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Resumo

As plantas apresentam fitoquimicos de elevado interesse, mas a composicao de muitas espécies
permanece por explorar, como as do género Euphorbia. O objetivo do estudo foi otimizar e revalidar um
método analitico para quantificacao de compostos fendlicos, por cromatografia liquida de elevada
eficiéncia, aplicado a extratos de Euphorbia paralias e Euphorbia hirsuta. A andlise realizou-se em fase
reversa, com fase estaciondria de octadecilsilica, e mistura de metanol, acetonitrilo e agua acidificada com
acido acético, como fase mével. 0 método foi otimizado para analisar acido galico, quercetina-3-glucésido
e rutina. Avaliou-se a linearidade, sensibilidade, precisao, exatidao, limites de detecao e quantificacao. O
método foi linear entre 0,37-47,61pug/mL (R>0,999), o coeficiente de variacao <15% e exatidao entre 93-
113%. Os limites de quantificacao foram: 0,23 pg/mL (acido galico), 2,98 ug/mL (quercetina-3-glucésido)
e 0,44 ug/mL (rutina). Com base nestas e em calibracdes de outros compostos, detetou-se: quercetina-
3-glucdsido (19980 ug/g), rutina, acidos cafeico (460 ug/g), clorogénico (740 ug/g) e gdlico (27440
ug/g) (extrato aquoso de E. paralias); hesperidina, quercetina-3-glucdsido, rutina, dcidos clorogénico
(880 ug/g) e galico (5180 ug/qg), (extrato aquoso de E. hirsuta). Estes resultados preliminares sao
pioneiros na quantificacao de compostos fendlicos nestas plantas. Estudos futuros sao necessarios para

a quantificacao destes compostos.

Palavras-chave: Métodos analiticos, HPLC-DAD, Compostos Fendlicos, Euphorbia paralias, Euphorbia

hirsuta



Abstract

Plants present phytochemicals of high interest, although the composition of many species remains
unexplored, such the Euphorbia genus. The aim of the study was to optimize and revalidate an analytical
method for phenolic compounds quantification, by High Performance Liquid Chromatography, applied to
extracts of Euphorbia paralias and Euphorbia hirsuta. The analysis was performed in reverse phase, with
a stationary phase of octadecylsilica, and a mixture of methanol, acetonitrile and water acidified with
acetic acid, as the mobile phase. The method was optimized to analyze gallic acid, quercetin-3-glucoside
and rutin. Linearity, sensitivity, precision, accuracy, detection and quantification limits were evaluated. The
method was linear between 0.37-47.61 ug/mL (R>0.999), the coefficient of variation <15% and accuracy
between 93-113%. The quantification limits were 0.23 pg/mL (gallic acid), 2.98 ug/mL (quercetin-3-
glucoside) and 0.42 pg/mL (rutin). Based on these and on calibrations of other compounds, it was
detected: quercetin-3-glucoside (19980 ug/qg), rutin, caffeic (460 pg/g), chlorogenic (740 pg /g) and
gallic acids (27440 ug/g) (agueous extract of E. paralias); hesperidin, quercetin-3-glucoside, rutin,
chlorogenic (880 pg/g) and gallic (5180 ug/qg) acids (aqueous extract of E. hirsuta). These preliminary
results are pioneers in quantification of phenolic compounds in these plants. Future studies are needed for

a quantification of these compounds.

Keywords: Analytical methods, HPLC-DAD, Phenolic Compounds, Euphorbia paralias, Euphorbia hirsuta
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1. Introducao

O reino vegetal apresenta uma grande diversidade de compostos do metabolismo secundario com
elevado interesse, nomeadamente, os compostos fendlicos (Al-Yousef et al, 2021; Araljo et al., 2014).
As plantas sao utilizadas desde a antiguidade para fins medicinais no tratamento de doencas e disttirbios
gue afetam o ser humano (Chaachouay et al, 2019; Ghani et al, 2020). A Farmacognosia, que consiste
no estudo de produtos naturais e seus constituintes, desempenha um papel importante no
desenvolvimento de novos medicamentos. De salientar, que para alguns paises, os produtos a base de
plantas continuam a ser os agentes terapéuticos mais disponiveis (Murray, 2020).

Segundo dados da Organizacao Mundial da Sadde (OMS), no final da década de 1990,
aproximadamente 80% da populacao mundial recorreu a plantas medicinais para as necessidades de
saude primdrias, mas a sua utilizacao nao se restringe somente aos paises em desenvolvimento. Nos
dltimos 30 a 40 anos, houve um grande aumento na informacao cientifica sobre plantas, extratos de
plantas e vdrias substancias ativas provenientes de plantas como agentes medicinais (Murray, 2020).
No entanto, apesar do grande desenvolvimento na area da Fitoquimica e das cercade 250.000 espécies
de plantas superiores documentadas, o conhecimento da composicao quimica de muitas espécies,
permanece ainda por explorar, e apenas 5-10% dessas espécies foram investigadas até ao momento
(Cunha et al, 2014; Evans, 2002). Muitas espécies vegetais ainda nao foram estudadas do ponto de vista
quimico ou farmacoldgico, sobretudo em paises com menor investimento nesta area, tal como Portugal,
embora exista uma grande diversidade de flora (Cunha et al, 2014).

0 conhecimento das plantas e o estudo do seu potencial bioldgico s6 podem ser realizados no
contexto da investigacao cientifica continua. O desenvolvimento alcancado a nivel das técnicas
analiticas e da Farmacologia permitiram aos investigadores uma melhor compreensao das
potencialidades de algumas plantas medicinais (Murray, 2020). No inicio do século XX, a Botanica
preocupava-se com a descri¢do e identificacao de plantas, assim como com a sua histdria, recolha,
preparacao e armazenamento (Evans, 2002). Recentemente, as melhorias das técnicas de cultivo de
plantas e da qualidade dos extratos (através do controlo da qualidade e da padronizacao) permitiram o

desenvolvimento de alguns medicamentos a base de plantas eficazes (Murray, 2020).

1.1. Importancia das plantas medicinais

Em 2002, as estimativas do nimero de espécies de plantas com flores variavam entre 200.000 e
250.000, incluidas em cerca de 300 familias e 10.500 géneros (Evans, 2002). Até 2006, mais de
20.000 plantas medicinais foram analisadas pela OMS, sendo que cerca de 250 espécies foram
estudadas no sentido de identificar composto bioativos (Azaizeh et al, 2006). Apesar do rapido
desenvolvimento da literatura existente, muitas espécies com potenciais propriedades terapéuticas

ainda nao foram convenientemente estudadas sob o ponto de vista quimico e farmacoldgico, no entanto,



continuam a ser utilizadas popularmente e com bons resultados (Cunha & Roque, 2014d; Evans, 2002).
Neste sentido, estudos efetuados para a determinacao da composicao em metabolitos secunddrios e da
sua analise farmacoldgica em muitas plantas de uso tradicional tém vindo a contribuir para o aumento
do arsenal terapéutico disponivel (Chaachouay et al., 2019; Tanaka & Kashiwada, 2021).

0 género ou a familia botanica podem dar indicagdes sobre determinados tipos de compostos ativos,
contudo, a identificacao botanica da planta em andlise deve ser confirmada taxonomicamente (Cunha &
Roque, 2014e). Um grande nimero de plantas estd constantemente a ser investigado quanto as suas
potenciais propriedades farmacoldgicas (ex: propriedades anti-inflamatdrias, hipoglicemiantes,
hipotensivas, citotdxicas, antimicrobianas e no tratamento de parkinsonismo) (Evans, 2002). Sabe-se
que, alguns farmacos antineopldsicos importantes foram descobertos a partir de plantas, como por
exemplo, o paclitaxel, isolado em 1967 da casca do Taxus brevifolia (Jannet et al, 2017). Desta forma,
vdrios investigadores tém continuado a analisar os extratos vegetais em relacao a sua potencial
atividade citotdxica (Ashraf, 2020; Merrouni & Elachouri, 2020).

Entre os extratos vegetais, os compostos fendlicos tém sido alvo de especial atencao e pesquisa por
parte dos investigadores (Al-Yousef et al, 2021; Albuquerque et al,, 2020). Por exemplo, os flavondides
e outros compostos fendlicos presentes em plantas medicinais tém demonstrado beneficios e
aplicacdes para a sadde, bem como um amplo espectro de atividades, como anti-inflamatdrias,
antioxidantes, hepatoprotetoras, anticancerigenas e antimicrobianas (Ghani et al, 2020).

As plantas do género Euphorbia apresentam um grande potencial como fonte de novos compostos

bioativos, que pode levar ao desenvolvimento de potenciais medicamentos para uso terapéutico.

1.2. Plantas medicinais e metabolitos secundarios

As plantas produzem intimeros metabolitos secunddrios, como polifendis e fendis simples, que
apresentam midiltiplas estruturas, mas tém em comum um ou mais anéis aromdticos (Aratjo et al, 2014).
Os compostos fendlicos sao o grupo de metabolitos secundarios amplamente distribuidos no reino

vegetal e estao presentes em todos os 6rgaos das plantas (Alara et al, 2021; Messaoudene et al, 2018).

1.2.1. Compostos fendlicos
Os compostos fendlicos constituem um dos principais grupos de metabolitos secundarios nas
plantas, e tém recebido um particular interesse no ambito dainvestigacao (Al-Yousef et al, 2021; Evans,
2002; Irakli et al, 2012h). Estes compostos derivam essencialmente de duas vias anabdlicas: a via do
acido chiquimico e/ou a via do acetato (Cunha & Roque, 2014b). Atualmente, estdo identificadas mais de
8000 estruturas fendlicas (Messaoudene et al,, 2018). Os compostos fendlicos variam de estruturas

simples com um anel aromdtico, a estruturas mais complexas, como os taninos e lignanos (Cunha &



Roque, 2014b; Evans, 2002). Os &cidos fendlicos e flavondides sao compostos fendlicos amplamente
distribuidos nas plantas superiores (Hassan, 2022).

Quanto a sua utilizagao, os compostos fendlicos podem ser utilizados na industria alimentar como
corantes, aromatizantes e antioxidantes. Destacam-se pela sua atividade farmacoldgica os acidos
fendlicos, os taninos, as cumarinas, as quinonas, os flavondides e os lignanos (Evans, 2002). Os
beneficios dos compostos fendlicos tém vindo a ser comprovados através de vdrios estudos, que
demonstram uma ampla gama de atividades biolégicas como antioxidante, anticancerigena, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antimutagénica, antiulcerosa, antiaterosclerdtica, antitrombogénica,
antiviral, hepatoprotetora, antialérgica e propriedades citotdxicas (Al-Yousef et al, 2021; Hassan, 2022;

Kasmi et al, 2021).

a. Fenois, acidos fendlicos e seus derivados

Os fendis simples sao mais escassos nas plantas, a excecao dos derivados da hidroquinona,
geralmente sob a forma de glucésido de um difenol (arbutina ou arbutésido) ou do seu monometiléter
(metilarbutina). Por sua vez, os dcidos fendlicos derivados do &cido benzdico e do dcido cinamico sao
mais abundantes no reino vegetal, comparativamente aos fendis simples, nomeadamente os compostos
hidroxilados, alguns dos quais ligados a oses (Cunha et al., 2010; Irakli et al, 2012a). Os &cidos fendlicos
hidroxilados, derivados do dcido benzdico, estao representados nos taninos hidrolisaveis, como o dcido
galico (AG) (Figura 1) e o acido eldgico (Cunha & Roque, 2014a). Outros exemplos de acidos fendlicos
com estrutura do tipo Ce-C;, incluem o &cido p-hidroxibenzdico, o &cido o-hidroxibenzéico (acido

salicilico), 0 acido vanilico e o acido siringico (Figura 2) (Albuquerque et al, 2020; Cunha & Roque, 20144).
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Figura 1: Estrutura quimica do acido galico (Gao et al, 2019).
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Figura 2: Estrutura quimica do acido p-hidroxibenzéico (a), cido o-hidroxibenzdico (b), dcido vanilico (c) e

dcido siringico (d) (Cunha & Roque, 2014a).



Os acidos fendlicos, como o dcido p-cumarico, o acido cafeico (ACF), o dcido ferdlico, o dcido
clorogénico (ACL) e o acido sindptico (Figura 3 e 4) sao derivados do acido cinamico, encontram-se
geralmente sob a forma de heterdsidos fenilpropandides (Cs-Cs), e sao os mais difundidos na natureza

(Cunha & Roque, 20144a).
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Figura 3: Estrutura quimica do acido p-cumdrico (e), acido cafeico (f), dcido ferdlico (g) e dcido sinaptico (h)
(Cunha et al, 2010).

Os dcidos clorogénicos sao dcidos fendlicos com grupos hidroxilo em residuos aromaticos que
derivam da esterificacdo de acidos cinamicos (incluindo cido cafeico, fertlico e p-cumarico) com o acido

quinico (Figura 4) (Oliveira & Bastos, 2011).

o OH
S OH HDj/ Oy~
| - o, |
,

2 o
Ri = 0H: acido p-cumarico OH ﬁH s :l,l\
Ri1=Rz=0H: 4cido cafeico

R1=0H, R2= 0CH3: &cido ferdlico

(i) () (k)

Figura 4: Estrutura quimica de alguns &cidos fendlicos (acido p-cumarico, dcido cafeico e dcido ferdlico) (i),
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do &cido quinico (j) e de um &cido clorogénico (k) (Oliveira & Bastos, 2011).

Recentemente, as plantas contendo estes compostos tém sido estudadas em relacao a atividade
antioxidante (Cunha & Roque, 2014a; Irakli et al, 2012a). Segundo Cunha et al. (2010), muitos ésteres
heterdsidos fenilpropandides, inibem a adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP) e a aldo-reductase,
que por sua vez inibem a formacao de leucotrienos e hidroperéxidos, apresentando uma acao benéfica
no caso das doencas inflamatdrias. O estudo de Albuquerque et al. (2020), descreveu as propriedades
antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatdrias, antitumorais e neuroprotetoras do AG, e as

atividades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatdrias, antiviricas e antitumorais do ACF.



b. Cumarinas

Existem cerca de 1300 cumarinas, todas derivadas do 5,6-benzo-2-pirona (x-cromona) resultantes
da existéncia de substituintes (OH, OCHs, CHs) no anel benzénico, distinguindo-se as cumarinas simples
(ex: escopoletina, esculetina, esculina, herniarina e a umbeliferona), as C-preniladas (osteol) e as O-

preniladas (aurapteno) (Cunha et al, 2010).

c. Lignéides (lignanas, neolignanas e compostos aparentados)
Os lignéides subdividem-se em vdrios grupos, as lignanas (mais importantes biologicamente), as
neolignanas e as flavonolignanas. Do ponto de vista da estrutura molecular, os ligndides sao formados

exclusivamente pelo grupo fenilpropandide (Cs-Cs) (Cunha et al, 2010).

d. Flavondides
Os flavondides sao moléculas de baixo peso molecular, tém vdrias funcoes na natureza, constituem
um vasto grupo de metabolitos secundarios com atividades bioldgicas muito diversas e encontram-se
geralmente sob a forma de ésteres ou, mais frequentemente, sob a forma de heterdsidos (Campos,
2014). Os flavondides incluem um grupo de moléculas que divergem em pequenas partes da sua
estrutura basica de flavona (2-fenil-benzopirona) (Figura 5), compreendem dois anéis aromaticos (anel
A e B), que sao unidos por trés carbonos formando um anel heterociclico (anel C), sendo constituidos por

guinze dtomos de carbono, organizados na configuracao Cs-C3-Ce (Campos, 2014; Feng et al,, 2017).

