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RESUMO

SANTOS, Livia Abreu. Abordagem multidisciplinar do latex medicinal de Euphorbia
umbellata (Euphorbiaceae) para sua aplicacdo como matéria-prima farmacéutica
2020. 135f. Dissertacdo Mestrado Profissional em Gestdo, Pesquisa e
Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, 2020.

O latex medicinal da Euphorbiaceae Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns
(Janauba) € usado popularmente para tratar diversas enfermidades. Foram coletadas
oito amostras de latex em dois locais distintos (Barretos (BA) e Nova Friburgo (NF)).
Apos liofilizacdo direta e extragdo com EtOH 80%, seus perfis quimicos foram
empiricamente otimizados em CCD, CLAE-DAD (gradiente CH3CN-H20) e CG. A
separacao entre grupos de triterpenos (T) e diterpenos (D) foi ensaiada com o latex
liofilizado por (i) extracdo em fase sélida (EFS) em mini-colunas (RP-18, CH3CN) e (ii)
particdo por solubilidade em misturas de CH3CN-H20. Os conteudos de T e D foram
obtidos por CG-DIC, considerando-se 0s sinais previamente caracterizados por CG-
EM nas fracdes separadas. O conteudo proteico do latex foi investigado pelo método
de Bradford, atividade enzimatica e eletroforese. A atividade proteolitica foi avaliada
sobre os substratos gelatina, caseina, hemoglobina e BSA, e a inibicdo enzimatica
utilizou os inibidores especificos das principais classes de proteinas BZA, E-64, EDTA
e pepstatina. Para o latex liofilizado (BA e NF) foram determinados umidade, ponto de
fusdo, TGA, DSC. Foram avaliados a granulometria, densidade aparente (Da) e
compactada (Dc), fluxo por orificio e &ngulo de repouso, razdo de Hausner (RH), indice
de Carr (IC), area superficial (BET), MEV e DRX. A separacéao eficiente (T x D) em
TLC foi estabelecida com 5% de Et20 ou Me2CO em CHCIs (silica gel) e CH3CN na
fase reversa. Apesar do viés da baixa pureza dos sinais, a técnica de CG revelou-se
como a mais adequada para detectar os constituintes triterpenoides e isoprenoides,
enquanto CLAE foi adequada para os diterpenos. Todas as amostras de latex
apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, com variacbes ocasionais na
abundancia de constituintes especificos. EFS foi o processo mais eficiente e seletivo
para separar grupos de T e D, além de permitir o aumento de carga em 5x ha mesma
coluna. O latex fresco mostrou possuir 3,45 mg/mL (BA) e 4,59 mg/mL (NF) de
proteinas totais, cujas massas foram indicadas por eletroforese como 149, 94, 75, 48,
36, 30, 25, 16, 15, 14 e 12 kDa. Serino- e cisteinoproteases foram as principais classes
de proteinas nos latices de ambas origens. Os latices apresentaram umidade média
de 3% (BA) e 4% (NF) e faixas de fusdo de 95-105 °C e 190-210 °C, respectivamente,
com amostras semicristalinas e morfologia heterogénea. DSC mostrou um pico
endotérmico de entalpia em 15,33 J/g na faixa de 49,96-57,30 °C (BA) e 13,09 J/g na
faixa de 47,06-54,09 °C (NF). TGA indicou perda de massa (3-4%) até 100 °C, com
efeito mais pronunciado a partir de 250 °C até proximo de 500 °C para BA e NF. As
propriedades de fluxo e processabilidade foram diferentes: Da 0,50 g/mL, Dc 0,57
g/mL, RH 1,14, IC 12,28%, angulo de repouso 15,6°, fluxo por orificio 45 s/100g (BA)
e (Da 0,29 g/mL, Dc 0,38 g/mL, RH 1,31, IC 23,68%, angulo de repouso 18,2° fluxo
por orificio 0,10 s/g (NF). Os resultados obtidos ampliaram o conhecimento sobre o
latex de E. umbellata e estabeleceram uma base informacional para subsequentes
avancos quimicos e farmacotécnicos com essa matéria-prima.

Palavras-chave: 1. Euphorbia umbellata 2. Euphorbiaceae 3. Terpenoides 4. Esteres
de forbol 5. Latex.



ABSTRACT

The medicinal latex of Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae)
(janauba) is popularly used to treat various diseases. Eight latex samples were
collected in two different locations (Barretos (BA) and Nova Friburgo (NF)). After direct
lyophilization or extraction with 80% EtOH, their chemical profiles in TLC, HPLC-PDA
and GC were empirically optimized. Separation between groups of triterpenes (T) and
diterpenes (D) was assayed on the lyophilized latex by (i) solid phase extraction (SPE)
in mini-columns (RP-18, CH3CN), and (ii) partitioning in CH3CN-H20 mixtures. T and
D contents were obtained by CG-FID, considering the signals previously identified by
GC-MS. The protein content of latex was investigated by the Bradford method,
enzymatic activity and electrophoresis. The proteolytic activity was assessed on the
substrates: gelatin, casein, hemoglobin and BSA, and enzymatic inhibition employed
the specific inhibitors from the main classes of proteins: BZA, E-64, EDTA and
pepstatin. For lyophilized latex (BA and NF), the moisture, melting point, TGA, DSC
were determined. Granulometry, bulk (Douk) and tapped (Dtapped) densities, flow
through orifice and angle of repose, Hausner ratio (RH), Carr index (IC), surface area
(BET), SEM and XRPD were evaluated. The efficient separation (T x D) in TLC was
established with 5% Et20 or Me2CO in CHCIs (silica gel) and CHsCN in reverse phase.
Despite the bias from the low purity of the signals, the CG technique proved to be the
most adequate to detect the triterpenoid and isoprenoid constituents, while HPLC was
suitable for the diterpenes. All latex presented similar chromatographic profiles, with
occasional variations in the abundance of specific constituents. SPE was the most
efficient and selective process for separating T and D groups, in addition to allowing a
5x load increase in the same column. Fresh latex was found to have 3.45 mg/mL (BA)
and 4.59 mg/mL (NF) of total proteins, whose masses were indicated by
electrophoresis as 149, 94, 75, 48, 36, 30, 25, 16, 15, 14 and 12 kDa. Serine- and
cysteine-proteases were the main protein classes in the lattices of both origins. The
latex showed an average humidity of 3% (BA) and 4% (NF) and melting ranges of 95-
105 °C and 190-210 °C, respectively, with semi-crystalline samples and
heterogeneous morphology. DSC showed an enthalpy endothermic peak of 15.33 J/g
in the range of 49.96-57.30 °C (BA) and 13.09 J/g in the range of 47.06-54.09 °C (NC).
TGA indicated loss of mass (3-4%) up to 100 °C, with a more pronounced effect from
250 ° C to close to 500 °C to both BA and NF. The flow and processability properties
were different: Dpuk 0.50 g/mL, Dtapped 0.57 g/mL, RH 1.14, CI 12.28%, angle of
repouse 15.6°, flow through orifice 45 s/100g (BA) e Dbuik 0.29 g/mL, Dtapped 0.38 g/mL,
RH 1.31, Cl 23.68%; angle of repouse 18.2°, flow through orifice 0.10 s/g (NF). The
results obtained expanded the knowledge about E. umbellata latex and established an
informational basis for subsequent chemical and pharmacotechnical advances with
this raw material.

Keywords: 1. Euphorbia umbellata 2. Euphorbiaceae 3. Terpenoids. 4. Phorbol ester.
5. Latex.
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1. INTRODUCAO

O presente estudo foi desenvolvido no ambito da etapa quimico-farmacéutica
do desenvolvimento de fitoterdpicos. Enquadra-se na linha de pesquisa institucional
“Pesquisa e Desenvolvimento de fitoterapicos”, definida na secdo 26.1 da area
Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos” (FIOCRUZ, 2018), que trata de
estudos multidisciplinares voltado para a resolu¢do de problemas em saude publica.
O tema de pesquisa aborda o estudo do latex da espécie Euphorbia umbellata (Pax)
Bruyns (Euphorbiceae) e prop8e investigar sobre varios aspectos fisico-quimicos
deste material, ampliando o conhecimento quimico e avaliando aspectos que tém
impacto em seu potencial como gerador de produtos farmacéuticos.

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia para Biodiversidade
em Saude (Tec4Bio), o qual desenvolve pesquisas na area de Produtos Naturais (Dr.
Antonio C. Siani, orientador), e no Laboratério de Micro e Nanotecnologia (Dr.
Helvécio Antunes Rocha, orientador); ambos do Instituto de Tecnologia em Farmacos
(Farmanguinhos), da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Ainda, no ambito do
desenvolvimento de um produto, o projeto mais amplo tem colaboracdo com o
Laboratério de Virologia Molecular da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)
(Dr. Amilcar Tanuri), onde se realizam o0s testes sobre a capacidade do latex em
reativar in vitro células humanas infectadas com HIV, e também em atuar como agente
imunomodulador. Dentro do escopo da prospeccao sobre a composicéo do latex, o
projeto ainda contou com a interveniéncia do Laboratério de Bioquimica de
Farmanguinhos, Fiocruz (Dra. Raquel E. da Silva Lopez) na investigacdo do conteudo
proteico do latex.

O estudo proposto abarca uma primeira abordagem do latex, dentro da ideia
central de fornecer subsidios sobre as principais caracteristicas do material,
relacionadas a: (i) composi¢cdo e conteudo em substancias terpenoidicas que
representam os principais metabolitos secundarios presentes no latex; (ii) a presenga
de classes especificas de proteinas; e (iii) a caracterizacao preliminar dos parametros
fisico-quimicos dos pés gerados no processo de secagem do latex. Em conjunto,
espera-se que os resultados desse estudo, projetado de maneira horizontal e
multidisciplinar, descortine os desafios para desenvolver o potencial farmacéutico do

latex de E. umbellata.



Definido esse escopo, a primeira atividade foi estabelecer o estado da arte para
a espécie em foco e organizar as informacdes de suporte as atividades programadas;
isso também com o propdésito de servir de apoio aos trabalhos subsequentes do grupo
de pesquisa. Nessa compilagdo, foram organizados os estudos com a espécie E.
umbellata, relacionados a (i) condi¢cdes experimentais dos métodos de analises
disponiveis sobre o conteudo terpénico do latex e outras partes da planta, (ii) o
conjunto de atividades farmacoldgicas descritas até o presente momento para a
espécie e (iii) dados sobre o comportamento fisico-quimico do latex como um possivel
insumo farmacéutico; complementados com (iv) informacBes sobre o conteudo
proteico do latex.

As atividades técnicas que se seguiram desenrolaram-se dentro de distintos
focos de interesse, e tiveram um forte componente exploratério, dados os escassos
estudos disponiveis sobre esse material. O primeiro bloco de experimentos objetivou
estabelecer condigcbes cromatograficas, por diferentes técnicas, que contribuissem
para o monitoramento de futuros processos de separacdo e de biomonitoramento.
Uma vez testadas e consideradas adequadas e suficientes aos objetivos de andlise,
o latex foi avaliado quanto ao teor relativo de classes de terpenos presentes, em
especial quanto aos diterpenos, aos quais se atribuem as propriedades antivirais.
Estes procedimentos permitiram obter um perfil de terpenoides e comparar
preliminarmente os latices de duas origens geogréfica distintas.

O segundo bloco de atividades foi direcionado a composicao proteica do latex,
qgue incluiu a determinacdo e caracterizacdo bioguimica dos principais tipos de
proteina presentes na composi¢cao, comparando-as com resultados da literatura.

O terceiro bloco experimental explorou os primeiros experimentos relacionados
ao potencial do latex para constituir formulacdes farmacéuticas, quando se utilizaram
técnicas fisico-quimicas e termoquimicas basicas para caracterizar o latex liofilizado.

Complementarmente, o latex integro e algumas de suas fragfes foram enviados
para os testes de eficacia in vitro, direcionados para interromper a laténcia do HIV em
células infectadas. Alguns exemplos de latices de outras espécies da familia
Euphorbiaceae tém sido descritos como possuindo em sua composi¢cédo substancias
capazes de promover essa reativacao. Do ponto de vista farmacologico e clinico, essa
atividade apresentada por algumas moléculas especificas, pode abrir portas para uma
terapia de eliminacdo do virus do organismo, mesmo em seus portadores

assintomaticos.



O desenvolvimento desse projeto teve, portanto, um carater essencialmente
pragmatico. No contexto académico-profissional, o problema a ser resolvido, conforme
apontado pelas buscas realizadas em periodo pré-projeto, esteve representado pela
escassez de dados sobre o tema proposto. J& os fundamentos técnicos desenvolvidos
na abordagem do latex de E. umbellata deverdo, em seu conjunto, subsidiar a
evolucao dos principais eixos de desenvolvimento do projeto mais amplo, traduzido

nas diversas frentes planejadas em busca do fitoterapico idealizado.



2. REVISAO DE LITERATURA

O Brasil é lider mundial em diversidade vegetal com entre 350-550 mil espécies
estimadas, das quais cerca de 55 mil estdo catalogadas. Dentre estas, estima-se que
10 mil apresentam alguma utilidade, atrelada as suas propriedades como aromatica
ou medicinal (BORGES et al., 2003). As plantas medicinais constituem uma
importante e variada fonte de substancias bioativas ainda com potencial industrial
pouco explorado.

Como recurso terapéutico, as plantas medicinais vém ganhando aceitacdo pela
populacdo e também lentamente se fortalecendo nas comunidades médicas, desde
que a comprovacao da eficacia e a seguranca de uso tenham sido cientificamente
investigadas (YUNES et al., 2001). Nesse contexto, a abordagem etnobotanica, ou
seja, 0 estudo dessas plantas a partir de seu emprego medicinal por uma dada
populacao, constitui um fundamento util na elaboracéo de estudos farmacolégicos e
fitoquimicos, por ja estarem consagradas pelo uso continuo (AMOROZO, 1996).

O desenvolvimento de produtos farmacéuticos a partir de plantas é pautado pelo
suporte metodoldgico que se baseia na triade Eficacia, Seguranca e Estabilidade
Farmacéutica. Cada abordagem deste fundamento congrega conjuntos de testes que
devem ser realizados no sentido de comprovar e assegurar amplitudes de validade
para cada parametro; assegurados por métodos igualmente validados para aplicacdo
tanto durante o processo de desenvolvimento quanto ao produto final que se planejou
elaborar (SONAGLIO et al., 2007). No processo de transformar insumos naturais em
produtos farmacéuticos, a legislacdo atual na area (RE 26 08/05/2014 da ANVISA)
reconhece a existéncia do conhecimento popular no uso medicinal das plantas;
argumento usualmente associado ao carater multicultural do pais (HASENCLEVER et
al., 2017). Nesse caso, evidéncias crescentes de uso prolongado de uma planta pela
populacdo podem abreviar os tramites envolvidos no registro de um fitoterapico dela
derivado, nos orgaos reguladores (ANVISA, 2014), uma vez preservados o alvo
terapéutico tradicional e, em termos, a forma de administracdo (maneira do preparo,
posologia etc). Neste contexto, o presente estudo aborda o latex da espécie Euphorbia
umbellata (Pax) Bruyns (sin. Synadenium grantti Hook f.), pertencente a familia
Euphorbiaceae. Para efeitos regulatérios, o latex poderia ser considerado um derivado

vegetal, uma vez que consiste num extrativo da planta in natura (ANVISA, 2014).



O foco do estudo € a etapa de caracterizacdo quimica do latex, incluindo ensaios
para estabelecer condi¢cdes, em escala laboratorial, para separar grupos distintos de
constituintes. Isto sera complementado com a obtencdo de medidas de caracterizacédo
fisico-quimica do latex, visando estabelecer o grau de versatilidade dessa matéria-

prima para futuras aplicacdes tecnologicas.

2.1 A FAMILIA EUPHORBIACEAE E ESPECIES PRODUTORAS DE LATEX

A familia Euphorbiaceae Juss. apresenta distribuicdo cosmopolita, alcan¢cando
maior diversidade nos trépicos, constituindo arvores, arbustos e ervas, com folhas
alternadas, em geral com estipulas, latescentes ou ndo (JOLY, 1977). A familia possui
cerca de quase 300 géneros que incluem entre 6.550 e 7.500 espécies (MABBERELY,
1997; THE PLANT LIST, 2013). A maioria dos representantes da familia constitui
ervas, arbustos ou arvores; podendo ainda ser suculentas ou cactiformes (BURGER,
HUFT, 1995).

As espécies de Euphorbiaceae tém grande destaque na atividade econdmica,
através da agricultura e alimentacdo humana bem como na medicina popular
(BAGAVATHI et al.,, 1988). Exemplos disso constituem a mandioca (Manihot
esculenta), a mamona (6leo de ricino) (Ricinus communis), o pinhdo manso (Jatropha
curcas), o quebra-pedra (Phyllanthus niruri) e a borracha do Paré (seringueira) (Hevea
brasiliensis). Muitas sdo cultivadas como plantas ornamentais, como a poinsétia
(Euphorbia pulcherrima) e sebo chinés (Triadica sebifera) (HOFFMANN,
MCPHERSON, 2007). Euphorbiaceae € a Uunica familia botanica a apresentar
espécies com a combinacado de glandulas secretoras e producao de latex (SECCO,
2005).

No Brasil cerca de 1100 espécies dessa familia sdo nativas ou aclimatadas
(SILVA, 2002). Apesar dessa ampla distribuicdo, muitas ainda carecem de estudos
quanto a fenologia, composi¢do quimica e efeitos bioldgicos. Afora as espécies mais
relevantes como a borracha (indastria de veiculos), mandioca (alimentagéo) e pinh&o-
manso (potencial biocombustivel), 0 acimulo de conhecimento sobre essa familia
vegetal tem sido gerado por estudos etnoboténicos ou taxonémicos.

Morfologicamente, muitas espécies de Euphorbiaceae ainda nao estdo
devidamente classificadas. Por outro lado, elas constituem um potencial valioso para
a busca de produtos bioativos (SECCO, 2005), desde que os estudos quimicos com

diversas partes de espécies variadas dessa familia revelaram conter flavonoides,
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saponinas, terpenos (diterpenoides e triterpenoides), alcaloides, glicosideos
cianogénicos, taninos, lecitinas e glicoproteinas (SOUZA et al., 2005; RAJESH et al.,
2006, ROGERIO, 2007, VANDRESEN, 2007).

O género Euphorbia L. € um dos mais importantes na familia, com
aproximadamente 2000-2500 espécies (MABBERELY, 1997; VALADARES et al.,
2007), dispersando-se a partir dos tropicos, em especial os continentes africano e
americano (ORTENCIO, 2012). O género Euphorbia deve o seu nome ao rei Juba Il
da Mauriténia (ano 25 a.C.), que utilizou um remédio produzido a partir do latex de
uma planta suculenta e, dado o seu poder curativo, nomeou-o0 sugestivamente de
euphorbium, em homenagem ao seu médico romano, Euphorbius, que era igualmente
corpulento (Euphorbio = bem nutrido em grego antigo) (NOTHIAS-SCAGLIA et al.,
2015a). O euphorbium era retirado do latex da planta que mais tarde foi classificada
como Euphorbia resinifera. Seu principio ativo, a resiniferatoxina, possui alta
capacidade de aliviar dores neuropaticas provocadas por diabetes, e sua estrutura
quimica, elucidada em 1975, revelou ser andloga a capsaicina. O estudo do
mecanismo de ac¢do da resiniferatoxina foi responsavel por um enorme avanc¢o sobre
o conhecimento do papel dos receptores vaniloides na nocicepcdo (APPENDINO,
SZALLASI, 1997).

Por sua vez, o género Synadenium Boiss congrega entre 13 e 19 espécies
(MABBERELY, 1997). A espécie Synadenium grantii € descrita como nativa da
Tanzania, de onde espalhou-se para os paises fronteiricos do Leste da Africa e india;
sendo mais tarde introduzida na Europa e Américas, incluindo o territério brasileiro
(BRUNETON, 1999; NEUWINGER, 1996). E uma importante planta na etnomedicina
de paises africanos (WEBSTER, 1994).

Na metade da primeira década dos 2000s, estudos genéticos liderados por
Bruyns (2006), com base em algumas espécies-chave africanas, levaram ao
reposicionamento, ainda dentro da mesma familia, do género Synadenium. Assim,
este foi incorporado ao género Euphorbia. Synadenium grantii Hook f. foi uma dessas
espécies, entdo rebatizada como Euphorbia pseudograntii Bruyns e, em seguida,
como Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (vigente). Todavia, até bem recentemente, a
maioria dos estudos com essa espécie, fora da area da Botanica, ocorreram ainda
com a nhomenclatura de Synadenium. Por exemplo, na medicina popular, o latex dessa
espécie tem chamado a atencdo devido ao seu uso popular para tratar alergias,

distarbios gastricos e, principalmente, diversos tipos de cancer, além de agir sobre a
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infeccdo por HIV. (OLIVEIRA et al., 2005; ORTENCIO, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).
Entdo, qualquer levantamento bibliografico sobre essa espécie deve levar em conta
suas variagdes 0s seus sindbnimos botanicos, pois a maioria das publicagbes ainda
menciona sinonimias antigas.

No presente estudo, para simplificar a notacdo da espécie no texto, adotou-se o
binbmio mais recente Euphorbia umbellata, ainda que a referéncia de apoio mencione
qualquer outro de seus sinbnimos (exceto quando as informacdes levantadas séo

apresentadas em forma de tabela).

2.2 A ESPECIE EUPHORBIA UMBELLATA (EUPHORBIACEA)

Euphorbia umbellata € um arbusto de grande porte nativo da regido Leste da
Africa (BRUNETON, 1999). Tem a casca acinzentada e chega a atingir 10 m de altura,
com muitas ramificacdes a partir da base. O diametro do caule principal varia entre
12-15 cm. Os ramos jovens, com 1-2 cm de diametro, sdo tenros, as vezes carnudos
e verde amadeirado quando velhos. A planta é de rapido crescimento, formando
arbustos volumosos (NEUWINGER, 1996). Por este motivo foi muito usada na india
como ornamental e para compor sebes (Figura 2, pag. 11).

A exemplo de muitas espécies congéneres, essa planta produz abundante latex
que exsuda dos caules e folhas, quando estimulados, principalmente por algum dano
fisico. Por este motivo seu nome na Africa corresponde ao termo bushmilk em inglés.
Aclimatada na maioria do territorio brasileiro, a planta é chamada de leiteira ou
janalba, entre uma dazia de outros nomes (ORTENCIO, 2012).

Esses latices sdo toxicos de alguma maneira, principalmente ao contato com a
pele, quando produzem variados graus de irritacdo (UZABAKILIHO et al., 1987). No
caso da E. umbellata, os efeitos toxicos desse latex foram descritos na etnoboténica
de Uganda, onde os nativos africanos o utilizavam como ingrediente dos venenos com
as quais embebiam suas flechas (ANGENOT, 1978). As intensas reac0es locais em
humanos e animais de criacdo, provocadas pelo latex de Euphorbia umbellata,
levaram-na a ser classificada como toxica, logo apds sua introducédo na Europa e
América do Norte. Houve relatos de acidentes causadores de eritema da face que
eventualmente progredia para a formacédo de bolhas, edema da boca e dos labios,
podendo ocorrer disfagia em 24-48 horas. O tratamento indicado consistia em limpar

as areas afetadas e, se necessario, administrar analgésicos (SPOERKE et al., 1985).



As substancias responsaveis por esses efeitos sdo ésteres de diterpenos
hidroxilados, com configuracbes moleculares particulares. Um dos primeiros
representantes dessa classe de substancias € o tigliano penta-hidroxilado, isolado em
1934 pela hidrolise do ‘6leo de créoton’ (Croton tiglium), quando recebeu a
denominacgéo de ‘forbol’ (FLASCHENTRAGER, FALKENHAUSEN, 1934). Estudos
subsequentes com outras espécies da familia Euphorbiaceae levaram ao isolamento
de uma ampla variedade de ésteres do forbol.

Os ésteres forbdlicos sé@o constituintes caracteristicos de E. umbellata, contudo
sdo os triterpenos tetraciclicos e pentaciclicos e esteroides que perfazem a maior
parte das substancias no latex dessa espécie; o qual inclui, em menores teores, poli-
isoprenoides, acidos graxos, ceras e lectinas (PREMARATNA et al., 1981;
UZABAKILIHO et al., 1987).

Com o avanco dos estudos, a presenca de determinadas classes de diterpenos
nos latices em muitas espécies de Euphorbia levou a um progressivo abandono do
uso medicinal pela populacdo. Contudo, nem todos os membros da familia
Euphorbiaceae sdo necessariamente venenosos. Por exemplo, Euphorbia hirta L.,
que é um remédio popular na india, chegou a ser incluida na British Herbal
Pharmacopoeia (EVANS, 1986) para o tratamento de bronquite, espasmo laringeo,
catarros nas vias respiratorias superiores e amebiase intestinal. Ainda, a essa droga
vegetal sdo atribuidas propriedades antiasmatica espasmolitica e expectorante.
Quando investigada para a presenca de diterpenos tumorigénicos, o resultado foi
negativo (KINGHORN, EVANS, 1975).

A capacidade do latex em irritar a pele e outros 6rgdos sensiveis deu origem aos
primeiros estudos sobre a sua composicdo (ROOK, 1965; FURSTENBERGER,
HECKER, 1977), o que levou a apontar alguns ésteres diterpénicos especificos como
0s responsaveis por esta acdo (KINGHORN, 1980; HICKEY et al., 1981). Assim, o
impulso mais importante no estudo quimico do latex de espécies de Euphobiaceae —
pertencentes a diversos géneros — originou-se da investigacao sobre a natureza dos
principios irritantes da pele contidos nesse tipo de exsudato (ROOK, 1965). Alcoois
diterpénicos poli-esterificados foram os primeiros a serem reconhecidos como sendo
0S responsaveis por essa propriedade na espécie Euphorbia tirucalli (aveloz, pencil
tree) (FURSTENBERGER, HECKER, 1977). Em 1980, Kinghorn isolou o isobutirato
de 12-O-tigloil-4-desoxiforbol (12-O-tigloil-4-deoxiphorbol-13-isobutirate) (Figura 1)



como a molécula causadora desse efeito no latex de E. umbellata, via monitoramento

por testes de inflamac&o em orelhas de camundongo.

Figura 1: 12-O-tigloil-4-desoxiforbol-13-isobutirato isolado de Euphorbia umbellata (KINGHORN,
1980). Fonte: elaboragéo prépria (2019).

Apesar dos efeitos deletérios do latex quando em contato com pele e olhos,
muitas espécies de Euphorbiaceae sempre tiveram ampla e variada aplicacdo na
medicina tradicional em vérios paises da Africa (WEBSTER, 1986). Este aparente
paradoxo persistiu ainda durante a intensificagdo dos estudos sobre as atividades
bioldgicas dos latices e seus constituintes, em especial quanto a atividade antitumoral.
Observam-se graus variaveis de toxicidade do latex, que sao condicionados a espécie
botanica e sua constituicdo quimica especifica; tanto no esqueleto carbénico basico
dos diterpenos quanto nos substituintes e grupos esterificantes presentes nas
moléculas contidas no latex (UZABAKILIHO et al., 1987).

Alguns resultados descritos na literatura, assim como extrapolacées empiricas,
permitem relacionar o potencial de irritacdo dérmica desses diterpenos com o grau de
esterificacdo apresentado pela molécula (KINGHORN, 1980; HICKEY et al., 1981) e,
possivelmente, com a estrutura do acido esterificante (COSTA et al., 2012). Contudo,
ndo héa relacdo estabelecida entre o potencial de irritacdo dérmica com a capacidade
de promover ou inibir tumores apresentada pelas moléculas (originarias de espécies
diversas) (HECKER et al., 1987).

Assim, os ésteres diterpénicos sao reconhecidos como citotdxicos, em maior ou
menor escala, dependendo da estrutura que apresentam (HASSAN et al., 2012). O
paradigma desta assertiva € o caso do 12-O-tetradecanoil-13-acetilforbol (TPA),
extraido do 6leo de Croton, que hoje € comercialmente consagrado como um indutor
classico de tumores em protocolos pré-clinicos (SUBBARAMAIAH et al., 1998).
Contudo, o TPA também apresenta atividade antitumoral, e nesse contexto, alcancou
0 estégio de ensaios clinicos, nos EUA, para casos de leucemia mieloide e doencas
do sangue relacionadas (STRAIR et al., 2002; SCHAAR et al., 2006). Outro exemplo
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mais recente é o ingenol, isolado de Euphorbia peplus L., que foi aprovado na forma
do éster angelato pela FDA (Food and Drug Administration), pela EMA (European
Medicines Agency) para o tratamento da queratose actica e, recentemente, também
pela ANVISA no Brasil (SARAIVA et al., 2018).

Essa €, portanto, uma caracteristica marcante desses ésteres: tanto podem
induzir tumores, quanto possuir atividade antitumoral. Os critérios para definir esta
fronteira ainda ndo estéo estabelecidos e, obviamente, dependem das especificidades
de cada caso e situacdo. Contudo, a pesquisa com estas moléculas, antes
marginalizada pelos efeitos toxicos e irritantes, tem atualmente ganhado bastante
atencdo (COSTA et al., 2012; CAMPOS et al., 2016; CRUZ et al., 2018; VALADAO et
al., 2018) principalmente ao considerar-se a supressao da capacidade irritante, obtida
por hidrélise e transformacao dos ésteres em alcoois (KINGHORN, 1980; HICKEY et
al., 1981), sem aparentemente influenciar — ou mesmo potencializando — a atividade
antitumoral (HECKER, SCHMIDT, 1974).

O progressivo isolamento dos diterpenos levou a constatacao que muitos deles tém
alto potencial farmacologico, ao produzirem intensos efeitos biolégicos mesmo
guando em baixissimas quantidades; este um fato bastante positivo para a modulacéo
de janelas terapéuticas mais seguras. Este conjunto de informacdes tém direcionado
as buscas de substancias contidas em latices de espécies que vém sedo utilizadas
popularmente, com o objetivo de encontrar diterpenos altamente ativos, que possam
ser utilizados abaixo de doses consideradas toxicas.

A espécie em foco neste estudo, E. umbellata é conhecida por uma série de
nomes regionais, entre eles: janauba, leiteiro, leitosinha, tiborna, maria-mole e cola-nota.
Seu latex, diluido em agua, vem sendo utilizado medicinalmente no Peru e em varias
regides do Brasil, para o tratamento de diversas doencas como alergia, colicas,
diabetes, dores no corpo, disturbios gastricos variados, etc.; além de doencas
neoplasicas e acometidos da sindrome de imunodeficiéncia adquirida pelo virus HIV
(FLORES, 2010; ORTENCIO, 2012). O uso popular do latex de E. umbellata indica, para
eficacia, a administracdo por ingestdo de doses relativamente baixas do latex.
Tradicionalmente, gotejam-se 18 gotas do latex em 1 litro de agua, que é mantida
refrigerada. Toma-se 1 copo da solugdo 3 vezes ao dia (OLIVEIRA et al., 2013).
Atualmente, ha relatos do uso de uma tintura (70-80% de etanol) preparada com latex,

visando obter preparados resistentes a acdo microbiana durante a armazenagem.
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Figura 2: Euphorbia umbellata cultivada municipio de Barretos, SP (A) e Itatiba, SP (B e C).
Foto de Wilson Barros, 2018 (A) e Antonio Siani, 2019 (B e C).

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DA ESPECIE EUPHORBIA UMBELLATA (PAX)
BRUYNS

A diversidade estrutural e o numero isolado de diterpenoides tém sido
associados a uma enorme variedade de a¢des biologicas e farmacoldgicas (SHI et al.,
2008). O Quadro 1 descreve resumidamente as atividades bioldgicas dessa espécie,
considerando a busca com os trés sinGbnimos botanicos existentes. Aléem do latex, ha
estudos utilizando outras partes da planta (COSTA et al., 2012), ou ainda diferentes

extratos associados a diferentes perfis quimicos (NOGUEIRA et al., 2008).
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Quadro 1: Atividades bioldgicas descritas para E. umbellata (Pax) Bruyns, sin. Synadenium umbellatum Pax, sin. Synadenium grantii Kook f.

