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“Nao permaneca sempre na estrada principal, indo apenas aonde 0s outros ja
foram, seguindo um atrds do outro como um rebanho de ovelhas.
Ocasionalmente, deixe a trilha ja tracada e mergulhe na floresta. Cada vez que
vocé fizer isso, certamente encontrara algo que nunca viu antes. Pode ser uma
coisa simples, mas nao a ignore. Explore em sua volta; uma descoberta leva a
outra e, antes que vocé perceba, tera algo com o qual vale a pena ocupar sua

mente. Todas as grandes descobertas sao frutos do pensamento.”
[Artigo na National Geographic, 1914]

— Alexander Graham Bell

“A exigéncia délfica “conhece-te a ti mesmo”, significava:
‘reconhece que és um homem, ndo um Deus!”,

ela vale também para o homem, na época da ciéncia,
pois serve de adverténcia frente a todas as ilusdes

de dominacao e de dominio.”

Gadamer, Hans-Georg (1983).
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Resumo

7

O "leite de Janaguba/Janadba” € uma preparacdo popular feita a partir da
diluicdo do latex de algumas espécies vegetais em agua e comercializado para
o tratamento de cancer. Até o momento a origem botanica desse latex, a eficacia
e 0 potencial tdéxico dessa pratica ndo estdo bem definidos. Essa preparacao
popular pode estar associada, principalmente, a Euphorbia umbellata (Pax)
Bruyns (Euphorbiaceae) e Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (Apocynaceae).
Enquanto H. drasticus ndo se apresenta como uma espécie potencialmente
toxica, E. umbellata contém em sua composicdo diterpenos (ésteres de forbol)
potencialmente danosas a saude. Dessa forma, objetivou-se determinar se as
amostras de “leite de Janaguba/Janauba” comercializadas no Brasil possuem o
latex de E. umbellata em sua composicédo. Amostras comerciais foram adquiridas
na internet e amostras de referéncia foram confeccionadas com o latex de E.
umbellata coletado em Niter6i (RJ). Todas as amostras foram submetidas a
métodos de caracterizacdo fisico-quimica, DI-MS, UV-VIS e ATR-FTIR, e os
resultados obtidos foram tratados por quimiometria. As amostras comerciais
apresentaram grande variagdo em relagéo aos volumes iniciais, embalagem dos
produtos e rotulagem, que foi ausente na maioria das amostras. Quanto ao perfil
quimico e os aspectos fisico-quimicos, as amostras da regido Sudeste e
referéncias apresentaram grande similaridade, enquanto as demais amostras
apresentaram maior similaridade entre si de acordo com a regido. Aspectos
visuais, fisico-quimicos e perfis quimicos das amostras enfatizam a
heterogeneidade entre os "leites de Janaguba/Janauba" que estdo sendo
comercializados em diferentes estados. Vinte e cinco ions: 279; 297; 313; 338;
363; 409; 414; 426; 428; 437; 444; 449; 468; 490; 534; 562; 593; 612; 614; 619;
627; 640; 649; 685; 749 e dezesseis substancias: tetratetracontano;
tetracontano; nonacosano; tricosanona; heneicosano; lanosterol; tirucalol;
fernenol; eufol; acetato de lupeol; cicloartenol; taraxasterol; ciclolaudenol; lupeol,
friedelin-3B-ol; friedelina foram determinados como marcadores do latex em
amostras de referéncia de E. umbellata. Ensaios biologicos utilizando o método
MTT contra a linha de tumor de cancer de mama triplo-negativo MDA-MD-231
mostraram um grande potencial citotoxico in vitro de amostras comerciais e de

referéncia. Os resultados sugerem que E. umbellata é a origem botanica do latex
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utilizado nas amostras da regido Sudeste, indicando que estas preparagdes
podem ser potencialmente nocivas, porém ha necessidade de maiores estudos
sobre a presenca, concentracédo e atividades das substancias associadas a este

risco.

Palavras-chave: Terpenoides, Métodos Instrumentais, Analises Fisico-quimicas,

Quimiometria, Parametrizagao.

Abstract

" Janaguba/Janauba’s milk" is a popular preparation made from the dilution of
plant latex in water and commercialized for cancer treatment. Until now the
botanical origin of this latex, the efficacy, and the toxic potential of such practice
is not well defined. This popular preparation may be associated with Euphorbia
umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae) and Himatanthus drasticus (Mart.)
Plumel (Apocynaceae). While H. drasticus does not present itself as a potentially
toxic species, E. umbellata contains in its composition diterpenes (phorbol esters)
that are potentially harmful to health. The aim is to determine if the samples of
“Janaguba/Janauba’s milk” commercialized in Brazil have E. umbellata latex in
their composition. Commercial samples were purchased on the internet and
referential samples were made with E. umbellata latex collected on Niterdi (RJ).
All the samples were subjected to physicochemical characterization tests, DI-MS,
UV-VIS, and ATR-FTIR, and the outcome data were treated by chemometrics.
The commercial samples presented a large variation regarding initial volumes,
product packaging, and labeling, which was absent in most of the samples. About
the chemical profile and physicochemical aspects, samples of the Southeast
region and references presented great similarity, while the other samples showed
greater similarity to each other according to the region. Visual and physical-
chemical aspects and chemical profiles of the samples emphasized the
heterogeneity between the samples of "Janaguba/Janauba's milk" that are being
commercialized in different states. In addition to E. umbellata, the data showed
that two other species are possibly being used as raw material in the product
commercialized. Visual and physicochemical aspects and chemical profiles of the

