validagao do método desenvolvido para quantificacdo de SA em plantas, foram

13  utilizados os parametros seletividade, linearidade, exatiddo, limite de detec¢do (LOD), limite
14  de quantificacdo (LOQ), precisdao em termos de repetibilidade (instrumental, intra-dia e inter-
15  dia precisdo) foram verificados e esses resultados de figuras de mérito sdo apresentados na
16  Tabela 2. A curva de calibragdao apresentou coeficiente de regressdo maior que 0,99. Os
17  resultados de precisdo para a area do pico foram melhores do que 2,9% (intra-dia) e 2,8%
18  (inter-dia).

19
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Tabela 4. Pardmetros que foram analisados para validacio do método CE-UV

desenvolvido para quantificagdo de AS.

PARAMETRO SA
Calibration Curve equation ? y =0.23x
Linearity — linear range (mg L) 1.0-5.0
Linearity, slope 0
Slope Standard Deviation 0.23
Linearity — Determination coefficient (R?) R>=0.99
LOD (mg L) 0.2
LOQ (mg L) 0.6
Instrumental precision—corrected peak area (RSD, % - n=9) 4.4
Instrumental precision—corrected migration time (RSD, % - n=9) 2.0
Intra-day precision—corrected peak area (RSD, % - n=9) 0.7-2.9
Intra-day precision—corrected migration time (RSD, % -n=9) 2.9-2.5
Inter-day precision—corrected peak area (RSD, % - n = 27) 1.0-2.7
Inter-day precision—corrected migration time (RSD, % - n = 27) 0.08-0.32
Standard addition method (accuracy) - Polygala pulchella Roots 108.32 £19.73
Standard addition method (accuracy) — Polygala linoides leaves 115.83 £7.92
Standard addition method (accuracy) - Polygala linoides stems 108.13 £5.51

a - Curvas de calibragdo com 5 niveis de concentragdo, onde cada ponto foi preparado em
triplicata. Legenda: LOD - Limite de Detec¢ao; LOQ - Limite de Quantificacdo; RSD - desvio
padrao relativo.

Fonte: Propria autora.

O método de adigdo padrdo foi a metodologia usada para avaliar a precisdo, onde uma
amostra de extrato de planta foi testada, duas quantidades conhecidas de acido salicilico
foram adicionadas as amostras (1 mg L' e 5 mg L!) e as amostras foram novamente testadas.
A diferenca entre os resultados da amostra com e sem adi¢do do padrao foi comparada com a
resposta esperada, dados valores aceitaveis em 2 amostras diferentes, variando de 108 a 115%

(Tabela 4).

5.4.3. Analise de amostra

O método otimizado foi aplicado para quantificar AS nos extratos de amostras

previamente preparados, cujos resultados de quantificacdo sdao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados da quantificacdo do AS para as amostras de extratos vegetais.

Espécie e parte da planta Massa (mg Kg™) Desvio Padrao (DP)
Polygala pulchella folhas 94.814 27.027
Polygala pulchella caule 375.105 157.654
Polygala pulchella flores <LOD -
Polygala pulchella raizes 87.438 4.003
Polygala linoides folhas <LOD -
Polygala linoides caule 247.606 27.178
Polygala linoides flores 352.792 45.819
Polygala linoides raizes <LOD -
Polygala campestris folhas 167.080 61.325
Polygala campestris caule 1353.304 62.683
Polygala campestris flores 93.652 26.040
Polygala campestris raizes 64.328 11.328
Polygala brasiliensis folhas <LOD -
Polygala.brasiliensis caule 142.245 23.632
Polygala.brasiliensis Flores <LOD -
Polygala brasiliensis raizes <LOD -
Polygala sabulosa folhas 344,993 384.899
Polygala sabulosa caule 479.358 103.687
Polygala sabulosa flores 310.823 42.851
Polygala sabulosa raizes 308.980 6.624
Polygala paniculata D. Folhas 113.437 36.670
Polygala paniculata D. caule 113.684 9.096
Polygala paniculata D. floress 505.948 3.845
Polygala paniculata D. raizes 993.906 64.858
Polygala paniculata G. folhas 164.424 101.013
Polygala paniculata G. caule 299.350 17.299
Polygala paniculata G. flores 125.678 4.004
Polygala paniculata G. Raizes 148.607 29.264
Polygala lancifolia folhas 159.384 53.655
Polygala lancifolia caule 169.377 24.159
Polygala lancifolia Flores 107.615 52.645
Polygala densiracemosa folhas 158.376 9.245
Polygala densiracemosa caule 120.008 17.564
Polygala densiracemosa Flores <LOD -
Polygala densiracemosa Raizes 98.722 46.482
Polygala altomontana Folhas 116.930 1.715
Polygala altomontana caule 119.428 38.679
Polygala altomontana flores 115.196 57.645
Polygala altomontana raizes 95.305 13.469