Parte da
planta

Preparacéo

Atividade medida

Modelo experimental

Resultado Referéncia

Euphorbia umbellata

Latex fresco diretamente
fracionado em coluna flash:

Linhagens celulares HRT-18, HeLa e
Jurkat: redugdo do MTT, Neutral Red,
azul tripano; quantificagéo de

Toxicidade dependente da conc. para todos
0s casos, com fr Hx revelando-se a mais
potente. Clso: 30.50 + 77.42 (HelLa), 26.16 +

Léatex Hx, ACOEt & MeOH: Citotoxicidade =~ DNA, Iaranjaﬁe acrldmg e colqragao 79.94 (HRT-18), 1.87 + 2.22 (Jurkat). Baixa LUZ et al., 2016
. Lo Hoechst. Analises por citometria de L Lo
isolamento bioguiado. fluxo indice de seletividade atividade citotoxica do eufol e acetato de
Biom-onitoramento in vitro. . germanicol isolados da fr Hx.
Inducdo in vivo de lesdo géstrica (ratos Lo . ~
por gtanol e indometacing (50-20(()mg/K)g MF: diminuic&o da area da lesdo causada por
1 o 0 . ' H .
Antiulcerativa controle positivo ranitidina); analise gltgnﬁlei(g‘z'g r?;;r?o/;’r)é 5;;2 Ztéi;?:'tgégi’ 50 de
Maceracdo do material seco histolégica do estbmago. Investigacao de 9 o 918 n & ~
p . ) . " - 88,5% na atividade antiulcerogénica. Promoc¢ao
e moido em EtOH:H20 7:3 (1 possiveis mecanismos de inibi¢&o. P :
. i . - dos niveis de COX. Envolvimento do aumento
Casca dia, 8x); extrato in natura In vitro (DPPH, ABTS, Oz, HOCI, TauCl e de nivel de NO. Provavel atuacio de MF nas MINNOZO et
tlocule \C/;%Tg_t?;a:%jﬁ Ce|m>c'ca)\I(L:18aE ta Antioxidante |e-|r|1:'irpe) é); ?r:J:g;ﬁ:;nrﬁgsca%rtriﬁlscpeorg(tjisgscIa defesas que envolvem glutationa. Alta atividade el 200
> Me O'H (MF) 8 (usando a > dose) antioxidante frente a diversos indutores.
Medidas de inibicdo de Helicobacter I 0 . .
Antimicrobiana pylori pela fragdo MeOH (1024-32 U7fly |gaoode ez CLESEIMED do bacilo e
ug/mL). de 78,6% da urease microbiana.
Soxhlet sequencial: Hx, g Fr Hx, 72 h: Clso 0,061 + 1,226 pg/mL
. CHCI3, ACOEt, MeOH. Fr Hx: o Cels. Jurkat (leucemia linfoide aguda 3 40y " Sub-fr CH2Cla, 72 h: 0,005 + 0,098
Léatex . Citotoxicidade = humana) e HL-60 (leucemia pré ) CRUZ, 2017
sohxlet seq.: EP, CH2Cla, mielocitica aguda). Teste MTT in vitro pg/mL (HL-60); 0,200 + 0,957 pg/mL
EtOH, MeOH. 9 ' " (Jurkat). Resultados tempo-dependentes.
Maceragdo do material seco
Casca gi?%%c_) ggEEtgg:r:';% 7r:2fig MTT, azul tripano e ensaios de Fracdo mais ativa: CHCIs (esteroides e KANUNERet al
’ ' A gre Citotoxicidade  quantificacdo de DNA aplicando triterpenos); Clso (ug/mL): 29,00 + 1,49 (24 v
do caule em coluna a vacuo, eluicdo . 2017
Hx > CHCls > Acoét S linhagem de células Jurkat. h), 10,06 + 1,48 (48 h), 4,83 + 2,25 (72 h).
MeOH.
Adsor¢ao em gel de silica
: . ' _ . . ICs0: 70,336 + 22,113 (EP); 0,200 + 0,957
Latex extragap §equen0|al em Citotoxicidade Antlprollferagaq in vitro de células (CHzCl2): 8,314 + 7,934 (E{OH): 2,581 + JUSTO et al.,
soxhlet: éter de petréleo Jurkat (leucemia). 185,053 (MeOH) 2017
(EP), CH2Clz, EtOH, MeOH. ' '
(continua)
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Quadro 1: Atividades bioldgicas descritas para E. umbellata (Pax) Bruyns, sin. Synadenium umbellatum Pax, sin. Synadenium grantii Kook f.

(continuacao)

Latex tratado com 1%

Eufol testado em linhagens Jyrkat, K-
562 (cels leucémicas suspendidas),

Eufol (Clso 72 h, uM): 84,3331 + 11,7647

H2S04, insoluvel fracionado CRUZ et al
Latex em CC eluida com grad Citotoxicidade B16F10 (cels leucémicas aderentes) e (Jurkat); 49,37 + 2,76 (HL-60); 34,56 + 2,12 2018 "
AcOEt em Hx. Isolamento do HRT-18 (x célula saudavel 3T3 para UM (K-562); 53,63 + 10,16 (B16F10).
euphol (grad 1:9). calculo de 1S).
Extrato hidroetanélico (EE, Antioxidante Supres+sao de radicais livres por DPPHee CIM = '0.125 mg/mL (S. aureus); 1 mg/mL
} i : ABTS-*, (E. coli).
EtOH:H0 7:3) obtido por Inibicdo do crescimento de S. aureus e P
Casca homogeneizagdo exaustiva (4 Medida de CIM: EE x Escherichia coli, aerug inosa em bH 5.5 a0 1060/ de ' LEMES et al.,
do caule x 2 dias) do material seco e Antimicrobiana Staphylococcus aureus, Pseudomonas incorg oracio dopEE ,na membr;na 2018
fragmentado. EE suportado aeruginosa e Candida albicans (difuséo olim%ricg Correspondéncia com liberacsio
em quitosana (50% e 100%). em agar, 1-100x). P P P &
de fendlicos.
Reativacao in vitro do HIV latente em
Latex em 80% EtOH (1:10 v/v), linfécitos CD4 primarios humanos apés EE foi potente na reativacao latente da VALADAO et
Latex filtracado, fracdo sollvel seca e Antirretroviral (i) viabilidade celular, ativacdo de NF- transcricdo do HIV, mesmo em conc. abaixo
" - al., 2018
utilizada (EE). KB, (iii) marcadores de superficie e de 0,01 pg/mL.
producéo de citocinas.
Synadenium grantii
Precipitac&o com acetona das Humanos: grupo O aglutina mais fortemente
lectinas do soro do latex diluido LA o o . queAeBa2 ug/r_nL. Entrocrgos de cobaia, PREMARATNA
. ) ; Hemoaglutinagdo Eritrocitos de animais e humanos (tipos coelho e rato precisam de maiores
. em 4gua (1:20) e centrifugado. ~ N ~ o etal., 1981,
Latex . pela acao da A, B, O). Testes de inibicdo da concentracdes de lectina; enquanto os de
Cromatografia em sepharose- lecti 14 lutinac , ) ~ h ~ luti PREMARATNA
6B, eluida com salina, seguida ectina do latex  aglutinacdo com acguUcares diversos. cées, ovelhas e vacas néo aglutinam. et al. 1984
' ' Galactose, lactose, rafinose e melibiose "
de galactose 0,1M. - .
revertem a acéo da lectina.
D em EIOH (12, agtaco .
decantado. Residuo extraido P _ - P ; LD50 = 51,3 mg/Kg. EE (i.p.): 1-20 mg/Kg com
. camundongos = 51,3 mg/Kg. Medida de . s AR
. mais 2x com EtOH. Total L g ; . . ~ controle. Notavel atividade hipotérmica para UNNIKRISHNAN
Latex L Acéo hipotérmica hiportemia apos inducéo de febre por
evaporado e diluido em EtOH S ; todas as doses testadas, com dose- et al.,1987
o pirogénio em ratos albinos (M/F, .
para atingir 100 mg/mL F ia Britanica: medida d dependéncia.
(estogue, EE). armacopeia Britanica; medida de
' temperatura retal (30-150min).
(continua)
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Quadro 1: Atividades bioldgicas descritas para E. umbellata (Pax) Bruyns, sin. Synadenium umbellatum Pax, sin. Synadenium grantii Kook f

(continuacao)

Diluido em EtOH (1:1), agitado
e centrifugado. Residuo

Solucéo estoque em salina: fina
suspenséo das doses para LD50 em
camundongos = 51,3 mg/Kg (i.p.). EE

LD50 = 51,3 mg/Kg. Nenhuma acéo direta
nos tecidos (0,02-2,56 ug). EE em baixas
doses (0,1-0,4 mg/Kg) induz aumento leve na
pressdo sanguinea e diurese, mas nenhuma

Latex extraido mais 3x com EtOH. Acéo administrado i.p. em cdes anestesiados. altera¢do na adrenalina, acetilcolina, 5HT, UNNIKRISHNAN
Total evaporado e diluido em cardiovascular ~ Monitoria da pressdo na carétida e da  histamina, oclusdo da carétida ou etal., 1988
EtOH para 100 mg/mL para vazao urinaria; ECG registrado. Efeito  estimulagcéo vagal. Altas doses (0.6-1,0
estoque (EE). sobre coracao isolado de rés e varios  mg/Kg) induzem bradicardia e antidiurese,
tecidos animais de diferentes origens. com quedas fatais de pressao e edema
pulmonar.
Eritrcitos de pacientes com 11 tipos de Atividade hemoaglutinante significativa
Raiz Separacao de lectinas (método Aglutinacdo de  cancer em contato com varias conc. de  apenas no caso de cancer de mama. DUGERWALE et
nao mencionado). sangue lectina, 30 min: hemoaglutinacao Provavel envolvimento de receptores de al., 2001
observada a olho nu e microscopio. acucares na superficie celular.
Fibrinolitica: Incubacéo a 37 °C de LGP
(diferentes conc.) com fibrinogénio Reduz o tempo de recalcificagdo de 165 a 30
. . L humano. Coagulante: plasma humano segundos; multiplos locais de a¢&o no
Glicoproteina monomeérica 20 ! AP :
- g e fresco em meio citrato; tempo de fibrinogénio. Sugere-se que LGP possui
. (LGP) purificada por Acéo fibrinolitica, ) . . - ) ~ Lo P RAJESH et al.,
Latex RS , ~ aparecimento de coagulos; tempo de multiplos locais de a¢&o no fibrinogénio e
precipitacdo e cromatografia de coagulagéo e . ; . . . N . 2006
7 recalcificacdo, tempo pro-trombina, diferentes da plasmina, com vistas a terapia
permeacao em gel. g e N . ' o
atividade similar ao fator Xa e a trombina; para fim do sangramento e cicatrizac&o de
atividade de hidrélise do coagulo de feridas.
fibrina.
- = EE: Letalidade para Biomphalaria
Folhas St S (B ) Moluscicida glabrata (guia OMS); controle positivo  CL50 = 40,0 ug/mL (considerada boa). EARIIALOIN G
(EE). : oy al., 2011
niclosamida; 100-5,0 yg/mL.
Latex puro (EB1) e latex EB1 e EB3 protegem 90% e 6% da leséo,
Latex diluido (18 gotas em 1L agua) Ratos com lesao gastrica induzida por respectivamente. Letalidade para A. salina =
(EB3J). indometacina subcuténea e etanol oral CLso: 26,58 ug/mL (EB1, toxicidade alta) e
Extrato hidroalcodlico 70% Protecdo géastrica (x ranitidina e omeprazol) em ratas 778,66 ug (EB2, toxicida- de baixa). COSTA etal.,
Casca maceracio do material se(c);o 7 e Toxicidade Winstar. Toxicidade: in vivo (oral em Parametros bioquimicos nos animais: maior 2012
do caule dias) sgco or liofilizacso ratos) e letalidade para Artemia salina atividade enzimética nos parametros
(EBZ,) P ¢ (amostras 1000-1 pg/mL). hepéticos para EB1. Nenhuma alteragcéo
) macroscopica evidente.
(continua)
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Quadro 1: Atividades bioldgicas descritas para E. umbellata (Pax) Bruyns, sin. Synadenium umbellatum Pax, sin. Synadenium grantii Kook f.

(continuacao)

Material seco e moido e

Inibic&o in vitro de radical DPPH,
superdxido e radical hidroxila,

ICso0 (ug/mL) = DPPH: 424 (70% EtOH), 284
(MeOH), 211 (AcOEt), 531 (Hx), 16 ug
(controle); radical HO: 420 ug (70% EtOH),

Partes extraido sucessivamente (6h) . correlacionados com quantidade de . DASARI et al.,
Aéreas em sohxlet com Hx, AcOEt, EUE polifenéis. Concentracdes de 20-1280 258 1 (MeOH),. I Hg (AC(_)Et)’ 390 g (Hx); 2012
MeOH e EtOH 70% pg/mL de amostras testadas (x acido £ [q (EamimelE)f SHTpereelos A0 {H10%
’ o EtOH), 226 (MeOH), 298 (AcOEt), 742 (Hx),
ascorbico).
59,3 (controle).
MRC-5 (fibroblastos de pulméao)
Material seco e pulverizado Citotoxicidade  incubadas com diferentes conc. de ICs0 26,49 ug/mL, considerada marginal.
macerado com CHCls (5x) extrato; Alamar blue.
(EC) > fracionamento em Antiparasitaria P. Ensaio parasita lactato desidrogenase
CHCI3:MeOH > falciparum P 9 )
. ~ e : : HASSAN et al.,
Folhas  despigmentado com carvao Antinarasitaria:  1ESteS in vitro (x controle): P. falciparuml 2012
ativado > CC gel de silica, Plapsmodium " (lactase desidrogena se). T. brucei ICso (Mg / mL): 8,11 (T. brucei), 23,70 (P.
grad. AcOEt:Hx. Dois el (tripomastigota), células sanguineas, falciparum), 2,21 (T. cruzi).
diterpenos (A, B) isolados por Tr arr)wson;a diferentes conc. de hemoflagelados. T.
CCD preparativa. ypa . cruzi (intracelular amastigotas): redugdo
brucei, T. cruzi :
de parasitas.
(i) Garrafada: 18 gotasem 1 L Atividade antriproliferativa de diferentes  Inibi¢cdo: 98% (G) e 100% (L) (AT, 48h);
de agua. (i) Amostra fresca conc. de latex (L) e garrafada (G) sobre  40% (G) e 64% (L) (MTT). Morte celular
fracionada por coluna flash: Hx células B16F10 (melanoma); MTT, azul dose-dependente para L. Areas afetadas:
Latex > CHCI3 > AcOET > MeOH. Hx Antitumoral tripano (AT) e ciclo celular (citometria de necrose e grande ndimero de células OLIVEIRA et al.,
fracionada em MeOH (FM) e Hx fluxo). In vivo: ASC das células tumorais com hipercromaticismo nuclear, 2013
(FH). FH fracionada com 3 cancerigenas em camundongos pleomorfismo e citoplasma eosinofilico.
solventes; CC: citrostadienol e C57BL6. Analise histolégica dos 6rgdos  Mitose atipica e metastese nos tecidos
eufol. (coloracdo com hematoxilina-eosina). pulmonares.
. . At|V|d_ades proteolmc? = [P, . 3,53 £ 0,12 mg/g proteina no latex. Atividade
Homogeneizacéo (0-5 °C), gelatinase, coagulacéo do leite e ensaio L
i ~ : ~ = de protease 9,77 + 0,40 U/g. Atividade de
a filtrac&o, centrifugacao. 208 de coagulagéo do sangue total. ~ . ; BADGUJAR,
Latex _ Hemostatica . coagulacgéo do leite 39,9 + 0,33. Ensaio de
Sobrenadante = extrato In vivo: camundongos, teste de : . 2014
LT . gelatina 4,04 + 0,36 U/g. Latex reduz 4x o
enzimatico in natura. sangramento e tempo de coagulacéo de
. . . tempo de sangramento em camundongos.
feridas induzidas.
(continua)
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Quadro 1: Atividades bioldgicas descritas para E. umbellata (Pax) Bruyns, sin. Synadenium umbellatum Pax, sin. Synadenium grantii Kook f.

(continuacao)

Maceragéo do material seco e
moido em EtOH 70% 7 x 24h

Antioxidante

. Lo o .. Alta atividade antioxidante:
sodo it TS BB (U SEETENE s
inibi éo éa’mielo eroxidad_e hL'Jmana DPPH®; (1,14 x 1,02R) HOCI; (158,1
§ao da mielop x143,1R) O2"; (8,45 x 0,40R) MPO; (5,17 x
(MPO); hemalise. 2,37R) hemdlise.

(CBE): CC a vacuo (gel de

In vivo: Edema de pata induzida por

MUNHOZ et al.,

Casca  silica): Hx (1) > CHC. (11) > carragenina em ratas Winstar
do caule EtOAc (Ill) > MeOH (1V). Apoés . : s ECB efetivo para reduzir o edema na menor 2014
. Pyt Pletismometria (60-240 min apds
sequéncia cromatogréfica, Il . - N dose adm (50 mg/Kg), em qualquer tempo de
. . Anti-inflamatéria/  injecdo); adm oral 50 a 300 mg/Kg D . .
forneceu friedelina, Toxicidade CBE (x ibuprofeno). Medidas de para- avaliacdo, emulando efeito do ibuprofeno.
eufol/lanosterol e friedelanol. metros bio puimico§ esagem dep Resultados positivos erraticos com doses
e q » Pesag maiores.
orgaos; checagem de leséo
estomacal.
Material fresco macerado em
MeOH (7 dias), seco e . . .
' . Linhagens tumorais: U-251 (glioma),
EUSIESTE0 G MEOlAR e K0 i MCF-7 (mama), NC/ADR-RES (ovario 3 . . .
particdo em CHCIs (EC) e Lo ; FracBes selecionadas: 10-100x menos ativas
multirresistente), 786-0 (rim), NCI-H460 ) :
AcOEt. EC cromatografado em S . ~ . .\ que o controle. DF pouco ativo, mas poderia CAMPOS et al.,
Caule Antiproliferativa  (pulm&o), HT-29 (c6lon), K562 (leucemia). o .
CC com grad. AcOEt em Hx. e . contribuir com alguns resultados mais 2016
- . . Testes in vitro com sulfordamina B e . ~
FracBes promissoras anahsa@as MTT. Medidas de inibicio total do promissores das fracfes testadas.
por CL.A.E & dssitaldhs e & crescimento (x controle doxirubicina).
citotoxicidade. Isolamento de
um diterpeno forboloide (DF).
N&o mencionado; presume-se MOIUSC'C'.da Letalidade em Biomphalaria glabrata LC10: 0,50 (BG), 4,86 (ZF); LCso0: 1,36 (BG),
. . - (caramujo (BG) expostos 24 h a doses de 0,5-100 i g PEREIRA et al.,
Latex 0 uso do material original, sem . A e X 7,22 (ZF); LCo0: 3,69 (BG), 10,70 (ZF) mgl/L.
tratamento hospedeiro de S.  do latex. Toxicidade para zebrafish (ZF, ZF menos suscetivel que BG 2017
' mansoni) Danio rerio): 0.5-14 mg/L (48h). q '
Diluicio (6x) em 4gua: 0,8 a Freguéncias de micronucleos e Efeito mutagénico/genotdxico em células
0 02%% Aqua (cogntrc.)le1 Mutagenicidade/G aberrages cromossomicas em raizes meristematicas de Allium cepa, com medias FERNANDES et
Latex 1ositivo. C?JSO 4 controle enotoxicidade e de Allim cepa expostas a diferentes elevadas de micronucleos em comparagéo al. 2018
ge ativc,) Citotoxicidade  conc. do latex. Calculos de indice ao controle. Atividade citotoxica sobre o ciclo "
9 ) mitotico. celular das raizes.
(continua)
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Quadro 1: Atividades bioldgicas descritas para E. umbellata (Pax) Bruyns, sin. Synadenium umbellatum Pax, sin. Synadenium grantii Kook f. (continuacao)
A 0,1 yg/mL.: varias citocinas inflamatérias
Células mononucleares do sangue pr/oduzidas, mas nao IL-10; elgyagéo de
Latex em 80% EtOH (1:10 v/v), periférico tratadas com o extrato (1-0,01 ceelullf_ sl'7l' i:Dé‘:Olee-rsgbl?ﬁgspgzlivé?jl;s? IFN- GONCALVES
Latex filtracdo, fragdo sollvel seca e Antirretroviral pg/mL, 24 h). Medidas de produgao de v ' X '
. > TR o produtoras de IL-21. Em resposta ao extrato, 2018
utilizada (EE). citocinas, replicacéo viral e viabilidade iveis de IL-18. IL-6 € TNE-q f
das células T CD4+. 0s niveis de 1L.- B, IL- € -a foram
positivamente correlacionados com a taxa de
replicacdo viral em cultura.
SIS CHEUED COm SEMEmEs ¢ Menores concentracdes do extrato
. ~ . - Lactuva sativa (alface), Raphanus . rag ] MACHADO et
Latex  Solugbes do latex. Toxicidade . ) A associadas a maior desenvolvimento
sativus (rabanete): conc. latex x s ~ al., 2018
. . . germinativo (dados ndo mostrados).
crescimento da radicula) e A. salina.
Separacao sélidos x soro por Atlvu_j_ade de protease (_cnrato/casema) Atividade proteolitica no soro do latex (530 =
i ~ dida d e quitinase (citrato/quitina). Eletroforese / vidad | o | |
Latex ce_nyn ugacao. Mfa_ ida de Nematicida 80V. Letalidade contra Meloidogyne 46 U/mL). Atividade nula para qwtmasg. Letal GOMES et al.,
atividade proteolitica (530 + 46 P 2 para Ml (100%) e PR (72%) atribuida as 2018
incognita (MI) e Panagrellus redivivus
u/mL). (PR) proteases.
Synadenium umbellatum
Solucio aquosa 1:9 v/iv Medida da razdo de aumento darede  Atividade angiogénica significativa pelo
Latex  se u(i;da dg dilui 6és a7ra ANGioaénico vascular da membrana corio-alantéide aumento da vascularidade): 49,1% e 52,9% MELO et al.,
atig ir 10 e 20 rﬁ /mlf) glog em ovo embrionado galinha. Método para 10 e 20 mg/mL. Latex puro foi toxico ao 2010
9 g/mt. histol6gico com imagens. embrido.
Teste de AMES em cepas de Nenhuma dose testada apresentou efeito
Latex Diluicdo em agua (nédo Antimutagénico Salmonella typhimurium (2 linhagens,  mutagénico até 100 pg. Doses mais elevadas BARBOSA,
detalhado). 9 cont. positivo 4-nitroquinolina e azida  atuam, em sinergia com indutores, na lesdo CHEN, 2011
sddica). Doses testadas 50-500 pg. do DNA.
In vivo, gmde.llnes OECD. Dose Letal DLso [L]: 168,95 mg/kg (M), IC 95% 146,17-
Aguda (DLA): doses i.0. baixadas ¥z da i o
L T . 195,27 mg/kg; 110,36 mg/kg (F), IC 95%
Latex in natura (L), Extrato anterior, indicador de letalidade em .
Folhas e - : 95.46-127.58 mg/kg. DLso [EE]: 156,88 OLIVEIRA et al.,
. EtOH de folhas e galhos (EE) Toxicidade camundongos. Dose Letal Mediana .
Latex ~ ) P mg/kg (M), IC 95% 124,58-197,55 mg/kg); 2005
(n&o traz detalhes). (DLso): dose Unica i.p. 74-250 mg/Kg
(L), 98-375(F)/500(M) mg/Kg (EE) M: 163,68 mg/kg (F), IC 95% 127,57-210,00
ma,chos E- fémeas " mg/kg. DLA = 167 (M) e 110 mg/Kg (F).
(continua)
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Quadro 1: Atividades bioldgicas descritas para E. umbellata (Pax) Bruyns, sin. Synadenium umbellatum Pax, sin. Synadenium grantii Kook f.

(continuacao)

Folhas

Maceragdo em EtOH 95% do
material seco e moido (3x 1:5
m/v) (EE).

Citotoxicidade,
Mutagenicidade

In vitro: Viabilidade (MTT): 2 x 106
células de medula de camundongo.
Incubac¢do com EE (40-0,312 mg/mL
12-48h); idem com método do azul
tripano. In vivo: 10-25-50 mg/Kg EE via
oral; analise da medula, controle
positivo (ciclofosfamida) e negativo.
Andlise: formacao de micronlcleos.

Efeito citotoxico de EE em todos intervalos
medidos: ICso 7,9-3,6 (azul tripano)/3,6-18
mg/mL (MTT) para 12-48 h. EE aumentou
(dose-dependente) o nimero de
micronucleos em 110% (20 mg/kg) e 121%
(50 mg/kg). Menor dose néo foi
estatisticamente significante.

VALADARES et
al., 2007

Partes
aéreas

Maceracéo exaustiva em EtOH
95% do material seco ao ar e
moido (CEE). Fracionado em
CHCIs (CF), Hex (HF) e MeOH-
H20 (ME).

Antitumoral,
Antiangiogénica

In vitro: Viabilidade celular, citotoxicidade
em células K-562 e EAT (tumor ascitico
de Ehrlich) a (mg/mL): 0,018-2,32 (CF),
0,006-0,76 (HF), 0,018-2,34 (ME), 24/48
h, azul tripano e MTT. In vivo: EAT
implantado em camundongos Swiss.
Tratamento (ap6s 24h): CEE (5-25

mg/Kg.dia), CF e HF, em doses
equivalentes. Medido periodo de

sobrevivéncia em relacdo a controle.

In vitro: Clso 0,4 mg/mL (CEE); 0,1 mg/mL
(HF) e 0,8 mg/mL (CF). In vivo, o melhor
resultado: CEE (25 mg/kg.dia) aumentou a
sobrevida, reduzindo a quantidade de células
tumorais, sendo antiangiogénico, ao reduzir o
fator de crescimento endotelial vascular.

NOGUEIRA et
al., 2008

Folhas

Maceragdo em EtOH 95% do
material seco e moido (EEF).

Latex

Material in natura solubilizado
em salina (LX).

Toxicidade aguda
e subaguda

Toxicidade aguda (Guideline 423, OECD
2001) e toxicidade subaguda em ratos
(Guideline 407, OECD 1995). Analise
histopatolégica. Medidas de peso
corpéreo, pesos dos 0rgaos e variagdo

de habitos fisiologicos diarios.

Doses de 2000 mg/Kg ndo foram letais para
EEF ou LX (atéxica). Nao houve alteracdes
macroscoépicas, nem nos pesos relativos dos
orgéos. Congestdo e infiltracéo leucocitaria no
figado, rins e pulmao para LX, sem alteracdes
para EEF. Sem altera¢cdes hematolégicas
significativas. Sem variaces observadas nos
habitos.

CUNHA et al.,
2009.

Partes
aéreas

Maceracao exaustiva em EtOH
95% do material seco ao ar e
moido (EE).

Citotoxicidade/
Antitumoral

Linhagens celulares K-562 e Jurkat
(leucemia). Viabilidade por azul tripano
(0,007-1 mg/mL, 24 h). Alteracdes
morfoldgicas por microscopia (Giemsa).
Ciclo celular: + extrato, 24 h, RNAse,
citometria de fluxo. ROS intracelular (+
EE, 12/24 h). Potencial da membrana
mitocondrial, fosfatidilserina, atividade de
caspase (colorimetria para protease).

K-562 selecionada (ICso 0,041 viabilidade).
Ativac&o de apoptse sugerida. EE interfere de
maneira oposta em diferentes fases do ciclo.
EE aumenta (dose-dependente) as ROS
intracelulares (111% em 24 h, com
hiperpolarizacéo da membrana mitocondrial
em até 118%). Ha aumento na atividade da
caspase 9, sugerindo participacdo na
apoptose.

MOTA et al.,
2012
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Quadro 1: Atividades bioldgicas descritas para E. umbellata (Pax) Bruyns, sin. Synadenium umbellatum Pax, sin. Synadenium grantii Kook f.

(continuacao)

Folhas

Maceracdo EtOH 96% (3 x 5h)
do material seco e moido (EE) >
MeoH (4 °C, 18h, filtrado) + H20
7:3 > filtrag&o em celite >
particdo com Hx (HF), CHClz
(CF) > MeOH (MF).

Antinociceptiva,
Anti-inflamatéria

Contorcéo induzida por HOAc (x

indometacina), lambida de pata induzida
por formalina, retirada da cauda, orelha
induzida por 6leo de créton, edema e
peritonite induzida por carragenina (X
dexametazona). Doses 25-100 mg/Kg.

EES e MF: (i) atividade antinociceptiva dose-
dependente no teste de contorgéo (24-55%
redugdo), na média do controle positivo; (ii)
EES reduz ambas as fases/formalina (49 e
73%); mecanismo opioide envolvido.
Inflamacao: reducéo do edema (30-60% (EES)
e 20-62% (MF) < controle positivo; reduz
migracdo de leucécitos.

BORGES et al.,
2013

Latex

Material in natura liofilizado,
incorporado em silica com
CHCIs e levada a extrator para
analitos: Fra¢des Hx, CHCls,
AcOEt, EtOH.

Antiparasitaria

Atividade in vitro contra Leishmania
amazonensis: doses 7,81-250 pg/mL
(promastigotas); 62,5-250 pug/mL

(amastigotas em macrofagos).

Producgéo de NO por macrofagos

infectados.

Atividade leishmanicida apenas demonstrada
pelas doses mais altas da fr ACOEt, com ICsp
37,43 sobre promastigotas; independente da
producéo de NO.

PEREIRA, 2015

Latex

Material in natura diluido em
agua para 200 ppm (solugéo-
mae, SM).

Larvicida
(Aedes aegypti)

Larvas de Aedes aegypti em 3° estadio
criadas 48 h em camara biologica. SM
diluido para concentracfes 150-40 ppm.

Atividade larvicida crescente com maiores
doses. Cls0 65,24 ppm. Mortalidade total
para maior dose, em 48 h.

GUISSONI et
al., 2018

Caule e
folhas

Extrato MeOH (EM) e
3,4,12,13-Tetraacetylforbol-
20-phenylacetate isolado (F).

Efeito sobre a
dismenorreia

In vivo: dismenorreia induzida em

camundongos fémeas Swiss com
estradiol i.p. seguido de adm oral de EM,
F ou farmacos-controle seguido de
oxitoxina i.p. Utero pesado e analisado

por morfometria.

Inibicdo das contor¢gdes abdominais com
ID50 25,8 (8,38-77.7% para 1-100 mg/Kg
de EM) e 15,10 (49,4-65,2% para 0,1-40
mg/Kg de F). EM e F produzem redugéo do
Utero associada a edema e migracéo de
leucdcitos. Atividade parcial de F na
dismenorreia.

JESUINO et al.,
2018

Latex

Material in natura dissolvido
em solucéo de
salina.0000000000000000000
0000000000000000,,,,,,11511155s

Antibacteriana,
Anti-inflamatoria

Citotoxicidade em macro6fagos
peritoniais por MTT. Medida da

capacidade do latex em (i) inibir a
difusdo em agar de culturas de S.

aureus, E. coli, P. aeruginosa,

Klebsiella pneumoniae; e de (ii) elicitar

fagocitose de S. cerevisiae por

macrofagos (medida de IF (indice

fagocitico) in vitro.

Citotoxicidade dose-dependente. Em
concentra¢des ndo toxicas, nenhuma
atividade antibacteriana contra os
organismos testados. IF aumentou com
titulos do latex 1:30, 1:60 e 1:120,
implicando melhora escalonada na resposta
inflamatéria contra agentes infecciosos.

RAMOS et al.,
2018

adm = administracéo; asc = administracdo subcutanea; cel = célula; CIM = Concentracao Inibitéria Minima; conc. = concentracao/concentracdes; COX = cicloxigenase;
EP = éter de petroleo; fr = fragdo; grad = gradiente; HX = n-hexano; inj = injecao; i.p. = inje¢do intraperitoneal; IS = indice de seletividade; MTT = teste de redugéo do azul
de tetrazdlio; OECD = Organisation for Economic Cooperation and Development; NO = 6xido nitrico; ROS = Espécies Reativas de Oxigénio.

Fonte: elaboracao prépria (2019).
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2.4 ESTUDOS QUIMICOS COM A ESPECIE EUPHORBIA UMBELLATA (PAX)
BRUYNS

Os estudos fitoquimicos prévios feito com o latex, folhas e galhos, mostram a
presenca de flavonoides, saponinas, terpenos, triterpenos, ésteres de forbol,
alcaloides, taninos, lecitinas, antocianinas e glicoproteinas (BAGAVATHI et al.,1988,
ANDERSEN et al., 2010; COSTA et al., 2012; HASSAN et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2013; MUNHOZ et al.,, 2014). Particularmente, os latices de espécies de
Euphorbiaceae sao conhecidos por conter predominantemente diterpenos e
triterpenos/esteroides; com uma grande variedade de classes nos primeiros, que séo
derivados de um esqueleto basico com vinte carbonos. As possiveis rotas de
ciclizacdo incluem um precursor comum (tetraprenilpirofosfato) para gerar as
estruturas diferenciadas e com variados centros estereoquimicos, que inicia na
condensacdo cabeca-cauda (head-to-tail) entre duas moléculas de isoprenos. As
incorporacdes subsequentes de isoprenos resultardo em cadeias moleculares
multiplas de 5, que ciclizam de muitas maneiras para formar os terpenoides; no caso
dos diterpenos, o precursor imediato é o geranilgeranil-pirofosfato (Figura 3)
(BREITMAIER, 2006; NOTHIAS-SCAGLIA, 2015a).

2x — +
{ )\/} - )\AOPP /K/\OPP

Isopreno -HOPP l acoplamento "cabega-cauda”

CsHg
geranil-pirofosfato /K/\)\/\

OPP
- HOPHPl + )\/\
Ol

PP

farnesil-pirofosfato

x x AN
- HOPHPl + )\/\

oPP

geranilgeranil-pirofosfato

x AN AN N

DITERPENOS W

Figura 3: Isopreno e ligagdo cabeca cauda de unidades isoprénicas. Fonte: elaboragdo propria
(2019).

Entre as configuragcbes mais frequentes apresentadas pelo esqueleto basico
desses diterpenos em Euphorbiaceae estdo as séries latirano, dafnano, ingenano e
tigliano (Figura 4) (SEIPLE, 2007).

20



g

Latirano Dafnano Tigliano Ingenano

Figura 4: Esqueleto basico de tipos frequentes de diterpenos em Euphorbiaceae: Latirano = diterpeno
triciclico com um macrociclo de 11 membros e um ciclopropano; Dafnano = diterpenes triciclico com
um sistema anular triciclo [9.3.0.0] tetradecano; Tigliane = diterpeno triciclico com um sistema anular
triciclo [9.3.0.0 ] tetradecano e um ciclopropano gem-dimetilico ligado ao anel de 6 membros;
Ingenano = Sistema anular definido por um bicyclo[4.4.1]undecano. Fonte: elaboracdo prépria (2019).

As estruturas das substancias, até agora isoladas e identificadas na espécie
estudada, sdo constituidas pelo ndcleo tigliano, cujo nome IUPAC ¢é
1,1a,1b,4,4a,7a,7b,8,9,9a-Decahydro-4a,7b,9,9a-tetrahydroxy-3-(hydroxymethyl)-
1,1,6,8-tetramethyl-5H-cyclopropal[3,4]benz[1,2-e]azulen-5-one. Uma nomenclatura
simplificada foi sugerida por Hecker e colaboradores (1967) para o nucleo forbol, como
4,9,12,3,13,20-penta-hidroxi-1,6-tigliadien-3-ona.