Figura 5: Estruturas da cadeia 2-fenil-benzopirona, com sistema de anel-A benzoil e anel-B hidroxicinamoil

(Kumar & Pandey, 2013).

De acordo com a ligacao entre os anéis B e C e os padroes de substituicao do anel C, os flavondides
sao divididos em seis subgrupos diferentes: flavanonas, isoflavonas, flavondis, flavandis, flavonas e
antocianidinas (Tabela l) (Alara et al, 2021; Albuquerque et al, 2020). As estruturas predominantes dos
flavondides incluem as flavonas, os flavondis e as flavanonas e encontram-se normalmente na forma
osidica (Campos, 2014; Cunha et al, 2010). A apigenina e a luteolina sao exemplos de flavonas; o
campferol, a quercetina e a rutina (RUT) de flavondis, e a hesperidina (HESP) e a naringina (NARG)

pertencem a classe das flavanonas (Cunha et al, 2010; Kumar & Pandey, 2013).



Tabela I: Estrutura quimica das principais classes de flavondides e compostos relacionados (adaptado de

Campos, 2014; Feng et al., 2017).

Classe de flavonoides Estrutura quimica Exemplos de Compostos
O Naringenina
0. Naringina
Flavanonas -
Hesperidina
Eridioctiol

O.
O Daidzeina
Isoflavonas P
X Genisteina

o O Campferol
oH

.. Rutina
Flavonois |

Quercetina
Mircetina

Catequina

(e]
Flavanéis O : ! )
Epicatequina
‘OH

L Apigenina
Flavonas | Pig .
Luteolina

Pelargonidina
Cianidina
Peonidina

O
Antocianidinas
o Delfinidina

As vdrias classes de flavondides sao capazes de modular a atividade de determinadas enzimas e
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modificar o comportamento de vdrios sistemas celulares. Sao compostos com diferentes atividades
bioldgicas, dependendo das suas estruturas quimicas, nomeadamente propriedades antioxidantes,
anticarcinogénicas, antiviricas, antialergénicas, vasoprotetoras, anti-inflamatdrias, “estrogénio-like”,

"benzodiazepine-like’, entre outras (Campos, 2014; Feng et al, 2017; Ghedira, 2005).

e. Taninos

Os taninos sao substancias de natureza fendlica, com peso molecular entre 500 e 3000 Da,
hidrossoluveis, capazes de formar complexos insoltiveis com os alcaldides, gelatina e outras proteinas.
Tendo em conta as carateristicas estruturais, podem ser classificados em taninos hidrolisaveis

(galhotaninos e elagitaninos), taninos complexos e taninos condensados ou proantocianidinas (Cunha &



Batista, 2014; Cunha et al, 2010). Na terapéutica, os taninos sao utilizados no tratamento de diarreias,
como anti-inflamatdrios, antissépticos e hemostaticos. Devido a capacidade de precipitarem alcaldides
(exceto a morfina) e metais pesados, podem ser utilizados como antidoto nos envenenamentos com

estes compostos (Cunha et al, 2010).

f. Compostos quindnicos

As benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas e naftodiantronas sao exemplos de quinonas
presentes na natureza, sendo muitas dessas moléculas dotadas de atividade farmacoldgica (Cunha &
Rogque, 2014c). Alguns compostos fendlicos sao corados e podem ser utilizadas vdrias reacoes de
coloracao naidentificacao de compostos fendlicos, diretamente ou apds o isolamento dos compostos. A
cromatografia liquida, nomeadamente com detetores de espectrometria de ultravioleta — visivel (UV-
Vis), como o detetor de fotodiodos (DAD), ou espectrometria de massa (MS) permitem uma identificacao

e doseamento destes compostos fendlicos (Cunha & Roque, 2014b).

1.3. Plantas do género Euphorbia

0 género Euphorbia, da familia Euphorbiaceae, é o terceiro maior género de plantas angiospérmicas
(Astragalus, Bulbophyllum, Psychotria, Euphorbia, Carex, Begonia) e tem uma distribui¢ao
maioritariamente na Europa e no Mediterraneo (Ozbilgin et al, 2018; Salehi et al, 2019). Esta familia é
muito diversa em termos de distribuicao e morfologia, sendo composta por espécies que crescem
principalmente como pequenos a grandes arbustos, ervas daninhas, grandes drvores ou como
trepadeiras (Kemboi et al, 2020). O género Euphorbia é caraterizado pela producao de um Itex leitoso
irritante (Amtaghri et al, 2022; Vasas & Hohmann, 2014). Estao reconhecidas mais de 2000 espécies,
sendo utilizadas na medicina tradicional em todo o mundo no tratamento de vdrios disturbios de satde e
doencas (Ghani et al., 2020; Magozwi et al., 2021; Salehi et al, 2019). O género Euphorbia foi descrito no
século XVIII, por Carl Lineu, juntamente com uma variedade de usos medicinais, que incluem a sua
utilizacdo em tratamentos tdpicos e o efeito purgativo gastrointestinal (Ernst et al, 2015).

O género Euphorbia apresenta caracteristicas xerofiticas, contudo, alguns compostos sao toxicos,
resultantes de uma estratégia evolutiva de defesa das plantas contra predadores (ex: herbivoros)
(Evans, 2002; Salehi et al, 2019).

Algumas espécies de Euphorbia sao utilizadas, tradicionalmente, no tratamento de doencas
respiratdrias, gonorreia, indigestao, inflamacao, enxaquecas, parasitas intestinais, alivio de irritacoes
cutaneas, cicatrizacao de feridas e verrugas e também como fonte de alimento (Magozwi et al,, 2021;
Ozbilgin et al, 2018). As aplicacdes medicinais deste género tém sido atribuidas a presenca de diversos
compostos, como flavondides, diterpenos e triterpenos (Hassan, 2022; Magozwi et al,, 2021). Sao vdrias

as partes das plantas do género Euphorbia que podem ser utilizadas e tém sido estudadas do ponto de



vista quimico e farmacoldgico (ex: planta inteira, caules, raizes, sementes, ltex e folhas) (Salehi et al,
2019: Vasas & Hohmann, 2014).

A composicao quimica pode variar de acordo com a espécie, parte da planta utilizada e a técnica
extrativa. O local de cultivo, as condi¢oes edafo-climaticas e a data da colheita também influenciam a
variabilidade na composicao quimica (Salehi et al, 2019).

Estudos fitoquimicos demonstraram que os extratos de espécies Euphorbia contém diferentes
compostos como diterpendides, incluindo o jatrofano, o latirano, o mirsinano, mas também do tipo
tigliano, ingenano, dafnano, paraliano, pepluano; sesquiterpenos (ex: eufanginol, clovandiol, euforbigsido
A, euforbidsido B); flavondides (ex: rutina, campferol, miricetina, quercetina); terpenos voldteis (ex:
terpineno, linalol, o-terpineol, B -cariofileno, «-humuleno; taninos; triterpenos (ex: lupeol, betulina, B -
amirina) e fitosterdis (ex: B-sitosterol) (Ozbilgin et al, 2018; Salehi et al, 2019).

Os compostos presentes em espécies de Euphorbia tém demonstrado importantes atividades
biolégicas no tratamento de muitas patologias, nomeadamente, atividade citotdxica e anticancerigena,
anti-inflamatdria, analgésica, antimicrobiana, antiproliferativa, antidiarreica, e ainda, a inibicao da cadeia
respiratdria mitocondrial de mamiferos, a inibicao do virus daimunodeficiéncia humana - tipo 1(VIH-1) e
moduladora de resisténcia a muiltiplos farmacos (RMF) (Magozwi et al, 2021; Ozbilgin et al, 2018; Salehi
etal,2019).

0 interesse pelas atividades bioldgicas de espécies de Euphorbia iniciou-se com o isolamento e
elucidacao da estrutura do forbol-12,13-diéster da planta Croton tiglium L. (Euphorbiaceae), com
propriedades promotoras de tumor, em 1968, e a descricao da atividade antitumoral de um diterpeno
isolado de Euphorbia esulaL.em 1976 (Ernst et al., 2015).

Na Farmacopeia Chinesa encontram-se registadas cinco espécies do género Euphorbia: Euphorbia
pekinensis, Euphorbia kansui, Euphorbia lathyris, Euphorbia humifusa e Euphorbia maculata, para o
tratamento de gonorreia, edema, enxaguecas e verrugas (Jannet et al, 2017; Vasas & Hohmann, 2014).

Em relacdo a presenca de dleos essenciais em espécies do género Euphorbia, Salehi et al. (2019)
demostraram que a maioria dos dleos essenciais presentes nas espécies estudadas apresentam
propriedades antioxidantes, especialmente através do mecanismo de eliminacao de radicais livres. No
entanto, 0o mesmo estudo salienta também a existéncia de muitas espécies de Euphorbia cujo conteddo
em Oleos essenciais ainda nao foi estudado, evidenciando uma lacuna no conhecimento sobre o
potencial dessas espécies (Salehi et al, 2019).

Em 2012, foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), e em 2013 pela European Medicines
Agency (EMA), o gel tépico Picato® (mebutato de ingenol), um diterpeno isolado de Euphorbia peplus L.,
para o tratamento de queratose actinica, uma doenca pré-cancerigena da pele devido a sua capacidade
de inibir a proteina cinase C (PKC), despertando o interesse em produtos naturais de espécies de

Euphorbia (Emst et al, 2015; Vasas & Hohmann, 2014). No entanto, a sua Autorizacao de Introducao no



Mercado (AIM) foi revogada em 2020 devido a Picato® apresentar um perfil de beneficio-risco negativo

(Infarmed, 2020).

1.3.1. Euphorbia paralias

1.3.1.1.  Carateristicas gerais

Euphorbia paralias (E. paralias) ou Esula paralias (L.) Fourr., Euphorbia malacitana Pau, Euphorbion
paralium (L.) St-Lag., Galarhoeus paralias (L.) Haw., Tithymalus maritimus Lam. ou Tithymalus paralias
(L) Hill, vulgarmente conhecida como morganheira-das-praias, pertence a familia de plantas
Euphorbiaceae e distribui-se principalmente nas areias maritimas do Mar do Norte, ao longo das costas
do Oceano Atlantico, do Mediterraneo e Macaronésia (Figura 6) (Al-Yousef et al, 2021; Jardim Botanico
UTAD, s.d-b). Esta espécie angiospérmica apresenta um periodo de floracao entre Marco e Novembro

(Jardim Botanico UTAD, s.d-h).

Figura 6: Espécie E. paralias (Jardim Botanico UTAD, s.d.-b).

Em Portugal, esta espécie perene resistente distribui-se sobretudo na regiao Litoral, como o
Noroeste Ocidental, Regido Centro-Oeste, Centro-Sul e Regido do Barlavento e Sotavento (Figura 7)
(Jardim Botanico UTAD, s.d-h).
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Figura 7: Distribuicdo em Portugal da espécie E. paralias (Jardim Boténico UTAD, s.d.-b).

1.3.1.2. Composicao quimica

Apesar do aumento das publicacdes sobre o género Euphorbia, a espécie E. paralias tem sido pouco
explorada. Estudos sobre a composi¢ao quimica de E. paralias revelaram o isolamento e identificacao de
compostos tais como flavondides, diterpenos e triterpenos (Al-Yousef et al, 2021; Refahy, 2011). Desta
forma, foramidentificados varios terpenos como pré-segetanina, segetanina A, segetanina B, segetenos
A, segetenos B, paralinona A, paralinona B, e outros diterpenos como o segetano, jatrofanos e paralianos
(Hlila et al, 2016). Também o estudo de Vasas & Hohmann (2014) mencionou 0s compostos jatrofano,
ingenano, segetano, paraliano e pepluano, como diterpenos isolados desta espécie até ao momento.
Relativamente aos compostos fendlicos, alguns flavondides foram isolados de E. paralias como a
quercetina 3-0-galactdsido e o campferol-3-53-D-glucdsido, bem como o B -sitosterol, que também foi
isolado desta espécie (Hlila et al, 2016). Por sua vez, no estudo de Al-Yousef et al. (2021) foram
identificados e quantificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia, associada a espectrometria de
massa e onda de ionizacao por electrospray (UPLC-ESI-MS/MS), cinco compostos fendlicos, incluindo
dois acidos fendlicos (acido eldgico e AG) e trés glicosideos de flavondis, respetivamente, campferol-3-
0- B-(6"-galloil-O-glicopirandsido) (14 mg), quercetina-3-0-glicopirandsido (12 mg) e a quercetina-3-
0- B-D-arabinopirandsido (13 mg), presentes em extratos de acetato de etilo de E. paralias, proveniente
da costa de Alexandria (Egito). Num outro estudo de Ghani et al. (2020), os compostos fendlicos,
incluindo os flavondides identificados nos extratos de acetato de etilo de E. paralias constituiram 77,10%

dos extratos. No total de trinta e dois compostos identificados por cromatografia liquida de elevada
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eficiéncia (HPLC) com detetor MS, em extratos de E. paralias e Euphorbia geniculata, 22,0%
correspondiam a dcidos fendlicos em E. paralias e 11,48% em E. geniculata, respetivamente. Segundo o
mesmo estudo, verificou-se a presenca dos &cidos hidroxibenzéicos (acido eldgico e AG) nestas duas
espécies de Euphorbia. O elagitanino tetragaloil-0-hexdsido foi identificado como um dos principais
componentes nos extratos de acetato de etilo de E. paralias (22,0%). Os flavondides campferol-3-0- B
-(6"-galloil-0-glicopirandsido) e glicdsidos de quercetina foram os principais flavondides encontrados
no extrato de E. paralias, enquanto a RUT e outros glicdsidos de quercetina (ex: arabingsido e ramndsido)
foram mais abundantes no extrato de E. geniculata. A presenca de apigenina foi também identificada nos
extratos de E. paralias analisados. A percentagem do composto campferol (22%) também foi

significativa no extrato de acetato de etilo de E. paralias (Ghani et al,, 2020).