Legenda: LOD - limite de detec¢do; LOQ — Limite de quantificagdo.

Fonte: Propria autora.
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Os conteudos de AS nas espécies de Polygala demonstram maior acimulo nas
espécies Polygala campestris, Polygala sabulosa e Polygala paniculata. Uma caracteristica
comum encontrada na quantificacdo ¢ que o teor de SA nas partes do caule de todas as
espécies vegetais apresenta concentragdes mais elevadas em geral, nenhuma abaixo do LOQ.
Essa caracteristica possivelmente se refere a um mecanismo de defesa dessas espécies, em
resposta ou repeléncia aos ataques de herbivoros, uma vez que essas espécies possuem caules
longos e sao pequenos arbustos (RIACH et al., 2019).

O AS pode ser sintetizado por hidroxilagdo da via fenilpropandide e ¢ metabolizado
em metil-SA, um indutor de resisténcia a patdogenos volatil que caracteriza as plantas do
género Polygala. Os altos teores de AS em uma espécie de planta deixam alguns
pressupostos, uma vez que a literatura tras que o AS influencia o acimulo de alguns
metabolitos especiais como terpenos em diferentes espécies de plantas ja estudadas. Um dos
exemplos encontrados na literatura ¢ a espécie Centella asiatica, que potencializou o
conteudo total de triterpendides mediado pela superexpressdo de genes-chave na via de
biossintese, quando tratada com AS exogeno. Teores elevados de triterpendides aumentam
sua atividade antiinflamatoria e certamente outras propriedades biologicas também sdo

melhoradas (RAFI et al., 2018).

5.4.4. Comparacao com métodos relatados

Uma breve comparagdo entre os métodos nos permitiu concluir que apenas este
método proposto determina o SA em matrizes de plantas usando CZE com o menor tempo de
separacao. Além disso, ¢ importante mencionar que os valores de LOD, LOQ e precisao
ficaram em niveis equivalentes aos métodos citados, sendo considerados adequados para a
aplicacdo proposta. A andlise comparativa dos métodos citados mostra que o CZE apresenta
muitas vantagens em relagdo as outras técnicas, além do método desenvolvido ndo requerer a

necessidade de derivatizagdo ou outras etapas criticas laboriosas.
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5.5. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA QUANTIFICACAO DOS
METABOLITOS BIOATIVOS 1,5 DIHIDROXI-2,3DIMETOXI-XANTONA E
RUTINA EM EXTRATOS DE POLYGALA.

5.5.1 Desenvolvimento do método

Com base em trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa (COSTA et al., 2008;
SPUDEIT, D. A.; DOLZAN, M. D.; MICKE, 2012; SPUDEIT et al., 2016) algumas
estratégias para desenvolvimento do método foram realizadas. A principal foi a utilizagdo do
software PeakMaster para simulacdo das condig¢des eletroforéticas. A escolha do padrio
interno (PI), que ¢ um componente importante a ser escolhido com cautela, pois o PI
minimiza os efeitos das oscilagdes experimentais, aqui relacionadas a injecdo e ao fluxo
eletrosmotico, portanto 2-Naftol foi o PI escolhido. Para a agdo pontual do PI € necessario que
suas propriedades fisico-quimicas sejam semelhantes as do analito e ndo estejam presentes na

matriz da amostra, para garantir uma andlise seletiva e inequivoca.