A primeira substancia contendo este esqueleto foi isolada a partir da hidrolise do
6leo das sementes de Croton tiglium, em 1934 (FLASCHENTRAGER,
FALKENHAUSEN, 1934). Sua estrutura constituia do nudcleo diterpénico penta-
hidroxilado e confirmava a presenca de uma mistura de ésteres no 6leo original. O
nacleo carbénico foi entdo batizado de ‘tigliano’, com o polialcool resultante da
hidrolise denominado de forbol (Figura 5), o qual constituiria a base dos ésteres de
forbol, conforme as variagdes nos grupos esterificantes (HECKER et al., 1967).

Os ésteres de forbol tém sido encontrados em inumeras espécies de
Euphorbiaceae, como em Euphorbia frankiana, E. cocrulescence, E. tirucalli, Sapium
indicum, Sapium japonicum, Croton spareiflorus, Croton tigilium, Croton
ciliatoglandulifer, Homalanthus nutans e Jatropha curcas (BEUTLER et al., 1989). No
latex de Euphorbia umbellata, apenas ésteres forboloides (tipo tigliano) foram
identificados, até o momento (BAGAVATHI et al., 1988).

Na maioria dos exemplos conhecidos, a porcdo fundamental de alcool no
esqueleto tigliano contém duas hidroxilas em carbonos vizinhos (C-12 e C-13, Figura
5) esterificadas com &cidos graxos, usualmente com cadeia entre 11 e 18 carbonos,
eventualmente apresentando insaturacoes (KARALAI et al., 1994). As diferentes
posi¢cdes das hidroxilas no esqueleto tigliano basico e as diferentes posi¢des dos

grupos ésteres produzem as muitas variacbes das estruturas derivadas do forbol.
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Estes compostos sdo relativamente instaveis e sensiveis a hidrolise, oxidacéao,
epimerizacao e transesterificacdo (HAAS et al., 2002).

Além do grau e da especificidade das esterificacfes, os estudos subsequentes
levaram a constata¢cfes adicionais sobre algumas fei¢des estruturais dos ésteres de
forbol, quando correlacionados as atividades biolégicas que demonstravam. Uma
configuracdo importante nesses ésteres é aquela assumida pelo grupo hidroxila na
juncd@o dos anéis A e B (C-4), que podem assumir as posi¢cdes a ou S (Figura 5).
Ambas as formas tém propriedades lipofilicas e fisico-quimicas semelhantes. Todavia,
a forma a é inativa para impedir a ativagado de proteina kinase C (PKC) e outros
receptores estruturalmente semelhantes de ésteres de forbol (ver Quadro 1, pag. 12,
atividades bioldgicas). Ja a estrutura com a hidroxila no arranjo espacial 8 torna a
molécula ativa frente & PKC (SEARL, SILINSSKY, 1998). Isso demonstra a relevancia
dos grupos funcionais presentes no nucleo forbol, assim como das conformacdes

estéricas assumidas pelo nucleo tigliano.

OH OH

(o) (ecou f)

20CH,0H 20CH,0H

Formula: CogHssOg

Farmula: CogHys0g Formula: CogHysO
26H1s0s . o 254505
| Peso Molecular: 453,63 I Peso Molecular: 453,63 I Peso Molecular: 437 63 v

Figura 5: Esqueleto carbénico do tigliano (1). Il = estrutura basica do forbol (C-48). Il = 4a-forbol,
IV = 4-desoxiforbol. Fonte: elaboracéo prépria (2019).

A primeira substancia responsavel pelo efeito irritante do latex de E. umbellata
foi isolada e identificada como o 12-O-tigloil-13-isobutil-4-desoxiforbol (KINGHORN,
1980). Logo apos, varios outros derivados do tigliano foram descritos entre os
constituintes forbolicos do latex de E. umbellata (BAGAVATHI et al., 1988; HASSAN
et al., 2012; COSTA et al., 2012). A Figura 6 mostra os ésteres forbdlicos até agora

identificados ou caracterizados no latex, caule e folhas dessa espécie.

22



OH

OH
S _CHy

Ay CHy

OH CH, 0

20

3¢ ny,, £ CH, S o
HO,, / CH Iny,,
o T ’ HOy, H
HJC\§ "1y A
O ou % OH
OH

5-hydroxi-forbol

13-Isobutirato de
12,13,20-triacetato de forbol 12-O-tiglil-4-desoxiforbol

CogHyoO7

Ca3HyO07 PM 500,3

PM 548,3 v<

OH

13-Fenilacetato de

13-Isobutirato de
12-O-tiglil-4-desoxiforbol [R = &cido graxo poli-insaturado] 12-O-tiglil-4-desoxy,5a-hidroxi,20-desoxiforbol

C33H4007

Ca3Hyo0g
PM 548,3

PM 564,7

CogHyoOg
PM 516,3

 13-Fenilacetato de ) 13-Fenilacetato de 13-Isobutirato de
12-0-tiglil-4,20-didesoxi,5a-hidroxiforbol

12-O-tiglil-4B-hidroxi,5a-hidroxi,20-desoxiforbol) 12-O-tiglil,5a-hidroxi,20-desoxiforbol
o]
_J{ o O
[0} )I\

C24H3406

PM4185 |
HO/,,,," “iH

O

&

C3gH440. &

PR/GI 6%42 ;1 M, Ca9H4208
. HOup,,\ AH PM 518.6

20-Fenilacetato de 3,4b,12,13-tetraacetilforbol 12,13-Ditiglato de 4-desoxi,20- 12-desoxiforbol-13-isobutirato
desoxiforbol

Figura 6: Esteres forbélicos presentes no latex de E. umbellata (Pax) Bruyns (S. grantii Hook. f.).
Fonte: elaboracao propria (2019) baseado em KINGHORN, 1980; BAGAVATHI et al., 1988;
HARTMANN et al., 2011; COSTA et al., 2012; HASSAN et al., 2012; CAMPOS et al., 2016. As
estruturas destacadas representam as variagdes mais comuns do nucleo forbdlico.
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A constituicdo diterpénica do latex de E. umbellata € acompanhada por uma

guantidade comparativamente mais abundante de triterpenos e esteroides, (HASSAN
et al., 2012; OLIVEIRA et al.,, 2013; MUNHOZ et al., 2014). Os triterpenos e
fitoesteroides, até o momento isolados ou caracterizados no latex, estdo no Figura 7.

CagHs0

CapHso0 %‘;
PM 426,72 = 5

HO' HO'

% Eufol

Lanosterol

Chemical Formula: CagHsp0
Maolecular Weight: 426,72

HO HO'

(3R)-9,19-Ciclolanost-24-en-3-ol
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PM 426,72

HO

HO
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CZQHEDO
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CaqH450
PM 412,69

HO Stigmasterol HO

PM 426,72

Chemical Formula: CagHg0
Molecular Weight: 428,73

CapHsoO

E Citrostadienol

gy

Tirucalol

CaoHs00
PM 426,72

Germanicol

R-Sitosterol

Figura 7: Triterpenos e esteroides descritos na constituicao do latex de E. umbellata (Pax) Bruyns
(sin. S. grantii Hook. f.). Fonte: elaborag&o propria (2019) sobre referéncias: NIELSEN et al., 1979;

DAWIDAR et al., 2011; GIARDINI, 2012.
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2.5 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS TERPENOS DO LATEX DE EUPHORBIA
UMBELLATA

A crescente necessidade de obtencao de extratos padronizados para aplicacoes
medicinais, cosméticas ou alimenticias, aumentou o estimulo de estudos voltados
para a caracterizacdo e quantificacdo de moléculas presente em produtos naturais. O
isolamento e a purificagdo de compostos a partir de matrizes naturais s&o,
frequentemente, processos longos, constituidos de multiplas etapas e, em muitos
casos, de alto custo.

E fundamental, inicialmente, encontrar condicdes cromatograficas que permitam
caracterizar misturas complexas de substancias utilizando as técnicas
cromatograficas convencionais. Estas tém avancado rapidamente, tanto como recurso
individual ao qual se aplicam softwares e bases de dados cada vez mais poderosos;
aqui incluindo possibilidades de acoplamento entre diferentes técnicas de separacao
e deteccdo, sempre com a finalidade de garantir ganhos em termos de sensibilidade
e seletividade, e também aumentar a precisdo na andlise estrutural dos compostos de
interesse (NIERO, 2003).

O trabalho com o latex de Euphorbia umbellata tem seu fundamento na
caracterizacao, isolamento e purificacdo do seu conteddo de ésteres diterpénicos, a
parte dos triterpenos também presentes nessa matriz especifica. Os métodos gerais
de isolamento e purificacdo de diterpenos a partir de matrizes vegetais, descritos na
literatura, incluem a obtencao de extratos de folhas, cascas de caule, raiz etc. Em geral,
diterpenos podem ser isolados de todos os 6rgdos de Euphorbiaceas, mas
especialmente do latex. Os diterpenos dessa familia sdo comumente extraidos por
maceracao a temperatura ambiente, usando solventes organicos como acetato de etila,
metanol, acetona e cloroformio ou diclorometano (VASAS, HOHMANN, 2014).
Diversas técnicas de extracdo e separacao tém sido relatadas, incluindo extracdes
liguido-liquido ou solido-liquido (fase reversa C18 ou poliamida), eventualmente
utilizando particdes prévias, com solventes de polaridades diferentes (VASAS et al.,
2012). Os solventes mais utilizados na extragdo dos componentes ativos no latex
fresco sao o etanol, metanol, cloroformio, acetato de etila e hexano. (OLIVEIRA et al.,
2013; ANDERSEN et al., 2010).

Quase a totalidade dos processos descritos para o isolamento de diterpenos em
escala laboratorial € realizada em colunas cromatogréficas de silica gel e eluicdo em

gradiente (polaridade crescente), com mistura de solventes aproticos; em especial 0s
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mesmos utilizados na etapa de extracao, acima mencionados (VASAS, HOHMANN,
2014).

Normalmente, a purificacdo de constituintes diterpénicos individuais de outras
espécies de Euphorbia é bastante trabalhosa, ocorrendo via séries de etapas
cromatograficas, as vezes intercalando o uso de diferentes suportes (SiOz, silica RP-
18) e uso de presséo (baixa, média ou alta). Numa primeira abordagem, pode-se
realizar uma ou mais cromatografias a vacuo (flash), finalizando o isolamento por
cromatografia liquida preparativa de alta eficiéncia (CLAE preparativo) (VASAS,
HOHMANN, 2014).

Ao compilar a literatura no periodo de 2008 e 2012, Vasas e Hohmann (2014)
apontaram 21 referéncias que citam sistemas de solventes utilizados para a
caracterizacdo de diterpenos por Cromatografia em Camada Delgada em espécies do
género Euphorbia. Entre os eluentes utilizados estdo seis misturas binarias e trés
misturas ternarias de solventes apréticos como: éter de petréleo, hexano, cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila, acetona, além de metanol. Vale notar que estes
solventes sdo 0s mesmos utilizados na particdo do extrato inicial (NOTHIAS-SCAGLIA,
2015), e no fracionamento por colunas cromatograficas (VASAS e HOHMANN, 2014).

O Quadro 2 compila alguns exemplos de sistemas utilizados na analise de ésteres
diterpénicos por CCD anteriores a compilacdo de Vasas & Homann (2014), com
inclusdo de algumas dissertacoes.

O fracionamento do latex de E. umbellata tem sido realizado, via de regra, em
coluna ou placa de gel de silica e eluicdo com misturas de solventes aproticos, como
hexano, seguida de cloroférmio e acetato de etila, finalizando com metanol (OLIVEIRA
et al., 2013). Também ha descricbes do uso de coluna de fase reversa, utilizando
agua, acetonitrila e metanol como fase mével (CAMPOS, 2015), além de exemplos
usando Sephadex G-75 quando o alvo sdo as proteinas (RAJESH et al., 2006).

Os triterpenos tém sido descritos como componentes majoritarios do latex, e a
abordagem para caracterizar ou isolar esta classe de substancias tém incluido o
tratamento inicial do latex com acido sulfarico diluido, seguido de filtracdo e

fracionamento do soélido insoltvel.
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Quadro 2: Exemplos de andlise de ésteres diterpénicos em Cromatografia em Camada Delgada.

Terpenoides Fase movel / revelador SuportE,: , Referéncia
separados cromatogréfico
11 sistemas de solventes
8 diterpenos testados, contendo CHCls, éter
hidroxilados (5 etilico, hexano, i-PrOH, AcOEt, Silica gel com dois
,. ; KINGHORN,
forbdis) com acetona, benzeno/H2S04 tamanhos de particula EVANS. 1975
diferentes graus de  60%/110 °C; vanilina sulfdrica, (G, H); Alumina E '
acetilagdo anisaldeido/ HOAC/H2SOg;
H2S04:MeOH 1:1
13-isobutirato de CHCI3:benzeno:éter etilico:AcOEt
12-O-tigloil-4- (1: 3: 3: 1); CH.Cla:éter Silica gel G3 K'N(f;foRN'
desoxyforbol etilico:acetona (3: 1: 1)
2 ésteres N&o descrita (supde-
diterpénicos da Ciclohexano:AcOEt: éter etilico o P OLIVIER et al.,
g . o se silica gel fase
Série latirano (1:1:1) 1992
normal)
(synadenol)
. CHCI3/MeOH (99:1) / H2S04 60%  Placas 0,25 mm, SiO2
tlioliilrt]%rsp)enos & (spray), 110 °C; luz branca, UV < 60 pré-revestida Dlel\:lgRlilgg\QC
9 365 nm (Merck GFas4) .
3 ésteres 60 F254, 0,2 mm
diterpénicos Hexano:AcOEt 9:1 (Merck) com10% DAOch;%C;?et al,
derivados do ingol AgNOs
Silica 60 Fzs4 (Merck)
. L . . pré-revestidas; CCD
Triagem para Boresicr ol RIOCTNESS ook e e SILVA et al.,
terpenoides vlv [ anisaldeido sulfarico; UV o
. com Silica gel GFa2s4 2008
(forboloides) 254-365 nm .
revestida (Merck
7748) e PF2s4 (Merck)
Benzeno:AcOEt 97:3 viv / Silica gel 250 )
Mono-, sesqui- e vanilina sulfarica 2% em EtOH (Merck), 20 x 20 cm;
diterpenos 100 °C, 5 min (WAGNER, A;‘(‘ﬁgggsf\gecl’“ * SOFIATI, 2009
BLADT, 1996) paadroes, 1U L
aplicados
CHCI3:acetona 19:1, o
i:’;agr?sllato de ciclohexano:EtOAc: EtOH SrlTI:ca gel (Merck) 15 VASZAOSlgt al.,
9 60:30:1/ H2S04 conc./105 °C Km,
2 diterpenos tipo ~ 0
tigliano Eluente ndo citado /.HZSO“ 5% Silica gel (Qingdao) WANG et al.,
i em EtOH v/v, aquecimento /
esterificados com . o GF254 10-40 mm 2013
. visualizagdo em 254 nm
acidos graxos
: . ~ ~ Silica gel 60 F254 NOTHIAS-
e e e o™ (SDSranca) o350 SCAGLA
jatrop 20-45 um) al., 2014
EL%?::%SS Hexano:acetona 80:20 / UV 254  Silica gel 60 F2s4 CAMPOS,
o€ nm; anisaldeido sulfdrico 100°C (Merck) 2015
terpenoidicas

Fonte: elaboracao prépria (2019).

Rao e colaboradores (1974) descreveram o primeiro caso de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) aplicada a separacédo do TPA de um grupo de forbois
analogos, usando coluna de Sil-X 0.5 m x 2.6 mm e eluicAo com isopropanol/éter
dietilico/metanol, a temperatura ambiente. Trés anos depois, Berry e colaboradores
(1977) separaram diésteres forbolicos contendo grupos acilas com diferentes pesos

moleculares; um método também aplicado na andlise de forbdis metabolizados em
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mamiferos. Em 1933, Girin e colaboradores reportaram a quantificagdo do ingenol em

tinturas medicinais, usando uma coluna Spherisorb ODS-2 e mistura isocratica de

metanol-agua 60:40, e deteccdo por UV, contra um padrdo comercial do diterpeno
quantificado.

Nao h& descricbes na literatura para a aplicacdo de CLAE na analise dos
forboloides do latex de E. umbellata (ou S. grantii, ou S. umbellatum). Ja os estudos
sobre tiglianos em Euphorbiaceae estdo concentrados nos forbdis das sementes de
Jatropha curcas L.; estes essencialmente bastante lipofilicos, devido a esterificacdo
das hidroxilas forbdlicas com acidos graxos. Isso exige o desenvolvimento de
condicBes analiticas especificas em CLAE que néo se aplicariam, ou entdo deveriam
ser cuidadosamente adaptadas ao caso dos éteres derivados de acidos menores que
constituem a espécie do presente estudo.

Assim, excetuando-se as publicagbes com Jatropha curcas, foram levantadas na
literatura as analises por CLAE relacionadas ao presente estudo, abordando:

(i) Outras partes (que nado o latex) da planta sob estudo: Euphorbia umbellata (ou
Synadenium grantii ou S. umbellatum), contendo terpenoides (CAMPOS, 2015;
CAMPOS et al., 2016);

(i) Latex de espécies congéneres de Euphorbia contendo diterpenos do tipo
tigliano;

(i) Latex de outras espécies do género Euphorbia contendo diterpenos com
esqueletos correlatos aos tiglianos (ingenano, dafnano e latirano) (OLIVIER et
al., 1992; NASCIMENTO, ZANI, 1999; BALOCH et al., 2008; SHOKOOHINIA et
al., 2010; FORGO et al., 2011);

(iv) Latex de espécies de outros géneros de Euphorbiaceae contendo esqueletos
relacionados aos tiglianos (TRINEL et al., 2018);

(v) Léatex de outras espécies do género Euphorbia (e Synadenium) tendo como foco
outras substancias que ndo diterpenoides; ou ainda analise CLAE qualitativa,
sem apresentar identificacdo de substancias (SILVA et al., 2008; ANDERSEN et
al., 2010; PEREIRA, 2015).

S&o comuns publicagbes com diterpenos tipo tigliano e similares em Euphorbia
(MARCO et al., 1999; PAN et al., 2011), mas poucas delas incluem CLAE. As buscas
pelo critério (i) ndo resultaram frutiferas. Contudo, ha analises de latices de espécies
de outros géneros de Euphorbiaceae (TRINEL et al., 2018). Exemplos de artigos pelos

critérios (i)-(iv) estdo sumarizados no Quadro 3.
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Quadro 3: Andlises por CLAE de forboloides em latex de espécies! de Euphrobiaceae contendo

tiglianos ou analogos.

de Hura crepitans L.

C18 1,7 um Waters

100% B (20
isocratica 100% B

min);

Objetivo da analise Coluna cromatogréfica Eluicéo Referéncia
Latiranos: tetraacetato
de 2-metilbutanoato;
pentaacetato de  2- ;o0 oy (815 um, 25 x 2,1 Hex@no-THFE  (90:10). () v/ 1ER et al,
metilbutanoato; cm) Amostra preparada em 1992
derivados do sinadenol hexano-THF 1:1
de Synadenium
compacturn N.E. Br.
Quantificacao de
nmgll'%Tézad(gp%Jgﬂ(;?&g Coluna Shimpack DDS (250 x Modo isocratico com NASCIMENTO,
; . 4.6 mm x5 pum) MeOH: H20 (85:15) ZANI, 1999
splendens var. hislopii
(N.E. Br.) Leandri
Escala analitica: coluna de ago
10 Diferentes ésteres inoxidavel empacotada com Eluicdo isocratica, fase DIMITRIJEVIC
isolados do tipo tigliano Apex SI 5 um; escala mobvel CHCI3:MeOH
. o ; . . etal., 1996
e dafnano semipreparativa: Apex Prepsil 99:1; fluxo 1 ml /min
(10 mm x 25 cm x 8 um)
Onze ésteres de 12-
desoxiforbol foram BALOCH et al.,
separados do extrato H20-CHsCN (gradiente  2008; VASAS,
MeOH das partes ~7-18(250x25cm) 88% a 96%) HOHMANN,
aéreas frescas de 2014
Euphorbia cornigera
SHOKOOHINIA
Extrato . EtOAc  das Coluna LUNA (fase normal, . ) et al., 2010;
partes aéreas secas de Eter de petroleo-EtOAC
Euphorbia macroclada SI60, 250 x4 mm) (7:3 e 6:4) VASAS,
Boiss (Phenomenex) HOHMANN,
2014
Dois diterpenos tipo-
tigliano purificados a Colunas ndo mencionadas: FORGO et al.,
partir do extrato CLAE em silica fase normal MeOH-H:0 4:1 2011; VASAS,
acetbnico das raizes seguida de CLAE em RP-18 ' HOHMANN,
secas de Euphorbia para purificagdo final 2014
grandicornis Goebel
Agua ultrapura  (A),
Variagéo sazonal . C|,_|3.CN (B), metanol (C).
comparativa do perfi Phenomenex Sinergy 4 pm Inicio: 90%. A, 8% B, CAMPOS
quimico das  partes Hydro-RP 80 A (150 x 4,60 2%C (10 min); 58% A, 2015
aéreas de S. grantii mm) 40%B, 2% C (10-20
' min); 8% A, 90%B, 2% C
(20-37 min)
Variagdo sazonal da
composicdo das partes CH3CN (A), 4gua (pH 2,5
aéreas de S. grantiicom C18 Luna Phenomenex (250 x HsPOu) (B). Inicio: 2% A CAMPOS et al.,
referéncia ao marcador 4,6 mm x 0,5 um e 100 A) (0-98 min); 100% A (10 2016
20-fenilacetato de 3,4,12 min)
13-tetraacetilforbol
Agua miliQ (A) e
*Diterpenos daphnanos Coluna Waters C18 de (150 CH 3CN (B) + 0,1% de
e cerebrosideos no latex ™M x 2,1 mm x 1,7 um), coluna H2CQ2; EIwc;éo_: 90% B TRINEL et al.,
de guarda VanGuard™ BEH (2 min); grad. linear 90- 2018

1A mencao da sinonimia botanica foi mantida como na publicagdo original. 2A Ultima linha, referente a
uma espécie fora do género Euphorbia, foi mantida na tabela a titulo de ilustracdo de condi¢des de
andlise de diterpenos em uma matriz de natureza similar a do presente estudo (latex, critério iv acima).
Fonte: elaboracao prépria (2019).
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A técnica de CG-EM tem sido utilizada para obter uma primeira indicacado dos

tipos de ésteres diterpénicos presentes (COSTA et al., 2012), sendo complementada

nas analises dos perfis quimicos dos extratos e fragbes por CG com deteccao por
lonizacdo de Chama (CG-DIC) (OLIVIER et al.,, 1992). O Quadro 4 resume as

condicbes de separacdo dos ésteres diterpénicos em CG encontradas na literatura

para analisar o conteudo forbdlico do latex de algumas espécies de Euphorbiaceae.

Quadro 4: Exemplos de andlise de ésteres forboloides por Cromatografia Gasosa

Substancias

e frutos de Ostodes
paniculata

Constituintes
insaponificaveis e
saponificaveis do
extrato acetdnico
do latex de
Synadenium grantii,
2-metilbutanoato
tetraacetato e 2-
metilbutanoate,
pentacetate do
synadenol do latex
de Synadenium
compactum

12-desoxiforbol-13-
(2-metilpropanoato);
12,13,20-triacetato
de forbol do latex de
Synadenium grantii

Fracdes separadas
enriquecidas em
triterpenos x
forboloides do latex
de Euphorbia
umbellata

Varian Mod. 1440; 70 eV /
15% Reoplex 400 em fase
estacionaria Chromosorb
W (100-120 mesh)

CG-DIC: coluna capilar
WCOT SE 52

25m x 0,32 mm id.
CG-EM: coluna WCOT
CPSil5

Cromatografo Perkin-
Elmer Sigma-3 / coluna
capilar OV-1 39 m x 0,25
mm

CG Varian Saturn 2000R /
coluna DB-225-MS;
aquisicdo de dados foi
realizada com o software
Analyst 1.4.2 (Applied
Biosystems).

Cromatografo Agilent
6890N / coluna capilar DB-
17HT (30 m x 0,25 mm x
0,15 pm de espessura do
filme) (Palo Alto, CA)

Equipamento / Coluna Condic6es descritas Referéncia
separadas
Espectrofotbmetro de
13-acetato de 12-O- massas V_arlan MAT-1125, Temperatura: 120-160 °C, 4
. - . comum sistema de dados . s
undecadienoilforbol; Varian 166. acoolado a um C/min, fluxo de hélio 18
ostodina (artefato cromaté ra'fo dep As mL/min. Injetor a 210 °C; HANDA et al.,
forbdlico) de caule g 9 interface a 220 °C, registros 1983

dos espectros com 6 s entre
scans

Temperatura: 100-250 °C, 4
°C/min (hidrocarbonetos); 2
°C/min (terpenoides e
saponificaveis); 70 eV,
temp. fonte 150 °C,
Software Nermag-Sidar.

T forno 280 °C, T
injetor/detector 300 °C

T inicial 50 °C (2 min.),
prog. 20 °C/min até 90 °C
(1 min), seguido de 5
°C/min até 280 °C. Injecao
de 0,1 mL. Temp. injetor
250 °C; ion trap 200 °C;
fluxo de He 1 mL/min;
deteccdo de massas a 70
eV, espectroteca NIST 12.
T forno 150 °Ca340°C a4
°C/min (17 min); fluxo de
hélio 1,0 mL/min com
presséo de entrada 3,14
psi; split/splitless 10:1; IE 70
eV, dados processados por
MSD Productivity Chem
Station Software com fonte
de ions a 250 °C

UZABAKILHIHO
etal., 1987

OLIVIER et al.,
1992

COSTA et al.,
2012

VALADAO et
al., 2018

Fonte: elaboracao prépria (2019).

Por fim, a caracterizacdo e identificacdo dos ésteres diterpénicos sé&o

normalmente realizadas por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 1D e
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2D, infravermelho e espectroscopia de massas (ZHANG et al., 2006; MOREIRA et al.,
2010); utilizando-se também abordagens combinadas de métodos espectrométricos
(ex.: massas de alta resolugao) (NOTHIAS-SCAGLIA, 2015b).

2.6 CARACTERIZACAO PROTEICA DA MATERIA-PRIMA VEGETAL

O estudo de proteinas, de forma geral, faz-se através da analise da atividade
das enzimas proteoliticas ou proteases. Estas enzimas clivam as ligacfes peptidicas
de proteinas e peptideos, liberando aminoacidos livres e peptideos de tamanhos
variados. Elas sdo encontradas em todas as organelas celulares de todos os
organismos vivos, mediando e regulando uma grande diversidade de reacdes
guimicas cruciais para a fisiologia, patologia e morte destes organismos (RAWLINGS,
BATEMAN, 2019).

As enzimas proteoliticas presentes em plantas estdo envolvidas em quase todos
0s aspectos do desenvolvimento e crescimento, como por exemplo a germinacao e a
morte celular programada. O latex presente em diversas espécies de plantas € uma
fonte importante de proteases, que séo utilizadas na medicina tradicional e embasam
produtos da industria (CRAIK, 2011; SILVA-LOPEZ, GONCALVES, 2019). Vale
ressaltar também que as enzimas proteoliticas oriundas de vegetais sdo muito
atrativas para a industria farmacéutica, ndo somente por suas atividades bioldgicas,
mas também por suas caracteristicas de estabilidade fisico-quimicas em altas
temperaturas e em ambientes quimicos variados (FEIJOO-SIOTA, VILLA, 2011;
RAWLINGS, BARRETT, 2014; ABARCA et al., 2019).

Um grande numero de proteases tem sido isolado de frutos e de latices de varias
plantas. Das inumeras proteinas identificadas, as cisteino-proteases, serino-
proteases, quitinases, lectinas, inibidores de protease e oxidases sdo as mais
relatadas na literatura. Essas proteinas desempenham muitos papéis fisioldgicos,
como transdugcédo de sinais celulares e defesa oxidativa (GULSEN et al., 2010;
PINTUS et al., 2010; USHA-RANI, JYOTHSNA, 2010).

No latex, as proteases séo sintetizadas nas suas formas inativas e séo ativadas
apos a planta sofrer uma agressédo mecanica. Sendo assim, as enzimas proteoliticas
parecem estar relacionadas com o processo de coagulagdo do latex, possuindo,
portanto, um papel indireto na defesa da planta (HIVAPRASAD et al., 2010; KONNO,
2011; ABARCA et al., 2019; RAMOS et al., 2019). Por exemplo, a capacidade

antifangica do latex de Euphorbia tirucalli foi atribuida a presenca de proteinas
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(SOUZA et al., 2011). Ainda, o latex é considerado um meio de transportar, de maneira
imediata, substancias quimicas defensivas, e assim aumentar suas concentracées
nas partes da planta que foram atacadas ou sofreram algum dano (KONNO, 2011).
Sytwala e colaboradores (2015) prospectaram a atividade de quitinase e lisozimas em
110 espécies do género Euphorbia, relacionando-as ao arsenal de defesa das plantas
contra patégenos.

No reino vegetal, muitas plantas sédo relacionadas como produtoras de latex, e
dentre as familias botanicas destaca-se Euphorbiaceae, que possui o0 maior nimero
de espécies com a capacidade de exsudar latex. Isso tem despertado o interesse dos
pesquisadores em estudar possiveis enzimas proteoliticas que atuem na defesa da
planta em seus latices (DOMSALLA, MELZIG et al., 2008).

O papel das enzimas na coagulacdo do latex foi investigado em Hevea
brasiliensis, uma das espécies presentes na familia Euphorbiaceae. Proteinas com
propriedades anticoagulantes foram identificadas e fornecem um modelo importante
para abordagem da estabilidade coloidal do latex (GIDROL et al.,, 1994,
WITITSUWANNAKUL et al., 2008; PINTUS et al., 2010). No estudo feito por Wahler e
colaboradores (2009), os autores realizaram uma analise abrangente das principais
proteinas do latex das espécies Taraxacum officinale e T. kok-saghyz (Asteraceae),
terminando por propor o agente responsavel pelo escurecimento do latex.

A avaliagdo da atividade proteolitica também foi estudada no latex de Carica
papaya (mamoeiro, Caricaceae). Neste estudo os autores estabeleceram a atividade
da enzima amidasica durante a coagulacdo do latex. Os autores observaram que esse
processo de coagulacao € similar ao do sangue humano, ja que o coagulo é formado
de proteinas; enquanto que no caso da seringueira, a agregacao se da por particulas
de borracha, compostas de isoprenoides (MOUTIM et al., 1999).

Algumas proteases presentes em latices sao atualmente comercializadas tendo
em vista suas atividades biolégicas como no caso da papaina (Carica papaya) € ficina
(Ficus glabrata) que atuam como agentes terapéuticos em insuficiéncias respiratorias
e digestivas, infeccdes parasitarias, desbridamento de tecidos e cicatrizacdo de
feridas, dentre outras aplica¢bes (CRAIK, 2011; SILVA-LOPEZ, GONCALVES, 2019).

A espécie E. umbellata, vem sendo estudada devido as suas atividades
biologicas relacionadas a presenca de glicoproteinas e proteases em seu latex
(MENON et al., 2002; RAJESH et al., 2006). As atividades encontradas para as

proteases sao referentes as a¢des anticoagulante e fibrinogénica (RAJESH et al.,
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2006; MISHRA et al., 2017). Uma lectina também foi isolada do latex desta espécie e
apresentou atividade de hemaglutinacdo, como todas as lectinas; ainda
observandoque a lectina de E. umbellata suprimia o crescimento tumoral de
fibrossarcoma, além de inibir a sintese de proteinas em células de tumor de Yoshida
(PREMARATNA et al., 1981, 1984; DURGAWALE et al., 2001). Um estudo recente
descreve a atividade nematicida das proteases presentes no latex (GOMES et al.,
2018).

2.7 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA MATERIA-PRIMA VEGETAL

A pré-formulacdo é uma das primeiras etapas no desenvolvimento de formas
farmacéuticas. Durante esta etapa as caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco e
dos excipientes que impactam diretamente na estabilidade e biodisponibilidade séo
estudadas (ALDERBORN, 2016; GAISFORD, 2016).

Os principais parametros avaliados na etapa de pré-formulacéo sdo: estudos de
solubilidade, densidade, tamanho de particula, coeficiente de particdo, morfologia,
estabilidade da estrutura cristalina e compatibilidade. A reunido destas informacoes
norteia o processo racionalizando o desenvolvimento farmacéutico. A importancia da
investigacdo dessas propriedades esta diretamente ligada a sua influéncia sobre
atributos de qualidade do produto final, uma vez que impactam em propriedades
como: (i) o fluxo, que estd diretamente associada a processabilidade, e (i) a
uniformidade de conteudo de formas farmacéuticas (ANSEL et al., 2000; SCHNEIDER
et al., 2007).

A padronizacdo de insumos farmacéutico de origem vegetal (IFAV) constitui uma
etapa fundamental no desenvolvimento de fitoterapicos, contribuindo para agregar
valor tecnolégico a esses ativos. Assim, esta padronizacdo é de suma importancia
para se obter um produto final estavel e eficaz, uma vez que a constancia das
propriedades relativas a essa matriz tem efeitos sobre a manutencdo da
disponibilidade fisiolégica e da estabilidade fisica e quimica (LAPA et al., 2007; KLEIN
et al., 2009; YORK, 2016).