1.3.1.3.  Usos tradicionais e atividades biolégicas

As partes aéreas da espécie E. paralias sao utilizadas tradicionalmente na China para o tratamento
do cancro (Amtaghri et al, 2022). Os compostos fendlicos e terpenos presentes em E. paralias tém
demonstrado atividade citotdxica contra linhas celulares de leucemia mieloide aguda humana (THP-1),
com valores para a concentracao inibitéria para 50% das células (ICso) de 54,58 pg/mL (Jannet et al,
2017). Segundo o estudo de Safwat et al. (2018), no qual foram testados vdrios extratos de plantas, o
extrato de E. paralias foi o que apresentou maior atividade antimicrobiana contra micobactérias nao
tuberculosas com valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) de 0,53 mg/mL contra
Mycobacterium phlei, 313 mg/mL contra Mycobacterium smegmatis e 3,9 mg/mL contra
Mycobacterium tuberculosis.

0 estudo de extratos de plantas inteiras de E. paralias efetuada por Safwat et al. (2018) revelou a
presenca de quercetina-3-0- B -D-glicdsido, que apresentou uma toxicidade moderada contra linhas
celulares cancerigenas hepaticas (HepG2) e de pulmao (A549) com valores de ICso de 19 e 16,5 pg/mL,
respetivamente. Segundo este mesmo estudo comprovou-se que a quercetina-3-0- 3 -D-glicdsido
possui a capacidade de inibir a enzima glutamina sintase, e, por consequinte, a inibicao desta enzima
podera ser um alvo potencial no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, nomeadamente,
no desenvolvimento de um potencial agente antituberculoso contra o M. tuberculosis (Safwat et al,
2018).

Por sua vez, o estudo de Al-Yousef et al. (2021), permitiu demonstrar as atividades nefroprotetora,
citotéxica e antioxidante de E. paralias. Os flavondides presentes nos extratos de E. paralias e E.
geniculata demonstraram uma elevada atividade antioxidante e capacidade hepatoprotetora em
comparacao com o farmaco padrao silimarina, evidenciado pela melhoria significativa das enzimas
hepdticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), bilirrubina total,

peroxidacao lipidica (malondialdeido (MDA)), parametros relacionados com o stress oxidativo (catalase
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(CAT), glutationa redutase (GSH) e superdxido dismutase (SOD)) e do perfil lipidico (Ghani et al, 2020). 0
estudo realizado por Hlila et al. (2017) com extratos de acetona e cloroférmio das partes aéreas (folhas e
caules) de E. paralias demonstraram a atividade antimicrobiana desta espécie contra cinco estirpes
bacterianas: Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, e contra o fungo Candida albicans. O extrato cloroférmico apresentou uma
atividade antibacteriana, com um halo de inibi¢ao de 13 mm, contra P. aeruginosa em comparagao com a
gentamicina (14 mm), e também contra o B. subtilis, com um halo de inibicao igual a 11 mm, e que se
aproximava do produto de referéncia (12 mm). Da mesma forma, o extrato de acetona das folhas
mostrou-se eficaz contra C. albicans (halo de inibicao de 10 mm) quando comparado com a gentamicina
(11 mm) (Hlila et al,, 2017).

1.3.2. Euphorbia hirsuta

1.3.2.1.  Carateristicas gerais

Euphorbia hirsuta (E. hirsuta) ou Euphorbia pubescens Vahl ou Tithymalus pubescens (Vahl) Samp.,
vulgarmente conhecida como ésula-lanosa ou titimalo-lanoso, pertence a familia de plantas
Euphorbiaceae e distribui-se principalmente sobre substratos rochosos ou relvados hiimidos, na Regiao
Mediterranica e Macaronésia (Figura 8) (Jardim Botanico UTAD, s.d-a). Esta espécie angiospérmica

apresenta um periodo de floracao entre Janeiro e Outubro (Jardim Botanico UTAD, s.d.-a).

Figura 8: Espécie E. hirsuta (Jardim Boténico UTAD, s.d.-a).

Em Portugal, esta espécie distribui-se sobretudo na regiao Litoral, Noroeste ocidental e em toda a

Regido Centro e Sul, com excecao da Regiao Centro-Norte (Figura 9) (Jardim Botanico UTAD, s.d--a).
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Figura 9: Distribuicao em Portugal da espécie E. hirsuta (Jardim Botanico UTAD, s.d.-a).

1.3.2.2. Composicao quimica

Sao escassos os estudos com referéncia a compostos ativos desta planta. Porém, um estudo
realizado em Portugal sobre esta espécie de Euphorbia permitiu a descoberta de trés diterpenos
macrociclicos com o esqueleto de jatrofano, denominados pubescenes A, B e C, e 0os compostos
conhecidos indole-3-aldeido e escopoletina, os quais foram isolados e caraterizados de toda a planta

secade E. hirsuta (Valente et al, 2003).

1.3.2.3. Usos tradicionais e atividades bioldgicas

Um estudo efetuado por Azaizeh et al.(2006), destacou a acao antiparasitdria de E. hirsutaentre uma
lista selecionada de importantes espécies de plantas raras e ameacadas, usadas tradicionalmente no
tratamento de doencas humanas ou como pesticidas na regiao leste do Mediterraneo. Esta também

descrito 0 seu uso medicinal em Espanha, em patologias da pele (Gonzalez-Tejero et al, 2008).

1.4. Métodos analiticos

Os avancos e aperfeicoamento dos métodos analiticos e o desenvolvimento de bioensaios
permitiram aumentar o conhecimento sobre as plantas medicinais, nomeadamente, um melhor
conhecimento da composicao quimica e estrutural dos seus compostos ativos. O desenvolvimento dos

métodos cromatograficos, espectrométricos e radioimunoldgicos permitiram, consequentemente, um
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maior controlo na qualidade, e uma intervencao mais precisa nas etapas de obtencao, cultura, colheita,
preparacdao e armazenamento dos farmacos vegetais, bem como, nos processos industriais que

envolvem o isolamento dos seus compostos ativos (Cunha & Roque, 2014d; Kebal et al, 2022).

1.4.1. Cromatografia

0 método cromatogrdfico foi descrito pela primeira vez em 1906, pelo botanico Mikhail Tsvett, e foi
inicialmente aplicado na separacao de pigmentos de folhas a partir de um extrato vegetal, utilizando uma
coluna de vidro preenchida com carbonato de calcio como fase estaciondria (FE), e éter de petréleo, como
fase mével (FM) (Harris, 2007; Pinto, 2011). Atualmente, a cromatografia constitui uma das técnicas mais
versateis e utilizadas,sendo amplamente aplicada nas diferentes dreas da ciéncia, pois permite a
separacao de misturas complexas e dificeis de executar por outros métodos; a separagao de compostos
existentes em baixas concentracdes e a realizacao de trés objetivos fundamentais em andlise quimica:
purificacdo, identificacdo e doseamento (Pinto, 2011).

A cromatografia é um método fisico de separacao no qual os componentes da amostra a serem
separados sao distribuidos entre duas fases (FE e FM) a medida que 0os compostos percorrem um meio
de suporte (Pincus et al., 2022; Pinto, 2011). Os compostos que interagem mais fortemente com a FE
ficam retidos por mais tempo comparativamente com os que tém mais afinidade paraa FM (Pincus et al.,
2022). Este método de separacao permite o estabelecimento dos perfis cromatogréficos de extratos
complexos e pode ser usado como termo comparativo mesmo que os constituintes nao tenham todos a
sua estrutura quimica totalmente elucidada (Campos, 2014). As técnicas cromatogrdficas podem ser
classificadas de acordo com a FM, em cromatografia gasosa (quando a FM é um gds), e cromatografia

liquida (quando a FM se encontra no estado liquido) (Mallik et al, 2008; Pincus et al., 2022).

1.4.11 Cromatografialiquida de elevada eficiéncia

Este tipo de cromatografia, HPLC, surgiu no final da década de 1960, com vantagens relativamente a
outras formas de cromatografia liquida e, mesmo, gasosa (Pincus et al, 2022). E uma técnica muito
utilizada na quimica analitica e tem a capacidade de separar, identificar e quantificar os compostos que
estao presentes numa mistura, tendo sido amplamente utilizada no isolamento e analise de flavondides
e outros tipos de compostos naturais (Feng et al, 2017). Na HPLC, a separacao dos componentes de uma
mistura baseia-se em diferentes principios fisico-quimicos, dependendo da natureza das FE e FM
utilizadas, nomeadamente a particao, a adsorcao, a afinidade, a troca idnica e a exclusao molecular
(Pincus et al, 2022; Pinto, 2011). As separacdes por HPLC apresentam uma resolucao e sensibilidade
elevadas face a outros métodos e, para tal, as amostras sao sempre dissolvidas num solvente adequado

e analisadas em solucao (Campos, 2014; Pinto, 2011).
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Nesta técnica sao utilizadas bombas mecanicas especiais que produzem uma elevada pressao no
sistema cromatografico, e por conseguinte, a passagem da FM através da coluna (Pincus et al, 2022).
Resumidamente, a solugao contendo a amostra a analisar, € introduzida no sistema cromatogrdfico, e a
amostra, juntamente com a FM, é forcada a atravessar a FE sob grande pressao, ja que esta contém
particulas muito finas, permitindo separacoes de elevada resolucao e eficiéncia (Harris, 2007; Pinto,
2011). 0s componentes de um aparelho de HPLC (Figura 10) consistem, essencialmente, numa FM liquida
contida em recipientes, umabomba mecanica de alta pressao, uma vélvula de injecao de amostra (injetor
manual ou automatico), uma coluna cromatogrdfica (onde estd contida a FE), um detetor e um sistema
de recolha de dados, normalmente um computador, para controlar o sistema e mostrar os resultados
(Harris, 2007; Pincus et al, 2022). Alguns equipamentos incluem um forno para controlo da temperatura
da coluna (Harris, 2007). Este sistema de cromatografia, requer equipamento apropriado pois pode
operar desde a temperatura ambiente até cerca de 200°C, e a pressoes até 200 atmosferas (20.265
kPa). Fazendo uso de bombas peristdlticas de alta precisao, o fluxo e a composicao da FM pode ser
modificado durante a andlise de forma facil e rigorosa. A quantidade de amostra a analisar na
cromatografia analitica é habitualmente reduzida (1a 100 uL) e pode ser medida com elevada precisao,
utilizando detetores capazes de funcionar com fluxos continuos de FM e de detetar quantidades de

analito muito pequenas (Pinto, 2011).
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Figura 10: Componentes de um aparelho de HPLC (Adaptado de Pincus et al, 2022).

A bomba ou sistema de bombas de alta pressao devem garantir um fluxo de FM constante e
reprodutivel e devem permitir transportar os liquidos contidos nos reservatdrios nas proporgoes
selecionadas (FM), e com o fluxo requerido ao longo de todo o sistema cromatografico. O fluxo é
eletronicamente programavel em incrementos de 0,1 % (v/v) (Pinto, 2011). Apesar da elevada pressao

que estas bombas geram, nao exceder a pressao operacional do equipamento é um dos critérios
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importantes no desenvolvimento do método cromatogréfico, e manter a pressao abaixo de 15 MPa (150
bar), pois ird prolongar a vida Gtil da bomba, das valvulas, dos seals e do amostrador automatico. A
pressao do sistema pode duplicar durante a vida util de uma coluna devido ao desgaste progressivo. No
entanto, estabelecer uma pressao de operacgao superior a 15 MPa durante o desenvolvimento do método
ird potenciar a degradacao da coluna (Harris, 2007). Na eluicdo em modo isocrético é utilizada uma FM
composta por um unico solvente (ou mistura de solventes com composicao constante), enquanto na
eluicao em gradiente observa-se uma variacao na composicdao da FM ao longo da separacao
cromatografica. Assim, na eluicao em gradiente, quantidades crescentes de um solvente B sao
adicionadas ao solvente A para criar um gradiente continuo, com afinalidade de obter amelhor resolucao
por unidade de tempo (Harris, 2007; Pinto, 2011). Na andlise em gradiente, é fundamental um sistema
gue contenha, pelo menos, dois reservatdrios (sistema hinario), mas também sao frequentes os
sistemas terndrios e quaterndrios, que permitem uma maior flexibilidade. Todos os solventes utilizados
em HPLC devem ser previamente desgaseificados, uma vez que, as bolhas de ar criam dificuldades com
bombas, colunas e detetores (Pinto, 2011).

A coluna cromatografica contém a FE, na qual ocorre a separacao cromatogrdfica. A coluna pode
estar dentro de um forno (que pode ser aquecido), permitindo otimizar o processo de separacao (Pinto,
2011). Sao utilizadas colunas cromatograficas de aco ou plastico de pequenas dimensdes (3 a 30 cm de
comprimento, e 1a 5 mm de diametro interno). A natureza da FE pode ser diversa mas é, habitualmente,
constituida por particulas de dimensdes muito reduzidas, o que origina pressoes elevadas no sistema,
aquando da passagem da FM. No entanto, a eficiéncia de uma coluna aumenta a medida que o tamanho
das particulas da FE diminui. Neste tipo de cromatografia liquida sao utilizados vdrios tipos de fases
estaciondrias, sendo as mais frequentes as quimicamente modificadas (Harris, 2007; Pinto, 2011). A
natureza da fase ligada é um parametro determinante para as propriedades de separacao do sistema
cromatografico, sendo as fases ligadas mais utilizadas (conferem lipofilia a FE), o octilo (Cg); octadecilo
(Cig): fenilo (CsHs); cianopropilo (CN) e aminopropilo (NHz) (Pinto, 2011).

Na cromatografia liquida em fase normal, os solventes utilizados sao de baixa polaridade e a FE polar,
sendo que a forca do eluente aumenta a medida que a polaridade do solvente também aumenta. Por sua
vez, na cromatografia em fase reversa (RP) utilizam-se fases mdveis aquosas, com ou sem
maodificadores organicos, e portanto, a FE é apolar ou fracamente apolar e o solvente é mais polar, neste
caso, a forca do eluente aumenta a medida que a polaridade do solvente diminui (Harris, 2007; Pinto,
2011). A maior parte das separacdes assenta em mecanismos de partilha em RP, os quais utilizam
solventes polares como FM, e silica quimicamente modificada como FE (Pinto, 2011). As particulas de
silicamicroporosa com uma fase liquida ligada covalentemente, como grupos octadecil (CigHs7), sdo a FE
mais comum e permitem a separacao de uma ampla gama de misturas quando o solvente é escolhido

cuidadosamente. Assim, na escolha do solvente organico, poderao ser utilizadas combinacoes de
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acetonitrilo (ACN), metanol (MeOH) e tetra-hidrofurano com dgua (ou tampao aquoso) que fornecem
uma gama suficiente de interagdes dipolares e de ligacao de hidrogénio com os solutos, possibilitando a
sepracao de um grande nimero de compostos em cromatografia de RP (Harris, 2007). Os sistemas
eluentes sao normalmente agua-metanol ou dgua-acetonitrilo, e as colunas de RP de Cg e Cis Sao 0
esquema mais comum (Campos, 2014; Harris, 2007).