Figura 21. Estrutura da X; e R;.

Com o proposito de otimizagdo tentou-se a injecao pela extremidade mais proxima do
detector no capilar. Embora os analitos tenham respondido melhor a essa alteracdo, o extrato
nao apresentou a melhor resolugdo e identidade da amostra, portanto a injecao foi feita pelo
lado mais proximo do detector. Os analitos de interesse para quantificagdo apresentaram
pequena diferenca nos tempos de migracdo, esse fenomeno pode ser explicado pela
composicdo complexa da matriz amostral (Figura 22). A confirmacdo da autenticidade dos
picos foi realizada utilizando seus espectros de absor¢do de UV e adicionando os analitos

puros a amostra, aumentando as concentracdes a fim de confirmar os picos de referéncia. O
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método desenvolvido para analise em CE mostrou-se seletivo, rapido e com baixo custo de

analise, além de poder analisar espécies organicas e inorganicas.

Figura 22. Eletroferogramas obtidos usando o método otimizado por CE: (a) extrato

(b) Solugao de padroes X e Ri.

T T T T T T T T
0 2 4 6

Legenda: X;i: 1,5dihidroxi-2,3dimetoxixantona e R Rutina.

Fonte: Propria autora.

5.5.2. Parametros de Validagao

Para demonstrar a aplicabilidade da metodologia proposta, foram avaliados os
seguintes parametros de validacdo: linearidade e limites de deteccao (LOD) e quantificacao
(LOQ). Os dados de desempenho analitico e algumas figuras de mérito do método proposto
estdo compilados na Tabela 6. As curvas analiticas compreenderam duas solug¢des padrao na
faixa de 5,0-25 mg L™! com injegdo em triplicata em cada nivel de concentragio. Coeficientes
de regressao aceitaveis foram obtidos (R>> 0,99). O LOD (razao sinal-ruido de 3) para Rutina
(R1) e 1,5 dihidroxi-2,3dimetoxi xantona (X;) foram 1,62 e 1,18, respectivamente. Os valores
de LOQ (relacdo sinal / ruido de 10) determinados a partir do eletroferograma nas condig¢des

otimizadas foram 4,92 e 3,59 mg L™!, respectivamente.

Curva de calibrac¢ao externa
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Para a curva de calibragdo externa foram utilizadas solugdes padrdo com Rutina e
Xantona (5-30 mg L) utilizando alfa-naftol como PI na concentra¢do de 10 mg L!. A curva

¢ o resultado de médias obtidas a partir de uma triplicata.

Tabela 6. Parametros analisados para validacdo do método CE-UV desenvolvido para

quantificagdo dos metabolitos Rutina e Xantona.

PARAMETRO Ri Xi
Linearidade — faixa linear (mg L)? 5,0 25,0 ppm 5,0-25,0
Equacio da curva de calibraciao y=0.1218x + 0.0779 y=0.1183x + 0.0678
Externa
Desvio padrio do Coeficiente
angular
Linearidade— coeficiente de R2=0.9971 R2=0.9985
determinacio (R?)

Linearidade- intercepto 0.1218 0.1183
LOD (mg L-1) 1.62 1.18
LOQ (mg L-1) 4.92 3.59

an =5, triplicata dos pontos da curva.
Fonte: Propria autora.

5.5.3. Andlise da amostra

Os resultados quantitativos de Ri e X na amostra do extrato de P. paniculata foram
otidos em duplicata. A concentracdo de R e X no extrato apresentou os valores de 8,805 mg.
L' e 11,215 mg L'!. A quantificagio foi feita com procedimentos simples de preparo de
amostra € o método mostrou-se adequado para andlise qualitativa e quantitativa dos
compostos R; e X nessas matrizes vegetais.