A identificacdo de marcadores e o desenvolvimento de métodos, que permitam
a qualificacdo e quantificacdo de grupos quimicos relacionados a constituintes da
matriz antes, durante e apds o processo, sdo etapas desafiadoras no contexto de
padronizacdo destes ativos vegetais. Adicionalmente, os IFAV geralmente sdo mais

suscetiveis as alteracdes em funcdo do pH, temperatura, polaridade de solventes e
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interacOes entre excipientes ou veiculos utilizados, ao formular um produto (ANSEL et
al., 2000; SILVA JUNIOR et al., 2006).

As caracteristicas fisico-quimicas podem ser avaliadas através de diversas
metodologias, dentre elas: ensaio de solubilidade, andlise granulométrica, densidade
aparente e compactada, area superficial especifica, angulo de repouso, difracdo de
raios X (DRX), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia na
regido do infravermelho (IV) e andlises térmicas (TGA, DTA e DSC) (VILA JATO,
2001).

A caracterizacao fisico-quimica pode ser bem exemplificada pelo estudo de
Santos e colaboradores (2018) sobre propriedades do extrato liofilizado da flor de
hibisco (Hibiscus sabdariffa) em diferentes formulacbes. Neste, foram determinados
os parametros de solubilidade, densidade aparente e compactada, as propriedades
de fluidez (indice de Carr) e coesividade (fator de Hausner) e a higroscopicidade, ao
aumentar a percentagem de maltodrextrina na formulacéo.

Diversas técnicas sdo aplicadas na determinacdo da morfologia e do aspecto
superficial das particulas da matéria-prima vegetal seca, dentre elas a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Um exemplo de sua utilizacdo € o estudo com extrato
de Aleurites moluccana, no qual se realizou a padronizacdo e uma avaliacdo
morfolégica da reprodutibilidade e de diferentes lotes (QUINTAO et al., 2011).
Petrovick e colaboradores (2010) apontaram diferencas significativas entre o p6 obtido
por spray-drying e o granulado do extrato seco de Achyrocline satureioides utilizando
a mesma técnica.

As analises térmicas sdo empregadas para a caracterizacdo da matéria-prima
vegetal, visto que a determinacdo dos teores de umidade e cinzas, o estudo da
estabilidade e da cinética de degradacéo podem ser obtidos ao empregar as técnicas
termoanaliticas. Na literatura sdo encontrados alguns estudos utilizando as técnicas
de andlise termogravimétrica (TGA), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e a
analise térmica diferencial (DTA) para avaliar o extrato liofilizado de Vismia guianensis
(CAMELO, 2010), o comportamento térmico dos extratos de raizes e folhas de
Cissampelos sympodialis (milona) (ARAGAO et al., 2002), a padronizagio de extratos
nebulizados e liofilizados de Symphytum officinale L (SILVA JUNIOR et al., 2006),
estabilidade do p6 e do extrato liofilizado de Arrabidaea chica (ALVES, 2008), e o
estudo do extrato liofilizado de Calendula officinalis (NUNES, 2008).
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Estudo recente de Lemes e colaboradores (2018) demonstraram a importancia
das técnicas de caracterizacdo mencionadas no contexto do desenvolvimento de
formulagbes contendo matrizes de origem vegetal. Tais técnicas viabilizaram aos
autores avaliar as caracteristicas fisico-quimicas de membranas de quitosana
contendo fracdes ricas em compostos fendlicos obtidas a partir de extracao
metandlica em cascas do caule da espécie E. umbellata que apresentavam potencial
antioxidante e antimicrobiano.

A parte desse estudo avaliando propriedades fisico-quimicas de extrato de caule
da espécie-alvo do presente estudo, ndo sdo comuns este tipo de estudos com latices
de espécies do género ou mesmo da familia Euphorbiaceae. Os poucos estudos
disponiveis datam de mais de 70 anos atras. Foram realizados por Kopaczewski e
abordavam apenas a caracterizacdo das propriedades organolépticas, fisico-
guimicas/estabilidade e estudos incipientes sobre a composi¢cdo quimica. Em alguns
estudos, como exemplificado com a espécie Euphorbia tirucalli, essas analises foram
complementadas com um estudo de toxicidade, utilizando camundongos e diferentes
concentracdes de latex (KOPACZEWSKI, 1947ab; KOPACZEWSKI, 1950).

Ao estender um estudo da estabilidade do latex de Euphorbia heliscopia para
verificar a acdo de varios agentes quimicos e fisicos, foi observada a formacao de
diferentes cristais ao se dissolver o latex em metanol absoluto ou tricloroetileno
(KOPACZEWSKI, 1946ab). O mesmo estudo abordou também o latex de Euphorbia
resinifera onde, além da caracterizacdo organoléptica, propriedades fisico-quimicas
(densidade, viscosidade, tencao superficial, condutividade elétrica, pH etc.) e estudos
de estabilidade fisico e quimico, Kopaczewski (1946ab) também caracterizou a
estrutura microscopica do latex.

A caracterizacéo fisica de latices de origem vegetal, quando realizada, inseriam-
se, quase sempre, no propasito de apontar alternativas para a producao de borracha.
Por exemplo, esse foi 0 escopo para os estudos comparativos sobre o tamanho de
particula de latex de Euphorbia amygdaloides, E. characias e E. myrsinites, quando
foram utilizadas difracdo de laser e a visualizacdo das particulas em microscopio
eletrbnico de varredura criogénica (crio-MEV). Os tamanhos das particulas do latex
das trés espécies foram semelhantes entre si, além da constatacdo de que elas
apresentavam forma esférica (BAUER et al., 2014).

Um estudo feito com diferentes espécies de Euphorbia, incluindo E. milii, E. hirta,

E. ingens, E. lacteal e E. franckiana utilizou o latex liofilizado e nitrato de prata aquoso
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para sintetizar nanoparticulas de prata, que foram testadas quanto a atividade
antimicrobiana. Todas as nanoparticulas sintetizadas com latex exibiram potencial
antibacteriano, destacando-se os latices de E. milii e trés plantas de outros géneros
(Jathropha curcas, J. gossypifolia, Pedilanthus tithymaloides), que apresentaram
atividade comparativamente alta contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
(PATIL et al., 2012).

As técnicas de microscopia eletrdnica de varredura convencional (MEV), MEV
com canhao de emissao de campo (MEV-FEG), crio-MEV e microscopia eletronica de
transmissdo (MET) foram utilizadas para comparar as particulas de Euphorbia
lactiflua, Hevea brasiliensis, Parthenium argentatum e Ficus elastica. Da mesma
maneira que o0 encontrado posteriormente por Bauer e colaboradores (2014), as
particulas encontradas eram esféricas, com variacdbes de tamanho (WOOD,
CORNISH, 2000).
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3. JUSTIFICATIVA

A presente proposta desenvolve-se no ambito do desenvolvimento quimico-
farmacéutico e visa contribuir com a obtengc&o de um proto6tipo de medicamento anti-
HIV. Aborda a parte prospectiva de um projeto maior, o qual esta inserido na linha
institucional da Fiocruz “Inovacdes em Farmacos e Medicamentos”.

O potencial do latex de Euphorbia umbellata para gerar um fitoterapico anti-HIV
tem base cientifica na capacidade que possuem alguns constituintes de espécies de
Euphobiaceae em provocar a expulsdo do HIV latente nos reservatorios celulares,
forcando-os a circular novamente na corrente sanguinea, onde ficariam sujeitos a
terapia com os antirrerrovirais de uso corrente. Ao exaurir o HIV das células
infectadas, essa quimioterapia combinada acena para uma eliminagdo total do virus,
abrindo uma possibilidade para a cura e fundamentando uma terapia antirretroviral
complementar inovadora. Este aspecto traduz a relevancia dos resultados, em caso
de sucesso do projeto. Uma nova terapia, que introduz uma possibilidade de cura da
infeccdo pelo HIV, traduz um ganho socioecondmico inestiméavel, pois contribui com a
reducdo da morbidade e mortalidade de pessoas infectadas, e com as despesas do
erario publico com antivirais comprados pelo SUS. Ha quase 40 milhdes de pessoas
vivendo com a infec¢éo por HIV no mundo, com 900.000 deste total no Brasil.

Paralelamente, deve-se considerar também o ganho académico da presente
proposta, constituido pelo fortalecimento das parcerias multidisciplinares que envolve
o potencial em gerar novas dissertacfes e teses em areas diversas e complementares
do desenvolvimento de farmacos e medicamentos. O projeto mais amplo esta inserido
no contexto de uma colaboracdo cientifica entre o laboratério Tec4Bio de
Farmanguinhos/Fiocruz, liderado pelo Dr. Antonio C. Siani; o Laboratorio de Micro e
Nanotecnologia de Farmanguinhos, liderado pelo Dr. Helvécio V. Antunes Rocha; e o
laboratério de Virologia Molecular da UFRJ, liderado pelo Dr. Amilcar Tanuri. O
Tec4Bio desenvolve pesquisas na area de Produtos Naturais e tem suas
competéncias organizadas para executar atividades prospectivas e tecnolégicas na
area quimico-farmacéutica, apoiando as descobertas e o desenvolvimento de
fitoterapicos. Ressalte-se que até o momento néo existem estudos de caracterizagdo
fisico-quimica com o material. O grupo de virologia vem investigando o latex de E.
umbellata quanto a capacidade de atuar como imunomodulador, incluindo os

mecanismos que reativam in vitro células humanas infectadas com HIV. Além disso,
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o estudo das proteinas do latex conta com o suporte da Dra. Raquel E. da Silva Lopez,
do laboratério de Bioquimica de Farmanguinhos-Fiocruz. Recentemente, o estudo foi
ampliado para medidas de toxicologia, realizada em primatas nao humanos, com a
parceria do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fiocruz.

Por fim, a amplitude do projeto de obtencédo de um prototipo de fitoterapico induz
a se considerar os investimentos ja realizados nas diversas areas do conhecimento
cientifico como argumento plausivel para justificar a execucdo das etapas

multidisciplinares, nas quais se insere a proposta da presente dissertagao.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir com o conhecimento composicional do latex medicinal de Euphorbia

umbellata (Pax) Bruyns, abordando os terpenoides e as proteinas de sua composicao,

e caracterizar as propriedades fisico-quimicas basicas, que dar&o suporte aos futuros

ensaios de formulagdes farmacéuticas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Elaborar uma compilagéo sobre o latex de Euphorbia umbellata, com foco nos
métodos convencionais de analise (CCD, CLAE e CG) para seu conteudo
terpenoidico, e de suas propriedades bioldgicas e farmacolégicas descritas na

literatura.

Aplicar técnicas de CCD, CLAE-DAD, CG-DIC e CG-EM para,
simultaneamente, verificar a adequabilidade da aplicagcdo de cada uma ao
latex liofilizado e seu extrato hidroetandlico, e caracterizar os perfis

terpenoidicos do latex de E. umbellata originario de duas fontes distintas.

Estabelecer um método viavel e escalonavel para a separacdo das principais
classes de terpenoides do latex de E. umbellata, orientado pelo
enriguecimento de fracdes concentradas nos constituintes triterpénicos e

ésteres diterpénicos.

Estimar a relacdo entre os conteudos triterpenoides e diterpenoides no latex

de E. umbelllata, com base na analise das fracdes separadas.

Prospectar e caracterizar as proteinas contidas no latex in natura e liofilizado,
através de técnicas (quando cabiveis) de quantificacdo, inibicdo enzimatica,

atividade peptidastica, eletroforese, pH 6timo e atividade proteolitica.

Aportar dados iniciais sobre a maneabilidade do latex liofilizado e seu
potencial como matéria-prima e como IFAV, a partir dos parametros fisico-
guimicos obtidos para o escoamento de pds, microscopia eletronica de

varredura, analises térmicas e area superficial.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 SOLVENTES, REAGENTES E SOLUGCOES

Acetona 99% grau CLAE/UV (Tedia, Fairfield).

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10 mM.

Acido tricloroacético (TCA) a 10%.

Agua ultrapura com resistividade 18,1 MQ/cm (Millipore).

Alcool etilico 99,5% grau CLAE/UV (VETEC).

Alcool metilico 99,8% grau CLAE/UV (Tedia, Fairfield).

Benzamidina a 1 mM.

Cloroformio 99,8% grau CLAE/UV (Tedia, Fairfield).

Cromatoplaca de gel de silica 60F-254 (20 x 20 cm) (Merck).

Dodecil sulfato de sédio (DSS).

Eter etilico 99,8% (VETEC).

Gel de silica 60 GF-254 5-40 um (Merck).

Gel de silica 60 RP-18 40-63 um (Merck).

Latex de Euphorbia umbellata (Barretos, SP e Nova Friburgo, RJ).
L-trans-epoxisuccinyleucilamido- (4-guanidino) butano (E-64) al mM.
Mistura de B-sitosterol, stigmasterol e campesterol (Sigma-Aldrich).
Monoestearato de glicerila (Synth).

Padréo BIO-RAD.

Pepstatina a 1 mM.

Solucéo acida de Azul de Comassie G-250.

Solugéo de acido cloridrico (HCI) 0,1M.

Solucdo de azul de Coomassie brilhante R-250 a 0,2% em metanol/acido
acetico/agua (4:1:5).

Solucéo de Hidroxido de sodio (NAOH) 0,1M.

Solucéo metandlica de anisaldeido sulfurico 0,5% (p/v) (Referéncia do preparo:
WAGNER, BLADT, 1996).

Solucéo preto de amido 0,1%.

Substrato peptidico N-a-p-Tosil-L-arginil metil éster (L-TAME).
Tampao carbonato/bicarbonato 50 mM pH 10,0.

Tampao citrato de sédio 50 mM pH 4,5 - 6,5.
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e Tampédo fosfato de sédio 50 mM, pH 6,5.
e Tris HCI 50 mM para valores de pH 7,0-9,5.
e Triton X-100 2,5%.

5.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

e Agitador orbital com incubadora IKA, modelo KS 4000 ic control.

e Analisador de area superficial Quantachrome, modelo NOVA 4200e.

e Analisador de densidade Erweka 303D.

e Analisador termogravimétrico modelo TGA 5500, TA Instruments.

e Analisador de fluxo por orificio e angulo de repouso Granulate Tester GTB,
Erweka.

e Aparelho digital de ponto de fusdo MQAPF-302, Microquimica.

e Balanca analitica AUY220, precisdo 1 mg - 220 g, Shimadzu.

e Balanca analitica de determinacao de umidade ID-50, sensibilidade de 0,001 g,
Marte Cientifica.

e Balanca de precisdo modelo UX4200H, Shimadzu.

e Banho de ultrassom USC1800A, UNIQUE.

e Bomba a vacuo LR67161 / 1350-1620 rpm, Greiffenberger AG, Marktredwitz.

e Bomba de vacuo para Extracdo em Fase Sodlida usando Manifold Varian,
Vaccubrand RE 2.5.

e Calorimetro exploratério diferencial modelo DSC250, TA Instruments.

e Centrifuga modelo 5810 R, Eppendorf.

e Colunas cromatogréficas capilares: LiChrocart Purospher Star RP-18e Merck.

e Cromatografo a gds com detector de ionizacdo em chama, modelo 6890,
Agilent Technologies.

e Cromatografo a gas modelo 6890N acoplado a espectrometro de massas mono
guadrupolar modelo 5973N, Agilent Technologies.

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia: Sistema Shimadzu com detector de
arranjo de diodos SPD-M10A, Shimadzu.

e Difratdmetro modelo D8 Advance, Bruker.

e Equipamento de densidade e fluxo modelo GTB, Erweka.

e Espectrofotdmetro Uv 1800, Shimadzu.

e Espectrometro de infravermelho Nicolet 6700, Thermo Fisher Scientific.
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e Evaporador rotatorio V-850, Biichi.

e Filtro de papel quantitativo (porosidade 8 um) JP42, Quanty®.

e Filtro de seringa Millipore 0,22 um de celulose regenerada, Merck.
¢ Filtro de seringa Millipore 0,45 um de celulose regenerada Merck.
e Granulémetro modelo Granutest, Produtest.

e Liofilizador Christ Alpha 2-4 LD plus, Martin Christ.

¢ Medidor de fluxo de pds por orificios modelo Granulate flow tester, Erweka.
e Medidor de pH mPA-210, Ms Tecnopon.

e Microscaopio eletrdnico de varredura modelo TM3030PIlus, Hitachi.
e Papel de filtro grau 42: 2,5 um, Whatman.

e Placa de aquecimento PC-320, Corning.

¢ Rotaevaporador modelo: V850, Biichi.

e Sepacore X50, Buchi.

e Sistema de eletroforese Mini-protean Il, Bio-Rad.

e Software Excel 2013, Microsoft Corporation.

e Software OMNIC 7.0 OMNIC™ Thermo Fisher Scientific.

e Software CLASS-VP verséo 6.13 SP2, Shimadzu.

e Soprador térmico G1935/BR2, GAMA.

e Tamises 3,5-60 mesh de aco inox, Bertel.

e Ultra-turrax T-25 digital, IKA.

e Ultrassom USC1800A, UNIQUE.

5.3 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA: LATEX DE EUPHORBIA UMBELLATA

Foram realizadas oito coletas de latices de Euphorbia umbellata, entre 2017 e
2019. Quatro delas (janeiro/2017, duas em margo/2018 e novembro/2018) foram em
areas de cultivo nos municipios de Barretos, Sdo Paulo (latitude 20°14’30” S, longitude
48°35'22” W); e outras quatro (janeiro/2019, mar¢co/2019, maio/2019 e dezembro/2019)
em Nova Friburgo, Rio de Janeiro (latitude 22°16°42.7” S, longitude 42°31°18.8” W). As
plantas cultivadas foram identificadas pelo botanico Dr. Marcelo Trovo, e uma exsicata
esta depositada no herbario RFA da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob codigo
Trovo M.L.O 764. A solicitagéo de acesso ao Patrimbdnio Genético esta registrada no
SISGEN (Sistema Nacional de Gestao do Patrimbnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado) sob cadastro A37B4B7. O latex foi obtido por gotejamento direto
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em um recipiente (garrafa PET), imediatamente apo0s fatiamentos sucessivos de
galhos da planta (Figura 8). O material foi eventualmente congelado e remetido via
correio rgpido ou transportado por veiculo particular (origem de Nova Friburgo) até o
Laboratorio de Produtos Naturais Tec4Bio, no Instituto de Tecnologia em Farmacos,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, onde foi mantido em freezer (-20 °C) até seu
processamento. Apos o descongelamento, o volume do lote foi medido em uma proveta

graduada, assim como foi obtida a massa total correspondente.

Figura 8: Coleta do latex de Euphorbia umbellata de plantas cultivadas no municipio de Barretos (SP).
Foto de Wilson Barros, 2018.

5.4 PROCESSAMENTO PRIMARIO: LIOFILIZACAO E EXTRAGCAO DO LATEX

Dois procedimentos foram realizados para processar o latex: (1) liofilizagéo, e (2)
extragcdo com etanol 80%; alguns lotes foram submetidos aos dois procedimentos. O
esquema da Figura 9 resume os tratamentos realizados com o latex recebido, que

originaram a obtencéo de trés extratos secos distintos.

Latex de E. : Residuo !
1
umbellata L Eie_ssa_rteldi)_ _|
Liofilizacdo 48-60h | + EtOH 80% (dil. 1:9 m/v) /v
flracko 9 -
1 i ~
\ Extrato | Agua-mae
— Hidroetandélico : d(solm{el()j
Liofilizado Concentragao do volume [ _e_sgai é _a_ -
| Secagem | (1/10)
L 4 FiltracAo/Secagem
LLBA LLNF
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Figura 9: Esquema dos processamentos realizados com o latex de E. umbellata e obtengédo dos
extratos secos. As varia¢ges do processo foram inteiramente monitoradas por CCD.
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5.4.1 Liofilizacao

Aliquotas de latex foram colocadas em ampolas de liofilizacdo (100, 250 e 500
mL), novamente congeladas, e diretamente liofilizadas por cerca de 3 dias. O material
resultante foi entdo pulverizado em almofariz com auxilio de pistilo e armazenado em
dessecador, sendo devidamente rotulado (ex: LLBAL para o Latex Liofilizado do lote

01 coletado em Barretos, 2017).

5.4.2 Extracao hidroetandlica

Apoés descongelamento, o latex bruto foi adicionado, a temperatura ambiente, a
uma mistura de EtOH:H20 8:2, com relacéo latex:solvente 1:9. A mistura foi agitada
manualmente por 15 minutos com auxilio de bastao de vidro e em seguida filtrada por
gravidade, em papel de filtro. Este filtrado, ja contendo algum material que re-precipita,
foi evaporado a exaustéo e entdo levado ao liofilizador para secagem em alto vacuo.
Este produto foi analisado sob a denominagcédo de ESBA/ESNF (ex: ESNF1 = extrato
hidroetandlico do lote 5 coletado em Nova Friburgo, 2019). Este produto esté referido
no texto como “extrato hidroetandlico soluvel”.

Uma variacdo deste procedimento inclui a reducdo do volume logo apds a
filtracdo para 1/10 do seu volume inicial. Apdés essa reducao, uma nova filtracao foi
efetuada em funil de Buchner (papel de filtro comum), a temperatura ambiente. O
solido resultante foi lavado com etanol absoluto resfriado a 10 °C. ApOs secagem,
esse solido foi mantido em dessecador e devidamente rotulado (ex: EIBAL1 = extrato
hidroetandlico do lote 01 coletado em Barretos, 2017). Este produto esta referido no
texto como “extrato hidroetandlico insoluvel”.

A liofilizagéo foi aplicada a oito lotes e a extragéo hidroalcoolica a quatro deles.
Em alguns casos, 0 mesmo material foi separado em duas partes, entdo submetidas

aos dois procedimentos.

5.5 FRACIONAMENTO DO LATEX LIOFILIZADO E DO EXTRATO
HIDROETANOLICO INSOLUVEL DE EUPHORBIA UMBELLATA POR EXTRACAO
EM FASE SOLIDA (EFS) UTILIZANDO SILICA DE FASE REVERSA

Uma seringa de polipropileno, com capacidade de 60 mL (2,5 cm diametro
interno), foi empacotada com 9,4 g de silica 60 RP-18 (40-63 um utilizada para
separagOes preparativas), usando CH3sCN como solvente. O volume de leito (VL) foi

de 15 mL, correspondendo a altura de 2,5 cm. A seringa, tendo o orificio da base
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vedado parcialmente com algodao, foi adaptada a um coletor tipo Manifold, com o
empacotamento do leito sendo auxiliado por aplicacéo de vacuo (Vaccubrand RE 2.5).
Apés aplicacdo da amostra suspensa em CH3CN, foram coletadas 3 fragcdes de 15 mL
cada uma, eluidas com CHsCN; finalizando-se com uma fragéo Unica de 15 mL de
CHCIs. Essa descrigdo representa o experimento otimizado, que entdo foi repetido
quatro vezes com o extrato etandlico (EIBA1l) e oito vezes com o latex liofilizado
(LLBAZ2). O experimento utilizando EIBAl foi ensaiado com aumento da carga
aplicada de 200-400 mg e LLBA2 foi ensaiado com aumento de carga aplicada de

500-1000 mg. Ambos os testes utilizaram a mesma seringa de 60 mL.

5.6 ENSAIO DA SEPARACAO DE CLASSES DE TERPENOS UTILIZANDO
PARTICAO POR SOLUBILIDADE (ACETONITRILA : AGUA)

5.6.1 Fracionamento do lote (nico liofilizado (LLBA2) através de particdo por
solubilidade

Estes testes foram realizados com base nas condi¢cdes estabelecidas pela
andlise do latex liofilizado em CLAE, quando se utiliza uma mistura de agua e
acetonitrila como fase movel (item 5.8). Foram realizados trés ensaios utilizando
diferentes concentracdes da relacdo solido:solvente (RSS). O primeiro teste utilizou
100 mg de LLBA2 e 10 mL de mistura CH3CN:H20 (acetonitrila:dgua (RSS 1:100,
mg/mL)); o segundo teste foi conduzido com 100 mg de LLBA2 em 20 mL de mistura
1:1 CH3CN:H20 (RSS 1:200); e o terceiro teste foi conduzido com 100 mg de LLBA2
em 5 mL (RSS 1:50). Cada um dos trés testes foi desdobrado para admitir diferentes
propor¢des da mistura CH3CN:H20: 100% CHsCN; 75% CH3CN; 50% CH3CN; 25%
CH3CN e 0% CHsCN (100% H20). Os parametros utilizados nestes ensaios foram
baseados na seletividade dos solventes obtidas em CLAE. Os ensaios foram
efetuados em frascos fechados, a temperatura ambiente, e aplicacdo de ultrassom
por 15 minutos, filtrando-se em papel de filtro quantitativo (porosidade 8 um). O
material insollvel foi seco a temperatura ambiente e depois levado ao liofilizador por
12 horas, para completar a secagem. O material solavel foi rotaevaporado em seguida
levado ao liofilizador por 12 horas. Ambos o0s materiais foram armazenados no

dessecador, em frascos devidamente rotulados.
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5.7 PERFIL DO LATEX E DAS FRACOES DERIVADAS DA SEPARACAO INICIAL
POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

As analises por CCD foram realizadas em fase normal e fase reversa, com todos
0s solventes e reagentes utilizados de grau PA. O revelador utilizado foi anisaldeido
sulfarico (WAGNER, BLADT, 1996), que é borrifado na placa, seguindo-se entdo o
aquecimento desta em estufa a 105 °C por 10 min, ou usando-se um soprador térmico.
As fases moveis otimizadas para eluicdo dos componentes do latex foram CHCls:éter
etilico 95:5 ou CHCls:Acetona 95:5; e CH3CN puro ou MeOH puro, no caso de fase
reversa. As amostras foram solubilizadas em CHCIs, nas concentracdes de 2 ou 5
mg/mL, aplicando-se 10 pL. O padrdo utilizado inicialmente foi o TPA (12-O-

tetradecanoil-13-acetilforbol).

5.8 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA
A DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS (CLAE-DAD)

As analises por CLAE-DAD foram realizadas em equipamento Shimadzu (VP)
equipado com duas bombas LC-10AD, injetor automético SIL-10AD, forno de colunas
CTO-10A, degaseificador DGU-14A e detector de arranjo de diodos Shimadzu SPD-
M210A. Aquisicado de dados e controle gerenciadas pelo software Shimadzu CLASS-
VP versdo 6.13 SP2. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas foram adaptadas de
Campos (2015): gradiente de CH3CN-H20 milli-Q sem ajuste de pH; com %CH3CN
variando da seguinte maneira: 20% a 95% (to a 40 min), 95% (40-50 min), 95%-20%
(50-55 min), 20% (55-60 min). A temperatura do forno foi 40 °C e o volume de injecao
foi 10 pL. A leitura foi realizada em A = 210 nm. As amostras foram solubilizadas em
metanol na concentracdo de 2,5 mg/mL seguida de filtragdo em cartucho de 0,22 pm.
O padrdao empregado foi o TPA e os cromatogramas foram comparados com
resulados obtidos e dados da literatura.

5.9 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG-EM)

As andlises por CG-EM foram realizadas em cromatografo a gas Agilent 6890N
Network acoplado a um espectrobmetro de massas Agilent 5973. Foi utilizada uma
coluna capilar DB-17 HT Agilent (30 m x 250 um x 0,15 um), hélio como gas de arraste
e fluxo de 1,0 mL/min. As amostras solubilizadas em CHCIs ou MeOH, nas
concentracdes de 2 ou 5 mg/mL, filtradas em cartucho de 0,22 pm, e injetadas com
volume de 1,0 pl e divisao de fluxo (split) 10:1. A temperatura do injetor e do detector
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foram mantidas em 250 °C e 290 °C, respectivamente. A temperatura do forno foi
programada de 150 °C até 365 °C, com taxa de aguecimento de 4 °C/min e sendo
mantida por 10 min no final. O tempo total de analise foi de 65 min. O espectrémetro
de massas operou com impacto de elétrons de 70 eV, temperatura da fonte de 250 °C
e modo de andlise em varredura linear na faixa de 70-800 Da. Os constituintes foram
identificados pela comparacdo dos espectros existentes na literatura, através da
biblioteca eletrbnica Wiley 275 disponiveis no software MSD Productivity
ChemStation, e analisando padrdes de fragmentagao no espectro.

5.10 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA COM DETECTOR POR
IONIZACAO DE CHAMA (CG-DIC).

As andlises por CG-DIC foram realizadas em cromatografo a gas utilizando um
equipamento Agilent Technologies 6890N Network acoplado a um detector Agilent
5979. Foi utilizada uma coluna capilar DB-17 HT Agilent (30 m x 250 pm x 0,15 pm),
empregando-se hidrogénio como gas de arraste com fluxo constante de 1,8 mL/min.
As amostras solubilizadas em CHCIs, nas concentracdes de 2,5 mg/mL, filtradas em
cartucho de 0,22 um, e injetadas com volume de 2,0 pL e divisdo de fluxo
(split/splitless) 25:1. A programacdo do forno iniciou em 50 °C, com isoterma de 5
minutos, seguida de aquecimento a uma taxa de 20 °C/min até 230°C e ent&o reduzida
para 5 °/min até 350 °C, finalizando com uma corrida isotérmica de 9 min. A corrida
durou 47 minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas 300 °C. O
detector de ionizacdo de chama operou a uma temperatura de 300 °C, uma vazéao de
ar de 320 mL/min, vaz&o de hidrogénio de 31 mL/min, com uma vaz&o de nitrogénio
de 10 mL/min.

5.11 QUANTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DO LATEX POR CG-DIC

O emprego da linearidade de resposta do detector aos principais componentes
do latex foi realizado em baldes volumétricos de 10 mL foram preparadas soluc¢des do
latex liofilizado em CHCIs nas concentragées de 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 mg/mL. Estas foram
analisadas em triplicatas por CG-DIC conforme descrito no item 5.10. Primeiramente
foi injetado o latex liofilizado (LLBA2), em diferentes concentracdes (2,0; 3,0; 4,0; 5,0
mg/mL), para determinar uma linearidade de resposta do detector a cada componente
da amostra, e a concentracao ideal a ser utilizada. Em seguida, todas as amostras
(LLBAL; LLBA2; LLBA3; LLNF1; EIBA2; EESG 01/19; ESNF1; FS; Fl; SPE F1+F2;
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SPE F3; SPE F4), preparadas separadamente, foram injetadas em triplicatas na

concentracdo de 2,5 mg/mL.

5.12 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (1V)

Em espectrometro de infravermelho Thermo-Nicolet (modelo Nicolet 6700)
pertencente ao Servico de Métodos Analiticos (SMA - Farmanguinhos) e esta
equipado com software OMNIC 7.0. Nele, foram depositadas pequenas quantidades
de amostra, em contato direto com o cristal do acessorio de reflectancia atenuada
(ATR). Os espectros foram registrados entre 4000 a 600 cm?, com resolugéo de 32

scans e 4 cm™.
5.13 ESTUDO DAS PROTEINAS DO LATEX DE EUPHORBIA UMBELLATA
5.13.1 Preparo das amostras

Uma aliquota do latex in natura coletada em Barretos-SP (LBA2) e outra em
Nova Friburgo-RJ (LNF3), foram centrifugados (10.000 x g por 30 min a 4 °C). Desta
centrifugagéo foram obtidos os sobrenadantes do latex de Barretos (SLBA) e do latex
de Nova Friburgo (SLNF), que foram armazenados a 4 °C para as analises.

Posteriormente, foi feita a extracdo das proteinas utilizando 5 mg do latex
liofilizado de Barretos (LLBA2) e de Nova Friburgo (LLNF3) com 1 mL de diferentes
solucdes extratoras: tampdo Tris HCI 50 mM, pH 8,0 (a); tampéo fosfato de sédio 50
mM, pH 6,5 (b) e 4gua destilada (c), sob agitacdo leve (100 x g por 60 min a
temperatura ambiente) utilizando Shaker (B.A.K 250, Benfer). Em seguida, o material
foi centrifugado (10.000 x g por 30 min a 4 °C) e os sobrenadantes separados e
armazenados a 4 °C para posteriores analises. Os sobrenadantes provenientes das
extragcOes do latex liofilizado de Barretos e de Nova Friburgo foram denominados
respectivamente de SLLBA-a, SLLBA-b, SLLBA-c e SLLNF-a SLLNF-b, SLLNF-c,
obtidos respectivamente com tampéo Tris HCI 50 mM, pH 8,0 (a); tampao fosfato de
sédio 50 mM, pH 6,5 (b) e agua destilada (c).

5.13.2 Quantificacao proteica

A determinacao do teor de proteinas foi realizada pelo método Bradford (1976),
usando a proteina albumina obtida soro bovino (BSA) como padrédo. O reagente foi
preparado a partir de 100 mg de Coomassie® Azul Brilhante G-250 solubilizado em 50
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mL de etanol 95% e 100 mL acido fosforico 85%. A solucéo foi diluida para um volume
final de 1 L, filtrada e utilizada para a dosagem de proteinas das amostras. A curva
padrdo foi construida utilizando BSA nas concentra¢gfes de 4.000; 2.000; 1.000; 500;
250; 125; 62,5; 31,25 mg/mL. As leituras das absorbancias foram realizadas a 595 nm
em espectrofotdmetro (Uv 1800, Shimadzu). Este método baseia-se na absorbéancia
maxima de uma solucéo acida de Azul de Comassie G-250 a 595 nm quando se liga
a proteina. Além disso, é o método mais adequado para o doseamento de proteinas
de plantas, visto que minimiza a interferéncia de alcaldides e polifendlicos como os
flavondides e taninos comumente presentes nos vacuolos de citoplasmas vegetais
(Zaia et al., 1998).