samples emphasized the heterogeneity among the "Janaguba/Janauba’s milk"
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that are being commercialized in different states. Twenty-five ions: 279; 297; 313,
338; 363; 409; 414; 426; 428; 437; 444; 449; 468; 490; 534; 562; 593; 612; 614;
619; 627; 640; 649; 685; 749 and sixteen substances: tetratetracontane;
tetracontane; nonacosane; tricosanone; heneicosane; lanosterol; tirucalol;
fernenol; eufol; lupeol acetate; cycloartenol; taraxasterol; cyclolaudenol; lupeol;
friedelin-33-ol; friedelin were determined as latex markers in E. umbellata
reference samples. Biological assays using the MTT method against the MDA-
MD-231 triple-negative breast cancer tumor line showed a great in vitro cytotoxic
potential of commercial and reference samples. The results suggested that E.
umbellata is the botanical origin of the latex used in the samples from the
Southeast region, indicating the risk of ingesting a potentially harmful preparation,
however,there is a need for further studies on the presence, concentration, and

activities of the substances associated with this risk.

Keywords: Terpenoids, Instrumental Methods, Physicochemical Analysis,

Chemometric, Parametrization.



Lista de Siglas e Abreviaturas
ACN: acetonitrila
ATR-FTIR: attenuated total reflectance - fourier transform infrared
BuOH: butanol
CCP: cromatografia em camada preparativa
CH2Clz2: diclorometano
CHCls: Cloroférmio
DAD: diode array detector
DI-MS: direct injection — mass spectrometry
E. umbellata: Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns
ESI: electrospray ionization
EtOAc: Acetato de etila
EtOH: etanol
GC-MS: gas chromatography — mass spectrometry
HEX: hexano
LACA: amostra do Acre
LACB: amostra do Acre
LCEA: amostra do Ceara
LCEB: amostra do Ceara

LEUFS: amostra de referéncia confeccionada com latex de E. umbelllata
durante o periodo frio e seco.

LEUQU: amostra de referéncia confeccionada com latex de E. umbelllata
durante o periodo quente e umido.

LMA: amostra do Maranhé&o
LPA: amostra do Para

LRJ: amostra do Rio de Janeiro
LSPA: amostra de S&o Paulo
LSPB: amostra de S&o Paulo

MTT: 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (Sal de
Tetrazolio)

MeOH: metanol
PCA: principal component analysis

UV-VIS: ultravioleta — visivel
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A; DXP: fosfato de desoxilulose; IPP: pirofosfato de isopentenilo; GPP:
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geranilogeranilo. Figura adapatada de Husnu et al. (2007) apud Berger (2007).

Figura 3: Triterpenos encontrados no latex de E. umbellata. Estrutura dos
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base tigliano dos ésteres de forbol (I) e possiveis estruturas formadas a partir de
reacOes nas hidroxilas mais desprotegidas (Il). Estrutura dos forbéis: 12-O-tigloil-
4-desoxiforbol-13-isobutirato (Ill); 12-desoxiforbol-13-(2-metilpropionato) (1V);
12,13,20-triacetato de forbol (V); 4-desoxiforbol-12,13-ditiglato (VI); 3,4,12,13-
tetraacetilforbol-20-fenilacetato  (VII). 3-desoxi-3,16-dihidroxi-12-desoxiforbol-

3,13,16,20-tetraacetato (VIII).

Figura 5: Mapa da area de coleta. Morro das Andorinhas, Itaipu, Niter6i — RJ.
Georreferenciamento 22°58’17.5”S / 43°02’'34.8”W. Fonte: Google Earth.

Figura 6: Exsicatas de E. umbellata depositadas no Herbario Prof. Jorge Pedro
Pereira Carauta sob o niumero de tombo HUNI6092.

Figura 7: Processo de coleta do latex de E. umbellata a partir de excisbes nos

orgaos caule e folha.

Figura 8: Cromatograma em Camada Preparativa apos revelacdo com vanilina
sulfdrica do extrato de latex bruto de E. umbellata. Eluigio: Cloroférmio:Eter
9,5:0,5.
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Figura 9: Espectros de massas, em resolucao unitaria, obtidos por injecéo direta
das amostras de referéncia em ionizacdo por electrospray (ESI), no modo
positivo. LEUQU: Latex de E. umbellata da estacdo quente e umida; LEUFS:

Latex de E. umbellata da estacéao fria e seca.