Devido ao crescente interesse farmacologico na espécie P. paniculata, procedimentos
confidveis para a analise quantitativa de seus ingredientes bioativos sdo necessarios. Poucos
métodos analiticos foram relatados para a padroniza¢do de extratos de plantas medicinais.
Este método foi desenvolvido para fins de validacdo das espécies vegetais do género
Polygala, proporcionando uma andlise de autenticidade do perfil quimico para estas plantas.
Diante da literatura sobre os compostos ja identificados e isolados no género, os compostos
Rutina (Ri) e 1,5dihidroxi-2,3dimetoxixantona (X;) sdo analitos tidos como marcadores
quimicos nesses extratos (ARRUDA-SILVA et al., 2014; LAPA, FERNANDA DA ROCHA
et al.,2007; TIZZIANI et al., 2018).
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5.6. IDENTIFICACAO DO PERFIL DOS EXTRATOS DE POLYGALA POR RMN DE
H

O género Polygala apresenta 39 espécies reconhecidas para a regidao Sul do Brasil,
dentre essas estdo as 9 espécies que este trabalho aborda essencialmente, sendo elas, Polygala
altomontana, Polygala brasiliensis, Polygala campestris, Polygala densiracemosa, Polygala
lancifolia, Polygala linoides, Polygala paniculata, Polygala pulchella e Polygala sabulosa..
O género ¢ conhecido por produzir saponinas triterpénicas, cumarinas, estirilpironas,
flavondis, ester6is, xantonas, entre outros. As xantonas constituem-se nos principais
metabolitos secundarios encontrados neste género. Além disso, apresentam uma rota
biossintética muito frequente em Polygala e, por essas razdes, sdo tidos como marcadores
quimiotaxondmicos A fim de demonstrar o poder, a versatilidade e a importancia de uma
varredura analitica ampla, que possibilite a diferenciagdo das espécies entre si, a analise do
perfil metabélico utilizando espectroscopia de RMN de 'H foi realizada nesses extratos de
diferentes espécies de Polygala, (Figura 23-25).

Para andlise representativa de todo o material vegetal, a parte da planta escolhida, de
acordo com analises prévias de perfil metabdlico, foi o caule. Apds total secagem dos extratos
dos caules das espécies, os mesmos foram solubilizados em solvente deuterado para analise
exploratéria de RMN 'H.

De modo geral, a regido de 0 a 3 ppm apresenta sinais caracteristicos de metabdlitos
com cadeias alifaticas presentes nas plantas. A figura 23 mostra um perfil metabdlico com
sinais que caracterizam a presenga de saponinas triterpénicas (multipletos na regido de 1 a 2.5
ppm). Embora esses metabolitos sejam considerados marcadores quimiotaxondmicos no
género Polygala, os mesmos nunca foram reportados ou isolados nas espécies de Polygala
presentes no sul do Brasil, o qual este estudo tem enfoque.

Tais informacdes referentes a presenca de saponinas triterpénicas evidenciam o alto
potencial farmacolédgico entre outras aplicagdes para estas espécies, sendo elas a Polygala
altomontana, Polygala brasiliensis, Polygala linoides e Polygala sabulosa as quais
demonstraram o maior acimulo de sinais referentes a essas substincias, representadas na
figura 23a, b, f ¢ i respectivamente. Alguns singletos na regido de 3.8 ppm sdo caracteristicos
de grupamentos metoxilas ligados a anéis aromaticos, que estdo presentes em diversas
xantonas e estirilpironas encontradas no género Polygala, como ja reportado em Polygala

densiracemosa (TIZZIANI et al., 2018), porém aqui reportamos pela primeira vez um
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compilado de sinais referentes a esses compostos para as espécies Polygala sabulosa,
Polygala campestris e Polygala linoides, que as diferenciam das outras espécies na analise

analise do perfil quimico.

Figura 23. Espectro de RMN de 'H de 500 MHz das amostras de extrato etandlico dos
caules dos 9 extratos de Polygala com massa de 10 mg de cada extrato em 500 uL. de DMSO-

N o o~ WN -

d6. Area expandida na faixa 0,5 — 3,00 ppm.