5.13.3 A atividade peptidasica dos soros dos latex

A progressdo da atividade litica dos soros SLBA e SLNF sobre o substrato
peptidico N-a-p-Tosil-L-arginil metil éster (L-TAME) foi realizada incubando soros e
sobrenadantes com substrato na concentragdo final de 0,125 mM, na temperatura
ambiente em tampéao Tris HCI 50 mM, pH 7,5. A reacéo foi conduzida por 30 min e a
hidrolise do substrato avaliada pelo aumento progressivo da absorbancia a cada 5 min
em espectrofotbmetro a 247 nm. A atividade foi expressa em unidades (U), que
significa o incremento de 0,1 na absorbancia (GONCALVES et al., 2016).

5.13.4 Eletroforese de proteinas

A eletroforese em poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)
€ correntemente utilizada para andlises de peso molecular, atividade enzimatica e
glicosilagéo das proteinas e enzimas (GONCALVES et al., 2016). O SDS-PAGE 12%
foi realizado para estudar o perfil de proteinas presentes nos soros (SLBA e SLNF) e
seus respectivos sobrenadantes extraidos dos latex liofilizados (SLLBA e SLLNF), ja
o gel de SDS-PAGE 10% foi empregado para estudar a possivel atividade proteolitica
destes sobre a gelatina. As condi¢cbes utilizadas para ambos os géis foram as
descritas por Laemmli (LAEMMLI, 1970) em num sistema de eletroforese Mini-protean
Il (Bio-Rad) e espacadores de 0,7 mm. Foi utilizado o padrdo BIO-RAD com proteinas
de massas moleculares de 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 e 10 kDa. O gel de
12% foi corado com azul de Coomassie brilhante R-250 a 0,2% em metanol/acido

aceético/agua (4:1:5). O perfil das proteinas presentes sera evidenciado pela presenca
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de bandas azuis que correspondera ao peso da protease. O gel de 10% contendo 5%
de gelatina foi lavado com Triton X-100 a 2,5% por 1 h para remover o dodecil sulfato
de sodio (SDS) e posteriormente incubado overnight a temperatura ambiente em
tampéao Tris HCI 100 mM pH 7,0 para permitir a protedlise. No dia seguinte, o gel foi
corado com 0,1% de preto de amido e descorados com metanol/acido acético/agua
destilada (3: 1: 6). A protedlise sera evidenciada pela presenca de bandas claras que

correspondera ao peso da protease ativa.
5.13.5 Determinacgdo do pH 6timo das proteases dos soros dos latex

O pH étimo ou a faixa de pH na qual a enzima tem atividade maxima foi estudado
incubando-se os soros dos latex (SLBA e SLNF) e o substrato caseina, em tampdes
na faixa de pH 4,5 a 10,0 sendo: tampé&o citrato de sédio 50 mM para valores de pH
entre 4,0 a 6,5, tampéao Tris HCI 50 mM para valores de pH entre 7,0 a 9,5 e tampao
carbonato/bicarbonato 50 mM para valor de pH 10,0. A reacao transcorreu por 15 min,
em seguida paralisada com acido tricloroacético (TCA) a 10%, seguido de
centrifugagéo (10.000 x g por 10 min a 4 °C) e a hidrdlise do substrato foi medida pelo
aumento da absorbéncia a 280 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi
expressa como a quantidade de enzima necessaria para causar um incremento de 0,1
na absorbancia em condicdes experimentais padrdo (PACHECO, SILVA-LOPEZ,
2012).

5.13.6 Avaliacao da atividade proteolitica em diferentes substratos

Os substratos proteicos 0,1% (p/v) de alto grau de especificidade como
gelatina, caseina, hemoglobina e BSA foram dissolvidos em tampé&o Tris HCI 50 mM
pH 7,0. A cada substrato diluido foram adicionados 10 pyL de amostra dos soros (SLBA
e SLNF) e do sobrenadante do latex liofilizado (SLLBA e SLLNF). A reacgao transcorreu
sob agitacéo leve (100 x g por 30 min a temperatura ambiente) e foi paralisada pela
precipitacdo de proteinas com TCA a 10% (v/v). Os tubos com as reacdes foram
centrifugados (10.000 x g por 10 min a 4 °C), e a absorbéancia dos sobrenadantes foi
medida a 280 nm em espectrofotometro. A deteccdo da atividade da protease,
utilizando proteinas como substratos, dependeu da solubilidade de peptideos de baixo
peso molecular, derivados da protedlise sobre substratos, no sobrenadante apos
precipitacdo dos grandes fragmentos de proteinas ou de proteinas intactas. Uma
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unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para causar um incremento de 0,1 na absorbancia, como descrito

anteriormente.

5.13.7 Influéncia de inibidores de proteases na atividade enzimatica dos soros dos

latex

A avaliacdo da inibicdo enzimatica foi realizada incubando a enzima (SLBA e
SLNF) e inibidores especificos das classes de protease em diferentes concentragdes
(1 mM de benzamidina (BZA), 1 uM de L-trans-epoxisuccinyleucilamido- (4-guanidino)
butano (E-64), e 10 mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), e 1 uM de
pepstatina) dissolvidas em agua. A reacédo foi disparada pela a adicdo do substrato,
caseina, em 100 mM de Tris-HCI pH 7,0 e conduzida por 30 min a temperatura
ambiente, a absorbancia foi avaliada a 280 nm. Solu¢des controle contendo apenas o
inibidor com o substrato foram conduzidas simultaneamente e a porcentagem de
inibicdo estimada tomando-se a solugéo controle sem adicao do inibidor como 100 %
da atividade (SILVA-LOPEZ et al., 2005).

5.14 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO LATEX LIOFILIZADO DE
EUPHORBIA UMBELLATA

5.14.1 Determinagé&o do teor de umidade

Para esta analise utilizou-se a balanca analitica com determinador de umidade
por infravermelho e sensibilidade de 0,001 g (Marte série ID-50 v1.8). Os teores de
umidade foram determinados em duplicata. Cada analise empregou

aproximadamente 1 g dos materiais, que foram posteriormente descartados.
5.14.2 Determinacao do ponto de fuséo

A amostra (aproximadamente 5 mg) foi colocada em laminula e o ponto de fuséo
foi determinado em aparelho digital com resolucdo de 0,1 °C (MQAPF-302,
Microquimica). Este foi ajustado para iniciar o aquecimento com umataxa de 5 °C/min.

O experimento foi realizado em triplicata.
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5.14.3 Andlises térmicas

Foram feitas curvas de calorimetria diferencial exploratéria (DSC), em
equipamento TA, modelo DSC-250. Aproximadamente 5 mg de cada amostra foram
pesados em cadinhos de aluminio lacrados, e aquecidos a 10 °C.min"t, em atmosfera
de nitrogénio fluindo a 50 mL.minL.

As analises termogravimétricas (TGA) das amostras foram feitas em
equipamento TA, modelo 550, sob atmosfera dinamica de nitrogénio, com vazéo de
50 mL.min? e razdo de aquecimento de 20 °C.min! até atingir a temperatura de 700
°C. As analises foram realizadas em porta-amostras de platina, contendo

aproximadamente 5 mg de amostra.
5.14.4 Difragéo de raios X de po (DRX)

As andlises de difracdo de raios X de pé foram realizadas no Laborat6rio
Regional de Difracdo de Raios X da Universidade Federal Fluminense. As medidas
foram realizadas em difratbmetro Bruker D8 Advanced com radiacdo CoKa (A =
1,78897 A) e voltagem e corrente de tubo de 40 kV e 40 mA, respectivamente. Foram
utilizados o passo de 0,02° e o tempo por passo de 0,1 s, sendo explorados angulos
de 3° até 60° em 26. Foi utilizado o detector Bruker Lynxeye XE. Para facilitar a
comparagcao entre os resultados obtidos com dados da literatura, foi realizada a
conversdo matematica dos valores experimentais e, assim, os graficos apresentados

possuem o eixo das abcissas 28 relacionado & radiagéo de cobre (A = 1,54060 A).
5.14.5 Andlise granulométrica por tamisacao

A andlise para a determinacdo granulométrica foi realizada no Laboratorio de
Tecnologia Farmacéutica de Farmanguinhos em equipamento Produtest modelo
Granutest. Aproximadamente 20 g do latex liofilizado foram submetidos a passagem
através de tamises, previamente pesados, com abertura de malha de 0,125; 0,177,
0,250; 0,350; 0,420 e 0,600 mm e amplitude 7. As massas das fracOes retidas em
cada um dos tamises foram determinadas por pesagem e 0s respectivos percentuais

calculados.
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5.14.6 Densidade aparente e compactada

As analises para determinacédo da densidade aparente e compactada do latex
liofilizado foram realizadas no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica de
Farmanguinhos em provetas calibradas acopladas ao aparelho de determinagéao de
densidade Erweka 303D. Para tal, aproximadamente 8 g de amostra, em triplicata,
foram transferidos cuidadosamente, sem favorecer a compactacdo do po, para a
proveta graduada (USP, 2018).

O volume inicialmente ocupado pelo p6 foi determinado e caracterizado como o
volume aparente (Vo) e esses foram utilizados para calculo da densidade aparente

(Da), em g/mL, conforme Equacéo I.

(Equacéo I)

Para a estimativa da densidade compactada (Dc) (Equacao Il), as amostras
foram submetidas a compactacdo mecanica (10 a 1250 batidas) até volume constante
(V).

(Equacéo II)

5.14.7 Fluxo por orificio

A andlise de fluxo de p6 por orificio foi realizada no Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica de Farmanguinhos em equipamento Granulate Tester GTB — Erweka.
Foram acondicionados cerca de 8 g de amostra em funil de escoamento com

didmetros de abertura 6, 8, 10, 11.3, 15 e 25 mm e nivel de agitacdo de 0-4.
5.14.8 Angulo de repouso

A analise de fluxo de pé por determinagéo do angulo de repouso foi realizada no
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica de Farmanguinhos em equipamento
Granulate Tester GTB — Erweka. Para tal, foram acondicionados cerca de 8 g de
amostra em funil com abertura de 6, 8, 10, 11.3, 15 e 25 mm e nivel de agita¢do de 0-

4, o angulo de repouso do po6 foi determinado opticamente pelo equipamento.
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5.14.9 Area superficial especifica

A determinacdo da area superficial especifica das amostras foi realizada em
equipamento Quantachrome — NOVA 4200e, com base no modelo de Brunnauer-
Emmett-Teller (BET), utilizando isotermas de adsor¢do de nitrogénio a 77 K.
Acondicionou-se a amostra em tubo de amostra (Sample Tube) e, em seguida, esta
passou por um pré tratamento de 20h a 50 °C para remover qualquer material

adsorvido no interior dos poros e na superficie do material.

5.14.10 Microscopia eletrénica de varredura

A andlise de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi realizada na
Plataforma de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth, da Fiocruz. As imagens foram
obtidas em microscopio eletrénico de varredura Hitachi modelo TM3030Plus com a
voltagem de 10 kV. Pequenas quantidades de amostra foram aderidas a uma fita
adesiva dupla face de carbono apoiada sobre um suporte. As amostras foram
metalizadas com uma fina camada de prata, a temperatura ambiente e a vacuo para

serem entdo avaliadas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as atividades de extracao e fracionamento realizadas com o latex como
material de partida foram acompanhadas por analises de cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de
arranjo diodos (CLAE-DAD) e cromatografia em fase gasosa (CG). Encontrar
condicbes adequadas de andlise, ou mesmo otimizar descricbes de métodos da
literatura aplicados ao latex de E. umbellata, também constituiu um dos principais
propésitos deste estudo; dai parte da revisdo da literatura orientada para estes trés

métodos.

6.1 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

O latex de Euphorbia umbellata foi coletado em cultivos existentes nos
municipios de Barretos (SP) e Nova Friburgo (RJ). Sabidamente irritante para a pele
e olhos, o latex foi coletado com cuidados de protecao individual que incluiu o uso de
trajes, mascaras e 6culos apropriados (Figura 8, item 5.3, pag. 42).

No momento da coleta, o latex apresentou-se como um fluido leitoso viscoso,
com forte e rapida tendéncia a aglutinar os solidos nele dispersos, separando duas
fases (liquida e solida). Essa tendéncia de formar grumos foi descrita ja por
Kopaczewski (1950), quando submeteu o latex de Euphorbia dendroides a simples
agitacdo mecéanica. Além disso, esse autor também descreve que a floculacéo
continuava a ocorrer, mesmo apos sucessivas filtracbes; com interrupcdo da
precipitacdo no 16° dia de manipulacéo do latex diluido 1:5 em agua destilada a 10 °C
(KOPACZEWSKI, 1950). O mecanismo envolvido nessa coagulagéo foi recentemente
explorado no sentido de investigar a natureza fisica (tamanho e forma) das proprias
particulas, em latices oriundos de espécies de diversas familias botanicas (BAUER et
al., 2014). Em geral, esta coagulacdo esta associada a enzimas proteases presentes
nos latices, ainda que 0s mecanismos ndo sejam claramente conhecidos
(SHIVAPRASAD et al., 2010).

Do ponto de vista do desenvolvimento de um produto medicinal a partir do latex
de E. umbellata, esta tendéncia em aglomerar as particulas por alguma acéo
mecanica é o primeiro problema a ser contornado, ja que a separacdo de fases

implicaria também em provavel concentracdo diferenciada de componentes nas
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distintas fases. Este problema ja surge, portanto, durante 0 armazenamento e o
transporte dessa matéria-prima.

Um segundo problema, conforme descrito pelos coletores do latex, € que o
material bruto sofre provavel acdo de microrganismos; fato constatado pelo odor que
o latex apresentou, em alguns dos lotes recebidos alguns dias apds a coleta. O
congelamento do latex logo apds sua coleta resolve, em parte, este problema, mas
agrava a aglomeracéo das particulas, tornando praticamente irreversivel a separacao
das fases.

Houve dificuldade em se obter o latéx de E. umbellata nos periodos de estiagem,
quando as plantas praticamente perdem suas folhas e ficam bastante mirradas,
produzindo pouquissimo latex. Ha, portanto, lacunas na coleta do latex durante o
periodo de verao.

Os lotes de latices transportados para o laboratorio apresentaram-se sempre
com aspecto heterogéneo, contudo mantendo a colora¢do branca ou levemente bege.
A Figura 10 mostra o latex mantido congelado até o seu processamento, apls a
retirada da garrafa PET usada no transporte. Depois do descongelamento, as massas

e volumes foram determinados (Tabela 1).

Tabela 1: Data de coleta, procedéncia, quantidade coletada e codigos de latices de E. umbellata.

Lote Identificacdo Cdédigo Procedéncia Volume* Massa
1 Jun/2017 LBA1 Barretos-SP 300 mL 316 g
2 Mar/2018 LBA? Barretos-SP 250 mL 246 g
3 Mar/2018 Barretos-SP 250 mL 249 ¢g
4 Nov/2018 LBA3 Barretos-SP 250 mL 247 g
5 Jan/2019 LNF1 Friburgo-RJ 350 mL 353 ¢
6 Mar/2019 LNF2 Friburgo-RJ 90 mL 94 g
7 Mai/2019 LNF3 Friburgo-RJ 250 mL 256 g
8 Dez/2019 LNF4 Friburgo- RJ 120 mL 101¢g

*Valor estimado usando proveta graduada, pois as fases ja chegaram separadas no préprio frasco
transportado.

A tentativa de homogeneizacdo manual levou de fato a formacéo de grumulos,
que intensificava conforme se prolongava o tempo de agitacdo (Figura 10). A
dificuldade para manusear essa matéria-prima, de modo a viabilizar a separacao
cromatografica subsequente, sugeriu a adogao de dois processamentos distintos, 0s
quais foram ensaiados em paralelo: (i) a liofilizacdo direta do material integro (apos
homogeneizacdo manual), e (i) a prévia dissolucdo do latex em uma solucéo

hidroalcoolica (a maneira de tintura, usando etanol).
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Figura 10: Latex apds descongelamento e latex apés homogeneizacao, respectivamente.

6.2 PROCESSAMENTO PRIMARIO: LIOFILIZAGAO E EXTRACAO DO LATEX

O primeiro processamento foi a liofilizacdo direta do latex homogeneizado
manualmente, procedida com parte de cada lote. As massas iniciais utilizadas de
latex, o rendimento final obtido e os codico designados a cada amostra estdo descritos
na Tabela 2. A liofilizacdo é um processo de secagem a frio, que geralmente é utilizada
para evitar a degradacdo de substancias termolabeis, portanto esta técnica oferece

alta possibilidade de preservacéo das substancias originais do latex.

Tabela 2: Massa utilizada para o processo de liofilizacdo e massa final obtida do latex liofilizado.

Lote Liofilizado Massa liofilizada** Massa seca obtida
LBA1 LLBA1 50,2 g 12,4 g (25%)
LLBAZ2*

e (Lotes 2 e 3 de mai/l7) BHL e 8,09 (22
LBA3 LLBA3 11759 28,8 g (25%)
LNF1 LLNF1 249¢g 7,29 (29%)
LNF2 LLNF2 25,89 5,2 g (20%)
LNF3 LLNF2 51,29 12,3 g (24%)
LNF4 LLNF3 10,7 g 3,4 g (32%)

BA = origem: Barretos/SP. NF = origem Nova Friburgo/RJ. * Amostras unificadas com base na
similaridade dos perfis em CLAE (ver abaixo). ** A massa liofilizada foi composta de uma mistura das
fases solida e liquida do latex recebido dos coletores, homogeneizadas manualmente com um bastéo
de vidro.

O teor médio de agua no latex, considerando todos os lotes, ficou entre 68% e
80%, considerando as coletas nas duas origens. Esse resultado foi calculado pela
diferenca da massa antes e apos o processo de liofilizagdo. Este teor de 4gua em
latices de espécies de Euphorbia é semelhante ao de alguns casos descritos na
literatura (KOPACZEWSKI, 1950). As publica¢cdes mais recentes normalmente nao
mencionam o teor de agua contido no latex.

De acordo com Evans (1983), os latices de euforbiaceas podem ser coletados
diretamente em etanol ou metanol para provocar a coagulacéo das enzimas, proteinas
e polimeros isoprénicos. A evaporacdo do sobrenadante concentraria 0s ésteres

diterpénicos, que entdo poderiam ser armazenados em freezer por até 5 anos. Nessa
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direcéo, o segundo processamento realizado envolveu a diluicdo do latex em etanol
80% seguido de uma filtracdo (item 5.4.2, pag. 44).

Aparentemente, isso evitou a aglomeracdo (excetuando-se uma baixa
quantidade de material insoluvel remanescente, que € descartado), mas o filtrado
produzido continuou a precipitar um solido branco, gerando uma suspensao, entao
denominada de extrato hidroetandlico. Por hipotese, este procedimento atenderia as
necessidades de evitar a floculacdo das particulas, ou mitigar essa tendéncia, e
proteger a matéria-prima de contaminagdes microbianas. Esse processo foi aplicado
aos lotes 1 (LBA1) e 5 (LNF1) da Tabela 1, sendo que com o LBA1, o procedimento
foi efetuado de imediato, logo no local da coleta (denominado ESBA1); evitando assim
a aglutinacdo devido a intervencdes mecéanicas mais drasticas e ao armazenamento,
guando prolongado.

O extrato hidroetandlico ESNF1 foi obtido com o lote 5 (LNF1, Tabela 1 (pag.
56), sendo evaporado e seco em alto vacuo por 24 horas. O sélido resultante, embora
com aspecto mais fino, continuou a se mostrar viscoso, com tendéncia a amarelar
levemente quando exposto ao ar. Além disso, ap6s a secagem, o sélido obtido
resultou consideravelmente compactado e duro — fato relevante para os estudos de
suas particulas. A quantidade de latex bruto utilizado em cada extracdo hidroetandlica

e rendimentos dos extratos estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Massa utilizada e rendimento da extracéo hidroetandlica.

Lote Extrato Massa inicial de latex Massa final do extrato Aspecto (cor)
LBA1 EIBA1 266 g 11,2 g (4%) Branco
LBA2 EIBA2 128 g 3,14 g (3%) Branco
LBA1 ESBA1* 300 g 34,3 g (11%) Amarelo
LNF1 ESNF1 125¢g 7,05 g (6%) Amarelo

*Recebido ja na forma de extrato hidroetandlico, feito no local de coleta.

Uma variante dessa extracao foi explorada, ao incluir uma reducéo de volume
do filtrado em rotaevaporador até 1/10 do volume inicial, procedendo-se entdo outra
filtracdo. Nesse caso, o produto de interesse foi o solido insoluvel formado. Este foi
seco e denominado EIBA, para 2 lotes originados de Barretos (LBA 1 e LBA 2) (Figura
11, Tabela 3).
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Figura 11: Extrato hidroetandlico (fragdo solivel ESNF1) e Extrato hidroetandlico (frac&o insollvel,
EIBA1).

Ao contrario do extrato ESBA/ESNF (proveniente da fracdo soluvel em EtOH-
agua), os extratos EIBA (proveniente da fracdo insolavel da suspensao reduzida em
EtOH-agua) demonstraram ser manusedaveis, com maior facilidade de particulacéo
manual, sem viscosidade, e de coloracéo intensamente branca (Figura 11). Todavia,
os rendimentos dos processos que conduziram a EIBA foram bem menores do que
no caso de ESNF produzido em nosso laboratério (2,8 a 3,7 vezes). As constituicdes
dos solidos obtidos em ambos os processos foram comparadas por CCD, CLAE e CG
(itens 6.3, 6.4 e 6.5, adiantes).

6.3 PERFIL EM CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD) DO LATEX E
DAS FRACOES DERIVADAS DA SEPARACAOQO INICIAL

Vérios sistemas de solventes apresentados no Quadro 2 (pag. 27), assim como
variagbes empiricas das misturas, foram testados com vistas a separacdo dos
componentes terpénicos do latex e seus extratos, empregando-se reveladores
colorimétricos préprios para esta classe de substancias (anisaldeido sulfarico ou
vanilina) (WAGNER; BLADT, 1996).

As melhores respostas, em termos de desdobramento de sinais foram obtidas
com CHClzs:éter etilico em placas de gel de silica (fase normal) e CH3CN puro em silica
de fase reversa (RP-18). No primeiro caso, a mistura de CHCls:acetona também
funcionou satisfatoriamente, com a vantagem de a proporcao da mistura permanecer
constante por mais tempo na cuba, nos ambientes mais quentes.

A Figura 12 mostra a separagdo obtida em ambas as placas. Os sinais
avermelhados mais fortes (maiores RFs em 12A e menores RFs em 12B) séo tipicos
das respostas dos triterpenos e esteroides. Os sinais indigos mais escuros e, em
teoria, menos concentrados (menores RFs em 12A e maiores RFs em 12B), foram
inicialmente atribuidos aos ésteres de forbol; hipdtese que foi paulatinamente se
confirmando pelo isolamento e caracterizacdo das substancias correspondentes

(efetuados por outros componentes do grupo de pesquisa).
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Figura 12: Cromatografia em Camada delgada (CCD), Fase estacionaria: A (gel silica) B: Fase
reversa (RP-18); Fase mdvel: A: CHCls:éter etilico (95:5); B: CH3CN (100%). LLBA1 = latex liofilizado
Barretos; EIBAL = extrato EtOH 80% 01/17. Concentracéo das amostras: 5 mg/mL (10 pL aplicados
em cada spot). Revelador: solu¢éo de anisaldeido sulfarico em metanol a 105 °C (estufa por 10 min).

A Figura 13 mostra uma comparacao entre amostras do latex liofilizado LLBA1
e LLBA2 ao lado dos extratos hidroetandlicos (parte insoluvel), este obtido a partir do
mesmo lote de latex in natura. Como exemplo, foram utilizados dois lotes provenientes
de Barretos. Fica evidente a concentracdo da maioria dos componentes terpénicos
nestes dois ultimos, além de uma separacdo mais nitida, em particular dos sinais
referentes aos forboloides (RF < 0,5). Estes resultados apontam para a rota de
obtencéo de EIBA (Figura 11, pag 59) como um tratamento conveniente para iniciar o

isolamento dos constituintes forboloides do latex.
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Figura 13: Cromatografia em Camada delgada (CCD) dos latices liofilizados (LLBA1; LLBA2) e dos
extratos etandlicos (EIBAL; EIBA2) Placas de gel de silica de fase normal. Eluente: 5% de acetona
em CHCLs. Concentragdo das amostras: 5mg/mL (10 pL aplicados em cada spot). Revelador: solugéo
metanolica de anisaldeido sulfarico, aquecimento a 105 °C.

6.4 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA
COM DETECCAO POR ARRANJO DE DIODO (CLAE-DAD)

As condicOes de analise CLAE para o latex, seus extratos e fracdes derivados,
foram inicialmente inspiradas no trabalho de Campos (2015) (Figura 14), que utilizou

um sistema de eluicdo composto por agua, acetonitrila e metanol (Quadro 3, pag. 29).
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Adaptacbes foram introduzidas, no sentido de melhorar a resolucdo dos sinais
(leituras em 210, 254 e 360 nm), com variacbes na composicdo do gradiente,
eliminacdo do metanol na mistura de eluentes e, principalmente, evitando-se a adicéo
de &cidos, como cautela para evitar possiveis hidrélises de componentes contendo
grupamentos ésteres. Nas condi¢cdes adaptadas, o tempo de analise foi mais longo
(de 37 para 60 minutos). Os cromatogramas obtidos por Campos (2015) mostraram
pequenas variagdes nos perfis dos extratos obtidos em diferentes estacoes
(primavera, verao, outono e inverno), destacando uma maior intensidade nos sinais
entre os tempos de retencdo de aproximadamente 19,5 min a 24 min nas condi¢des
utilizadas, principalmente dos extratos obtidos de amostras coletadas na primavera
(Figura 14). Nessa publicagdo, é possivel notar a drastica diminuicdo dos sinais de
menos tr nas estagdes mais frias, nas quais, teoricamente, as plantas estdo mirradas
e produzem menos latex.

6.0+
50+
40+
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w0y

104 Outono
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125 150 175 20 25 250 215 300 25 350 min

Figura 14: Cromagramas CLAE-DAD dos extratos do caule de E. umbellata (S. grantii) obtidos nas 4
estacles. Leitura em 210 nm. Fonte: CAMPOS, 2015.

Os cromatogramas obtidos nas condi¢cdes modificadas (Item 5.8, pag. 46),
embora sejam passiveis de melhora, ja ofereceram uma resolucdo suficiente (aqui
incluindo as possibilidades de ampliacdo virtual dos cromatogramas) para iniciar
estudos comparativos entre os extratos liofilizados e aqueles obtidos pelas
alternativas que empregaram etanol. A otimizagdo empirica deste método continuara
sendo ensaiada no laboratério por outros componentes do grupo de pesquisa.

A Figura 15 mostra os perfis em CLAE de sete amostras diferentes de latex
liofilizado. E possivel observar que as amostras sdo bastante similares, apresentando

entre 4 e 6 sinais mais intensos entre 32 e 42 min, com alguma variagcao de
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intensidade/area entre sinais correspondentes em amostras diferentes. A distincao
mais notavel ocorre entre os latex de origens diferentes, quando o material oriundo de
Friburgo/RJ apresenta sinais com maior intensidade. A identidade entre os latex de
mesma origem permitiu a unificagdo das amostras LLNF1 e LLNF2 (Tabela 2, pag.

57) para a sequéncia dos trabalhos desenvolvidos na secéo 6.11 (pag. 101).
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Figura 15: Cromatogramas CLAE-DAD dos latices liofilizados. LLBA: Latices liofilizados de Barretos
LLNF = Létices liofilizados de N. Friburgo. Todas as andlises foram feitas nas mesmas condi¢fes
operacionais e obtidas com os mesmos parametros graficos.

Um segundo conjunto de sinais, com baixa resolugdo aparece entre 45 e 57
minutos, na regido relacionada a resposta dos triterpenos e esteroides. Nas andlises
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de rotina, os sinais mais resolvidos nessa parte do cromatograma ndo foram
reprodutiveis (ao contrario da regido dos forbois, abaixo de 42 min), mesmo no caso
de injecdes repetidas de uma mesma amostra. Esta suposicao foi corroborada pelas
andlises de fracOes isentas total ou parcialmente de diterpenos, as quais produzem
sinais nessa mesma regido. Os constituintes triterpénicos dessas fracoes também
foram evidenciados por CCD (ver Figura 24 do item 6.7, pag 80).

O método desenvolvido por Campos (2015) foi adaptado por nosso grupo de
pesquisa para analisar especificamente os diterpenos, comparando os resultados do
presente estudo (Figura 15, pag 62) com os obtidos por Campos (2015) (Figura 14,
pag. 61), nota-se uma maior resolucdo com sinais mais bem resolvidos.
Adiconamente, os resultados mostram uma semelhanca nos perfis com diferentes
tempos de retencéo, o que é esperado, uma vez que as condi¢cdes de analises foram
modificadas. Os sinais mais fracos e mais retidos na coluna também aparecem nos
cromatogramas publicados por Campos (2015), com ligeira proeminéncia em duas
das estagdes de coleta. Em suma, ficou claro que os triterpenos exigiriam investir em
um método distinto, mais adequado a separac¢éo e resposta destas substancias, cuja
solubilidade é bastante dificultada no eluente utilizado para os diterpenos. A
otimizacao de condicfes de analise em CLAE para o contetudo de triterpenos do latex
nao foi explorada nessa dissertacao.

Tanto os diterpenos quanto os triterpenos sao substancias com cromoforos
pobres, que fornecem pouca informacé&o na deteccéo por UV, mas € possivel distinguir
uma absor¢cdo um pouco mais proeminente na regido de 210 nm (Figura 16a) para 0s

ésteres de forbol (Figura 6, pag 23).

@) (b)

Figura 16: (a) UV representativo de éster de forbol. (b) UV representativo de triterpeno/esteroide.

De qualquer maneira, os espectros de UV ndo foram considerados diagnosticos,
mas sim contribuiram com o conjunto de dados analiticos produzidos.

A Figura 17 mostra os cromatogramas dos extratos etanolicos (parte solavel da
filtracdo, ESNF1) e do extrato etanolico reduzido (insoluvel da segunda filtracéo,

EIBALl). Registradas com 0s mesmos parametros operacionais usados para as
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amostras liofilizadas, a Figura 17 mostra uma regido mais limpa para os forboloides
(28 - 38 min), com os sinais mais bem resolvidos. Além dos seis sinais mais
destacados nos cromatogramas do material liofilizado na Figura 15 (pag. 62), dois
outros destacam-se no inicio do cromatograma (em 30 e 31 minutos, na Figura 17),
havendo uma simplificacdo concomitante na regido dos triterpenos/esteroides, onde

agora aparecem apenas dois sinais significantes, mas com baixa resolucao.

Intensidade (mAbs)

25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo de retencao (min)

Figura 17: Cromatogramas CLAE-DAD de EIBA: extrato etandlico insolivel Barretos, ESBA: extrato

hidroetandlico soluvel Barretos e ESNF: extrato hidroetandlico soltvel N. Friburgo. As andlises foram

todas feitas nas mesmas condi¢Bes operacionais € com 0s mesmos parametros graficos. Condicdes
de andlise: item 5.8.

Ao comparar 0s quatro cromatogramas da Figura 17, percebe-se que ha um
enriquecimento de diterpenos na constituicdo do solido insolavel (EIBA) frente ao
extrato etandlico soluvel (ESBA) (Figura 9, pag. 43) em cerca de 2,5 vezes. Assim, 0
procedimento que reduz para 1/10 o volume extrato etandlico inicial promove a
seletividade para constituintes forbdlicos no sélido insoltvel resultante.

Estes resultados em CLAE corroboram aqueles de CCD (item 6.3, pag. 59), ao

aumentar a seletividade em relacédo aos diterpenos forbolicos, apontando um caminho
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inicial para o isolamento destes a partir do latex de E. umbellata, a despeito da perda
no rendimento em comparacao com a liofilizacdo ou a secagem do extrato etandlico
a 80%. Por fim, convém enfatizar que as condi¢c6es cromatogréaficas desenvolvidas
para CLAE até o momento responderam satisfatoriamente para qualificar os
fingerprints quanto ao conteudo de diterpenos-alvo do trabalho, relacionados aos trés
processos testados para a abordagem extrativa do latex (Figura 9, pag. 43).

Além das andlises por CCD, uma evidéncia adicional sobre os constituintes
forbolicos nos perfis dos latices liofilizados adveio da inje¢cdo de trés constituintes
isolados do mesmo latex. Estes forbdis, com identidades preservadas sob codigos
(Ph1, Ph2 e Ph3), foram isolados em outro subprojeto do grupo de pesquisa, que deu
suporte a publicacdo de Valadao e colaboradores (2018). As respectivas retencdes e
correspondéncia de Phl, Ph2 e Ph3 nos cromatogrmas dos latices estdo apontadas
na secdo 6.7.1 (pag.79), apos os ensaios de separacao entre triterpenos e diterpenos,

com enriquecimento da fracdo em forboloides.

6.5 ANALISES POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

A adequabilidade da técnica de cromatografia gasosa para analisar o latex de E.
umbellata foi avaliada de maneira qualitativa, considerando os resultados na
separacao e caracterizacao das diferentes classes de terpenoides.

O levantamento realizado (Quadro 4, pag. 30) revelou que s&o raras as
publicacdes que descrevem analises por cromatografia gasosa especificamente
aplicadas a matrizes similares de latices do género Euphorbia, ou ainda contendo
substancias forbdlicas (VALADAO et al., 2018). Normalmente, as condicbes de
separacao encontradas na literatura, ou ndo foram otimizadas ou estédo descritas de
maneira incompleta (COSTA et al., 2012), dificultando a reproducéo e reduzindo o
grau de confiabilidade quantos aos fragmentos-diagnosticos para a identificacdo dos
componentes.