0 sistemade introducdo das amostras e padrdes (injetor) pode ser manual ou automatizado (injetores
automadticos). Em qualquer um dos casos, o injetor deve possuir um sistema de vélvulas, ao qual se pode
adaptar um reservatdrio (loop) calibrado e de capacidade conhecida (que varia de 2 a 1000 pL), para
garantir que a quantidade injetada é rigorosamente sempre a mesma. Na posicao de carga, uma seringa
é usada para lavar e carregar o loop, a pressao atmosférica, com a amostra ou padrao a analisar (Pinto,
20M).

0O detetor permite reconhecer os analitos a saida da coluna cromatogrdfica. O detetor ideal é sensivel
a baixas concentracdes de cada analito, fornece uma resposta linear e nao amplia os picos eluidos, além
disso, a suarespostanao deve ser alterada com mudancas na temperatura e na composicao do solvente.
Os detetores medem um parametro fisico-quimico carateristico dos analitos em estudo. Na analise por
HPLC podem ser utilizados diversos detetores, sendo 0s mais comuns os espectrofotimetros UV-Vis,
incluindo os detetores de matriz de diodos (Aratijo et al,; Pinto, 2011). O detetor UV-Vis ndo é considerado
universal, pois muitas substancias organicas nao absorvem radiacao ultravioleta (UV). A detecao dirige-
se por um sistema de andlise dos espectros UV e pode ser feita tanto em sistemas que s6 podem avaliar
um comprimento de onda, como em detetores DAD, que permitem ler vdrios comprimentos de onda
(Campos, 2014). 0s DAD apresentam vantagens em relacao aos espectrofotimetros de UV-Vis, uma vez
que permitem monitorizar todos os comprimentos de onda simultaneamente, permitindo a selecao do
melhor comprimento de onda para cada um dos compostos que se pretende pesquisar, aumentando
dessa forma a sensibilidade do sistema, enquanto os detetores de UV-Vis apenas permitem a selecao
de um s6 comprimento de onda, podendo este ndo ser o adequado para todos os compostos (Pinto, 2011).

A detecao pode também ser feita por fluorimetria, refratometria diferencial, métodos eletroquimicos,
métodos Gticos (como espectrometria ou espectrofotometria), ressonancia magnética nuclear (RMN),
bem como outros métodos particulares. Mais recentemente surgiram os detetores MS que sao
detetores universais e fornecem dados espectrais sobre 0s compostos em andlise e permitem obter o
espectro de massa de cada um dos analitos detetados (Pinto, 2011). Apés o detetor, existe um registador
que é um sistema computorizado que permite converter os sinais do detetor em informacao (itil, como o
cromatograma e o tratamento dos dados obtidos.

Um cromatograma apresenta a variacao de um sinal ao longo do tempo e apresenta picos, que

correspondem a representacao grafica da separacao dos constituintes da amostra ou dos padroes, e
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contém vdrias informacdes de relevancia para a andlise qualitativa e quantitativa (Campos, 2014) (Figura
n).
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Figura 11: Representacdo esquematica de um cromatograma de separacao de dois compostos e respetivos
parametros cromatograficos: tg; e tz> correspondem ao tempo de retencao; tzre tz>-correspondem ao tempo
de retencao corrigido; ty corresponde ao tempo morto; W e W2 correspondem a largura do pico

cromatografico; h é a altura do pico cromatogrdfico (Adaptado de Pincus et al, 2022).

A drea do pico cromatogréfico (A), deve apresentar uma distribuicdo gaussiana e é proporcional a
concentracao do analito, sendo calculada tendo em conta a largura da base, W, e a altura do pico, h
(Equacao 1). O alargamento dos picos depende de processos fisicos e nao propriamente das diferencas
no equilibrio entre as duas fases (Pincus et al, 2022).

A=hxW,/2 (1)

A concentracao de um composto desconhecido numa amostra pode ser determinada através da
integracao das A ou através do método de padronizacao interna (Pincus et al, 2022). Na determinacao
quantitativa recorre-se a padroes, que correspondem aos constituintes maioritarios. Para tal, é
necessdrio injetar cinco concentracoes gradativas do padrao, cada uma delas, pelo menos, trés vezes.
Através do cdlculo da média aritmética das A obtidas para cada concentragao, determina-se a equacao
daretade calibracao, e, por conseguinte, pode calcular-se a quantidade de padrao equivalente a amostra
injetada (Campos, 2014).

0 tempo de retencao (tz) de um analito é o tempo que um composto em analise leva a eluir, ou seja, 0
tempo decorrido desde a injecao até o ponto mdximo do pico, e o valor do tz é carateristico de cada
composto e esta relacionado com a sua for¢a de interacao com a FE e a FM. Portanto, o seu valor pode
ser utilizado na identificacao e quantificacao de um composto. A identificacao dos picos numa amostra
é feita por co-injecao com padoes e comparacao dos tz (Campos, 2014). No entanto, o tempo de retengao
corrigido, tz, (Equacao 2), tem em conta o tempo que a FM, ou qualquer composto nao retido, demora a

atravessar o sistema, e que corresponde ao tempo morto, ty (Pincus et al, 2022).
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tr=tr—tm (2)

A temperatura da coluna afeta a retencao relativa dos diferentes compostos, sendo que o aumento
da temperatura permite que a corrida cromatografia seja mais rdpida, reduzindo os tz (Harris, 2007). Mas
a qualidade de uma separacao cromatogrdfica pode ser expressa através de outros parametros (Figura
12) (Mallik et al, 2008; Pinto, 2011). Para além dos parametros de retencao ja referidos, existem
parametros de distribuicao e de eficacia que sao essenciais para avaliar a analise cromatografica: o fator
de retencao (K’), o fator de separacao () e o nimero de pratos tedricos (N) (Pincus et al, 2022; Pinto,
2011). A separacao pode ser otimizada tendo em conta os parametros independentes (K’ a e N), 0s quais
podem variar em conjunto ou separadamente, sendo o K'o mais fdcil de ser alterado, seguido do « (Mallik
et al, 2008; Pinto, 2011).

Distribuicao  Retencao Eficacia

Constante de

distribuicdo, K Numero de pratos

Tempo de retengdo, t, tedricos. N

Fator de retengdo (ou
fator de capacidade), K'

Altura equivalente de
Tempo morto, ty, ou t, prato teérico, H ou

Fator de separagdo (ou HETP

seletividade), a

Figura 12: Parametros cromatogréficos (Adaptado de Pinto, 2011).

O fator de retencao ou fator de capacidade, K’ € um parametro fundamental da retencao em
cromatografia liquida, resulta da razao entre o nimero de moléculas do analito na FE e o nimero de
moléculas do analito na FM (Equacao 3), e permite descrever a migracao de cada componente na coluna
(Pinto, 2011). Este parametro é uma medida do tz em unidades de tempo necessdrio para a FM ou um
soluto nao retido passe pela coluna (Harris, 2007).

K' = (tz—tw)/tu (3)

Os valores ideais de K’para dois componentes variam entre 1e 10, e para multiplos componentes sao
aceites valores entre 0,5 e 20. O K’ pode ser melhorado alterando a composicao da FM (Mallik et al,
2008).

O fator de separacao, ¢, mede a seletividade da separacao para dois picos adjacentes, sendo medido
pela relacdo entre os fatores de retencao dos mesmos (k-/k;), ou seja, indica qual o grau de separagao

de dois componentes de uma mistura (Pinto, 2011). O valor de « deve ser superior a 1, e quanto maior o
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seu valor, maior serd o afastamento dos dois picos. No entanto, & nao tem em consideracao alargura dos
picos, e por conseguinte, ndo permite avaliar a qualidade da separacao (Mallik et al, 2008).

O ndmero de pratos tedricos, N, é um parametro usualmente utilizado para avaliar a eficdcia da coluna
e mede a eficiéncia das condicdes cromatograficas, através dos tr obtidos e da W, (Equacao 4). Como
cada prato corresponde a uma etapa de equilibrio do analito entre as duas fases, quanto maior N, maior
a eficiéncia da separacao (Pincus et al,, 2022; Pinto, 2011).

N = 16 (tr/Wp)? (4)

Um menor tamanho das particulas da FE leva a um maior N, pressao do sistema mais elevada,
otimizagao do tempo da corrida e um menor limite de dete¢do (Harris, 2007).

Por tltimo, deve ter-se em conta a resolucao (R s) do sistema, que mede a qualidade da separacao
entre cada dois compostos, ou seja, a capacidade de um sistema cromatogrdfico separar o0s
componentes de uma mistura (amostra), e tem em consideracao as W, (em unidades de tempo) de dois
picos adjacentes e 0s seus respetivos t, e devera ser maior do que 1(Equacao 5) (Pinto, 2011). Os efeitos
combinados da eficiéncia do solvente e eficiéncia da coluna sao expressas na Rs (Pincus et al., 2022).

Rs = (tre—tr1)/0,5(Wi + Wh2) (5)

Para aumentar a Rs, poderd ser necessario diminuir a taxa de fluxo, aumentar o comprimento da
coluna ou diminuir o tamanho das particulas da FE. O aquecimento da coluna de cromatografia
geralmente diminui a viscosidade do solvente, reduzindo a pressao necessdria ou permitindo uma
corrida mais rapida. No entanto, o aumento da temperatura diminui os tz e melhora a Rs, acelerando a
difusao dos solutos, mas o aumento da temperatura pode degradar a FE e diminuir a vida ttil da coluna

cromatogrdfica (Harris, 2007).

1.4.1.2 Métodos de quantificacao de compostos fendlicos em Euphorbia

0 HPLC é uma das técnicas analiticas mais utilizadas para a separacao de componentes individuais
em extratos vegetais, constituindo assim um importante elemento no controlo de qualidade de extratos
de plantas (Campos, 2014; Nag et al., 2020). No caso de espécies de Euphorbia, tem sido demonstrado
que os estudos analiticos por HPLC, através da analise de compostos utilizados como biomarcadores e
de correlagdes entre fatores bioldgicos e/ou efeitos tdxicos, podem ser titeis para uma melhor percecao
dos mecanismos de acdo e possiveis aplicacoes dessas espécies na terapéutica (Vasas & Hohmann,
2014). Na Tabela Il encontram-se descritas as metodologias mencionadas na literatura para a
quantificacao de compostos fendlicos por cromatografia liquida, em extratos de Euphorbia, e que
serviram de base a metodologia desenvolvida neste trabalho.

Nos ultimos anos tem havido um aumento no nimero de publicacdes referentes as propriedades
quimicas e farmacoldgicas do género Euphorbia (Ernst et al, 2015). A maioria dos estudos publicados

sobre espécies de Euphorbia concentram-se quase exclusivamente em diterpenos e triterpenos
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isolados, sendo areferéncia aos flavondides e outros constituintes fendlicos limitada (principalmente em

termos de estudos de identificacdo de compostos presentes nos extratos) (Vasas & Hohmann, 2014).

Tabela II: Compilacdo de algumas metodologias para a determinacao do perfil de compostos fendlicos em

Euphorbia segundo varios autores.

Solvente

Gradiente de

p-D-
arabinopirandsido

- Método - Compostos -
Espécie(s) de analitico FE FM eluicao anal?sa dos Referéncia
extragao (% v/v)
Isocratico
. Pubescenes A;
E. hirsuta Lichrospher® Pubescenes B;
(planta Metanol, HPLC- 100: ACN,/H20 Fluxo: Pubescenes C. (Valente et al.,
par N-hexano UV/RMN RP-18 2 b 2003)
inteira) 250 x10 X 10 5mL/min Indole-3-aldeido;
Escopoletina
. Isocratico
CH3CN - Solugao
Euphorbia _ aquosa de dcido Campferol;
helioscopia Aceette:ltg de HPLC-UV 15())(5 4('-5 X5 fosférico Quercetina; (Wa;rg;] ;)t al,
L ' (HsPO.) (30:70 Fluxo: Mircetina
%v/v) 1mL/mina
30°C
] Acido gilico,
Isocratico Acido clorogénico;
Euphorbia Ultimate Solugao aguosa Acido vanilico;
helioscopia | (nd) HPLC* 3000:C18 1~ 46 ACN 20% Acidoferdlico; 1 (zhang etal,
L 4.6 mmx150 (v/v) (pH=3) Fluxo: Acido p-cumarico; 2017)
. x5 P 05mL/mina Rutina;
30°C Quercetina;
Campferol
0 min,10% B; Quercetina-3-0-
A: Solucio 0-20 min, 10- rhamndsido
. N-hexano; $20luGao 60% B- (Quercitrina);
Euphorbia Acetato de aquosa de dcido in- Quercetina-3-0- =
characias etilo. HPLC* ACE 5%:Cig fosforico 20_250 min, 100 alactsido (Ozbilgin et al,,
L. (parte ' 250x46x5 | (H:P0)02% %B gatactos 2018)
aérea) Metanol (v/v) (Hiperdsido);
B: CLLCN Fluxo: Quercetina-3-0-
il TmL/mina arahindsido
40°C (Guaijaverino)
E. paralias 0-1min, 20% B; Elagitaninos.
L. A: Solugdo 1-18 min, 20- Aoy cldgicc,
o o R.1R \ ;
g‘:::) UPLC-ESI- ACQUITY ?;‘r”rgls&d(gscg? 9:1]{‘1‘ 2-33 SO Acido galico;
Acetato de MS/MS UPLC-BEH®: 0 1% /\j 2 bt Campferol-3-0-g- | (Ghanietal,
E etilo (modo Cis-RP B MeOH (6"-galloil-0- 2020)
ge(’[')’;‘r’t':ta negativo) 17x21x50 | e om Fluxo: glicopirandsido;
i uercetina;
aérea) 01%deCHz0, | O02mL/min 0 Rutina
Acido galico;
(nd) Acido eldgico;
A:Solugao Campferol-3-0-3-
. UPLC-ESI- ACQUITY aquosa de (6"-galloil-0-
E. paralias
'( arte Acetato de MS/MS UPLC-BEH®: CH20.01% glicopirandsido); (Al-Yousef et
a[:’area) etilo (modo Cis (v/v) Quercetina-3-0- al, 2021)
negativo) 1,7x21x50 B:MeOH +0,1% Fluxo: glicopirandsido;
de CHz202 0.2 mL/min Quercetina-3-0-

(n.d.):nao definido

* 0o método de detegao nao estava indicado
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Estes fatos tornam ainda mais relevante a andlise e a quantificacao de compostos fendlicos nas
espécies de Euphorbia existentes na costa portuguesa e da sua potencialidade como fonte de

compostos bioativos.