Acidos Organicos, saponinas triterpénicas
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9 Legenda: a - Polygala altomontana; b - Polygala brasiliensis, ¢ - Polygala campestres, d -
10  Polygala densiracemos, e - Polygala lancifolia; f - Polygala linoides,; g - Polygala
11 paniculata; h-Polygala pulchella e i Polygala sabulosa. Fonte: Propria autora.
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Acidos organicos como succinato, malato, citrato, também podem ser observados na
regido entre 2,4 ppm e 3 ppm (figura 24). Os extratos das espécies de Polygala do presente
estudo apresentam cldssicos sinais de presenca de acucares em sua matriz vegetal, que sao
caracterizados pelos sinais sobrepostos e aglomerados na regido entre 2.5 ¢ 4 ppm (Figuras

24 ¢ 25).

Figura 24. Espectro de RMN de 1H de 500 MHz das amostras de extrato etanolico
dos caules dos 9 extratos de Polygala com massa de 10 mg de cada extrato em 500 pL de

DMSO-d6. Area expandida na faixa 2.9 — 4,00 ppm.
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Legenda: a - Polygala altomontana; b - Polygala brasiliensis; ¢ - Polygala campestres; d - Polygala
densiracemosa; e - Polygala lancifolia; f - Polygala linoides; g - Polygala paniculata,; h-Polygala pulchella e i
Polygala sabulosa. Fonte: Propria autora.
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O sinais do espectro referentes a compostos fendlicos como xantonas, flavonoides,

cumarinas, entre outros, podem ser observados na regido de 4 a 9 ppm (Figura 25).

Os

espectros de RMN de 'H, das espécies de Polygala no presente estudo, apresentam sinais

caracteristicos de hidrogénios aromaticos, com diferentes padrdes de substituicdo referentes a

compostos fenolicos como flavonoides e xantonas, além de apresentarem sinais caracteristicos

de hidroxila quelada, por volta de 12,6 ¢ 13 ppm.

Figura 25. Espectro de RMN de 'H de 500 MHz das amostras de extrato etandlico dos

caules dos 9 extratos de Polygala com massa de 10 mg de cada extrato em 500 uL. de DMSO-

d6. Area expandida na faixa 4,0 — 9,00 ppm.

VIS DT, O S
M

M

Legenda: a - Polygala altomontana; b - Polygala brasiliensis, ¢ - Polygala campestres, d -
Polygala densiracemos; e - Polygala lancifolia; f - Polygala linoides; g - Polygala
paniculata; h-Polygala pulchella e i Polygala sabulosa. Fonte: Propria autora.
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Os espectros de RMN de 'H dos extratos de Polygala exibem a presenga de numerosos
constituintes, como carboidratos, compostos fenolicos, triterpenos e esqueletos esteroidais.
Além dessas atribui¢cdes, o amplo niimero de sinais na regido espectral entre 4,0 ¢ 5,0 ppm
observada em todos os espectros esta provavelmente associado a sobreposi¢ao de numerosos
grupos hidroxi dos compostos de Polygala. Embora os extratos tenham sido cuidadosamente
secos, o sinal H>O foi observado como um pico alargado sobreposto aos sinais de
carboidratos aparecendo entre 3,3 e 3,6 ppm em diferentes graus nas amostras, o que pode
acontecer levando-se em consideracdo que o DMSO ¢ altamente higroscopico (IMAI ef al.,

2020).

5.7. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS DE POLYGALA ATRAVES
DE METODOLOGIA in vitro.

Sendo os produtos naturais uma fonte significativa para potenciais moléculas, com
novos mecanismos de acdo pelos quais os patdogenos com resisténcia antimicrobiana podem
ser erradicados, os extratos das plantas do género Polygala foram avaliados nesse sentido. A
literatura comprova que extratos de plantas apresentam uma vasta gama de classes de
substancias quimicas, como alcaldides, taninos, flavonodides e terpendides, que possuem
atividades biologicas incluindo antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena, etc. Além do
mais, existe uma lista, publicada pela Organiza¢do Mundial da Saude, das bactérias que
necessitam urgentemente de novos antibidticos para combaté-las, classificadas com prioridade
critica, alta e média. Dentre as bactérias listadas, trés dos patdogenos de prioridade alta foram
testadas neste trabalho, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(OMS, 2017). Portanto, durante as ultimas duas décadas, tem sido dada extrema atencao a
descoberta e desenvolvimento de agentes antimicrobianos naturais multi-alvo com alta
eficacia e baixos efeitos colaterais (PAWAR SV, HO JC, YADAYV GD, 2017).