As condicOes de analise por CG foram inicialmente testadas com base naquelas
desenvolvidas para triterpenos pentaciclicos contidos em matrizes resiniferas (SIANI
et al.,, 2012). O procedimento que utilizava coluna HP-5 (baixa polaridade) foi
adaptado para o uso da coluna HP 17HT (polaridade média), mais adequada para
temperaturas altas do que as normalmente usadas para analisar terpenoides (NEVES,
2018). Os principais parametros operacionais ajustados foram: a programacao de

temperatura e o fluxo do gas de arraste, com reflexo no tempo total da andlise. As
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amostras foram dissolvidas em CHCI3 dada a capacidade deste solvente em dissolver
todas as classes de terpenoides presentes no latex.

As condicbes selecionadas para as analises foram as mesmas utilizadas nas
duas modalidades de deteccdo: por impacto de elétrons seguido de analise das
massas dos fragmentos gerados (CG-EM) e por ionizacdo de chama (CG-DIC), de
maneira a permitir uma correlacao entre os sinais gerados pelos dois detectores. Na
pratica, essas analises foram realizadas de maneira simultdnea, de acordo com a
disponibilidade dos equipamentos. Os resultados foram avaliados considerando-se a
adequacdo dos perfis quimicos em servirem de suporte a futuras analises
guantitativas de terpenoides na matéria-prima e em seus produtos de transformacao.
Como critério fundamental, adotou-se uma separacgéao satisfatoria entre os sinais mais
intensos do cromatograma.

Os primeiros experimentos de ajuste para o perfil terpenoidico foram executados
com uma das amostras do latex liofilizado (LLBA1). Em seguida, a obtencao do perfil
foi estendida ao material coletado em ambos os locais e em diferentes datas (Figura
18 para CG-DIC e Figura 19 para CG-EM). Todas as amostras analisadas tiveram o
mesmo preparo e foram injetadas nas mesmas concentracfes, 0 que permitiu
comparar as respostas dos latices quanto a composicéo dos principais componentes.

O cromatograma do latex liofilizado (CG-DIC) permitiu assinalar 19 picos
aparentes, cuja numeracdo esta ilustrada para a amostra LLBALl. Esses sinais
compreendem 75-87% da constituicdo total do latex, medidos pela soma de suas
areas relativas. Quando se consideram os 7 picos majoritarios no cromatograma
(circulados nas Figura 18 e Figura 19), o somatério das areas corresponde a 50-66%

dos constituintes.
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Figura 18: Cromatogramas expandidos de CG-DIC dos latices liofilizados, destacando os sinais mais
relevantes. LLBA: Latices liofilizados de Barretos LLNF = Latices liofilizados de N. Friburgo.
Condicdes de analise: ver item 5.10.
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Figura 19: Cromatogramas expandidos de CG-EM dos latices liofilizados, destacando os sinais mais
relevantes. LLBA: Létices liofilizados de Barretos LLNF = Latices liofilizados de N. Friburgo.
Condicdes de analise: ver item 5.9.

Qualitativamente, ha uma excelente similaridade de composicao entre todas as
amostras, independente de local e data de coleta. Algumas diferencas residem na
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diminuicao de intensidade dos picos 4, 6 e 7 em LLBA3 (nov/2018), LLNF1 (jan/2019)
e LLNF2 (mar/2019). Nota-se uma grande intensidade de um sinal entre os picos 12
e 13 nos latices LLNF3 e LLNF4. Também € notdria a maior intensidade do pico 17
em todos as amostras NF (6,3-10,4%), comparadas com BA (4,2-9,7%). Ainda, o pico
1 decresce nos cromatogramas de LLNF1 a LLNF4, considerando as relacdes entre
0s sinais em cada cromatograma; por exemplo, em LLBA1 e LLBAZ2, sua intensidade
rivaliza com o pico 4, e mesmo ultrapassa os picos 4 e 6 em LLBAS.

A andlise dos fragmentos nos espectros de massas (Figura 19) dos 19 picos
forneceu diagnosticos sobre a natureza dos componentes, apontando a provavel
classe terpenoidica a qual pertencem (Tabela 4, pag. 75). Esta tarefa foi mais bem-
sucedida para os sinais mais intensos. A caracteriza¢do dos constituintes minoritarios
mostrou-se dificultosa, devido a baixa pureza dos picos com area relativa abaixo de
3% resultando em fragmentacdes indefinidas (Tabela 4, pag. 75).

Considerando os cromatogramas em conjunto, 0s sinais mais intensos referem-
se aos picos 1, 4 e 6. Os dois ultimos correspondem aos triterpenos isoméricos eufol
e lanosterol, que sdo descritos como os mais abundantes no latex de E. umbellata
(OLIVEIRA et al., 2013; MUNHOZ et al., 2014), e possuem fragmentacdes idénticas.
O ion molecular (M*) = 426 (C3zoHs00) e os fragmentos mais comuns sdo m/z 411 (M*
— CHgs), 393 (M* — CHsz — H20), 189 (Ci14H21, anéis A e B da molécula). 109 (CsHs,
cadeia lateral), 69 (CsHo, cadeia lateral) (MUCCINO; DJERASSI, 1974) (Figura 20).

A area do pico 1 variou entre 11,8-18% nos latices coletados em S&o Paulo (BA)
e entre 4,7-13,6% nos latices coletados no Rio de Janeiro (NF). Essa substancia foi a
mais volatil entre os componentes terpenoidicos (menor tempo de retencdo na
coluna). Seu espectro de massas aponta uma estrutura que corresponde a um
isoprenoide aciclico (DOUGLAS et al.,, 1974). Os espectros de massas dessas
moléculas sdo caracterizados por quebras intercaladas da cadeia carbdnica, gerando
fragmentos mais proeminentes separados por 28 unidades de massas. Este padréo
de fragmentacdo ocorre em muitos derivados isoprenoides aciclicos, como por
exemplo, a vitamina E (RAJESWARI et al., 2012) (Figura 21).
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Figura 20: Fragmentacao tipica de triterpenos do tipo lanosterol/eufol.
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Os isoprenoides aciclicos sdo substancias intermediarias na biossintese dos
terpenos ciclicos como diterpenos e triterpenos. Dentro dessa hipotese, € provavel
gue ocorra uma competicdo entre os mecanismos de acumulacdo entre estes. Uma
avaliacdo rapida desta possibilidade foi testada comparando-se as areas
proporcionais do pico 1 com a soma das areas dos picos 4 e 6. O resultado esta

mostrado no grafico da Figura 22, para os diferentes lotes de latex.

¢ eufol + lanosterol
34.42 Barretos

3273 33,87

29,61 o eufol + lanosterol

N. Friburgo

isoprenoide aciclico
Barretos

Area (%)

17 . . .
0 isoprenoide aciclico

N. Friburgo

6,51

4,66

LLBA1 LLBA2 LLBA3 LLNF1 LLNF2 LLNF3 LLNF4
(jun/17) (mar/18)  (nov/18) (jan/19) (mar/19)  (mai/19)  (dez/19)

Figura 22: Comparagéo entre as areas (%) dos referentes ao somatério dos sinais majoritarios 4 e 6
(eufol + lanosterol) e 1 (isoprenoide aciclico) dos cromatogramas dos latices liofilizados. Condi¢des
de analise: ver item 5.10.

Embora a amostragem seja pequena, é interessante notar que ha uma tendéncia
oposta quanto ao acumulo do isoprenoide 1 x triterpenos (4+6) nos latices LLBA. Isso
também ocorre nas amostras LLNF, com ligeira excecdo para duas delas (jan/19 e
mar/19), onde as quantidades se equivalem.

A deteccdo de esterdides como o stigmasterol e pB-sitosterol (estruturas
tetraciclicas com 29 carbonos) por CG-EM foi reportada por Nielsen e colaboradores
(1979) no latex de uma série de espécies de Euphorbiaceae, incluindo E. umbellata
(S. grantii). No presente estudo, esses esteroides nédo foram detectados, a0 menos
entre os picos mais relevantes nos cromatogramas dos latices. Ainda, a injecao de
uma mistura-padrao (resultado ndo mostrado) de g-sitosterol, stigmasterol e
campesterol, intercalada nos lotes de andlise por CG-EM do latex, produziu picos que

nao aparecem nos cromatogramas obtidos. Em geral, essas substancias sao mais

72



frequentemente descritas em outras partes da planta, como casca e folhas (DAWIDAR
et al. 2011; KANUNFRE et al., 2017).

Ao contrario dos triterpenoides, as fragmentacfes dos ésteres de forbol ndo
produzem diagndsticos seguros que permitam sugerir a identificacdo estrutural. A
causa disso € que a alta energia de ionizacao utilizada na analise por CG-EM
desfavorece qualquer seletividade na fragmentacdo de moléculas dessa natureza,
com auséncia de ion molecular e alto nivel de fragmentacéo. Este fenbmeno ja foi
descrito em 1978 por Solomon e colaboradores, num estudo em que demonstrou a
instabilidade dos fragmentos produzidos por uma série de éteres de 4a-forbdis,
guando ionizados em 70 eV (SOLOMON et al., 1978). Alternativas para contornar a
extrema labilidade dos forboloides e obter espectros de massas informativos
envolveriam técnicas que utilizam ionizacdes com energias mais baixas, como a
ionizacdo quimica ou CLAE-EM.

O perfil cromatografico da amostra LLBAL foi comparado com os perfis dos
extratos hidroetandlicos gerados conforme o esquema da Figura 9 (pag. 43) (solavel
ESBAL e insolavel EIBAL) (Figura 23, pag. 74), para verificar possiveis alteracfes de
composicao. Isso é importante porque, em alguns locais do Brasil, 0 uso popular tem
acrescentado etanol como maneira de preserva-lo da proliferacado de microrganismos.

Na Figura 23, pode-se notar que ambas as amostras correspondentes aos
extratos sdo similares ao latex liofilizado. ESBAL originou-se da parte soltvel do latex
apos a adicao de EtOH:H20 8:2 e filtracdo. EIBA1 originou-se da reducdo do volume
original do extrato hidroetandlico (contendo entédo proporcédo de EtOH bem abaixo dos
80% originais), seguido de filtracdo. Em ambos os casos, a adicdo de EtOH-H20 ao
latex produziu amostras mais uniformes, que resultaram em cromatogramas mais bem
resolvidos e com sinais minoritarios mais facilmente detectaveis.

Para ilustrar as diferencas entre os sinais dos extratos soltveis ESBAL1 e ESNF1,
as areas relativas dos sinais destas duas amostras foram inseridas na Tabela 4 (pag.
75), permitindo compara-las com as areas dos mesmos sinais nos respectivos latices

bruto.
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Figura 23: Cromatogramas expandidos de CG-DIC com LLBA1, ESBA1 e EIBA1. A numeracgédo dos
picos foi baseada nos cromatogramas de CG-EM das mesmas amostras (ndo mostrado).

E interessante notar que o sinal 1 dos cromatogramas das amostras liofilizadas
virtualmente desaparece nos extratos hidroetandlicos, ou seja, é eliminado logo na
primeira filtracdo da mistura. Isso € compativel com a menor solubilidade do
isoprenoide aciclico na mistura EtOH-H20, em relacdo aos outros terpenoides da
mistura. Como exemplo, as &reas dos picos 4 e 6 (eufol + lanosterol) aumentam 1,35x
e 2,6x no ESBAL1 comparados ao LLBA1L; e 4,6x e 6,5x no ESNF1 comparado ao
LLNF1. Ja a tendéncia da maioria dos picos restantes (entre os 7 selecionados) € a

diminuicdo de area nos extratos soluveis (Tabela 4).
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Tabela 4: Fragmentacg6es correspondentes aos sinais mais relevantes em CG-EM e CG-DIC dos latices liofilizados e extratos hidroetandlicos

tr

Area relativa do pico em CG-DIC (%)

Sugestdo de

Pico géfgm (gg? LLBAL  LLBA2  LLBA3  LLNIF LLNF2  LLNF3  LINFA  _con ceneg ‘1?%2%2@5 'dmgf:gfou
DIC jun/2017 mar/2018 nov/2018 jan/2019 mar/2019 mai/2019 dez/2020 terpenoidal
450,323,295, 267,253, |
1 28804 23553 17,94 11,84 14,75 11,82 13,57 6,51 4,66 011 016 239, 211, 199, 183, 138, o
109, 85, 71, 57, 43
415, 372, 313, 295, 279,
2 29140 23888 1,19 0,94 1,61 e 1,33 0,77 0,60 092 021 253,225 207,193,149,  Provavel T
135, 95, 71, 43
415, 397, 355, 313, 295,
253, 207, 193, 173, 149, .
3 30,227 24,686 1,98 1,60 2,62 1,83 2,39 1,34 0,99 152 03 135151107 85 60,57 ProvavelT
43
426, 411, 393, 311, 271,
4 31,853 26,093 22,03 2154 10,84 6,95 7,84 20,78 20,33 29,84 31,91 241,215, 187, 161, 135, Eufol (*)
109, 69, 41
411, 393, 377, 315, 281,
5 32003 26316 091 1,12 1,22 1,66 1,63 - 2,08 205 1,64 253,241,195, 147,135,  Indefinido
121, 109, 91, 69, 55, 43
426, 411, 393, 311, 271,
6 32514 26,625 7,58 11,19 4,33 4,83 5,68 13,64 1354 19,37 31,19 241,215, 189, 161, 135,  Lanosterol (¥)
109, 69, 41
470, 451, 439, 377, 311,
281, 253, 209, 193, 159, .
7 33026 26847 3,99 3,30 5,60 3,52 4,59 3,17 2,69 265 082 1,7 13 110 106, g5, Provavel E*
69, 43
451, 439, 426, 377, 315
253, 207, 189, 161, 147, .
8 33314 27250 1,23 1,99 1,94 2,98 2,66 4,30 4,77 336 518 13 151'100 93 81 60,  PrOvavelT
55, 43
451, 439, 411, 393, 377,
315, 253, 197, 175, 161, (T) Provavel
9 33777 27,600 217 2,48 3,26 3,63 2,66 3,92 4,60 386 45 1,2 132 1o 107 95 cidloatenol
81, 69, 55, 43
451, 439, 409, 377, 315,  Indefinido T/E
10 34,717 28,284 6,89 6,74 9,23 7,84 7,63 5,37 5,37 597 3,57 297, 279, 253, 149, 135, (sinal largo,
109, 91, 69, 43 acetato?)
(continua)
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(continuagdo)

11

12

13

14

15

16

17

18

19

35,186

35,564

36,734

36,837

37,400

37,487

38,098

38,276

38,548

28,654

28,819

29,019

29,319

29,386

29,493

29,824

30,020

30,413

2,83

2,78

1,33

4,45

4,78

2,19

2,49

0,73

2,56

2,78

0,59

1,66

2,73

4,20

2,75

2,64

3,84

2,85

2,00

1,94

6,69

2,87

3,59

2,29

5,68

9,69

4,75

5,51

5,68

5,40

10,40

4,56

511

0,49

3,58

3,35

0,71

1,64

7,65

3,17

2,65

0,50

2,40

3,15

0,78

1,74

6,32

3,25

3,09

0,61

1,01

1,7

0,27

0,7

0,23

7,89

3,05

1,16

0,95

0,63

191

0,46

0,2

0,34

2,53

2,13

0,4

468, 451, 411, 377, 315,
253, 197, 165, 135, 109
91, 78, 55, 43

426, 411, 393, 377, 315,
259, 241, 197, 159, 135
109, 107, 95, 69, 55, 43
454, 415, 377, 315, 295,
207, 253, 193, 135, 119
91, 69, 43

470, 456, 439, 411, 393
377, 315, 259, 241, 197
173, 147, 135, 119, 107
91, 83, 69, 43

468, 454, 439, 377, 331,
315, 269, 253, 197, 175,
159, 135, 109, 91, 69, 43
440, 425, 377, 329, 315
253, 197, 175, 149, 135,
121, 105, 91, 69, 57, 43
440, 425, 439, 427, 405,
377, 315, 287, 253, 227
197, 161, 135, 91

470, 455, 439, 405, 377
331, 315, 253, 197, 135
107, 91, 69, 57, 43

470, 455, 439, 377, 346
315, 285, 253, 219, 189
135

Indefinido T/E
(acetato?)

(T) Provavel
fernenol
(pentaciclico)
Indefinido
(provavel di-
hidroxi-T)

Provavel acetato

M

Provavel acetato

M

Provavel acetato

(M
T pentaciclico

Provavel acetato
ou di-hidroxi-T

Provavel acetato
ou di-hidroxi-T

(*) Adotou-se a ordem de eluicdo para eufol e lanosterol, descrita na literatura, em colunas menos polares do que a empregada neste estudo. (**) Possui
mesmo tempo de retencdo e alguns fragmentos em comum com o estigmasterol (injecdo ndo mostrada). Fonte: Elaboragdo propria (2020). Referéncias
utilizadas: KNIGHTS, 1967; DOUGLAS et al., 1971; NIELSEN et al., 1979; EVANS; TAYLOR, 1983; DAWIDAR et al., 2011; COSTA, 2012; GIARDINI, 2012;
RAJESWARI et al., 2013, BASE PUBCHEM, 2020.
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6.6 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AS ANALISES POR CCD, CLAE E CG

Conforme ja observado por Evans (1983), a maior parte dos problemas
associados com a purificagcdo de grandes quantidades (gramas ou miligramas) de
derivados forboloides concernem a natureza toxica, a instabilidade durante a
purificacdo, e a baixa qualidade na separacéo pelos métodos convencionais. Dada a
alta complexidade da composicao do latex de E. umbellata, houve sempre o cuidado
de manter o rigor na preparacéo das amostras a serem analisadas por CCD, CLAE e
CG, dentro do propdésito de uniformizar ao maximo os procedimentos e construir uma
base para comparar diretamente os resultados, ainda de maneira qualitativa.
Tratando-se de uma mistura de substancias de polaridades distintas, o preparo de
amostras para analisar o conteddo terpénico seguiu um roteiro uniformizado,
buscando diminuir os riscos de anélise associados as manipulacoes.

A preparacdo das amostras em cada técnica empregada esta detalhada na
secao de Material e Métodos (item 5), com a diluigdo em CHCls (2 ou 5 mg/mL, 10 uL
em cada ponto de aplicacao) para CCD; em MeOH (2,5 mg/mL, injecao de 10 pL) para
CLAE-DAD; e em CHCI3 ou MeOH (2 ou 5 mg/mL, injecédo de 1,0 pl) para CG. Nos
dois dltimos casos, antes da injecdo, as amostras foram filtradas em cartucho de
PVDF 0,22. Os solventes utilizados foram aqueles que sabidamente dissolveriam os
componentes-alvo nas concentracdes utilizadas. Para as analises por CLAE, a
solubilidade do latex liofilizado de E. umbellata foi previamente testada em MeOH,
CH3CN e H20 (10 seg em vortex seguido de 5 min ultrassom).

Além da comparacao entre os perfis cromatograficos dos variados lotes de latex
de E. umbellata, o conjunto de procedimentos permitiu também apontar algumas
vantagens e limitagdes das técnicas de CLAE e CG, aplicadas ao conteudo terpénico
das amostras.

Uma andlise mais imediata dos cromatogramas por CG-EM evidencia a
conveniéncia desta técnica para analisar 0s triterpenos e Sseus precursores
isoprenoides, que sao 0s constituintes majoritarios nos latices liofilizado de E.
umbellata. Contudo, esses cromatogramas apresentaram, via de regra, sinais com
baixo grau de pureza, fato obviamente agravado nos picos minoritarios. Esta condi¢éo
refletiu diretamente na baixa qualidade dos espectros de massas que, com poucas
excecoOes, foram de dificil reconhecimento pela espectroteca (Tabela 4, pag. 75). Ja

os constituintes forbolicos, por outro lado, foram impossiveis de caracterizar nos
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cromatogramas das amostras liofilizadas, pois além da baixa pureza dos sinais, ocorre
uma intensa fragmentacéo dessas moléculas na energia de 70 eV (SOLOMON, 1978).

Por sua vez, as condi¢gOes estabelecidas para a CLAE-DAD permitiram obter
um perfil trabalh&vel dos latices quanto ao conteudo em diterpenos, mas as condicdes
estabelecidas com esse foco ndo foram adequadas para analisar os triterpenos e
possiveis esterdis. Qualitativamente, 0s cromatogramas mostraram excelente
reproducdo dos perfis apenas na regido dos diterpenos. Adicionalmente, os
terpenoides-alvo do trabalho possuem grupos croméforos fracos e geram espectros
de UV indiscerniveis entre si, prejudicando a caracterizacdo dos componentes por
este tipo de deteccao.

Eventuais adequacbes das condi¢cdes estabelecidas em ambas as técnicas
para solucionar as restricoes referidas acima envolveriam ensaiar (i) novas condicoes
em CLAE, que permitissem analisar ao mesmo tempo o0s triterpenos e diterpenos; e
(i) promover um tratamento das amostras (clean up) para ‘eliminar’ os triterpenos (ou
boa parte deles), permitindo caracterizar adequadamente os forboloides minoritarios.

Entendendo que, no atual estagio, a técnica de CG é a que possibilita
caracterizar o maior niamero de constituintes individuais do latex, optou-se por
prosseguir o estudo, adotando a abordagem do clean up e ensaiando uma separacao
inicial entre triterpenos e diterpenos. Um procedimento factivel e &gil para esta
separacdo apontaria uma base para desenvolvimento de métodos independentes — e
ao mesmo tempo complementares — para analisar separadamente cada grupo de
tepenoides. Nessa perspectiva, seriam estabelecidos um método em CLAE para os
diterpenoides e em CG para os triterpenos. O desenvolvimento do método para cada
caso incluiria, entdo, o procedimento de separacdo inicial entre as classes de

terpenoides, o que também exigiria ensaios de otimizacéao.

6.7 SEPARACAO DOS ESTERES DITERPENICOS X TRITERPENOS E
ESTEROIDES

Com o objetivo de caracterizar os grupos de substancias e delinear um caminho
para o enriquecimento de fracdes em classes similares de terpenoides, foram testados
dois métodos.

a) Extracdo em Fase Solida (EFS): Este experimento teve como base os
resultados obtidos em CCD em fase reversa, com uso de CHsCN puro, onde se

visualizou uma separacao eficiente entre forboloides (eluicdo mais r4pida, maiores
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RFs) e triterpenoides (eluicdo mais lenta, menores RFs) do latex de E. umbellata (ver
Figura 12-B).

b) Particdo por solubilidade: A particdo foi inspirada nos cromatogramas do
latex em CLAE, os quais indicam o inicio da eluicdo do conjunto dos forboloides na
coluna C-18 com a proporcao aproximada de 35% de agua em CH3CN. Dai esse
experimento baseou-se na separacdo dos grupos pela solubilidade que apresentam

na mistura dos solventes escolhidos.

6.7.1 Separacéao de forboloides x triterpenoides por extracdo em fase sélida

Primeiramente, foi ensaiada a separacdo com o0 extrato etanodlico insoluvel
(EIBA1), de mais facil manuseio e aparéncia mais proxima de um p6, passando-se,
em seguida, para o latex liofilizado (LLBAZ2). O experimento foi monitorado por CCD e
incluiu sucessivos testes com aumento da carga inicial. O eluente inicial foi CH3CN,
seguido de CHCIs para retirar os triterpenos retidos. Foram realizados 4 e 8
experimentos com EIBAL e LLBAZ2, respectivamente. Os detalhes estdo resumidos na
Tabela 5.

As fracdes que concentraram os diterpenos de interesse (F1 e F2) foram sempre
reunidas por similaridade em CCD; contudo, foram coletadas e analisadas
separadamente, em todos os testes, com vistas a observar a reprodutibilidade do
processo durante os testes de aumento de carga. Isto de fato ocorre, como fica
evidenciado pelos resultados obtidos com o aumento 200-400 mg com EIBAL, e de
400-1000 mg com LLBA2. Os rendimentos médios nas fracdes ricas em forboloides
(F1+F2, eluigdo com CH3sCN puro) foram 32,9% (EIBA1) e 20,7% (LLBA2).

E importante destacar que o rendimento da frag&o de interesse (F1+F2) foi maior
guando se utilizou o EIBAL frente ao LLBA2, demonstrando que a utilizagéo do extrato
insolavel é vantajosa quanto a esse aspecto. Para as fragdes ricas em triterpenos,
eluidas com CHCIs e concentradas em F4, os rendimentos médios foram 34,0% a
partir de EIBA1 e 42,3% a partir de LLBAZ2. Isso confirma que os triterpenos sao
constituintes majoritarios no latex de E. umbellata (HASSAN et al., 2012; OLIVEIRA
et al., 2013; MUNHOZ et al., 2014).
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Tabela 5: Aumento de carga utilizada e rendimento do Fracionamento por Extracdo em Fase Sélida

(EFS).
3 Massa Rendimento (%) Aparato
Ensaio Amostra (mg) F1+F2 " F3 F4 utilizado™
1 EIBA1 200,52 34,1% 1,3% 39,9%
2 EIBA1 300,02 28,9% 2,8% 25,8%
3 EIBA1 400,0° 36,4% 1,4% 44,3%
4 EIBA1 400,2° 32,2% 2,1% 25,8%
5 LLBA2 499,9b 22% 7,4% 41,8%
6 LLBA2 500,5P 20,1% 7,2%) 38,1%
7 LLBA2 500,3P 19,2% 7,7% 45,5%
8 LLBA2 500,4° 19,8% 7,8% 50,2%
9 LLBA2 500,0° 14,1% 10,4%  35,5%
10 LLBA2 500,6° 19,1% 10,4%  35,5%
11 LLBA2 500,5P 26,7% 10,4%  35,5%
12 LLBA2 1000,3b 24,8% 11,2%  56,4%

*Fragdo de interesse. **Seringa de polipropileno, com capacidade de 60 mL (2,5 cm diametro interno),
silica 60 RP-18; volume de leito (VL) 15 mL Fracionamento: Eluente 1: CHsCN (3 fracdes de 1 VL),
eluente 2: CHCIs (1 fragdo de 1VL). 2AmL, *5mL de CHsCN para suspender a amostra aplicada.

A eficiéncia na separacédo dos forboloides também foi indicada pela andlise, por

CLAE-DAD, de fracdes representativas de F1+F2 (contendo os diterpenos) e de F4

(contendo os triterpenos) (Figura 24A). A Figura 24B mostra uma placa de CCD onde

se aplicou uma das amostras de LLBAZ2 e as fracdes obtidas de sua separacado. Estes

dados revelam que a separacao ndo foi completamente efetiva, restando tracos de

triterpenoides e diterpenoides na fracdo 3 (F3, baixo rendimento).
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Figura 24: A: Cromatograma CLAE-DAD das fraces ricas em diterpenos (F1+F2) e rica em
triterpenos (F4), provenientes da EFS (Tabela 5). F3 ndo analisada (pouco rendimento). Condi¢cfes
de analise: ver item 5.8. B: CCD em RP-18 das fra¢des recolhidas de EFS do lote de latex liofilizado.
Padréo= Latex liofilizado (LLBA2), F1+F2: Fragédo rica em Diterpenos, F3: Mistura de diterpeno +
triterpeno, F4: fragdo rica em triterpenos. Eluente: 100% CH3CN. Concentracéo das amostras 5
mg/mL (10 pL aplicados em cada spot). Revelador: solugdo metandlica de anisaldeido sulfarico.

O cromatograma de F1+F2 na Figura 24A é quase totalmente dominado pelos

sinais entre 29-39 minutos, na regido estabelecida como caracteristica para os ésteres
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diterpénicos, nas condicbes de analise. O cromatograma correspondente a F4
complementa os dados da separacao, mostrando a regido dos triterpenos, refletindo,
de maneira qualitativa, a eficiéncia do processo. O enriquecimento dos diterpenos
pode ser constatado ao se compararem o0s resultados da Figura 24A com
cromatogramas do latex integro liofilizado e do extrato hidroetandlico, quando houve
um aumento aproximadamente 17 vezes e 7 vezes dos sinais da mesma regiao do
cromatograma em LLBAZ2 (Figura 15) e EIBA1 (Figura 17) (item 6.4), respectivamente.
Assim, o procedimento de EFS mostrou bom grau de eficiéncia na separacdo, com
boa repetibilidade.

Além dos indicativos em CCD, a presenca dos ésteres diterpénicos na fracéo
enriquecida F1+F2 foi corroborada pela analise, nas mesmas condi¢des de CLAE, de
trés ésteres de forbol isolados no laborat6rio (como atividade de um subprojeto que
objetiva determinar marcadores quimicos para o latex de E. umbellata). Os ésteres de
forbol Phl, Ph2 e Ph3 provieram da fragdo mais ativa no ensaio de interrupcédo da
laténcia do HIV em células infectadas pelo virus. Na Figura 25 estdo apontados os
sinais correspondentes aos trés forboloides ativos, no perfil da fragdo F1+F2.

Ph1 Ph2

28 38 28 38

j / 8 F1+F2
N 10
’ \ [ 19

Intensidade {mAbs)

30 32 34 36 38 40
Tempo (min)

Mo
co

Figura 25: Cromatograma CLAE-DAD expandido de F1+F2, mostrando os sinais referentes a Ph1l,
Ph2 e Ph3. Estes foram cedidos pelo Dr. J. B. Tostes (Farmanguinhos/Fiocruz), e foram isolados e
identificados como ésteres de forbol (resultados ndo mostrados).

6.7.1.1 Comparacgao dos perfis das fracoes separadas em CG

A efetividade da separacdo obtida entre os diterpenos e triterpenos,

respectivamente, nas fracdes F1+F2 e F4, € evidenciado pela analise comparativa
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dos cromatogramas em CG-DIC de ambos. Pode-se observar que, a excecdo dos
sinais com tR 26,0 e 28,3 min, praticamente ndo ha sobreposicbes de sinais
considerando ambos os cromatogramas (Figura 26).

Os espectros de massas associados a cada pico representam padroes de
fragmentacao que se repetem para cada classe de terpenoide a que correspondem.
O conjunto obtido para os espectros dos triterpenoides apresentou fragmentos

caracteristicos bem definidos, com as clivagens moleculares esperadas (Figura 20,

pag. 70).
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Figura 26: A = Cromatogramas obtidos por CG-DIC das fragfes F1+F2 e F4. Fragmentagfes por CG-
EM: B = tr: 31,397 de F1+F2 EFS, C = tr: 31,363 de F4 EFS, D = tr: 34,716 de F1+F2 EFS, E = tr:
34,716 de F4 EFS.

Embora os picos com tempo de retencdo proximos a 26 min e 28 min aparentam

ser co-eluicbes, é possivel caracteriza-los por intermédio dos fragmentogramas
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produzidos por cada um nas analises por CG-EM de F1+F2 e F4 (cromatograma nao
mostrado). O espectro correspondente aos forboloides Figura 26B e Figura 26D
apresentam uma intensa fragmentacéo, que € caracteristica deste tipo de moléculas
submetidas ao impacto de elétrons em 70 eV. A diferenciacdo de picos co-eluidos
pelo espectro de massas reforca a eficiéncia da separacéo efetuada por EFS.

De maneira analoga aquela efetuada para CLAE, foi possivel identificar no
cromatograma em CG-DIC de F1+F2, o sinal do forbol isolado Phl (Figura 27),
reforcando a utilidade da técnica de CG para aplicacdo em fracdes enriquecidas em

ésteres de forbol, que sdo componentes minoritarios no latex liofilizado.
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Figura 27: Ph1 foi cedido pelo Dr. J. B. Tostes (Farmanguinhos/Fiocruz). Foi isolado e identificado
como éster de forbol (resultado ndo mostrado).

6.7.2 Separacao de forboloides x triterpenoides por particdo por solubilidade em
mistura de solventes

Os forboloides eluem a partir de 30 minutos (=35% de agua em CH3CN) nas
condi¢cdes cromatogréficas utilizadas em CLAE. Os experimentos foram entédo
planejados com misturas de agua:CHsCN nas seguintes proporcodes: 1:0, 3:1, 1:1, 1:3
e 0:1. A relacao entre solidos (extrato) e solvente (RSS) também foi ensaiada em trés
proporc¢des: 1:50, 1:100 e 1:200. Um resumo dos experimentos realizados esta no
esquema da Figura 28, que gerou a Fracdo Insoluvel (Fl), pressuposta como
concentrada em triterpenos; e a Fracao Solavel (FS), pressuposta como concentrada
em diterpenos forboloides. Todos os experimentos utilizaram o lote liofilizado LLBAZ2,
com os resultados sendo monitorados por CCD, CLAE-DAD e CG-DIC.

83



Latex de E.

umbellata
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l RSS = Relagéo Solido:Solvente

Experimento CH,CN:H,0

A 100:0

»  Temperatura ambiente
B 75:25 > Ultrassom 15 min

»  Filtragdo (porosidade 8
C 50:50 pm)
D 25:75
E 0:100

[ Fracao Soluvel L J Fracao ]

(FS) r 'l Insolavel (FI)

Figura 28: Resumo dos experimentos de separacéo entre forboloides x triterpenoides do latex de E.
umbellata por particdo entre H20 e CH3CN (experimental: item 5.6.1).

A cromatografia em camada delgada (CCD) (Figura 29), mostra os perfis
obtidos em cada processo, apos aplicacdo uniforme de 10 pL de solucdo de cada
amostra a 5 mg/mL em CHCls.

FS-AFS-B S-DFSE Fl-A FI-B FICFI-D FIE FS-AFS-BFS-DFS-E Fl-A FI-B FICFID FI-E

P FSA FSBFS-DFS-EFB-AFI—BFD-CFI-D FIE

Figura 29: CCD em gel de silica das fragdes recolhidas dos experimentos de particdo em agua-
CHsCN do lote de latex liofilizado LLBA2. FS = Fragdes sollveis. FI = Fra¢des Insoluveis (FI) (detalhe
das letras na Figura 28). P = Latex integro. Eluente: 5% de éter etilico em CHCIz. Concentracdo das
amostras 5 mg/mL (10 pL aplicados em cada spot). Revelador: solugdo metandlica de anisaldeido
sulfdrico.
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A andlise dos resultados concentrou-se na fracdo soluvel, que deveria ser
enriquecida em forboloides, porém todas as medidas foram realizadas para ambas as
fracOes.