1.5. Validacao de métodos analiticos

O desenvolvimento de um método cromatogrdfico tem como finalidade obter uma separacao
adequada dos analitos num espaco temporal razoavel para a sua execucao. Idealmente, o método deve
ser robusto, pelo que a separacao cromatografica nao devera ser afetada por pequenas variagdes nas
condicoes (deterioracao gradual da coluna, pequenas variacdes na composicao do solvente, pH e
temperatura, ou uso de um lote diferente da mesma FE) (Harris, 2007). Assim, de forma a garantir que
um novo método analitico conduz a informacdes confidveis e interpretdveis sobre a amostra, o método
deve ser alvo de uma validacao, o que implica a obtencao de um conjunto de parametros estatisticos
(Figura 13) (Ribani et al, 2004). A validagao do método analitico é fundamental, e tem como objetivo
demonstrar que 0o mesmo é adequado para a finalidade pretendida, sendo um aspeto vital da garantiada
gualidade analitica e producao de resultados crediveis (EMA, 1995; Ermer, 2005a). Nesse sentido, com
o processo de validacao pretende-se demonstrar que o método é adequado a quantificacao do(s)

analito(s), num certo nivel de concentracao e com exatidao satisfatdria (Bishop & Murch, 2020).

Parametros de Parametros de Parametros de
caraterizacao quantificacao fiabilidade
Linearidade Precis3o
Praticabilidade
Sensibilidade
Exatidao
Limite de detecao
Seletividade —
Limite de Robustez

guantificacao

Figura 13: Parametros de validacao de um método analitico (Adaptado de Ribani et al, 2004).

Os parametros analiticos minimos requeridos na validacao de métodos analiticos dependem do tipo
de método em causa e compreendem os seguintes parametros: seletividade, linearidade, limiares
analiticos (detecao e quantificacao), sensibilidade, precisao, exatidao e robustez (RELACRE, 2000;
Ribani et al, 2004). Estes requisitos analiticos podem variar dependendo do tipo de método, ja que, por
exemplo, na andlise qualitativa nao hd necessidade de determinar e validar o limite de quantificacao

(LOQ), a linearidade do método, a precisao e a exatidao, sendo os limites de detecao (LOD), a
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seletividade/especificidade e a robustez os pontos mais importantes na validacao de um método que
nao quantifica compostos. Por sua vez, num método de analise quantitativa, quando aplicado em gamas
vestigiais, todos os requisitos mencionados sao importantes. Os objetivos da validacao de um método
analitico pretendem: avaliar as carateristicas do método; controlar as varidveis que afetam a obtencao

do resultado e estimar a incerteza global associada ao resultado (RELACRE, 2000).

1.5.1. Seletividade/Especificidade

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validagao de um método analitico e deve ser
reavaliada continuamente durante a validacao e subsequente uso do método (Ribani et al, 2004). A
seletividade avalia a capacidade de um método analitico identificar e distinguir a substancia a analisar de
outras substancias relacionadas, como impurezas, produtos de degradacao, ou outros compostos que
possam estar presentes na amostra (EMA, 1995; ICH, 2005). A seletividade garante que o pico de
resposta instrumental seja exclusivamente do composto de interesse. Em HPLC, a seletividade depende,
essencialmente, do tipo de detetor utilizado, mas também varia de acordo com o tipo de composto
analisado. A seletividade deve ser realizada de forma continua durante a validacao e execucao do
método. Deste modo, se a seletividade nao for assegurada, outros parametros analiticos como a

linearidade, a exatidao e a precisao poderao ser comprometidas (Ribani et al, 2004).

1.5.2. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade de um método fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracao do analito na amostra, dentro de um determinado intervalo de aplicacao,
ou seja, permite verificar se existe uma relacao linear entre os valores medidos e as concentracées dos
padrdes de calibracao (EMA, 1995; Ribani et al,, 2004). A linearidade do método pode ser avaliada por
inspecao visual de um gréfico onde se representam os sinais de resposta (para HPLC é a drea dos picos)
em funcao da concentracao da substancia a analisar, que se denomina de reta de calibracao (Ermer,
2005h). Para o estabelecimento da linearidade, as diretrizes do International Conference on
Harmonisation (ICH) e da EMA especificam que se analise um minimo de cinco niveis de concentracao,
por ordem crescente de concentracdo, e, no minimo, trés vezes de cada (EMA, 1995; ICH, 2005). 0 estudo
dos parametros da reta de calibracao (declive (m), ordenada na origem (b) e o coeficiente de correlacao
(R)) e a andlise dos parametros de regressao obtidos pelo método dos minimos quadrados (Equacao 6),
traduzem a relacao linear dos dados experimentais, permitindo extrair informacao sobre o método
analitico.

y =mx+b (6)

23



Na equacao 6, y é aresposta medida ou o sinal; m é o declive da reta; X é a concentracao do analito;

e b é aintersecao com o eixo das ordenadas (ou ordenada na origem) (Ribani et al, 2004).

0 coeficiente de correlacao, R, permite uma estimativa da qualidade da reta obtida, e, quanto mais
préximo de 1,0 menor é a dispersao do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao estimados (Aragao et al, 2009). Assim, um R maior que 0,999 é considerado
um ajuste ideal dos dados na regressao linear (Ribani et al, 2004). Outras diretrizes indicam que,
dependendo do método analitico, as retas de calibracao devem ter valores de R superiores a 0,995
(RELACRE, 2000). Além disso, o método é considerado linear quando a resposta relativa se situa entre
95 e 105%, ou seja, quando a avaliacao do desvio padrao do declive (s ) em relacao ao declive (m) de
uma dada reta de calibracao € inferior a 5%. Outro parametro de linearidade, é dado pela avaliagao do
desvio padrao da ordenada na origem (s ,), em relacao a ordenada na origem (b), no qual o valor deve

conter o zero (b-s,< 0 < b-s) (ICH, 2005; Ribani et al. 2004).

1.5.3. Precisao
A precisdo avalia o grau de proximidade (ou dispersao) entre resultados de uma série de medicoes
repetidas de uma mesma amostra, de amostras semelhantes ou de uma solucao padrao, em condicoes
especificas pré-estabelecidas (RELACRE, 2000; Ribani et al, 2004). Essa dispersao é normalmente
avaliada através do coeficiente de variacao (CV) (Equacao 7) das respostas obtidas para uma mesma

concentracao, a uma série de andlises, que deve variar entre 6 e 10 (EMA, 1995; Ribani et al., 2004).
cv (%) = (3) x 100 (7)

Na equacao 7, S, corresponde ao desvio padrao absoluto e x a média aritmética das medicoes. Deste

modo, a precisao pode ser avaliada através do estudo da repetibilidade, reprodutibilidade e precisao

intermédia (EMA, 1995: Ribani et al, 2004).

1.5.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade corresponde a precisao de resultados obtidos por medicoes sucessivas, usando o
mesmo método e as mesmas condicdes de medicao (mesmo procedimento), efetuadas a mesma
amostra ou padrdo, num curto intervalo de tempo (mesmo dia), sobre as mesmas condicoes
experimentais, tais como a utilizacao do mesmao laboratdrio, o mesmo operador e equipamento analitico,
assim como os mesmos reagentes (RELACRE, 2000; Ribani et al, 2004). Assim, para determinar a
repetibilidade de um método efetuam-se uma série de medicdes (ex: trés niveis com trés repeticoes em
cada um, ou a partir de um minimo de seis determinacdes a uma concentracao préxima do valor

esperado), sobre uma mesma amostra ou padrao, em condicdes de repetibilidade, e calcula-se o CV.
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Caso se justifique, o procedimento é repetido sobre uma série de amostras, em varios niveis de

concentracao, cobrindo todo o dominio de aplicacdo do método (RELACRE, 2000).

1.5.3.2. Reprodutihilidade
A reprodutibilidade carateriza-se como a precisao de um método utilizando o mesmo método, sobre
uma mesma amostra ou padrao, efetuado em condicoes experimentais diferentes, isto €, intervalos de
tempo diferentes (dias diferentes), diferentes laboratdrios, diferentes operadores, diferentes
equipamentos e diferentes reagentes (INMETRO, 2010). A reprodutibilidade é avaliada através do valor
do CV dos resultados das andlises repetidas nas condicdes anteriormente mencionadas (Ribani et al.,
2004).

1.5.3.3. Precisao Intermédia

A precisao intermédia é reconhecida como a mais representativa da variabilidade de resultados num
laboratdrio e, como tal, é a mais aconselhavel de usar (RELACRE, 2000: Ribani et al,, 2004). Esta medida
expressa a precisao avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o
mesmo método, no mesmo laboratdrio ou em laboratdrios diferentes, mas definindo exatamente as
condicdes a variar INMETRO, 2010; RELACRE, 2000). Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a
interferéncia que a mudanca de certas condicoes dentro do laboratdrio, como diferentes operadores,
diferentes equipamentos e diferentes dias de andlise, ou com uma combinacao destes fatores podem ter
no resultado final (RELACRE, 2000; Ribani et al, 2004). A precisao intermédia é avaliada através do
valor do CV dos resultados das andlises repetidas nas condicdes anteriormente mencionadas (Ribani et

al,2004).

1.5.4. Exatidao

A exatidao de um método analitico é o grau de concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor
de referéncia aceite como verdadeiro (RELACRE, 2000: Ribani et al, 2004). C importante observar que
um valor verdadeiro ou exato é um valor obtido por uma medicao perfeita, e este valor é, por natureza,
impossivel de conhecer. A exatidao esta condicionada pela existéncia de erros sistematicos e erros
aleatdrios, para um dado conjunto de ensaios independentes, levando ao aparecimento de resultados
significativamente afastados do seu valor verdadeiro. Os processos mais utilizados para avaliar a
exatidao de um método em amostras sao: a comparagao com um material de referéncia certificado, a
comparacao de resultados de um ou mais métodos analiticos diferentes, e a realizacao de ensaios de
recuperacao com a adicao de padrao (amostras fortificadas com o analito) (Ribani et al, 2004). A
exatiddo em padroes pode ser calculada com recurso as retas de calibracao obtidas, processo

denominado de back calculation, através da razao entre a média das concentracoes reais obtidas para
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um dado padrao (calculada na reta de calibracao) e a concentracao média tedrica (concentracao

preparada para o mesmo padrao) de uma série de analises efetuadas (Equacao 8) (RELACRE, 2000).

Média da concentraca real

x 100 (8)

Exatidao = — ———
Média da concentragao teorica

A exatidao devera ser avaliada através de um minimo de nove determinagdes e contendo no minimo
trés niveis de concentracao definidos, de forma a abranger um intervalo estabelecido, por exemplo, trés

concentracdes com trés repeticoes de cada (Ribani et al, 2004).

1.5.5. Limites de detecao e quantificacao

0 LOD define-se como a menor quantidade da substancia a analisar que pode ser detetada com
precisao e exatidao adequadas, mas nao necessariamente quantificada pelo método (RELACRE, 2000;
Ribani et al, 2004). Qualitativamente, o LOD corresponde ao inicio do intervalo em que é possivel
distinguir o sinal do branco do sinal da amostra (presenca ou auséncia do analito). Ou seja, 0 LOD é a mais
pequena quantidade de analito presente numa amostra que pode ser detetada estatisticamente, mas
nao tem de ser quantificada como um valor exato, e corresponde a um sinal duas a trés vezes maior do
gue o ruido do equipamento (Ermer & Burgess, 2005; RELACRE, 2000). De salientar, que umalleitura que
seja inferior ao limite de detecao nao significa que o analito esteja ausente, apenas indica que a
concentragdo do composto em causa € inferior ao LOD (RELACRE, 2000). O LOD pode ser calculado
através do método visual, do método relacao sinal-ruido ou pelo método baseado em parametros dareta
de calibracao. Quando o método analitico envolve a utilizacao da reta de calibragao, o LOD é calculado
através do desvio padrao da reta. Neste caso, o LOD pode ser calculado (Equacao 9) tendo em conta o
desvio padrao da resposta (s), que pode ser o desvio padrao do branco, da ordenada na origem da
equacao da reta, ou da equacao da reta da regressao linear, e o declive da reta analitica (m) (Ribani et al,

2004).
LOD = 3,3 x> (9)
m

0 LOQ de um método corresponde a menor quantidade do analito numa amostra que pode ser
determinada quantitativamente com um nivel aceitavel de precisao e exatidao (RELACRE, 2000; Ribani
et al, 2004). Este limite, apés ser determinado, deve ser testado para averiguar se a precisao e exatidao
obtidas sao satisfatdrias, recorrendo a padrdes cuja concentracao é préxima ou igual ao limiar de
quantificacao. Quando o método envolve a utilizagao da curva de calibragao, o LOQ é calculado através
da equacao 10, semelhante a equacao para determinar o LOD (Equacao 9). O LOQ pode ser calculado

utilizando os mesmos parametros definidos no célculo do LOD (RELACRE, 2000).
S
LOQ =10 X — (10)

Embora os limites estejam definidos no método, sempre que ocorrem alteracdes ao método, torna-

se necessario proceder a atualizacao dos limiares analiticos (LOD e LOQ) sempre que ocorram alteracées
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de fatores de influéncia (como o analista, ambiente, reagentes, equipamento, entre outros), assim como
quando se procede a elaboracao de uma nova reta de calibracao e se utilizam os dados da mesma para

o cdlculo destes limites (RELACRE, 2000).

1.5.6. Sensibilidade

A sensibilidade de um método analitico permite aferir a capacidade desse método em diferenciar
pequenas quantidades do analito, e é dada pela razao entre a resposta instrumental e a concentracao.
Logo, se o modelo de regressao € linear, a sensibilidade é constante ao longo de toda a gama de trabalho
e igual ao seu declive. Um método é considerado mais sensivel quando é capaz de discriminar pequenas
variacoes de concentracao, e, quanto maior o declive da reta, maior a sensibilidade do método. A
sensibilidade relaciona-se com a variacao minima que é necessario impor a grandeza a medir
(concentracao) para se obter uma variacao significativa do resultado da medicao (sinal). Deste modo, um
método serd considerado sensivel se pequenas variacdes na concentracao do analito (x) derem origem

a variacoes no sinal medido (y) (RELACRE, 2000).