As analises dos resultados obtidos da avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro
foram realizadas segundo o critério de¢ MACHADO e colaboradores (2005), que considera
valores de CIM abaixo de 100 pg mL™' como uma boa atividade antimicrobiana, CIM de 100
a 500 pg mL! como atividade antimicrobiana moderada e valores de CIM de 500 a 1000 pg
mL! como uma atividade fraca. Os valores de CIM acima de 1000 ug mL™! inferem

inatividade antibacteriana para os extratos.
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A analise das reagdes nos micropocos se da pela utilizagdo do reagente indicador,
cloreto de trifenil tetrazolio. Quando este composto entra em contato com um microrganismo
que seja capaz de degradar fontes de carbono, reage com os elétrons que sdo liberados e ¢
reduzido a trifenilformazan (TPF), que, diferente do NADH, ndao ¢ metabolizado e
“envenena” o sistema, mas torna possivel da atividade metabdlica pela visualizagdo da
medi¢do vermelha, conforme ilustrado na figura 9 (OLGA et al., 2008). Todos os resultados
estdo em valores de concentracdo inibitoria minima na tabela 7 (CIM, pg mL™). A tabela 7

demonstra os resultados da Concentracao Inibitéria Minima dos extratos brutos de Polygala

Tabela 7. Resultado da Atividade antibacteriana dos extratos das espécies P. sabulosa,
P. brasiliensis, P. linoides, P. altamontana, P. pulchella, P. campestris, P. lancifolia, P.

densinracemosa frente as bactérias E. coli, S. aureus e P. aeruginosa.

Amostra E. coli S. aureus Pseudomonas
P. sabulosa >1000 >1000 >1000
P. brasiliensis >1000 >1000 >1000
P. linoides >1000 >1000 >1000
P. altamontana >1000 >1000 >1000
P. pulchella >1000 >1000 >1000
P. campestris >1000 >1000 >1000
P. lanifolia >1000 >1000 >1000
P. desenracemosa  >1000 >1000 >1000
P.a.C. 1000 250 >1000
P.p.C.G. >1000 >1000 >1000
P.p.C.D. >1000 >1000 1000
P.s.c. >1000 500 >1000
P.p. FL. D. >1000 1000 >1000
P.p.R.D. >1000 >1000 >1000
P.s. R. >1000 >1000 >1000
P.s. Fl. 500 1000 1000
Gentamicina (C+) 0.62 0.62 0.62

Legenda: C+: Controle positivo. C: representando os extratos dos caules, Fl das flores

e R das raizes. CIM (ug-1).

Observa-se que o extrato de P. altomontana caule (P.a.C) e P. sabulosa caule (P. s. c)
foram, dentre os extratos, os mais ativos, pois apresentaram maiores valores de inibi¢ao para a
bactéria S. aureus (Gram-positiva) em relagdo aos outros extratos brutos. Tal informagao pode
sugerir que as estirilpironas presentes nesses extratos podem ser responsaveis, ou pelo menos
parcialmente, pela atividade observada. Além disso, o extrato P.a.C demonstrou que em

concentragdes relativamente mais baixas (250 pug.mL!) apresentou atividade antibacteriana
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agindo frente as bactérias. Uma atividade moderada foi observada no extrato das Flores de P.
sabulosa (P. s. FL.) frente a S. aureus.

Para as bactérias Gram-negativas P. aeruginosa e E. coli observou-se que dois
extratos, P.p.C.D. e P.s.FI. mostraram fraca atividade antibacteriana frente a P. aeruginosa e
para a E. coli o extrato de P. sabulosa flores demonstrou atividade moderada enquanto para o
extrato P. altomontana C apresentou fraca atividade. Os demais extratos de Polygala
demonstraram atividade antibacteriana de fraca para inativos.