Segundo indicativos de coloracdo dos sinais, as placas na Figura 29 mostraram
gue os experimentos do grupo C utilizando agua:CH3CN 1:1 foram os que resultaram
na melhor separacéo entre triterpenos (maiores RFs) e diterpenos (menores RFS),
utilizando como diagndstico o desaparecimento dos sinais referentes aos triterpenos.
Os rendimentos das fracdes originadas no grupo C foram 37,2% (FS-IC), 51,8% (FS-
lIC) e 19,1% (FS-IIIC).

6.8 QUANTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DO LATEX POR CG-DIC

Devido a precisdo maior nas respostas cromatograficas até o momento, somada
a maior disponibilidade de equipamentos, a técnica de CG-DIC foi selecionada para
os testes de quantificacdo dos constituintes do latex, e das frac6es derivadas por EFS
e por particdo por solubilidade em mistura de solventes.

Para quantificar os constituintes nas fragdes enriquecidas, trés métodos foram
testados. O primeiro deles foi usar o colesterol como padréo de referéncia, como vinha
sendo utilizado com sucesso em nossos laboratérios, para quantificar triterpenos em
outras matrizes (NEVES, 2018). No entanto, a tentativa de utiliza-lo como padréo
interno nas condi¢cfes estabelecidas para a andlise foi inviavel, dada a coeluicdo com
um importante sinal presente nos cromatogramas das amostras de latex e de suas
fracGes. Ainda, o seu emprego como padrdo externo mostrou-se inaplicavel, pois
houve inconsisténcia das respostas (areas produzidas pelos sinais) com a curva de
calibracdo construida (10-25 mg/mL), quando maiores concentracdes de latex
resultaram em menores teores de determinados constituintes.

O segundo método envolveu tentativas de isolamento de algum marcador
quimico de natureza forbolica, para ser usado como referéncia na quantificagdo dos
outros constituintes, principalmente os diterpenos. Os testes realizados em coluna
aberta, utilizando-se gel de silica e eluicdo por gradiente de éter etilico, ou ainda
acetona, em cloroféormio. As eluicbes foram baseadas nos resultados em CCD.
Todavia, os experimentos mostraram-se morosos e de dificil reproducéo, devido a um
acentuado efeito de matriz, exercido principalmente pelo latex liofilizado, mas que
também ocorreu com fracBes ja enriquecidas em diterpenos; mesmo variando o

eluente, com adicdo de n-hexano. Contornar essa ineficiéncia exigiria testes
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adicionais, incluindo variacdo da fase cromatografica e testes com outros eluentes.
Cogitou-se também a utilizacdo do 12-O-tetradecanoil-13-acetilforbol comercial, como
marcador quimico de referéncia; contudo, essa alternativa foi descartada por ora,
devido ao seu alto prego.

O terceiro método se baseou na busca e aplicacdo de relacdo de areas dos
sinais dos constituintes do latex dentro de um intervalo linear. Assim, foram injetadas,
amostras do latex e das fracGes obtidas na separacédo de forbdis x triterpenos pelos
dois métodos (EFS e particdo), em varias concentracdes, com as areas sendo
mensuradas pela média de triplicatas de injecdes. Observou-se que as respostas
mantinham uma boa linearidade para o intervalo definido por 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 4,0
e 5,0 mg/mL. Nesse intervalo, a linearidade das respostas foi comprovada para 16
componentes mais relevantes no cromatograma do latex liofilizado (LLBA2).

Isso significa que o detector por ionizagdo de chama (DIC) responde linearmente
a concentracdo dos componentes do latex, com boa correlagéo, na faixa de trabalho
abrangendo concentracao de 20 a 50 mg de latex/10 mL CHCIs e um intervalo maximo
de areas entre 2,8 e 152 pA. Nestes limites, a concentragdo de um mesmo
componente pode ser comparada linearmente entre diferentes amostras de latices,
desde que mantida a faixa de trabalho. A Tabela 6 mostra os valores médios obtidos
para a area de cada um dos 16 componentes para o intervalo entre 2 e 50 mg/mL de

amostra.

Tabela 6: Evidéncia da linearidade para as correlagdes entre &rea do sinal x concentracdo da amostra,
considerando-se 16 componentes do latex liofilizado de E. umbellata.

Pico tr (min) [amostra] (mg/10 mL CHCI3) Coeficiente de correlacao

20 30 40 50 nacurva incluindo zero
16,75 3,96 7,33 7,77 9,62 0,95318 0,98399
18,92 23,24 34,74 46,36 57,58 0,99997 0,99998
20,52 56,88 91,73 121,97 152,18 0,99936 0,99953
20,72 6,85 11,09 15,87 20,10 0,99969 0,99743
20,93 39,94 68,73 90,66 118,04 0,99877 0,99778
21,41 13,75 22,30 32,04 40,04 0,99936 0,99756
21,55 4,33 7,55 10,80 14,55 0,99928 0,99266
21,72 6,82 12,42 17,60 22,32 0,99929 0,99491
22,32 6,51 12,24 14,73 15,85 0,98850 0,99219
22,49 10,92 18,38 24,63 31,05 0,99918 0,99869
22,83 1496 25,25 35,15 44,11 0,99951 0,99779
23,29 3,38 7,22 11,18 14,42 0,99908 0,98393
23,71 7,24 12,80 19,54 24,72 0,99880 0,99181
23,97 12,60 20,62 30,39 37,80 0,99872 0,99630
24,28 4,13 6,87 12,14 15,66 0,99335 0,98072
24,71 6,79 11,76 18,93 23,97 0,99726 0,98860
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6.8.1 Quantificacdo dos constituintes forbolicos separados por extracdo em fase solida
e particao por solubilidade

Com base na linearidade demonstrada pela correlacdo area do pico X
concentracdo da amostra, foram selecionados sete sinais comuns a ambas as
amostras referentes a forboloides: aquela proveniente da separagéo por EFS (fracao
F1+F2) e a proveniente da separagdo por particdo (fracdo soluvel), cujos tr = 19,4,
20,46, 21,13, 22,19, 22,53, 23,67 e 24,84 min. As areas de integracao fornecidas para
cada um dos componentes estdo comparadas na Figura 30.

Considerando todos os 7 sinais selecionados como forbois-alvo, a seletividade
na extracdo foi 4-5x maior pela técnica de EFS (soliveis em CH3CN) do que na

particdo por solubilidade com CH3sCN:H20 1:1 (fragc&o soluvel).
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Figura 30: Comparacgéo do enriquecimento de forbois nas fragées F1+F2 da EFS (eluida com CH3sCN,
fase reversa) e FS-C: fragao soluvel da particdo por solubilidade (CH3sCN:H20 1:1, RSS 1:100);
LLBAZ2: Latex liofilizado de Barretos (material de partida de ambos os ensaios de separacao). Por
conveniéncia, as areas precisas estao acima de cada barra.

A frac&o obtida na eluicdo com cloroférmio na EFS (posterior ao CH3CN) (item
6.7.1), foi avaliada quanto a seletividade, considerando 11 sinais majoritarios no
cromatograma da CG-DIC. Houve enriquecimento de até 6x dos sinais que incluem
os triterpenos (Figura 31). Dois desses constituintes resultaram menos abundantes

apos EFS do que na particéo por solubilidade em CH3CN:agua (tr 16,60 e 18,69 min).
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Figura 31: Comparac¢do do enriquecimento de triterpenos na fragdo F4 da EFS (eluida com CHCls,
fase reversa) e FI-C: fragdo insollvel da particao por solubilidade (CH3CN:H20 1:1, RSS 1:100);
LLBAZ2: Latex liofilizado de Barretos (material de partida de ambos os ensaios de separacao). Por

conveniéncia, as areas precisas estao acima de cada barra.

6.8.2 Consideracfes gerais sobre a separacao diterpenos X triterpenos

As secdes anteriores 6.3 a 6.8 trataram de (i) aplicacdo dos métodos
cromatograficos na caracterizacdo do latex de E. umbellata, (ii) ensaio de um primeiro
processo de separacdo entre di- e triterpenos, e (iii) quantificacdo preliminar dos
principais sinais das fracfes separadas de diterpenos e triterpenos do latex. Em
conjunto, os testes realizados apontaram procedimentos que servirdo de base para o
acompanhamento de processos de separacdo entre classes de terpenoides, 0
isolamento de constituintes, e a padronizacdo quimica do latex, no contexto de
desenvolvimento de produtos.

O levantamento inicial da literatura sobre os métodos cromatogréaficos
aplicados a latices de espécies de Euphorbia levou aos testes e adaptacbes dos
procedimentos descritos na secdo de Material e Métodos. Algumas ponderacdes
sobre a conveniéncia das condi¢cdes escolhidas em cada técnica utilizada estédo

apontadas como vantagens e desvantagens, resumidas na Tabela 7.
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Tabela 7: Consideracfes sobre as técnicas testadas para andlise do latex de Euphorbia umbellata

Técnica* i?i?igiff doei.*s Vantagens Desvantagens* Observacdes
Rapidez de As coloracdes
resposta quanto a > O melh.or eluente c[aramente
presenca dos (CEHCIs.EtzO) testado distintas entre as
constituintes de nao reproduz seus classes.de

) interesse resyltados em dias terpenoides
ccb Sec¢ao 6.3 Separacses mwtp quentes reforcam as
(pag. 59) analiticas > S]nals referentes aos vantagens e dao
sugestivas de uso tnterpt_—znos nao ,sao suporte ao uso de
para separar resolvidos em silica CCD nos
forbois em escala fase normal ou RP- processos_de
. 18 desenvolvimento
preparativa de produto
;’:Tﬁzg;rrggao e > Caso c_Je an)os'tras
relativamente agil, n:wto |nsolluv¢|s
apesar de sempre € uent.e S€ ecionado As desvantagens
exigir filtracéo _C?nstltumtes de sdo, em muito,
Os solventes da Lr;:r:]e;ifossem acarretadas pela
CLAE- Secdo 6.4 separfac;éo Saly apropriados para extrema_
: rotineiros na = complexidade do
DAD (pag. 60) técnica de,tecgao ~U v . latex, contendo
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*As condi¢des de separagdo adaptadas em todas as técnicas sempre foram orientadas para a melhor
resolucdo dos diterpenos forboloides.

6.9 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (1V)

A espectroscopia no infravermelho (IV) foi realizada com amostras do latex
liofiizado de Barretos (LLBA2) e de Nova Friburgo (LLNF1+2). O objetivo foi

89



estabelecer um parametro adicional de medida espectroscopica para contribuir na
caracterizacdo dessa matéria-prima.

Os espectros de ambas as amostras séo idénticos (Figura 32). Em ambas as
curvas sdo evidentes: (i) a banda larga centrada em 3300 cm, caracteristica da
deformacéo axial de OH em ligac&o de hidrogénio; (ii) a banda composta entre 3025
e 2790 cm, caracteristicas de ligacdes carbono-hidrogénio (CH); (iii) a banda entre
1730-1740 cm?, caracteristica da presenca de grupos carboxilicos como em ésteres,
aldeidos e cetonas; (iv) as bandas na regido entre 1380 a 1005 cm™, de estiramento
de ligacbes C-O em éteres, ésteres e acidos carboxilicos. A banda forte em 1610 é
caracteristica do estiramento C-C em alcenos (SILVERSTEIN et al., 1981).

LLBA2 OH
b ‘ﬂ"““/ i
BERRNt

Transmitancia (%)

-1
2921,3cm 1 1376,1cm

1615,4cm

3600 3100 2600 2100 1600 1100 600
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Figura 32: Espectro de infravermelho do latex liofilizado LLBA2 e do LLNF1+2. Em destaque bandas
descritas no texto.

Todas essas bandas se justificam para os grupos funcionais contidos nas
substéancias do latex, que séo os ésteres de forbol (Figura 6, pag. 23) e a maioria dos
triterpenos, estes ultimos na forma de alcool secundéario em sua maioria (OH em C-3,
Figura 7, pag. 24). Essas bandas — normalmente com melhor resolugdo — séo
invariavelmente encontradas nos ésteres de forbol isolados, incluindo aqueles de
Euphorbia umbellata (BAGAVATHI et al., 1988; HASSAN et al., 2012).

6.10 ESTUDO DE PROTEINAS PRESENTES NO LATEX DE EUPHORBIA
UMBELLATA

Um aspecto importante no conhecimento da composicao do latex de Euphorbia

umbellata refere-se ao seu conteudo em proteinas. Este estudo buscou caracterizar
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as proteinas nos sobrenadantes do latex in natura e também no liofilizado. Para isso,
foram utilizadas as amostras LBA2 (origem Barretos) e LNF3 (origem Nova Friburgo-
RJ).

O método de Bradford foi utilizado para quantificar as proteinas totais presentes
no latex. Neste ensaio foram construidas curvas utilizando albumina do soro bovino
como proteina padrao, a qual foi diluida nas concentracdes 4.000, 2.000, 1.000, 500,
250, 125, 62,5 e 31,25 mg/mL (secédo 5.13.2). Essas diluicdes geraram uma curva de
calibragao com leitura em espectrofotometro a 595 nm (Figura 33). Os pontos medidos
resultaram em uma reta, cuja inclinacéo foi parametro para calcular o teor de proteinas

totais no latex.
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Figura 33: Curvas de calibracdo com a albumina de soro bovino (BSA).

A Tabela 8 mostra o teor de proteinas das amostras quantificadas pelo método
de Bradford, que é utilizado para dosar proteinas de amostras complexas, visto que
permite uma rapida quantificacdo, possui alta sensibilidade, e sofre pouca
interferéncia de substancias da amostra (GOLDRING, 2019).

Tabela 8: Quantificacdo de proteinas presentes no latex de Euphorbia umbellata através do método de
Bradford.

Teor de proteinas no sobrenadante (mg/mL)

Amostra . . . o . ~
Ensaio 1* Ensaio 2* Ensaio 3* Média Desvio padréo
SLBA 2,07 5,19 3,09 3,45 1,59
SLNF 3,21 6,54 4,01 4,59 1,74
SLLBA *% *%* *% *% **
SLLNF *% *% *% *% **

SLBA: Soro do latex de Barretos, SLNF: Soro do latex de N. Friburgo, SLLBA: Sobrenadante
do latex liofilizado Barretos, SLLNF: Sobrenadante do latex liofilizado N. Friburgo.
* Média dos ensaios em triplicata. ** = Valores fora da curva de BSA.
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Apos centrifugacdo do soro SLNF, o sobrenadante apresentou cerca de 25%
mais proteinas do que o SLBA, ja que este resultou em um teor médio (trés ensaios)
de 3,45 mg/mL (Tabela 8). Um estudo anterior (MENON et al., 2002) reporta o teor de
proteinas no latex diluido de E. umbellata como 0,13 mg/mL, em uma amostra de latex
coletado na india. Nesse mesmo estudo, os autores compararam a dosagem no latex
diluido (20x) com aquela obtida apos salting out com sulfato de aménio. Esta
estratégia elevou o teor medido para 2,39 mg/mL, pelo método de Bradford.

Rajesh e colaboradores (2006) realizaram o doseamento pelo método de Lowry
utilizando o latex diluido 3x em tampé&o fosfato (pH 7,0) e fervido (LOWRY et al., 1951),
utilizando um latex coletado em Mysore (india). O resultado apresentou 100 mg de
proteinas totais no latex diluido e 70 mg no latex que foi fervido. Os autores atribuem
esta perda a coagulacdo observada durante a ebulicdo. Neste estudo ndo ha a
descricédo do volume utilizado nos ensaios, o que impediu comparar os resultados com
os de outros autores.

Em relacdo aos latex liofilizados do presente estudo, ndo foi possivel detectar
proteinas pelo método de Bradford. Isto pode estar relacionado a dificuldade de
extracdo das proteinas, por solventes aquosos, a partir do material in natura liofilizado,
apontando para um forte efeito de matriz. O latex apresentou grande dificuldade de
solubilizacdo, independentemente da solucdo empregada para a extracdo [tampéo
Tris HCI 50 mM, pH 8,0 (a); tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 6,5 (b), ou agua
destilada (c)]. As leituras de absorbancia demonstraram valores inferiores aos da
curva padréao de BSA (Figura 33). Outros protocolos como a precipitacdo com sulfato
de amoénio, ou ainda, ferver o latex liofilizado, poderiam mostrar um resultado dentro
da curva padrédo de BSA (MENON et al., 2002, RAJESH et al., 2006). Contudo, a
fervura da amostra foi evitada, para ndo comprometer sua func¢ao bioldgica.

Os latex sao usualmente ricos em enzimas, especialmente de proteases, que
representam estratégias de defesa das plantas (RAMOS et al., 2019). Para verificar
esta atividade enzimatica, foram realizados ensaios utilizando um substrato
peptidasico, o L-TAME, e substratos proteicos como BSA, caseina, gelatina e
hemoglobina. Estas proteinas sdo usadas convencionalmente como substratos para
estudar a atividade de endoproteases oriundas de amostras vegetais (SILVA-LOPEZ,
SIMONE, 2004).

Inicialmente foi avaliada a progresséao da atividade dos soros (obtidos dos latices

in natura) contra o substrato L-TAME durante o periodo reacional de 30 minutos, com
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leitura de absorbancia em 247 nm, de 5 em 5 minutos (Figura 34). Este tipo de ensaio
€ importante para avaliar a manutencao da atividade enzimatica com o tempo, Vvisto
que sua ndo progressdo é um sinal para a inatividade. E possivel observar que as
proteases de ambos os soros exibiram um aumento de absortividade ao longo do
tempo de reacdo e, de maneira geral, as curvas apresentaram um comportamento
ascendente demonstrando a capacidade das enzimas em clivar os substratos

ensaiados, ou seja, S840 enzimas que preservaram seu poder de catalise.

Absorbancia (247 nm)

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 34: Avaliac@o da progresséo da atividade peptidasica das proteases dos soros dos latices de
E. umbellata usando L-TAME como substrato. SLBA: Soro do latex de Barretos, SLNF: Soro do latex
de N. Friburgo.

Analisando a Figura 34 nota-se que as proteases do SLNF sdo mais ativas no
decorrer do tempo do que as do SLBA, visto que a absortividade apresentada pelo
SLNF esta na faixa de 0,434 a 0,565 nm, com variagdo de absorbancia de 0,131,
enquanto a do SLBA tem a faixa de 0,234 a 0,340 nm e variagdo de absorbancia de
0,106 nm, indicando o aumento na formacgédo de produto com o tempo, dentro do
periodo considerado. Além disso, as proteases do soro SLNF apresentaram maior
absortividade desde o inicio do ensaio.

A Figura 35 mostra a atividade das enzimas proteoliticas dos soros dos latices
de E. umbellata e das proteinas extraidas dos soros liofilizados sobre substratos
proteicos. E possivel observar que SLBA apresentou a maior atividade sobre todas as
proteinas ensaiadas, seguido por SLNF. Contudo, ambos os soros clivaram a BSA
com atividades muito semelhantes. O SLBA apresentou maiores atividades sobre a
gelatina (2,87 U) e a caseina (2,90 U), enquanto que as atividades sobre hemoglobina
e BSA foram de 2,55 U e 2,68 U respectivamente. O SLNF exibiu melhor atividade
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sobre a BSA (2,57 U), seguido da caseina com 2,08, gelatina com 1,87 U e de 1,83 U
com a hemoglobina.

Considerando todos os substratos testados, nota-se que o SLBA nao
apresentou muita variacdo na atividade enzimética, permanecendo entre 2,55 - 2.90
U. O SLNF apresentou maior variacao de atividade, dependendo do substrato utilizado
(entre 1,83 e 2,57 U). Essa variacao de atividade enzimatica, a principio, sugere a

presenca de diferentes enzimas em cada latex utilizado.
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0.0
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Figura 35: Atividade proteolitica do latex de E. umbellata. SLBA: Soro do latex de Barretos, SLNF:
Soro do latex de N. Friburgo, SLLBA: Sobrenadante do latex Liofilizado Barretos, SLLNF:
Sobrenadante do latex Liofilizado N. Friburgo.

Em relacdo aos sobrenadantes dos latices liofilizados, a atividade foi muito
abaixo do que aquela observada para os soros (< 0,2 U). Contudo, SLLNF apresentou
um resultado melhor no ensaio com gelatina (0,10 U) e no ensaio com caseina (0,06
U). Ja nos ensaios com hemoglobina e BSA, SLLNF exibiu menor atividade enzimatica
guando comparado com SLLBA. As atividades do SLLBA foram: para BSA (0,13 U),
hemoglobina (0,10 U), caseina (0,03 U) e gelatina (0,05 U) (Figura 26).

A atividade do latex de E. umbellata com o substrato caseina foi relatada em
estudos anteriores (MENON et al., 2002, RAJESH et al., 2006, MIHESH et al., 2017,
GOMES et al.,, 2018), o que confirma a presenca de enzimas com atividade
caseinolitica. Todavia, ndo existem estudos usando gelatina, BSA ou hemoglobina
como substratos. No geral, o presente estudo demonstrou atividades proteoliticas
sobre todos os substratos testados, para ambas as amostras de latices de E.

umbellata de distintas origens.
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Também foram realizados ensaios para avaliar como a variacdo do pH interfere
na atividade proteolitica. A influéncia do pH na atividade das enzimas fornece
informacdes valiosas quanto a classe de proteases a que elas pertencem, visto que,
cada uma delas atua em uma faixa exclusiva de pH, onde sua atividade enzimatica é
maxima (SILVA-LOPEZ, 2010).

A Figura 36 exibe o resultado do efeito do pH sobre a atividade proteolitica dos
soros dos latices de E. umbellata. As proteases presentes no SLBA exibiram
expressivas elevacdes da atividade nos valores de pH 6,0; 7,5 e 9,0, que sdo valores
de pH caracteristicos das classes de cisteino-, serino- e metaloproteases. Ja para o
SLNF os valores de pH de maiores atividades foram 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 10,0, sugerindo
atividades peptidasicas acidas, como no caso das proteases asparticos e as
cisteinoproteases; neutras, como € caracteristico de serinoproteases; e alcalinas,
como para serino e metaloproteases. Estes resultados convergem com outros estudos
realizados com latices vegetais, como por exemplo, no estudo com latex de Ficus
racemosa L., de onde foi isolada uma aspartico protease com faixa de pH 4,5 a 6,5
(DEVARAJ et al., 2008). Ramos e colaboradores (2013) isolaram cisteinoproteases

de espécies Calotropis procera, onde o pH manteve-se na faixa de 6,0 a 7,0.

Atividade enzimatica (U)

Figura 36: Influéncia do pH na atividade das proteases presentes nos soros dos latex de E. umbellata.
SLBA: Soro do latex de Barretos, SLNF: Soro do latex de N. Friburgo.

A Figura 36 traduz uma atividade mais expressiva no pH 7,0, sugerindo a
presenca/atividade majoritaria de serinoproteases no SLNF. Ao contrario, no SLBA
nao foi possivel atividade elevada em pH 7.0, o que pode estar relacionado a perda
da atividade neste pH por uma degradacdo da amostra. A faixa de pH que sugere a

presenca de serinoproteases foi apresentada por outras espécies da mesma familia
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(Tabela 9) em estudos anteriores. Contudo, a presenca de diversos picos de atividade
nas diferentes faixas de pH sugere a existéncia de diferentes tipos proteases em
ambas as amostras, ou seja, hA uma heterogeneidade de proteases nos latex
proveniente de locais distintos.

Os soros (dos latices in natura) apresentaram um comportamento diferenciado
nos valores de pH estudados, mas algumas semelhancas foram preservadas. Em
ambas as amostras, as atividades aumentaram em pH entre 5,0 a 10,0, apresentando
a mesma atividade (0,470 U) em pH 6,0 e atividade muito proxima em pH 7,5 de (0,360
U para SLBA e 0,340 U para SLNF) (destacados na Figura 36). Essa ampla faixa de
pH tem paralelo na literatura, que descreve valores de pH de 5,0; 7,0 e 10,0, sendo a
atividade maxima no pH 7,0. (MENON et al.,, 2002, MISHRA et al.,, 2017). Este
resultado € igual ao encontrado para o SLNF (Figura 36). A determinacédo do pH étimo
para atividade das enzimas foi necessaria para avaliar as caracteristicas cinéticas das
proteases das amostras, contudo, a confirmacdo da classe das proteases é melhor
estudada utilizando inibidores de proteases especificos.

O uso de inibidores especificos de proteases € uma estratégia comumente
empregada para a caracterizacdo das classes de uma enzima proteolitica, uma vez
gue estes interagem diretamente com os residuos cataliticos do sitio ativo (SILVA-
LOPEZ, 2009). Diante disto, o estudo de inibicéo do latex de E. umbellata foi realizado
contra inibidores especificos de metalo- (EDTA), serino- (benzamidina Bza), aspartico-
(pepstatina) e cisteinoproteases (E-64), utilizando o soro dos latices SLBA e SLNF
(Figura 37).

Ocorreu uma baixissima inibicdo de 4,66% para o SLBA e 4,13% para o SLNF
pelo inibidor especifico de metaloprotease (EDTA). Estes valores podem indicar que
estas proteases dos soros dos latex requerem algum ion metalico para promover a
catalise ou, ainda, uma baixissima ou nenhuma secrecao de metaloproteases nestes
latices. Estes resultados foram condizentes com o estudo realizado por Menon e
colaboradores (2002), que também n&o encontraram inibicdo da atividade enzimatica
ao utilizar EDTA contra o latex de E. umbellata.
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Figura 37: Influéncia de inibidores de proteases na atividade dos soros dos laices de E. umbellata.
SLBA: Soro do latex de Barretos, SLNF: Soro do latex de N. Friburgo, Bza: benzamidina; EDTA:
acido etilenodiaminotetracético; E-64: trans-2,3-epoxi-propil-leucilamido (4-guanidino)-butano. A seta
vermelha indica auséncia de inibidor de pepstatina.

Na presenca da benzamidina (Bza) e de E-64, que sdo inibidores de
serinoproteases e cisteinoproteases, respectivamente, as enzimas presentes no
SLBA apresentaram inibicéo de 7,49% na presenca de Bza e 18,22% na presenca de
E-64. O SLNF também apresentou inibicdo para Bza (13,97%) e E-64 (7,81%), sendo
gue a maior inibicdo para Bza indica a presenca destas classes de proteases, ou seja,
a presenca de serino- e cisteinoproteases nos soros. Observacdes semelhantes foram
feitas com relacdo a presenca de serino proteases no latex de E. umbellata utilizando
PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) (MENON et al., 2002, RAJESH et al., 2006). Tanto
a Bza quanto o PMSF, utilizado nos estudos anteriores, sdo inibidores classicos de
serinoproteases em geral; ambos reagem com o residuo de serino no sitio ativo da
enzima, com Bza sendo mais especifico para as tripsinas (RAWLINGS, BARRETT,
2014).

E importante ressaltar que SLNF foi mais inibido por Bza do que por E-64, e
estes resultados estdo em consonancia com a curva de pH de SLNF que demonstrou
pico em pH 7,0 tipico das serinoproteases. O isolamento de serinoprotease foi descrito
na literatura para diferentes espécies da familia Euphorbiaceae, como: E. tirucalli, H.
brasiliensis, Elaeophobia drupifera, dentre outras (Tabela 9). Contudo, ndo ha
descricOes sobre a presenca de cisteinoproteases na familia Euphorbiacea, mas sim
espécies produtoras de latex de outras familias botanicas (DOMSALLA, MELZING,
2008).

Adicionalmente, é possivel observar uma diferenca significativa ao analisar os

resultados na presenca de pepstatina, quando o SLBA foi capaz de preservar 100%
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da sua atividade. Isso demonstra que tal inibidor ndo interferiu em sua atividade
enzimatica, sugerindo a auséncia de proteases asparticos no soro. Em contrapartida,
a inibicdo de 9,78% apresentadas pelo SLNF sugere a presenca deste tipo de
proteinas no soro. Esta observagéo est4 consonante com a faixa de pH 6timo (Figura
36) apresentado para o soro, dada a elevacdo da atividade em meio acido (pH 4,0),

caracteristica de proteases asparticos.

6.10.1 Eletroforese

Ensaios de eletroforese utilizando gel de SDS-PAGE 12% foram realizados para
estudar o perfil de proteinas e o potencial proteolitico do latex de E. umbellata. Utilizou-
se o0 padrdo eletroforético BIO-RAD, contendo proteinas em uma ampla faixa de
massas moleculares (250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 e 10 kDa).

Como é se observa na Figura 38, os perfis de ambas as amostras sdo compostos
por sinais muito semelhantes de bandas no gel. SLBA apresentou 11 bandas
majoritarias, com aproximadamente 149, 94, 75, 48, 36, 30, 25, 16, 15, 14, 12 kDa.
SLNF ndo apresentou a banda de 48 kDa, mas apresentou bandas com
aproximadamente 11 e 10 kDa, além de 3 outras bandas com massas menores que
10 kDa. Portanto, os perfis sdo parecidos, mas ndo sdo idénticos. Além disso, a
coloracdo de Coomassie revela apenas as proteinas majoritarias e as amostras
possuem proteinas, mas o poder de resolucdo do método nédo é capaz de evidencia-
las. Estes perfis eletroforéticos podem explicar as semelhancas e diferencas da
cinética das proteases das amostras derivadas dos latices, como mostrado nos
resultados apresentados anteriormente (por exemplo: pH 6timo, inibicdo enzimatica e
atividade proteolitica).

Sobre as amostras dos liofilizados SLLBA e SLLNF, estas possuem menos
proteinas, logo seus sinais sdo bem mais discretos. A edicdo da imagem foi
necessaria para melhorar a visualiza¢éo na regido dos sinais apresentados por essas
amostras (Figura 38A). Observa-se o desaparecimento dos sinais no inicio do gel
entre 250 e 37 kDa, indicando a auséncia destas proteinas nas amostras. Nestas,
restaram apenas 4 bandas, com aproximadamente 30, 25, 18, 14 kDa. De qualquer
maneira, 0s sobrenadantes de ambas as amostras apresentaram perfis bastante

parecidos, independente da origem do latex.
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PM: peso molecular padréo (BIO-RAD), SLBA: Soro do latex de Barretos, SLNF: Soro do latex de N.
Friburgo, SLLBA: sobrenadante do latex liofilizado Barretos, SLLNF: sobrenadante do latex liofilizado
de N. Friburgo

Figura 38: SDS-PAGE em condi¢Bes ndo-redutoras do perfil proteico e proteolitico das amostras de
latices de E. umbellata. (A) SDS-PAGE 12% corado com Coomassie Brilhant Blue e (B) SDS-PAGE-
gelatina 10% lavado com Triton X-100 (2,5%) incubado overnight (tamp&o Tris HCI 100 mM pH 7,0).

Essa evidente diferenca entre soros dos latices e os sobrenadantes da extracdo
do material liofilizado pode estar relacionada ao preparo da amostra, visto que para
usar o latex liofilizado foi necessario o uso de solugdes extratoras: tampao tris HCI (a),
tampéao fosfato (b) e agua destilada (c). As variagfes introduzidas nao foram efetivas
para extrair apropriadamente as proteinas. Essa € outra clara evidéncia do efeito de
matriz induzido pela liofilizagdo do material, desta vez afetando as proteinas
presentes, dada a forte aglutinacdo que ocorre durante sua desidratacao.

Estudos anteriores reportaram duas proteases isoladas do latex de E. umbellata,
que degradam a caseina: uma na faixa de 76 kDa (MENON et al., 2002) e outra na
faixa de 37 a 30 kDa (RAJESH et al., 2006). Esses autores relatam também a
presenca de proteases com pesos moleculares de 66, 35 e 16 kDa, que podem estar
presentes nas amostras estudadas, uma vez que as amostras apresentaram bandas
proximas (36, 30, 18, 16, 15 e 14 kDa).

E importante também destacar a presenca de bandas com maiores pesos
moleculares, como no caso de 149 e 94 kDa, apresentadas por ambos os latex in
natura. Esses valores ndo haviam sido relatados na literatura para o latex de E.
umbellata até o presente estudo. Neste sentido, a literatura reporta estudos com
outras espécies de Euphorbiaceae, nos quais as serinoproteases isoladas
apresentam, de forma geral, massa molecular entre 43 e 117 kDa (Tabela 9). Ou seja,

trata-se de uma classe de proteinas com massa molecular mais elevadas que as
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demais. Comparando com os resultados obtidos no presente estudo, observa-se que
ao menos 4 bandas apresentadas pelos soros dos latices estdo dentro desta faixa.
Ademais, ao relacionar a ocorréncia desses sinais com o pH 6timo para a atividade
(Figura 36), é possivel apontar a presenca de serinoproteases nos latices in natura

estudados.

Tabela 9: Serino proteases isoladas do latex de espécies da familia Euphorbiaceae

L. Peso . .
Espécie molecular kDa pH Inibidor Referéncia
. ) 6,3, 6,5, LYNN, CLEVETTE-
Elaeophorbia drupifera 117, 65 78 PMSF, DEPC RADFORD, 1985¢
. . 5,2,5,5, LYNN, CLEVETTE-
Euphorbia cyparissias 67, 33, 67 7.0 DFP RADFORD, 1985a
. DFP, PMSF, LYNN, CLEVETTE-
Euphorbia lactea 66, 44, 33 7,5 DEPC RADFORD, 1986
Euphorbia lactea 70 83 DFP, PMSF, LYNN, CLEVETTE-
cristata ! DEPC RADFORD, 1986a
Euphorbia lathyris 43 70,75 DFP LENNOX, ELLIS,
1945
L PMSF,
Euphorbia milii 51,4 8,0 APMSF, DEP YADAV et al., 2006
Euphorbia SHIMADA et al.,
pseudochamaesyce 82 7.5 DFP 2000
. . LYNN, CLEVETTE-
Euphorbia pulcherrima 74 7,0 PMSF, DFP RADFORD, 1984a
Euphorbia supina 80 8,0 DFP ARIMA et al., 2000
Euphorbia tirucalli 74 - DA PR, L7 L= TTE
P DEPC RADFORD, 1985b
LYNN, CLEVETTE-
o 6,6, 6,3, DFP, PMSF, RADFORD, 1986b;
Hevea brasiliensis 69, 58, 80 77 DEPC LYNN, CLEVETTE-
RADFORD, 1984b
Synadenium grantii 7612 7,0 PMSF, DEPC  MENON et al., 2002
Synadenium grantii 34,4 - PMSF RAJESH et al., 2006

DFP - fluorofosfato de diisopropil, PMSF - fluoreto de fenilmetanossulfonil, APMSF - fluoreto de
p- amidinometanossulfonilo, DEPC - quimostatina e pirocarbonato de dietilo. Synadenium grantii
Hook f. corresponde a Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (foco do presente estudo).