1.5.7. Robustez

A robustez de um método analitico, define-se como o grau de sensibilidade a perturbacoes, e
representa a medida da capacidade do mesmo se manter inalterdvel quanto ao seu desempenho
analitico perante pequenas modificacdes nos seus parametros experimentais (EMA, 1995; Ribani et al,,
2004). Um método diz-se robusto se for praticamente insensivel a pequenas variacoes que possam
ocorrer quando este estd a ser executado (RELACRE, 2000). A robustez de um método de HPLC é
avaliada, por exemplo, pela variacao de parametros como pH e forca iénica da FM, a concentragao do
solvente organico, temperatura, mas também com varidveis relacionadas com o método de extracao
como o tempo de extracao ou a agitacao, entre outros. As mudancas introduzidas a nivel da robustez do
método refletem as possiveis alteracdes que podem ocorrer quando um método é transferido para
outros laboratdrios, analistas ou equipamentos. Na analise por HPLC, a robustez pode ser avaliada, por
exemplo, variando o pH da FM em 0,1 unidades de pH, o conteiddo de MeOH na FM em + 2%, ou a
temperatura da coluna em + 5°C (Aragdo et al, 2009; Ribani et al, 2004). Assim, se estas mudancas
estiverem dentro dos limites de exatidao, precisao e seletividade aceitaveis, entao o0 método possui

robustez e, tais variacdes podem ser incorporadas ao procedimento (Ribani et al, 2004).
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2. Objetivos

Este trabalho de investigacao pretende analisar alguns dos compostos fitoquimicos presentes em
duas espécies de Euphorbia, existentes na flora portuguesa.

Neste sentido, a presente dissertacao apresenta como objetivo geral otimizar e revalidar um método
analitico para determinacgao e quantificacao de compostos fendlicos por HPLC-DAD, e aplicacao em
extratos metandlicos (EM) e extratos aquosos (EA) de E. paralias e E. hirsuta.

Como objetivos especificos pretende-se:

= Adaptar uma metodologia pré-existente de HPLC—-DAD para a identificacao e quantificacao de
compostos fendlicos, em extratos (aguoso e metandlico) de plantas do género Euphorbia;

» Determinar parametros de validacao do método analitico adaptado (sensibilidade, linearidade,
precisdo, exatidao, LOD e LOQ);

»  Analisar extratos (metandlico e aquoso) de E. paralias e E. hirsuta, utilizando o método analitico
referido anteriormente, em termos dos compostos fendlicos encontrados (identificacdo) e

quantidades obtidas (quantificacao).
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3. Material e Métodos

O projeto teve inicio em Outubro de 2021 e terminou em Outubro de 2022. A componente de pesquisa
bibliografica iniciou-se em Outubro de 2021, com recurso as seguintes bases de dados: PubMed,
Elsevier, EBSCO, b-on e Ovid, para auxiliar a componente laborarorial que foi iniciada em Fevereiro de

2022.

3.1. Material vegetal

As partes aéreas do material botanico em estudo, de E. paralias e E. hirsuta, foram recolhidas, num
estudo anterior de Ribeiro et al. (2021), na Barrinha de Esmoriz (40°57'45.9”"N|8°38'07.7"W), no distrito
de Aveiro, Portugal, em Julho de 2019. Tal como descrito por Ribeiro et al. (2021), a identificacao
taxondmica das espécies foi realizada com a cooperacao de especialistas da Faculdade de Ciéncias da

Universidade do Porto (Ribeiro, 2021).

3.2. Preparacao das amostras

Os EM e EA de E. paralias e E. hirsuta foram provenientes de um estudo anterior (Ribeiro, 2021).
Resumidamente, a parte aérea das plantas secas foram sujeitas a uma extracao com dois solventes, a
temperatura ambiente e no escuro: metanol-agua (80:20, v/v), durante 48 horas; e agua, durante 24
horas. Apds filtradas, as solucdes extrativas foram concentradas em evaporador rotativo (VWR, IKA
RV8), no caso da extracdao com metanol; e liofilizadas (ambas as solucdes) (LABCONCO, FreeZone
series) (Ribeiro, 2021).

As amostras dos extratos foram dissolvidas numa solucdo de FM (5% ACN, 90% dgua acidificada
com acido acético e 5% MeOH) e filtradas com filtro de membrana de Nylon de tamanho de poro 0,22 um
Avantor™ da VWR TM (China). Posteriormente, foram colocados, num vial de vidro escuro de 1,5 ml de
capacidade da VWR (VWRI548-1471, lote: 887040376650) e com tampa de septo perfurdvel da VWR
(VWRI548-1537, lote: 8000013160) cerca de 200 uL de amostra, e cada vial foi posicionado

adequadamente no tabuleiro do amostrador automadtico do HPLC.

3.3. Padroes e reagentes

0 desenvolvimento do método foi realizado no sentido de identificar e quantificar sete compostos
fendlicos: acido cafeico (ACF), dcido clorogénico (ACL), cido gdlico (AG), hesperidina (HESP), naringina
(NARG), quercetina 3- glucdsido (QUER3G) e quercetina 3-rutindsido (rutina) (RUT). No ambito desta
dissertacao foram validados os compostos: AG, QUER3G e RUT (Tabela lll).
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Tabela Ill: Compostos utilizados como padrdes cromatogrdficos, com indicacdo de marca, CAS, estado de

pureza, massa molecular e lote.

Composto

(Férmula Marca CAS Pureza Massa Lote
P Molecular
quimica)
Acido galico Merck KGaA® o . aqo
(C7Hs0s) (Alemanha) 149-91-7 298% 170,12 g/mol S6670749341
Quercetina 3- . Al
glucésido 5'9”1(‘;‘:@2\";'“‘@ 482-35-9 >98% (HPLC) 46438 g/mol BCBWO?
(CaiHhs012) ¢
Rutina Sigma — Aldrich® . 040
(CarH30016) (China) 207671-50-9 294% (HPLC) 610,52 g/mol BCBW7626

Para a preparacao da FM e solucdes padrao, foram usados os solventes: MeOH de grau de pureza
para HPLC (= 99,9%), CAS 67-56-1, da marca Honeywell®, Riedel-de-Haén™ (Franca); ACN de grau de
pureza para HPLC (= 99,95%), CAS 75-05-8, da marca VWR® (Fontenay-sous-Bois, Franca); agua
ultrapura obtida pelo sistema de purificagao por osmose reversa Smart2Pure 3™ da Thermo Scientific™
(Langenselbold, Suécia). A dgua foi acidificada (0,5% v/v) com &cido acético glacial de grau de pureza
analitico (= 99%), CAS 64-19-7, adquirido na VWR® (Fontenay-sous-Bois, Franca). Esta solucao de acido
acético glacial foi filtrada com filtro de membranas de nylon de 0,47 mm de diametro e porosidade 0,22
um, da Branchia® (Labbox Labware, S.L.). Antes da utilizacao em HPLC, todos os solventes da FM foram
desgaseificados em banho de ultrassons, Bandelin SONOREX™ (Berlim, Alemanha), durante 30 min, a

temperatura ambiente.

3.4. Preparacao de solucoes stock e solucoes padrao para areta de calibracao

Numa fase inicial, de adaptacao do método analitico de Irakli et al. (2012b), foram preparadas
solucdes stock individuais de cada padrdo na concentracao de 1000 pug/mL. Os compostos foram
pesados rigorosamente (0,0010 g) em balanca analitica KERN ALS®, e dissolvidos em 1,0 mL de MeOH.
Estas solucoes stock foram diluidas em FM na composicao inicial, correspondente a dgua
acidificada:MeOH:ACN, 90:5:5 (Tabela V) para concentracées de 500 pg/mL e 50 pug/mL, que foram
usadas para os estudos preliminares dos tempos de retencao dos compostos e ajuste do método
analitico a separacao de todos os compostos em analise.

Apds adaptacao do método analitico, e por forma a elaborar a calibracao e validacao do mesmo para
0s compostos em estudo, foi preparada uma solucao contendo os sete compostos fendlicos utilizados
como padrdes (ACF, ACL, AG, HESP, NARG, QUER3G e RUT), a qual foi designada por padrao fendlico
misto (PFM). Inicialmente, os compostos foram rigorosamente pesados (0,0005 g), em balanca analitica
KERN ALS®, e dissolvidos em 1,5 mL de FM na composicao inicial (Tabela V), originando uma solucao

padrao individual (SPI) e cada composto na concentracao de 3333 pg/mL. Posteriormente, foram
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adicionados 100 uL de cada SPI, originando o primeiro padrao misto da calibracao (PFM;) com uma
concentracao de 47,61ug/mL de cada composto. A partir da solucdo de PFM; foram realizadas diluicoes
sucessivas para obter mais oito diferentes niveis de concentracao (23,81 ug/mL; 11,90 pg/mL; 5,95
ug/mL; 2,98 ug/mL; 1,49 ug/mL; 0,74 ug/mL; 0,37 ug/mL e 0,19ug/mL). O volume final de cada PFM
sua composicao e preparacao representadas na Tabela IV. As solucdes stock individuais, as SPI e as

solugoes de PFM foram armazenadas ao abrigo da luz e a temperatura entre -20°C + 5°C.

Tabela IV: Preparacao dos nove niveis de concentracdo das solucoes de padrao fendlico misto.

Solucao-padrao Solucao-padrao anterior e volume a Volume final de

misto Co?ce;:::jao usar PFM;

(PFM) - (uL) (uL)
PFM; 4761 100* (SPI) 700
PFM2 23,81 350 (PFMy) 700
PFMs 11,90 350 (PFM2) 700
PFMa 5,95 350 (PFM3) 700
PFMs 2,98 350 (PFMa) 700
PFMs 1,49 350 (PFMs) 700
PFM~ 0,74 350 (PFMe) 700
PFMs 0,37 350 (PFM7) 700
PFMo 019 350 (PFMes) 700

* de cada solucao padrdo individual (SP1)

3.5. Identificacao e quantificacao de compostos fenélicos por HPLC-DAD

Durante o desenvolvimento da metodologia analitica foram realizadas inlimeras experiéncias
preliminares de modo a serem obtidas as condicdes mais adequadas e favordveis para a separacao dos
compostos em andlise. A metodologia utilizada foi adaptada do estudo de Irakli et al. (2012b), tendo em
conta os objetivos propostos e os resultados obtidos durante a otimizacao do método. A quantificacao
foi realizada por HLPC - DAD pelo método do padrao externo, usando um HPLC da marca Jasco®,
equipado com uma bomba peristdltica (modelo PU-4180), um injetor automatico (modelo AS-4050),
detetor DAD (modelo MD-4010), e uma interface de hardware entre o PC e os componentes do sistema
(modelo LC-Netll/ADC). Foi utilizada como FE uma coluna semi-preparativa LiChroCART® 250-4, RP-
18 (250 mm de comprimento x 4 mm de diametro interno; 5 um de espessura) da Merck® (Darmstadt,
Alemanha). A coluna tem funcionamento em RP e é composta por silica com uma fase ligada de
octadecilsilica (Cig), estando contida num forno (modelo CO-4061) programado para uma temperatura

de 25°C (Figura 14).
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Figura 14: Equipamento de HPLC-DAD do Centro de Investigacao em Satide e Ambiente (CISA), marca
Jasco®. (A) Reservatdrio de recipientes com os solventes que constituem a fase mével (modelo BS-4000-
1); (B) Bomba peristéltica (modelo PU-4180); (C) Injetor automatico (modelo AS-4050); (D) Forno (modelo
C0-4061) com coluna cromatografica; (E) Detetor de fotodiodos (modelo MD-4010); (F) Interface entre o
computador e os componentes do sistema (modelo LC-Netil/ADC); (G) Computador para aquisi¢ao e

processamento de dados.

A FM foi composta por MeOH (A), ACN (B) e dgua acidificada com acido acético 0,5% (v/v) (C),
previamente filtrada. Todos os solventes foram colocados em banho de ultrassons, durante 30 min, sem
temperatura, antes de serem colocados no HPLC.

0 gradiente de eluicao selecionado para andlise consistiu num gradiente de sete etapas (Tabela V):a
seguido durante 5 min num gradiente linear até 10% de A, 5% de B e 85% de C; entre 0s 5 e 0s 30 min,
mantém 10% de A e chega até 10% de B e 80% C; dos 30 aos 38 min passa, linearmente, a ter s6 30% B
e 70% C; entre 38 e 50 min, volta a ter uma mudanca linear dos componentes B (para 60%) e C (para
40%), voltando as condicdes iniciais da corrida aos 55 min, e mantendo-se assim até aos 60 min.

As andlises foram realizadas a uma taxa de fluxo de 1,000 mL/min e o volume de injecdo foi de 20
pL. A detecao foi realizada com detetor DAD que permitiu monitorizar todos os comprimentos de onda
simultaneamente (190-450 nm). A aquisicao de dados correspondente aos compostos de interesse foi
registada nos comprimentos de onda de 280, 320, 350, e 360 nm e transmitido ao software ChromNev®

onde as dreas dos picos foram integradas de forma manual e sempre pelo mesmo operador.
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Tabela V: Gradiente de eluicdo da fase mdvel utilizado no sistema cromatogrdfico para a andlise dos

compostos fendlicos.

Percentagem de solvente (%)

T(fnn;lf)o Metanol  ACN Agua acidificada com acido acético 0,5% (v/v)

(A) (B) (8)
0 5 5 90

10 5 85
30 10 10 80
38 0 30 70
50 0 60 40
55 5 5 90
60 5 5 90

3.6. Anadlise estatistica e validacao do método

A quantificacao de compostos fendlicos foi realizada por comparacao das areas dos picos registadas
a280,320,350 e 360 nm, tendo-se escolhido, para cada composto, o comprimento de onda para o qual
o sinal correspondente apresentava maior intensidade (drea do pico). Posteriormente, definiram-se as
respetivas retas de calibracao para cada composto, usando a equacao 6, descrita anteriormente, e os
PFM, descritos na seccao 3.4.

Neste estudo analisaram-se sete compostos: ACF, ACL, AG, HESP, NARG, QUER3G e RUT. No
entanto, apenas trés foram analisados em termos de parametros de validacdao: AG, QUER3G e RUT. Os
paramteros dos restantes quatro compostos foram determinados por outros membros da mesma
equipa de investigacao, mas nao serao explorados no ambito do presente estudo.

0 método analitico foi validado para os seguintes parametros analiticos: sensibilidade, linearidade,
precisao, exatidao, LOD e LOQ. Para determinacao dos parametros sensibilidade e linearidade,
utilizaram-se as definicoes do me do R da reta, descritas na seccao 1.5.2. Na calibragao, em cada nivel
de concentracao, foram realizados entre trés a seis ensaios. Este nimero de repeticdes permitiu avaliar
aprecisao e a exatidao em padrdes. Assim, para a precisao e exatidao foram usadas varias solucdes dos
PFM, em varios niveis de concentracao. No caso da precisao utilizou-se a equacao 7 e as definicoes
descritas na seccao 1.5.3., enquanto para a exatidao foi feito um calculo retroativo (back calculation)
(equacao 8), descrito na seccao 1.5.4 com recurso as retas de calibracao obtidas. Os LOD e LOQ foram
calculados seqgundo as equacdes 9 e 10, descritas na seccao 1.5.5.