Algumas conclusdes podem ser observadas com relagdo aos extratos testados em
geral, haja vista que alguns deles foram avaliados pela primeira vez quanto a atividade
bioldgica antibacteriana. Sendo assim, observa-se que os estudos que relataram atividade
antimicrobiana para o extrato de Polygala paniculata puderam ser confirmados neste
trabalho. J4 os extratos referentes as folhas de todas as espécies apresentaram-se inativos.

Embora haja uma grande heterogeneidade nos resultados da concentragdo inibitoria
minima de um extrato para outro, os resultados mostraram que os extratos vegetais referentes
aos caules, que foram previamente selecionados devido aos resultados observados na
quantificagdo de acido salicilico na sessdao 5.2, apresentaram atividade antimicrobiana mais
proeminentes sobre os principais patogenos.

Vale ressaltar que a atividade antibacteriana do salicilato de metila isoladamente foi
anteriormente descrita por (ADULOVIC NS, BLAGOJEVIC PD, STOJANOVIC-RADIC
77, 2013) apresentando moderada atividade contra diferentes bactérias, com CIMs variando
de 141 ug mL"! a 562 ug mL!. Tendo em vista que as espécies de Polygala apresentam altas
concentragdes de 4acido salicilico e salicilato de metila, rutina, apigenina, quercetina,
xantonas, entre outras. Considera-se que as partes dos caules e as demais partes dessas plantas

sdo possiveis fontes de moléculas antimicrobianas para as diversas areas de interesse.
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6. CONCLUSOES

e Em relaciio a sessio 5.2

Os extratos foram obtidos e analisados de forma ripida e eficientemente e
possibilitaram que fossem classificados como extratos ricos em compostos fenodlicos pelo

screening apresentado no perfil cromatografico por HPLC-UV.

e Em relaciio a sessiao 5.3

Através da andlise por LC-ESI-MS/MS foi possivel qualificar os extratos com relagao
aos tipos de fenodlicos presentes, e também observar quais dos metabolitos considerados
marcadores quimicos no género, sendo os mesmos quantificados nos 39 extratos. Varios
compostos fenolicos relatos na literatura apresentaram-se em concentragdes relativamente
altas em algumas espécies, como a rutina, a escopoletina e os acidos salicilico, ferulico entre

outros.

e Em relacido a sessiao 5.4

Um novo método rapido, desenvolvido para a quantificagdo de AS, um elicitor de
metabolitos secundarios em matrizes vegetais, por meio de eletroforese capilar com detecgao
de UV, permitiu assumir informacdes relevantes sobre essas espécies com importantes
caracteristicas medicinais na regido Sul do Brasil. O desenvolvimento de um método
subminuto que permitiu a quantificacdo de um elicitor como AS, em plantas, com baixos
limites de deteccdo e quantificacdo, alta seletividade, baixo consumo de solventes organicos e
curto tempo de preparo das amostras, colaboraram significativamente na triagem de
compostos bioativos nas espécies Polygala. Foi possivel identificar e destacar a alta
concentracdo de SA nos extratos da caules de todas as espécies, e especificamente valores
mais altos para Polygala campestris e raizes de Polygala paniculata. Essa caracteristica
permitiu a inferéncia de hipdteses muito relevantes, como por exemplo, o fato dessas plantas
acumularem esse metabolito em maiores concentragdes nos caules se refere a um mecanismo
de defesa dessas espécies, em resposta ou repeléncia aos ataques de herbivoros, uma vez que

essas espécies possuem caules longos e sdo pequenos arbustos.
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De forma resumida, tal método para quantificagdo desse metabodlito permitiu avaliar o

potencial fitoquimico e fitofarmacéutico dessas plantas.