Fonte: Elaboracéo propria, 2019, adaptado de DOMSALLA, MELZING, 2008.

Na Tabela 9, o estudo realizado por Lynn e Clevette-Radford (1986) com E.
lactea revelou massas moleculares de 66, 44 e 33 kDa para serinoproteases. Esses
valores estdo proximos das bandas encontradas nas amostras estudadas, sendo 66
kDa o valor mais distante dos encontrados nos soros dos latices estudados aqui
(aproximadamente 75 kDa). Contudo, os valores de 44 e 33 kDa sao bem proximos
daqueles encontrados em SLBA e SLNF (aproximadamente 48 kDa) e também, de
maneira relativa, nos sobrenadantes SLLBA e SLLNF (aproximadamente 30 e 25
kDa). No estudo realizado por Wanderley e colaboradores (2018) com latex de Ficus

benjamina (Asclepiadaceae), foi isolada uma cisteinoprotease com massa molecular

100



de aproximadamente 25 kDa, um valor idéntico ao observado em ambas amostras
utilizadas para os ensaios de SDS-PAGE. Dentro dos resultados apresentados pelos
latices, no presente estudo, ndo foram observadas bandas em torno de 50 e 70 kDa,
diferentemente de resultados encontrados por (i) Yadav e colaboradores (2006), que
encontraram uma serinoprotease com massa aproximada de 51 kDa no latex de E.
milii, e (i) uma proteina com 70 kDa encontrada no latex de E. lactea (LYNN,
CLEVETTE-RADFORD, 1986a).

O estudo do peso molecular aproximado da protease com possivel atividade
proteolitica do SLBA, SLNF, SLLBA e SLLNF sobre a gelatina empregou gel de SDS-
PAGE 10% contendo gelatina copolimerizada (Figura 38B). As amostras foram
submetidas a eletroforese e posteriormente incubadas com tampéo especifico para
gue as proteases da amostra atuassem na degradacéo da gelatina imobilizada no gel.
Apenas a amostra SLLNF forneceu uma banda evidente, com massa entre 250 e 100
kDa, que é caracteristica da degradacao da gelatina. Contudo, todas essas amostras,
especialmente as do soro, exibiram atividade com a gelatina em solucdo (Figura 35).
Tais resultados parecem contraditérios, mas o processo de eletroforese pode ter
afetado a atividade destas enzimas e também o acesso a gelatina € mais dificil no gel
do que em solucédo, o que poderia explicar os resultados obtidos (VANDOOREN et al.,
2013).

Em resumo, o conjunto de resultados obtidos apontam para a presenca
majoritaria de serinoproteases e cisteinoproteases, menores teores de
metaloproteases e, ocasionalmente em uma das amostras (SLNF), protease

aspartico.

6.11 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA PARA O LATEX LIOFILIZADO DE E.
UMBELLATA

Para realizacéo do estudo de caracterizacao fisico-quimica foram selecionados
um latex liofilizado de cada origem, um com origem de Barretos - SP, LLBA2 e outro
com origem de Nova Friburgo — RJ, LLNF1+2 (Figura 39). Nota-se nas imagens
obtidas que ambos se apresentam na forma de um pdé fino com diferengcas na
coloragéo, o LLBA2 se apresentou amarelado e LLNF1+2 branco, fato este que pode
estar relacionado a presenca ou concentracao dos constituintes dos latices de origens

distintas, eventualmente com diferentes padrbes de producdo de metabdlitos.
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Figura 39: Latex liofilizado de E. umbellata. LLBA2 e LLNF1+2, respectivamente.

As amostras LLBA2 e LLNF1+2 apresentaram teores de umidade médios de
3,3% (p/p) e 4,6% (p/p), e faixas de fusdo de 95-105 °C e 190-210 °C,
respectivamente. Nota-se que o LLBAZ2 possui temperatura de fusdo menor que o
LLNF1+2, fato esse provavelmente devido a composicdo quimica quantitativa
diferente das amostras (conforme mencionado no item 6.8, pag. 85), heterogeneidade
significativa dos latices e limitacdo em termos de precisdo da prépria técnica
empregada que se baseia na avaliacédo visual do fenémeno de fusdo por um analista.

Na Figura 40, sdo demonstradas as curvas de DSC (calorimetria exploratéria

diferencial) para as amostras LLBA2 e LLNF1+2.

LLBA2

LLNF1+2

Fluxo de calor (W/g)

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Temperatura (°C)

Figura 40: Curvas de DSC dos latices liofilizados LLBA2 e LLNF1+2.

A andlise dessas curvas permite afrimar que as matrizes apresentam perfis
térmicos similares, com um unico pico endotérmico de entalpia de 15,33 J/g na faixa
de 49,96-57,30 °C para LLBAZ2 e entalpia de 13,09 J/g na faixa de 47,06-54,09 °C para
LLNF1+2. Todavia, ndo € possivel correlacionar o evento endotérmico observado com
fendmeno de fusdo de um composto especifico ou classe de compostos, uma vez que
na literatura ndo ha descri¢cdes relacionadas ao perfil térmico de constituintes do latex
de Euphorbia.

Adicionalmente, ambas as curvas apresentaram perfil ndo homogéneo, que

pode ser atribuido a complexidade de matrizes de origem natural, conforme descrito
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anteriormente em estudos realizados por Camelo (2010), em que o autor avalia o perfil
térmico do extrato hidroetandlico liofilizado de Vismia guianensis, e por Neves (2018)
quando avalia o perfil térmico de fragcfes purificadas, ricas em triterpenos, oriundas de
oleorresinas de Burseraceae.

Na Figura 41 sdo demonstradas as curvas de TGA dos latices. As curvas obtidas
revelam gue as amostras apresentam perfil termogravimétrico similar. Nota-se ainda
a presenca de pequena perda de massa (3-4%) até a temperatura de 100 °C,
provavelmente relacionada a evaporacdo de umidade ou compostos volateis. Este
fato reafirma o resultado obtido anteriormente em balanca de infravermelho (umidade
meédia dos latices ~ 4% p/p). Adicionalmente, observa-se uma perda de massa mais

pronunciada a partir de 250 °C até proximo de 500 °C.
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Figura 41: Curvas de termogravimetria dos latices liofilizados LLBA2 e LLNF1+2.

A caracterizacdo quanto ao perfil cristalino dos insumos foi conduzida
empregando a técnica de DRX de p6. A partir da andlise dos padrdes de difracdo
(Figura 42) é possivel perceber que apresentam perfil similar para ambas amostras
analisadas.

Nesses padrbes observa-se a presenca de um halo especialmente evidente com
reflexdo em 26 em torno de 15°, indicativo da presenca de compostos com estrutura
amorfa. J& os picos com reflexdo em 26 de 22,5° 28° 41° indicam a presenca de
possiveis compostos cristalinos. Diante isso, 0s materiais podem ser caracterizados
como semicristalinos e, portanto, o evento endotérmico observado no DSC para
ambas as amostras (Figura 40) esta, possivelmente, relacionado a fusdo dessas
regides cristalinas (THRELFALL, 1995).

Este comportamento semicristalino pode ter sido ocasionado, por exemplo,

durante o processamento primario dos insumos. Fato este embasado no estudo
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realizado por Fernandes (2013), em que o autor analisa o extrato de Psidium guajava
seco por liofilizacédo, e constata a presenca de um perfil difratométrico misto. Além
disso, a liofilizagcao € uma técnica usada rotineiramente para a inducéo de amorfizagéo
de sélidos (WILLART, DESCAMPS, 2008).

A possivel presenca de um perfil misto pode ter influéncia direta na dissolucao
do material, desempenhando funcéo importante na biodisponibilidade. Isso porque
esta heterogeneidade da matriz pode gerar diferencas nas taxas de dissolucgéo, ja que
os sélidos amorfos, de forma geral, sdo mais sollveis e s&o hidrolisados mais
rapidamente em relacéo ao padréo cristalino (HORTER, DRESSMAN, 2001; PRADO,
ROCHA, 2015). Adicionalmente, o fato de ter compostos cristalinos poderia ocasionar
a cristalizagao de outros constituintes desses materiais, e ainda, viabilizar a formacao
de diferentes estruturas cristalinas de um mesmo composto (polimorfismo)
comprometendo, por exemplo, a estabilidade do insumo (HANCOCK, ZOGRAFI,
1997; ZHANG et al., 2004; PRADO, ROCHA, 2015).

LLBA2
kuw“ |

|
Mwwh\fm

LLNF1+2 - ff\
W\E ——————— : _:‘MMF

it
M U,

1o Z0 30 40
20 (graus) Cukom

Figura 42: Padréo de difracao do latex liofilizado LLBA2 e do LLNF1+2.

A Figura 43 mostra as imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura
(MEV) dos latices em diferentes ampliacdes. A analise dessas micrografias permite
notar a presenca de particulas com morfologias heterogéneas, com superficies e
formatos irregulares, como é usual em ativos de origem vegetal (ZIMMERMANN,
2012; SANTANA, 2014). Por conta dessa caracteristica, ndo foi possivel estimar o
tamanho de particula por esta técnica. Os materiais apresentam majoritariamente
composicdo por particulas sem formato definido e pequenos aglomerados com

morfologia aparentemente mais bem definida (Figura 43 A2 e B2).
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Figura 43: Micrografia dos latices liofilizados LLBA2 (A) e (B) LLNF1+2, com magnitudes de aproximagédo de 150 (Al), 400(A2), 1000 (A3) e 190 (B1), 500 (B2),
1000 (B3) vezes.
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A distribuicdo do tamanho da particula foi estimada pela técnica de granulometria
por tamisacao apenas para o LLBA2 (Figura 39), devido a essa amostra ser a unica
que apresentava quantidade suficiente para os requerimentos da andlise. Entretanto,
provavelmente um comportamento similar seria esperado para o LLNF1+2, uma vez
que todas as analises de caracterizacdo discutidas anteriormente demonstraram
semelhancas para as amostras estudadas.
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1
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40

Massa retida (%)
N
o
(2]
o
Frequéncia acumulada (%)

655 512,5 390 302,5 215 152,5 125
Tamanho médio de particula (um)

Figura 44: Distribuicdo do tamanho da particula, massa retida e frequéncia acumulada do latex
liofilizado de E. umbellata (LLBA2) obtido no ensaio de tamisacéo

Com base nos resultados sumarizados e apresentados no Figura 44, nota-se
uma relativa disperséo relacionada a distribuicdo do tamanho das particulas, sendo a
maioria das particulas em torno de 300 um. Estes resultados estariam de acordo com
os obtidos por MEV, onde através das imagens observa-se a auséncia de tamanho
regular e forma na amostra analisada.

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2019) este material pode ser descrito como
pb grosso, visto que mais de 40% das particulas que o constituem passam pelo tamis
com abertura nominal de malha menor que 355 pm.

A literatura menciona apenas a analise de tamanho de particula para latices in
natura do género Euphorbia, e ndo apds um processamento primario como foi o caso
do presente estudo. Assim, néo € possivel efetuar uma comparacao dos resultados
obtidos com os da literatura. O tamanho observado pelos autores, empregando a
técnica de difracdo de laser para essa matriz, € 100 vezes menor que aquele medido
para o latex liofilizado (WOOD, CORNISH, 2000; BAUER et al., 2014).

A area superficial especifica e o diametro dos poros foram determinados
utilizando isotermas de adsorcéo de nitrogénio. Para o LLBA2 foi obtido um valor de

area superficial igual a 0,147 m?/g e uma porosidade estimada em 55 A, enquanto
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para o LLNF1+2 a area superficial ndo foi possivel determinar e uma porosidade
estimada em 18 A.

A area superficial e o tamanho dos poros sdo parametros indicativos da
solubilidade e dissolugéo de materiais, uma vez que permitem o acesso do meio de
dissolucdo e difusdo para o meio externo das moléculas de soluto dissolvidas
(AULTON, 2016a). Portanto, torna-se relevante caracterizar insumos quanto a esses
aspectos. De forma geral os poros com didmetros menores que 20 A sdo
denominados microporos, entre 20 A e 500 A, mesoporos e maiores que 500 A,
macroporos (IJUPAC, 1994; LOWEL, SHIELDS, 1991). Sendo assim, o resultado
obtido referente ao material LLBA2 € indicativo da presenca de mesoporos e de
microporos na amostra LLNF1+2.

A determinacdo da densidade aparente e compactada foi usada para
determinacao da razdo de Hausner (RH) e indice de Carr (IC) (AULTON, 2016b). A
amostra LLBA2 apresentou densidade aparente igual a 0,50 g/mL, densidade
compactada de 0,57 g/mL, RH de 1,14 e o IC de 12,28 % e a amostra LLNF1+2
apresentou densidade aparente igual a 0,29 g/mL, densidade compactada de 0,38
g/mL, RH de 1,31 e o IC de 23,68 % (Tabela 10). Esses resultados indicam um pé
com bom fluxo para LLBA2 e fluxo aceitavel para LLNF1+2 segundo os critérios
constados na Farmacopeia Americana (2018).

Tabela 10: Resultados densidade, fluxo de pé por orificio e &ngulo de repouso das amostras do latex
liofilizado, LLBA2 e LLNF1+2

LLBA2 LLNF1+2
Densidade aparente (g/mL) 0,50 0,29
Densidade compactada (g/mL) 0,57 0,38
Razao de Hausner 1,14 (bom) 1,31 (aceitavel)
indice de Carr (%) 12,28 (bom) 23,68 (aceitavel)
Fluxo por orificio
Média (s/100 g) 45,0 9,9
Desvio (0) (%) 1,45 19,28
Angulo de repouso
Média (°) 15,6 18,4
Desvio (0) (%) 0,68 1,70

A caracterizacdo do fluxo foi realizada por meio do emprego de mais duas
técnicas: analise do fluxo de pés por orificio e angulo de repouso. A utilizacdo de
técnicas de forma combinada é geralmente recomendavel pela literatura (YU et

al., 2011), uma vez que o escoamento de pos particulados sofre influéncia direta do
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tamanho e formato das particulas. No caso de matrizes complexas, como as de origem
natural, os resultados s&o muito variaveis.

A andlise do fluxo de pds por orificio caracteriza-se pela verificagdo do tempo
necessario para dispensar certa quantidade de po, a partir de um funil com um orificio
de diametro pré-determinado, sendo obtido resultado expresso em massa escoada
em funcédo do tempo. O uso desta metodologia é mais adequado para amostras de
fluxo livre, porém o uso de dispositivos auxiliares para promover o escoamento pode
auxiliar na analise de po6s coesivos e heterogéneos (WU et al., 2012). No presente
estudo, tal recurso foi necessario apenas no caso da amostra LLNF1+2.

Na Tabela 10, sdo demonstrados os resultados de fluxo obtidos para LLBA2 e
LLNF1+2 pela técnica de fluxo por orificio. Nesta pode-se notar que a amostra LLBA2
apresenta caracteristica de fluxo continuo e uniforme, uma vez que as replicatas
apresentaram vazdo de 45 segundos e comportamento reprodutivel (¢ = 1,45%)
quando se empregou funil de didametro igual a 6 mm. No caso de LLNF1+2 o contrario
foi observado (¢ = 19,28%), caracterizando o fluxo dessa matriz como ndo continuo,
ou seja, que escoa irregularmente pelo orificio, mesmo apds o emprego de funil com
diametro maximo de 25 mm e agitacdo nivel 4 em aparato especifico.

Tais resultados séao corroborados pelas curvas obtidas de massa versus tempo,
apresentadas na Figura 45, em que para o LLBA2 tem-se uma curva representativa
de taxa de escoamento constante e para o LLNF1+2 o aspecto da curva massa versus
tempo permite visualizar mais claramente a dificuldade de escoamento do material,
uma vez que é apresentada inicialmente escoamento continuo (massa x tempo), em

seguida um escoamento total, sendo representado na curva pelo aumento repentino

da massa.
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Figura 45: Curvas de fluxo de po por orificio das amostras do latex liofilizado, LLBA2 e LLNF1+2

O angulo de repouso € definido como o angulo da superficie livre e o cone obtido

pelo escoamento, em relagdo ao plano horizontal. Geralmente, os pd6s com melhor

108



escoamento apresentam menor angulo de repouso, entretanto, a técnica tem
aplicacao limitada a amostras de coesividade baixa a intermediaria, uma vez que pos
coesivos nado formam cone adequado (WU et al., 2012; USP, 2018).

O LLBAZ2 apresentou angulo de repouso de 15,6° e o LLNF1+2 de 18,2°. Assim,
segundo a classificacdo pela Farmacopeia Americana (2018), ambos 0s pos seriam
considerados como de excelente fluxo. Esse fato estd em desacordo com o0s
resultados obtidos pelas técnicas de fluxo por orificio, indice de Carr e razdo de
Hausner. Portanto, esse conjunto de informacdes indicam que provavelmente a
técnica de angulo de repouso ndo € discriminativa para matrizes vegetais
(FERNANDES, 2013; RAMANATHAN et al., 2019).

Os resultados de caracterizacao fisico-quimica obtidos para os latices de ambas
as origens, Barretos (SP) e Nova Friburgo (RJ), demonstraram semelhancas em
relacdo aos aspectos térmicos, cristalograficos e morfolégicos. Entretanto, nota-se
uma clara diferenca relacionada as propriedades de fluxo destes materiais,
contemplada pela técnica de fluxo por orificio. Conforme discutido, estes escoamentos
diferentes para os pés estudados podem ser consequentes da existéncia de
diferencas quantitativas nessas matrizes. Assim, para melhor esclarecimento dessa
guestao, faz-se necessario o estabelecimento de metodologias capazes de viabilizar
a identificacdo e quantificacao precisa dos constituintes quimicos nos latices.

Uma vez que o latex de Barretos (LLBA2) apresentou melhor fluxo, apesar de
estudos mais aprofundados terem que ser ainda realizados, este poderia ser o critério
de escolha para nortear, por exemplo, a eleicdo desta matéria-prima com vistas ao
desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica sélida. Isso porque o bom fluxo
deste material poderia significar ganhos em termos de processabilidade, caso o
insumo ativo se apresentasse em concentracdes significativas no produto final.

Em face ao exposto e tendo em vista a lacuna existente na literatura relacionada
a caracterizacdo dessa matéria-prima, o presente trabalho contribui e orienta o estudo
para o desenvolvimento de matrizes medicamentosas contendo latex bioativo de E.

umbellata.
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7. TESTES BIOLOGICOS

Um latex liofilizado selecionado (LLBAL), o extrato hidroalcodlico e fracdes
enriquecidas em diterpenos (F1+F2 da EFS) e triterpenos (F4 da EFS) (sec¢&o 6.7.1)
foram testadas quanto a capacidade de interromper a laténcia do virus HIV e reativar
o sistema celular em células humanas infectadas in vitro. Os testes foram realizados
no Laboratério de Virologia Molecular do IB/UFRJ, via parceria com a equipe do Dr.
Amilcar Tanuri. Os resultados estdo no gréfico da Figura 46 do Anexo A.

Comparando com o controle positivo (TPA, 9.3% de atividade), virtualmente
todas as amostras apresentaram alguma atividade. Na média, LLBAL (liofilizado) e
EIBAL (extrato hidroetandlico insolavel) apresentaram atividades similares ao TPA,
com variagbes entre 3,8% e 13,6% de reativagao celular, considerando as trés
diluicdes utilizadas. O extrato foi mais ativo que o liofilizado em duas dilui¢cdes, levando
a deduzir que concentra substancias mais ativas. De fato, a comparacdo dos
cromatogramas CLAE-DAD entre o liofilizado e o extrato insoluvel (Figura 15 e Figura
17, secdo 6.4) denotam que esses extratos foram enriquecidos em ésteres
diterpénicos.

As fracdes F1 e F2, ambas concentradas em diterpenos pela EFS (se¢éo 6.7.1),
foram separadamente testadas, produzindo resultados similares nas duas diluicbes
mais baixas. Contudo, é bastante significativo o resultado obtido com F2 na diluicéo
de 1:100, que atinge 92,8% de atividade na interrupcéo da laténcia do virus. Este
resultado assegura que as substancias mais ativas nesse ensaio estdo relacionadas
aos ésteres de diterpénicos, que sdo descritos na literatura como possuindo essa
atividade (JOSE et al., 2014; SHANG et al., 2015). Por fim, também é interessante o
resultado fornecido por F4, que concentra os triterpenos, ao mostrar (ainda que
menor) efetividade nas diluigdes de 1:100 (2,5x maior que o controle) e 1:1000.

Embora sejam preliminares, esses resultados apontam que as substancias mais
ativas estao entre os diterpenos e, ao mesmo tempo, mostram uma via para isola-las

via monitoramento por esse bioensaio.
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Figura 46: Capacidade de reativacao viral in vitro do HIV em células infectadas. Células J-Lat 10.6 (linhagem de linfoblastos de células T humanas contendo
0 genoma completo do HIV-1) foram semeadas em placas de 96 pogos (5.104 células/poco) e cultivadas com meio RPMI (Thermo Scientific) na presenca do
latex e fragBes sob diferentes concentragbes. Quando ativadas, as células J-Lat expressam o HIV-1 juntamente com a proteina GFP (green fluorescent
protein), que serve como marcador de laténcia obtida nesta linha celular. Como controle positivo para a ativagdo, o forbol 12-miristato 13-acetato (TPA; em
inglés PMA - Sigma-Aldrich) foi usado em uma concentracgéo final de 1 mM. As células foram mantidas em cultura por 24 h e, em seguida, foram colhidas
para avaliacao da expressédo de GFP por analises de citbmetro de fluxo. Os resultados foram expressos pelas porcentagens de células positivas para GFP.
Fonte: construcao a partir dos dados cedidos pelo Dr. Atila Duque Rossi (laboratério de Virologia Molecular da UFRJ).

111



8. CONCLUSOES

O presente estudo representa uma primeira abordagem do latex de E. umbellata,

usado popularmente com intuitos terapéuticos, e que é objeto de desenvolvimento de

um fitoterdpico pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Tecnologia da

Biodiversidade para a Saude, em Farmanguinhos, Fiocruz. Nesse contexto mais

amplo, o latex (ou algum derivado seu considerado mais adequado) € matéria-prima

que sera validada como IFAV, sobre o qual se desenvolverdo etapas tecnologicas

envolvendo areas distintas do conhecimento. Portanto, a op¢do metodoldgica incluiu

abordar o latex via um estudo horizontal e multidisciplinar, de maneira a construir uma

base informacional para o subsequente desenvolvimento dessas tecnologias. Os

resultados obtidos nesta abordagem permitiram as conclusdes pontuadas abaixo.

1)

2)

O amplo levantamento da literatura, cobrindo aspectos relacionados as
técnicas mais convencionais empregadas para analisar o latex serviram de
base para otimizar empiricamente os métodos utilizados no decorrer do
trabalho (CCD, CLAE, CG), e também para avaliar o perfil composicional dessa
matéria-prima, seus extratos e fracées. Dentro das limitacdes de cada técnica,
foi possivel estabelecer uma base para a analise de rotina do contetdo
terpenoidico nesse material. Complementarmente, foi construido um painel
contendo um resumo das atividades biolégicas publicadas até o momento com
o latex de E. umbellata, pelo qual se constatou que os estudos mais recentes

estdo focados no seu contetdo em triterpenos.

Tanto o latex integro liofilizado quanto sua fase soélida seca em separado
(contendo os terpenoides) apresentaram baixa maneabilidade devido a
viscosidade e formacdo de grumos duros e insoluveis. Optou-se pelo cuidado
em nado acrescentar operacdes laboratoriais, além da diluicdo desse material
em mistura de agua e alcool, circunscrevendo o processo proposto aos limites
do uso na medicina popular. Esta estratégia auxiliou a concentrar o0s
terpenoides, mas nao solucionou totalmente a questao da alta viscosidade do

produto formado.

112



3)

4)

5)

6)

Observou-se que a época e o local de coleta dos latices nao influenciaram o
perfil qualitativo das amostras no que se refere as substancias terpenoidicas.
Pondera-se, todavia, que uma coleta mais sistematica pode ser realizada para

ampliar o universo amostral dos latices.

A separacao eficiente entre triterpenoides e diterpenoides por CCD, com fase
movel estabelecida para gel de silica e fase reversa (5% Et20 ou Me2CO em
CHCIs e CH3sCN, respectivamente) e coloragdo por anisaldeido sulfarico ou
vanilina, aponta esta técnica como bastante adequada para analises de rotina

da composicdo em triterpenoides do latex de E. umbellata e suas fracdes.

Na CLAE-DAD, as condicdes estabelecidas permitiram obter perfis
razoavelmente adequados dos constituintes forbdlicos. Isso foi util tanto para
caracterizar amostras contendo esse tipo de substancia quanto para
estabelecer um ponto de partida para a padronizacdo e validagdo de um
método CLAE, aqui incluindo o desenvolvimento posterior de CLAE-EM. Por
outro lado, os resultados sugeriram que triterpenos e esterdis exigiriam
variacfes mais drasticas nas condi¢cdes usadas, provavelmente utilizando

outros sistemas de eluentes e mesmo coluna com outras fases estacionarias.

A técnica de CG-EM foi eficiente para apontar os triterpenos e seus precursores
isoprenoides, porém sem muita serventia para caracterizar os constituintes
forbdlicos. Dois motivos principais explicam essa condicao: (i) o latex integro
liofilizado é uma matriz extremamente complexa, contendo substancias dentro
de um largo intervalo de polaridade, acarretando a geracéo de sinais com baixa
pureza de pico e fragmentogramas dubios; e (i) os ésteres diterpénicos
respondem de maneira atipica a detec¢do por impacto de elétrons sob 70eV;
uma vez que essa energia produz fragmentacao excessiva dessas substancias,
sem fragmentos-diagnosticos visiveis no espectro. Em resumo, mesmo 0S
sinais de maiores intensidades representavam coalescéncia de picos de
substancias distintas. Empiricamente observados, os perfis dos terpenoides
obtidos por CG-EM reproduziram-se em CG-DIC quando obtidos sob condi¢des

idénticas, sem aparentes inversdes de sinais.
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7)

8)

9)

A separacao dos grupos triterpenos (+ isoprenoides) e diterpenos foi possivel
por EFS com eluicdo de CH3CN, e também por particdo do latex liofilizado em
CHsCN:H20. O primeiro método foi mais eficiente, além de reprodutivel e
escalonavel para carga no sistema de 5x a massa inicial. A vantagem do
segundo método € o seu menor custo. Ambos podem ser utilizados como passo
inicial de um processo de isolamento de moléculas de interesse presentes no

latex.

Os conteudos relativos de componentes dentro de cada fracdo foram
calculados por normalizacéo de areas dos sinais nos cromatogramas da CG-
DIC, tendo-se previamente estabelecida a linearidade de respostas entre os
principais sinais a serem quantificados, numa faixa de trabalho estipulada. Pelo
método mais preciso do EFS, o conteiddo médio aproximado de triterpenos e
diterpenos foram 40 % e 20 %, respectivamente. Os cromatogramas das
fracOes triterpénica e diterpénica apresentam sinais que nao se sobrepdem,
indicando que a técnica EFS funcionou como um clean up simultdneo para
ambas as amostras. Além da separacdo em si, duas vantagens adicionais
desse processo foram: (i) foi possivel obter um perfil bem definido dos
diterpenos na fracdo que os concentrou (em contrapartida ao latex integro) por
CG-DIC e CG-EM,; (ii) os cromatogramas foram gerados com picos de maior
pureza em ambos 0s casos, com fragmentacdes claramente distinguiveis entre

si no CG-EM (ainda que pouco identificaveis no caso dos ésteres diterpénicos).

Tomados em conjunto, os resultados de (5) a (8) acima levam a concluir que o
desenvolvimento de um método que se aplique a padronizacdo quimica do
latex como matéria-prima, para se qualificar como IFAV, exige uma etapa
prévia de clean up do analito. Ao envolver também um procedimento eficiente
de separacdo entre triterpenos e ésteres diterpénicos, a otimizacdo dessa
(recuperacao, rendimentos das fracdes, escala de operacgdo, repetibilidade)
sera necessdria para que se incorpore no método a ser proposto. Nesse
contexto, cada grupo de terpenoide seria separada e complementarmente
quantificados por CG. Certamente, essa projecao supde o estabelecimento de
um marcador quimico de referéncia para dar suporte e robustez ao método.

Esse ponto é um dos mais relevantes achados do presente estudo. Nao ha
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descricdo na literatura sobre a adequacao do latex de E. umbellata (ou de
espécies congéneres) como matriz a ser padronizada quimicamente. A questao
da baixa (ou nenhuma) deteccéo dos forboloides nas andlises do latex bruto
talvez seja a causa de a maioria das publicagdes nesse contexto estar focada

nos triterpenoides.

10) A prospeccéo do conteudo proteico foi realizada com dois lotes de latices
(um de Barretos e um de Nova Friburgo) resultando na presenca majoritaria de
serino- e cisteinoproteases em ambos os latices, sendo que o latex (in natura)
coletado em Nova Friburgo apresentou uma maior quantidade de proteina,
quando-comparado ao de Barretos. Contudo, ndo ha parametros, neste estudo,
para justificar tal diferenca. E relevante o fato de a detecgéo das proteinas ter
sido bem mais viavel quando se abordou o latex in natura. A secagem
(liofilizac&o) produziu uma matriz pouco suscetivel a extracdo das proteinas
pelos métodos laboratoriais convencionais, denotando o alto efeito matriz, de
resto observado em outras ocasidoes de manipulacéo do material liofilizado.

11) As primeiras medidas das propriedades fisico-quimicas do latex liofilizado
mostraram que as caracteristicas do latex das duas origens foram semelhantes
em relacdo aos aspectos térmicos, cristalograficos e morfolégicos. Todavia,
houve uma diferenca consideravel em relacdo as propriedades de fluxo,
observadas pela técnica de fluxo por orificio. Podem ter contribuido para isso
diferencas quantitativas entre componentes especificos em cada latex, os
diferentes tempos entre a coleta e a secagem ou, ainda, a maneira
eventualmente n&o uniforme do processo de liofilizagdo. Convém mencionar
gue ndo ha dados na literatura com 0s quais se possa comparar os resultados

preliminares obtidos.

12) Por fim, os dados produzidos pela prospeccao multidisciplinar deverao ser
Uteis para a continuacdo do projeto de desenvolvimento de um fitoterapico,
aprofundando as atividades em cada etapa especifica, inicialmente exploradas

neste estudo.
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9. RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando o escopo do estudo desenvolvido, as sugestdes resumidas abaixo
representam tanto um aperfeicoamento do trabalho realizado (itens a-d, f), quanto a
continuidade do desenvolvimento da tematica aplicada ao latex de E. umbellata (itens
e, g-j). Embora focados em diferentes etapas técnicas, tratam-se de temas
interdependentes, pois representam o0 aprofundamento de uma investigagao

multidisciplinar.

Quanto a matéria-prima:

a) Com base nos dois fornecedores do latex, equacionar o suprimento seguro da
matéria-prima, assim como a logistica de seu transporte ao local de
processamento;

b) Obter e comparar o perfil do latex sob condicbes de coletas mais sistematicas
e frequentes, durante a estacdo climatica em que a planta mais produz com
mais abundancia;

c) Otimizar o processo de liofilizacdo do latex, visando obter um material mais

uniforme.

Quanto a caracterizacao quimica do latex:

d) Aprofundar o estudo sobre a identificagdo das substancias isoprenoides
presentes no latex, visando determinar o possivel papel delas no processo de
coagulacéo e, portanto, na morfologia do latex liofilizado; assim como verificar
sua influéncia nas condi¢des estabelecidas para as analises cromatogréficas;

e) Isolar e identificar ésteres de forbol como marcadores quimicos para o latex de

E. umbellata.

Quanto aos métodos de analise para o latex:

f) Aumentar a qualidade da caracterizacdo das substancias representadas nos
cromatogramas do latex (principalmente as minoritarias) pelo uso da técnica de
CG-EM;

g) Planejar, desenvolver e validar um método para a quantificagdo dos

constituintes do latex de E. umbelatta (com base em um marcador definido)
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incluindo uma etapa — também validada — de separacao prévia das classes de

terpenoides.

Quanto a caracterizacao biofarmacéutica do latex:

h) Estabelecer os parametros relacionados ao desenvolvimento e validagdo do
IFAV de acordo com o preconizado no contexto regulatério, como 0s ensaios

de dissolugéo, estabilidade em diferentes pH, etc.

De maneira geral:

i) Manter o radar prospectivo com relacdo aos estudos relacionados a (i) o latex
de E. umbellata, com especial atencdo ao seu contetdo em forboloides; e (ii)
os estudos que abordam a capacidade de ésteres diterpénicos em interromper
a laténcia do HIV;

j) Preparar amostras certificadas para aprofundar os testes bioldgicos in vitro e in

vivo, incluindo nisso os forboloides isolados do latex.
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