Na andlise de dados utilizaram-se o software ChromNev® (software do equipamento de HPLC) e,

posteriormente, o software Microsoft Excel®.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Otimizacao do método analitico

Antes da implementacao do método realizaram-se varios estudos prévios, bem como varias
pesquisas bibliogrdficas para a obtencao de informacoes sobre métodos ja desenvolvidos para os
compostos fendlicos e para plantas do género Euphorbia (Tabela I). Relativamente as metodologias ja
desenvolvidas para espécies de Euphorbia verificou-se uma escassez de informacao nas bases de
dados, pois a maioria dos estudos concentram-se na analise de terpenos, e poucos fazem referéncia a
compostos fendlicos, sendo os métodos de quantificacao de compostos fendlicos existentes, para as
espécies E. paralias e E. hirsuta, referentes a HPLC com detecao RMN ou MS (Tabela I1). A HPLC, foi
também a metodologia analitica adoptada no presente estudo, neste caso, associada a DAD, com uma
fase estacionaria de Cig, funcionamento em gradiente e fase reversa. A coluna semi-prepatativa C;s do
tipo fase-reversa LiChroCART® 250-4, RP-18 (250 mm x 4 mm x 5 pm) utilizada teve influencia nos
resultados obtidos, pois, o comprimento da coluna e o tamanho das particulas que constituem a FE
podem ter influenciado o comportamento cromatografico da FE (Harris, 2007). No entanto, a utilizacao
de uma coluna de maior comprimento e com menor tamanho de particulas poderia ter obtido uma melhor
resolucao durante a analise por HPLC (Harris, 2007; Pinto, 2011). O equipamento usado, que foi adquirido
recentemente e com software muito atual, permitiram tratar os resultados de uma forma mais expedita.
A automatizacao do processo cromatografico, com a utilizacao de um injetor automatico controlado pelo
computador, permite a andlise de varias amostras em sequéncia e sem a presenca do operador,
contribuindo para a repetibilidade e reprodutibilidade (maior precisao) e diminuindo a possibilidade de
contaminacoes (Pinto, 2011). Para além disso, essa automatizacao foi bastante dtil pois permitiu a
analise de um ndmero elevado de amostras, principalmente durante o processo de calibracao.

Durante o desenvolvimento do método, foram testadas duas metodologias diferentes. No entanto,
em ambas a proporcao do componente aquoso no gradiente da FM foi diminuindo ao longo da anadlise, e
aumetando a porpor¢ao do componente organico. Durante a andlise utilizaram-se solventes com grau
de pureza para HPLC para dessa forma evitar a degradacao da coluna com impurezas e para minimizar
os sinais de fundo do detetor (Harris, 2007). Na primeira metodologia foi utilizada como FM uma mistura
entre MeOH e dgua acidificada com 5% (v/v) de CHz0, com eluicao a temperatura ambiente (Dias et al,,
1999). Posteriormente, a metodologia foi adaptada de Irakli et al. (2012b), operando a uma temperatura
constante de 25°C e introduzindo um novo componente na FM, o ACN, tendo em conta os objetivos na
andlise cromatografica e os resultados obtidos durante a otimizacao do método. Apds alguns testes,
optou por utilizar-se esta FM, composta por ACN, MeOH e dgua acidificada com dcido acético 0,5% (v/v),
ja que permitiu uma melhor resolu¢ao dos picos e separacao dos analitos, em comparacao com a
metodologia inicialmente testada. Além disso, a utilizacao do forno e a manutencao da temperatura do

mesmo a 25°C foi a opcao selecionada para a andlise, pois verificou-se melhor resolucao dos picos, em
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comparagao com a primeira FM testada, com funcionamento a temperatura ambiente, que nao permitiu
a separacao de alguns dos compostos. De fato, quando a temperatura da coluna nao é controlada, ela
oscila com a temperatura ambiente, e portanto, a utilizacao de um forno de coluna ajustado, melhora a
reprodutibilidade dos tempos de retencdo e a precisao da andlise guantitativa (Harris, 2007).
Relativamente ao fluxo utilizado, de 1,000 mL/min, permitiu uma boa separacao cromatografica dos
compostos a uma pressao e tempo de andlise relativamente baixos, nao sendo necessarios ajustes a
este nivel, em relagao ao método original.

A preparacao das solucoes stock de padroes foi também uma das fases de estudo. A sua preparagao
teve em conta a solubilidade descrita na literatura para cada padrao fendlico, e foi utilizado como
solvente a FM de HPLC na composicao inicial (d4gua acidificada:MeOH:ACN, 90:5:5), o que evita choques
entre a composicao dos padroes e a FM.

Apds andlise dos padrdes, nesta fase de otimizagcao do método analitico, ficaram definidos os tzde
cada composto, bem como o comprimento de onda ideal de cada um dos picos correspondentes aos
compostos de interesse. Para isso, os composto fendlicos utilizados como padroes foram identificados
injetando cada um deles, separadamente e sob as mesmas condicoes, e registado o tzdos respetivos
picos cromatogrdficos. Assim que se obtiveram tz distintos para cada composto, preparou-se um PFM
de forma a que o método analitico detetasse varios compostos em simultaneo, o que permitiu uma
poupanca de tempo na validagcao do método analitico e uma maior proximidade com as condicoes reais
das amostras. Os tz dos compostos em andlise foram obtidos através da comparacao dos
cromatogramas do PFM (Figura 15.a; Figura 15.b e Figura 15.c) com os cromatogramas dos padrdes
individuais anteriormente analisados nas mesmas condicoes. O detetor PDA MD-4010 usado apresenta
alta sensibilidade de detecao na faixa de comprimento de onda entre 190 nm a 900 nm, o que permite
que as regides UV e visivel sejam monitorizadas simultaneamente (JASCO, s.d;; Yao et al, 2004). 0
espectro de cada padrao foi analisado e armazenado no sistema informatico, e o software ChromNev®
permitiu analisar cada cromatograma em comprimentos de onda discretos, com variacao de 1 nm
(JASCO, s.d). Assim, para cada um dos compostos fendlicos em estudo, foi selecionado o comprimento
de onda no qual a intensidade do sinal cromatografico (drea do pico) era maior. A melhor absorcao foi
detetada nos comprimentos de onda de 280 para 0 AG e 350 nm para a QUE3G e RUT. Noutros estudos
descritos na literatura, de analise de compostos fendlicos presentes em amostras similares, foram
testados varios comprimentos de onda (230, 250, 280, 320, 350, 380, 450 e 510 nm) onde se incluem
os usados no presente trabalho (Ghani et al,, 2020; Irakli et al, 2012b; Yao et al, 2004). 0s comprimentos
de onda de detecao dos compostos analisados sao também muito préximos aos referidos no estudo de
Yao et al. (2004), para os compostos AG e QUER3G. No entanto, para a RUT o comprimento de onda de

detecao difere no analisado por Skendi et al. (2017), no qual a intensidade no sinal foi maior a 260 nm.
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Figura 15: Perfil cromatografico obtido a 280 nm (a); 320 nm (b) e 350 nm (c) da solucdo de PFM e descricao

dos respetivos tempos de retencao dos compostos: AG (tz= 4,053 min), ACL (tz= 12,690 min), ACF (tz=15,713
min), RUT (tz = 38,117 min), QUE3G (tz= 38,520 min), NARG(tz = 39,097 min), HESP (tz= 39,500 min).
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Como se pode observar na Figura 15, a injecao de PFM originou tempos de retencao distintos para
todos os compostos detetados com este método analitico. Analisando os tz e largura dos picos de todos
os compostos fendlicos, percebe-se que o método analitico consequiu uma boa resolucao
cromatografica, sem qualquer sobreposicao de picos. No que diz respeito aos compostos validados no
presente estudo, AG, QUE3G e RUT, os tz médios obtidos na calibracao, bem como os comprimentos de

onda escolhidos, encontram-se descritos na Tabela VI.

Tabela VI: Dados analiticos para o método de HPLC para os compostos fendlicos utilizados como padrao e

seus respetivos comprimento de onda de detecdo e tempo de retencao.

Composto Tempo de retencao, tz Comprimento de onda, A
(min) (nm)
AG 3,976 280
RUT 37,995 350
QUER3G 38,373 350

4.2. Validacao de método analitico
Relativamente a validacao do método analitico por HPLC-DAD paraidentificacao e quantificacao dos
compostos AG, QUER3G e RUT, foram considerados os sequintes parametros: sensibilidade, linearidade,

precisao, exatidao, LOD e LOQ.

a. Linearidade e sensibilidade

Alinearidade do método foi analisada por regressao linear, através do coeficiente de correlacao, R da
reta de calibracao para cada padrao em varios niveis de concentracao. Para tal, foi relacionada a area do
pico cromatogrdfico e a concentracao de cada analito. Na construcao da reta de calibragcao foram
utilizadas as seguintes concentracoes de PFM 0,37 ug/mL; 0,74 ug/mL; 1,49 ug/mL; 2,98 ug/mL; 5,95
ug/mL; 11,90 ug/mL, 23,81 ug/mL e 47,61 ug/mL para o AG e para a RUT e as concentracdes de 2,98
ug/mL; 5,95 pug/mL; 11,90 ug/mL, 23,81ug/mL e 47,61 ug/mL para a QUER3G. Nas figuras seguintes,
encontram-se representadas as retas de calibracao, respetivas equacdes da reta e valores de

coeficiente de determinacao (R do AG (Figura 16), da RUT (Figura 17) e da QUER3G (Figura 18).
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Figura 16: Retas de calibracao do dcido gélico na gama de concentracdes de 0,37 a 5,95 ug/mL(a) e
2,98 a47,61ug/mL(b).

No caso das calibracdes para os compostos AG (Figura 16) e RUT (Figura 17) a gama de linearidade
total teve de ser dividida em duas gamas: cinco concentracdes mais baixas, de 0,37 a 5,95 ug/mL (que
correspondem as figuras 16.a e 17.a), e cinco concentracdes mais elevadas, de 2,98 a 47,61 ug/mL (que
correspondem as figuras 16.b e 17.b). Isto teve de ser feito porque o tracado de uma Unica reta de
calibracao para a gama completa de calibracoes consideradas, nao originava parametros de linearidade
adequados, como os LOD e LOQ, que analisaremos posteriormente. A linearidade do método, verificada
através do estudo das retas de calibracao, foi comprovada para ambos os compostos, tanto para valores

de concentracao mais baixos como para valores de concentracdes mais elevados.
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No entanto para a QUER3G sé foram alcangados valores de linearidade, nas cinco concentragdes
mais elevadas, ou seja, na gama de concentracdes mais elevadas, de 2,98 a 47,61 ug/mL (Figura 18).
A Tabela VIl resume os resultados de linearidade obtidos para os trés padroes fendlicos utilizados no

método analitico por HPLC-DAD deste estudo.

Tabela VII: Dados analiticos para o método de HPLC para os compostos fendlicos utilizados como padrao e
respetivas faixas de linearidade e critérios de linearidade tendo em conta o declive (m), o desvio padrao do
declive (s ), a ordenada na origem (b), o desvio padrao da ordenada na origem (s ;) e o coeficiente de

correlacao (R).

. . . Erro relativo
Faixa de linearidade

Composto m Sm do declive b Sh R
(ng/mL)
(%)

AG 037-595 48961 129 03 - 4465 365 0,9999
2,98 - 47,61 53733 410 08 -3197M 10137 0,9993

RUT 0,37-5,95 11384 69 0,6 mr 197 0,9996
298 -4761 13003 85 07 - 8417 2107 0,9995

QUER3G 2,98 - 47,61 704 8 1.2 412 210 0,9985

Os valores do coeficiente de correlacao, R, foram superiores a 0,999 para todos os compostos
(Tabela VII), nas gamas de concentracao mais elevadas e mais baixas, o que sao bons indicadores de
linearidade (Ribani et al, 2004). Para além deste, verificou-se que outro critério de linearidade aplicado
estd em conformidade com o descrito nas diretrizes internacionais, nomeadamente o valor do erro
relativo do declive, que foiinferior a5% (Tabela VII) para os trés compostos analisados (ICH, 2005; Ribani
et al. 2004). Para além dos pontos anteriores, a linearidade foi também avaliada quanto ao desvio da
ordenada na origem, uma vez que se considera que a reta de calibracao tem uma boa linearidade se a
ordenada na origem contiver o zero, ou seja (4 - s;) < 0 < (4 + s,) (ICH, 2005; Ribani et al. 2004). No
entanto, este parametro de linearidade ndo foi verificado (Tabela VII).

Relativamente a sensibilidade do método, avaliada pelo declive da reta de calibragao, verificou-se
que, para o AG e para a RUT, 0 método é mais sensivel nas concentracdes mais elevadas (maior declive)
do que nas concentraces mais baixas. No entanto, ndo sao muito diferentes, uma vez que a ordem de
grandeza é amesma dentro de cada composto. Para a QUER3G, o método foi o menos sensivel dos trés

compostos analisados, sendo o AG o que apresenta maior sensibilidade de todos.

b. Limites de detecao e de quantificacao

Os valores de LOD e LOQ para os trés compostos em andlise estao apresentados na Tabela VIII.
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Tabela VIII: Valores de LOD e LOQ para os compostos AG, RUT e QUE3G.

Composto LOD(ng/mL) LOQ(ng/mL)
AG 0,07 0,23
RUT 015 0,44
QUER3G - 2,98

Os LOD e LOQ para o AG e a RUT, foram calculados com base nas equacoes 9 e 10, e nas diretrizes
da ICH Expert Working Group (ICH, 2005). O método possui um LOD de 0,07 pg/mL e um LOQ de 0,23
ug/mL parao AG e umde LOD 0,15 ug/mL e LOQ de 0,44 pg/mL para a RUT. Os valores de LOQ para o
AG e para a RUT sao préximos do padrao de concentracdo mais baixo utilizado na calibracdo (0,37
ug/mL), pelo que a gama de calibracao escolhida é adequada, sendo possivel quantificar de forma
confidvel a partir dessa concentracao obtida. No entanto, no caso da QUER3G, a aplicacdo das referidas
equacoes originou valores bastante acima da concentracao do padrao de menor concentracdo (LOD de
319 pug/mL e LOQ de 9,71 ug/mL) o que nado permitiria utilizar toda a gama de linearidade para a
quantificacdao deste composto. Assim, assumiu-se como valor minimo quantificavel, o valor da
concentracao do padrao mais baixo utilizado na obtencao da reta de calibracdo (2,98 pug/mL), uma vez
que a maioria dos critérios de linearidade foram cumpridos nesta gama. De qualquer forma, o
procedimento adequado seria ter realizado uma nova calibracdo para a QUER3G comecando nos
padroes de 5,95 ug/mL ou 11,90 pug/mL, acrescentando depois padroes de concentracao superior a
47,61 ug/mL, de forma a ter, pelo menos, cinco padrdes na gama de calibracdo. Como tal, e para futuras
investigacoes, seria recomendado a utilizacao de concentracoes superiores, ou seja, testar uma nova
faixa de linearidade para a QUER3G, a fim de obter um valor de LOQ no limite inferior da gama de
linearidade. De qualquer forma, estes valores estao de acordo com a sensibilidade do método para cada
um dos compostos, ja que o composto com menor sensibilidade, a QUER3G, tem maior LOD, e o mais
sensivel, 0 AG, apresenta o menor LOD.