e Em relaciao a sessao 5.5

Nesta sessdo foi apresentado o desenvolvimento de um procedimento sistematico
simples, porém poderoso, para andlise da qualidade dos extratos de Polygala visando a
quantificagdo dos metabolitos bioativos analisados. Um método rapido para a determinagao
da Rutina e Xantona em amostras de extrato de Polygala foi desenvolvido e seu desempenho
analitico, além das caracteristicas vantajosas o torna adequado para ensaios de rotina para a

analise da qualidade dessas matrizes vegetais.

e Em relacido a sessiao 5.6

Este trabalho foi o primeiro estudo que apresenta perfis quimicos espectroscopicos
(RMN 'H) das espécies de Polygala para diferenciagio de suas caracteristicas. Para uma
andlise completa seria interessante associar um estudo com analise multivariada visando uma
perspectiva mais abrangente. Os resultados mostraram que as espécies podem ser claramente
diferenciadas com base em suas respectivas identidades quimicas espectroscopicas de
composi¢do de metabolitos via analise do perfil quimico. Portanto, os resultados alcangados
confirmam a capacidade, aplicabilidade, confiabilidade da analise de identidade fitoquimica

de diferentes espécies e extratos de plantas.

e Em relacido a sessiao 5.7

Em relacdo a atividade antibacteriana em extratos de Polygala, os resultados obtidos
neste trabalho demonstram a atividade antimicrobiana das espécies P. altomontana, P.
sabulosa, P. campestris e P. paniculata. Os resultados demonstraram atividade
principalmente contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus CIM= 250-500 pL

mL™.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os métodos de CZE aqui desenvolvidos foram consistentes para avaliacdo dos
constinuintes quimicos de Polygala, e outras espécies desse mesmo género vegetal podem ser
utilizadas para realizagdo de triagens de metabolitos alvos nos mais diversos campos de
pesquisa envolvidos. Os métodos se mostraram simples, seletivos, rapidos e eficientes.
Demonstrando que o preparo de amostras de uma matriz tdo complexa pode ser simples como
diluir e injetar utilizando as estratégias descritas no desenvolvimento dos métodos por CZE. A
determinagdo da composicdo fendlica por LC-MS/MS dos metabolitos considerados
marcadores quimicos no género permitiu correlacionar os constituintes dos extratos as
concentragdes relativamente altas de acido salicilico, haja vista que o mesmo atua como
elicitor endogeno de metabdlitos secundarios.

Os dados descritos anteriormente confirmaram a analise prévia feita por analise de
perfil cromatografico utilizando a técnica de HPLC-UV e a andlise dos extratos permitiram
que os mesmos fossem classificados como extratos ricos em compostos fenolicos pelo
screening apresentado nessa andlise. Em adi¢do, a andlise quimica dos extratos etanolicos de
Polygala por RMN 'H permitiu a diferenciagdo dos constituintes e acentuou as informagdes
encontradas sobre os compostos majoritariamente presentes nessas matrizes por HPLC-UV,
LC-MS/MS e CZE.

Além da constitui¢do quimica observada nas andlises, foi possivel ainda, constatar
atividade bioldgica antibacteriana para alguns desses extratos. Os resultados obtidos na
avaliagdo antibacteriana comprovaram a atividade antimicrobiana das espécies P.
altomontana, P. sabulosa, P. campestres € P. paniculata, e esses resultados proporcionaram
perspectivas de estudo para contribuicdo das pesquisas relacionadas a tratamentos de

patologias antibacterianas e antifingicas com relagdo a essas espécies do género Polygala.
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Apéndices

Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala altomontana (500 MHz, DMSO-ds).
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Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala brasiliensis (500 MHz, DMSO-ds).
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Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala campestris (500 MHz, DMSO-ds).
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Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala densiracemosa (500 MHz, DMSO-ds).
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Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala lancifolia (500 MHz, DMSO-ds).
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Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala linoides (500 MHz, DMSO-ds).
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Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala paniculata coletada em praia da Daniela (500 MHz, DMSO-ds).
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Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala paniculata coletada em praia do Gravata (500 MHz, DMSO-de).
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Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala pulchella (500 MHz, DMSO-ds).
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Espectro de RMN ! H do extrato do caule de Polygala sabulosa (500 MHz, DMSO-ds).
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