Estes valores de LOD e LOQ para o AG sao préximos dos encontrados por Canas et al. (2015) (LOD =
0,08 ug/mL;L0Q=0,25ug/mL) e Vu et al.(2018) (LOD = 0, 06 pug/mL; LOQ = 0,21 ug/mL). No entanto,
sao superiores aos valores encontrados para o AG por Bursal et al. (2013) (LOD = 0, 0001 ug/mL; LOQ =
0,0004 ug/mL). Para a RUT este método apresenta melhores limiares analiticos comparativamente ao
estudo efetuado por VU et al. (2018) (LOD = 0, 21 ug/mL; LOQ = 4,12 ug/mL) (Bursal et al, 2013; Canas
et al, 2015; Vu et al, 2018). Contudo, os valores para o AG (LOD = 0, 03 pg/mL; LOQ = 0, 08 pug/mL) e
para a RUT (LOD = 0, 04 pug/mL; LOQ = 0, 13 ug/mL), foram superiores aos encontrados para estes
compostos fendlicos em plantas da familia Lamiaceae (Skendi et al, 2017). Quanto a QUER3G, no estudo
de Vu et al. (2018), os limites de detecao e quantificacao foram superiores (LOD = 0,18 pg/mL; LOQ =

3,54 pug/mL), o que mais uma vez mostra a dificuldade em ter sensibilidade para este composto.
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c. Exatidao e precisao em padroes
A precisao foi calculada através da equacao 9, para todos os padroes de AG, RUT e QUER3G, dentro
das faixas de linearidade definidas, e os resultados representados pelo seu CV (Tabela IX). Tal como para
a precisao, a exatidao foi calculada para todos os padroes e para cada nivel de concentracao, por back-

calculation (seccao 3.6), e os resultados sao apresentados em valores percentuais (Tabela IX).

Tabela IX: Dados analiticos de precisao e exatidao para o método de HPLC para os compostos AG, RUT e

QUER3G para os diferentes niveis de concentracao.

Composto Faixa de linearidade  Concentracao Coeficiente de variacao, CV Exatidao
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
0,37 23 101,9
037-595
2,98 05 100,7
AG 2,98 04 109,0
2,98 - 47,61 1,90 03 98,8
4761 2,7 100,4
0,37 59 99,2
037-595
2,98 2,2 1012
RUT 2,98 17 13,2
2,98 - 47,61 11,90 17 983
4761 13 100,6
2,98 14,7 92,8
QUER3G 2,98 - 47,61 1,90 50 104,6
47,61 33 33,7

Obtiveram-se resultados para a precisao e para a exatidao em trés (para a QUER3G) ou cinco (parao
AG e a RUT) niveis de concentracao, correspondentes aos niveis onde foram efetuadas seis injecdes de
cada padrao, dentro das gamas de linearidade de cada composto. O valor mais baixo de precisao, que
corresponde ao maior CV, para o AG foi na concentracao de 47,61 ug/mL, e o mais elevado corresponde
a concentracao de 11,90 pg/mL. Este nao € o perfil esperado uma vez que a precisao deveria aumentar
com a concentracao, tal como se verificou para a QUER3G e para a RUT: a menor precisao obteve-se
para a menor concentracao (2,98 ug/mL e 0,37 pug/mL, respetivamente para a QUER3G e RUT), e a
maior precisao obteve-se para a maior concentracao (47,61 ug/mL para ambos os compostos). No
entanto, estes dois compostos, sobretudo a QUER3G, apresentam uma menor precisao do que o AG. Os
valores do CV foram todos menores do que 15%, o que esta de acordo com a literatura disponivel
(RELACRE, 2000; Ribani et al,, 2004).

Todos os compostos apresentam Otima exatidao, variando entre 92,8 e 113,2%, e valores

encontram-se entre 50 e 120%, o que esta de acordo com o descrito na literatura (Ribani et al, 2004).
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4.3. Resultados das amostras de EM e EA de E. paralias e E. hirsuta
As partes aéreas do material botanico em estudo de E. paralias e E. hirsuta foram quimicamente
caraterizadas quanto ao seu conteido em alguns compostos fendlicos biologicamente ativos,
nomeadamente os &cidos fendlicos (ACF, ACL, AG) e flavondides analisados por este método analitico
(HESP, QUER3G e RUT). Nas figuras 19, 20, 21 e 22 estao representados exemplos de cromatogramas

das amostras de EM e EA de E. paralias e do EM e EA de E. hirsuta, respetivamente.

3
55000
40000 |

i "

2
20000
1 JPN A
0 ——
T T T T T T T T T T T
00 50 0.0 150 200 30 0.0 30 @00 4.0 50.0 550

Tempo de retengbo
Figura 19: Perfil cromatografico obtido a 320 nm para o EM de E. paralias (1 mg extrato/mL) e identificacao

dos compostos fendlicos 1(AG), 2 (ACL), 3 (RUT) e 4 (QUER3G).
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Figura 20: Perfil cromatografico obtido a 320 nm para o EA de E. paralias (1 mg extrato/mL) e identificacao

dos compostos fendlicos 1(AG), 2 (ACL), 3 (ACF), 4 (QUER3G) e 5 (RUT).
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Figura 21: Perfil cromatografico obtido a 280 nm para o EM de E. hirsuta (1 mg extrato/mL) e identificacao
dos compostos fendlicos 1(AG), 2 (ACL), 3 (QUER3G), 4 (RUT) e 5 (HESP).

N
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Figura 22: Perfil cromatogrdfico obtido a 320 nm para o EA de E. hirsutana (0,5 mg extrato/mL) e
identificacdo dos compostos fendlicos 1(AG), 2 (ACL), 3 (QUER3G), 4 (RUT) e 5 (HESP).

A analise dos cromatogramas obtidos permitiu a detecao e/ou a quantificacdo dos compostos de
interesse. Para os compostos AG, QUER3G e RUT foram usadas as retas de calibracao ja apresentadas
anteriormente (Figuras 16, 17 e 18). Para os compostos cuja validacao foi efetuada por outros membros
da equipa de investigacao, apresentam-se apenas as retas de calibracao e respetivos LOQ, usadas na
guantificacao desses compostos: ACF (y = 144384x — 58049; y = 135021x — 8261; LOQ: 0,17 pug/mL);
ACL (y = 72538x — 62646; y = 63364x - 7894; LOQ: 0,38 pg/mL); HESP (y = 710x — 239; LOQ: 2,98
ug/mL); NARG (y = 17503x — 6235; y = 15938x + 2088; LOQ: 2,29 ug/mL). Na tabela X estao
representados os compostos fendlicos presentes nas amostras em estudo, e a quantificacao de cada
composto é apresentada em pg/g de peso seco de extrato. Convém salientar que estes dados resultam

apenas de uma dnica analise destes extratos, pelo que sao considerados resultados preliminares.
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Tabela X: Carateriza¢do de compostos fendlicos nos extratos de E. paralias e E. hirsuta por HPLC-DAD.

E.paralias E.hirsuta
Composto EM EA EM EA
(1g/9) (g/9) (g/9) (g/9)
AG D- 27440 D- 5180
ACL D- 740 D- 880
ACF ND 460 ND ND
RUT D- D- D- D-
QUER3G D* 19980 D* D*
NARG ND ND ND ND
HESP ND ND D- D-

D*: detetado mas nao quantificado - concentracdes acima da concentracao mais elevada da gama de linearidade obtida para o composto
D~ detetado mas nao quantificado - concentracdes abaixo da gama de linearidade obtida e do LOQ para o composto.

ND: ndo detetado

Assim, através do método validado, nao se conseguiu quantificar nenhum composto nos EM de
ambas as plantas, mas foi possivel identificar AG, ACL, RUTe QUER3G, e também HESP apenas nos
extratos de E. hirsuta. A maioria dos compostos identificados nao se encontravam dentro dos valores
utilizados na calibracao do método, pois estavam abaixo da gama de linearidade obtida e do LOQ, sendo
necessario injetar novamente usando menores diluicdes. Em ambos os extratos das duas espécies, nao
foi possivel detetar NARG. A HESP apenas foi detetada nos extratos de E. hirsuta. No EA de E. paralias,
quantificaram-se os compostos AG (27440 ug/q), ACL (740 pg/g), ACF (460 pg/g) e QUER3G (19980
ug/g). Quanto ao composto RUT nao foi possivel a sua quantificacao pois os seus valores de
concentracao estavam abaixo da gama de linearidade obtida e do LOQ, sendo aconselhdvel injectar
estas amostras em menores diluicoes. O mesmo se passou para a HESP no EM de E.hirsuta, onde
também ndo se detetou ACF. No entanto, no EA de E.hirsuta foram quantificados os acidos: AG (5180
ug/g) e ACL (8800 pg/g). Esta caraterizacao quimica preliminar através da andlise de HPLC-DAD revelou
apresenca de dois acidos fendlicos (AG e ACL) e dois flavondides (RUT e QUER3G) em todas as amostras
analisadas. O presente estudo vem confirmar os resultados do screening fitoquimico efetuado por
Ribeiro (2021) ao EM e EA liofilizado de E. paralias e E. hirsuta, os quais revelaram a presenca de
compostos fendlicos, nas duas espécies do género Euphorbia analisadas, além da presenca de
polifendis, flavondides e taninos. A comparacao com a literatura € dificil, pois os estudos anteriores
concentraram-se em diferentes classes de compostos fendlicos nas espécies E. paralias e E. hirsuta. O
estudo de Zhang et al. (2017) refere a existéncia dos compostos QUER3G e RUT em E. lathyris, sendo
que, nesse estudo sao quantificados os compostos, AG e ACL. Os valores para E. paralias sao idénticos
aos quantificados para o AG no estudo de Zhang et al. (2017). J& no EA de E. hirsuta o seu contetido é
menor, e quanto ao ACL, o conteddo em E. paralias e E. hirsutafoi inferior ao quantificado em E. lathyris

(Zhang et al, 2017). Tal como refere Yao et al. (2004), o tipo de solvente, o tempo de extracdo e o método
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de extracao sao considerados importantes no desenvolvimento do protocolo de extracao antes da
andlise da composicao. No que se refere aos resultados obtidos, as amostras de EM e EA apresentam
um perfil de compostos fendlicos muito idéntico, a excecao do composto ACF que estava presente no EA
enaono EMde E. paralias. Os dois solventes, metanol e 4gua, foram eficientes na extragcao de compostos
fendlicos, parecendo até que os EA funcionaram melhor, e portanto, a utilizagao de dgua como solvente
seriamais vantajosa, do ponto de vista da Quimica Verde. Estainformacao é contraria a apresentada por
Kebal et al. (2022), que refere que a dgua nao é tao eficiente na extracao de polifendis em comparacao
com o MeOH e outros solventes organicos.

Ozbilgin et al. (2018), referiram na sua investigacao, que as espécies de Euphorbia sdo ricas em
flavondides e varios tipos de glicdsidos de quercetina, os quais, foram isolados das partes aéreas de E.
characia. Estes resultados preliminares em espécies E. paralias e E. hirsuta, parecem comprovar esse
fato. No entanto, torna-se necessario a realizacao de mais estudos sobre estas espécies da flora

portuguesa.
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5. Conclusao

O presente trabalho descreve um método de HPLC-DAD adequado, simples, reprodutivel e preciso
paraanadlise simultaneade AG, QUER3G e RUT de E. paralias e E. hirsuta. A metodologia foi validada com
sucesso quanto a linearidade, sensibilidade, LOD, LOQ precisao e exatidao, para os dois dos compostos
em andlise, AG e RUT. No entanto, a mesma necessita de ser otimizada para a QUER3G pois os
resultados da calibracao nao foram os desejados. Em futuros estudos, seria importante determinar,
também, a precisao e a exatidao em amostras.

0 método analitico desenvolvido para determinacao e quantificacao de compostos fendlicos por
HPLC foi validado para a sua aplicacao em EM e EA de E. paralias e E. hirsuta, e permitiu uma
caracterizacao quimica preliminar dos compostos fendlicos presentes nos extratos das plantas
analisados. Foi realizada a identificacao de cinco compostos fendlicos no EA de E. paralias, quatro no EM
de E. paralias, cinco nos EM e EA de E. hirsurta, incluido trés dcidos fendlicos (AG, ACF e ACL), uma
flavanona (HESP) e dois flavondis (RUT e QUER3G). Além dos compostos identificados, verificou-se
também a existéncia de muitos outros para os quais nao foi possivel a sua identificacao. O presente
método permitiu, ainda, verificar que as duas espécies do género Euphorbia, apresentam um elevado
teor de flavondides, nomeadamente quanto a quercetina, tanto no EM como no EA destas plantas. No
entanto, a composicao fitoquimica quantitativa de E. paralias e E. hirsuta nao foi investigada em
pormenor, e, portanto, investigacées futuras serao necessdrias para confirmar estes resultados,
ajustando as concentracoes dos extratos as gamas de calibracao.

Estes resultados sao pioneiros na identificacao de compostos fendlicos em E. paralias e E. hirsuta e
revelaram-se interessantes para se poder relacionar atividades bioldgicas associadas a estas espécies
com a sua composicao quimica, em particular de compostos fendlicos. Assim, os compostos presentes
nas duas espécies devem continuar a ser analisados, pois apresentam uma alternativa potencial para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos a base de Euphorbia. De acordo com pesquisas
realizadas, para além da identificacao de escopoletina em E. hirsuta, nao existem estudos que analisem
compostos fendlicos presentes em extratos aquosos e metandlicos nesta espécie. Nao menos
importante sera estender a pesquisa de compostos bioativos em espécies menos exploradas de
Euphorbia, assim como a pesquisa de outros compostos que nao os acidos fendlicos, flavondides e
terpenos (um grupo ja bastante estudado na literatura). Além disso, o método desenvolvido pode servir

de modelo para a pesquisa de compostos fendlicos noutras amostras.
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