Figura 10: Espectro de perfil total no ultravioleta das amostras de referéncia:
LEUQU: Latex de E. umbellata coletado na estacdo quente iumida. LEUFS: Latex

de E. umbellata coletado na estacéo fria e seca.

Figura 11: Espectros de perfil total no infravermelho das amostras de referéncia:
LEUQU: Latex de E. umbellata coletado na estacdo quente iumida. LEUFS: Latex

de E. umbellata coletado na estacéo fria e seca.

Figura 12: Amostras comerciais de “leite de Janaguba/Janauba” obtidas para o
estudo. LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA e LSPB: amostras de Sao Paulo;
LPA: amostra do Para; LCEA e LCEB: amostras do Ceard; LACA e LACB:

amostras do Acre; LMA: amostra do Maranhao.

Figura 13: Espectros de massas, em resolucdo unitaria, obtidos por injecao
direta das amostras comerciais e das amostras de referéncia em ionizacao por
electrospray (ESI), no modo positivo. LEUQU: Latex de E. umbellata da estagéo
quente e umida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacdo fria e seca; LRJ:
amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra de S&o Paulo; LSPB: amostra de Séo
Paulo; LPA: amostra do Para; LCEA: amostra do Cear4; LCEB: amostra do
Ceard; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do

Maranhao.
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Figura 14: Diagramas de Venn dos 100 ions de maior intensidade observados
nos espectros de massas, em resolucéo unitaria, obtidos por injecdo direta em
electrospray (ESI) no modo positivo das amostras comerciais da regido sudeste
(1), nordeste (Il), norte (lll), das amostras de referéncia (IV) e entre as amostras
comerciais e de referéncia (V). LEUQU: Latex de E. umbellata da estagdo quente
e Umida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do
Rio de Janeiro; LSPA: amostra de Sao Paulo; LSPB: amostra de Sao Paulo;
LPA: amostra do Para; LCEA: amostra do Ceara; LCEB: amostra do Ceara;
LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranh&o.

Figura 15: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras comerciais e
de referéncia, por similaridade estatistica dos ions mais intensos presentes nas
amostras, em ESI positivo. LRJ: amostra de origem desconhecida; LSPA:
primeira amostra de Sao Paulo; LSPB: segunda amostra de Sdo Paulo; LPA:
amostra do Para; LCEA: primeira amostra do Ceara; LCEB: segunda amostra do
Ceard; LACA: primeira amostra do Acre; LACB: segunda amostra do Acre; LMA:
amostra do Maranhéo. As elipses foram elaboradas manualmente apenas para

facilitar a visualizacédo do agrupamento das amostras.

Figura 16: Espectro de massas por injecdo direta dos extratos do latex de E.
umbellata produzidos em diferentes solventes. H20O = 4gua; MeOH = metanol;

EtOH = etanol; ACN = acetonitrila; DCM = diclorometano; CH2Cl3 = cloroférmio.

Figura 17: Diagramas de Venn da distribuicdo dos 1000 ions mais intensos do
latex de E. umbellata nos diferentes solventes extratores de forcas eluotrépicas:
alta (1), média (ll), baixa (Ill) e reunidas (IV). As caixas apresentam os ions mais
significativos (grupo: regido Sudeste e referéncias) descritos no item 4.2 (Quadro
4).

Figura 18: Cromatograma por GC-MS da fracdo (banda 1) obtida por

cromatografia em camada preparativa do extrato de latex de E. umbellata.

Figura 19: Alcanos tentativamente identificados através de analises por GC-MS
e comparacdes com as bibliotecas NIST 8 e WILEY 7. Substancias:
tetratetracontano (l); tetracontano (Il); nonacosano (lll); tricosanona (1V);

heneicosano (V).
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Figura 20: Cromatograma por GC-MS da fracdo (banda 5) obtida por

cromatografia em camada preparativa do extrato de latex de E. umbellata.

Figura 21: Triterpenos tentativamente identificados através de analises por GC-
MS e comparagbes com as bibliotecas NIST 8 e WILEY 7. Substancias:
lanosterol (I); tirucalol (I); fernenol (lll); eufol (IV); acetato de lupeol (V);
cicloartenol (VI); taraxasterol (VI1); ciclolaudenol (VIII); lupeol (1X); friedelin-33-ol
(X); friedelina (XI).

Figuras 22: Espectro de perfil total no ultravioleta das amostras de referéncia (1):
LEUQU, Latex de E. umbellata coletado na estacao quente Umida. LEUFS: Latex
de E. umbellata coletado na estacédo fria e seca; do Sudeste (II): LRJ: amostra
do Rio de Janeiro; LSPA: amostra do Sao Paulo; LSPB: amostra de Sao Paulo;
do Nordeste (lll): LMA: amostra do Maranhdo; LCEA: amostra do Ceara; LCEB:
amostra do Ceard; do Norte (IV): LPA: amostra do Para; LACA: amostra do Acre;
LACB: amostra do Acre.

Figuras 23: Espectros de perfil total no infravermelho das amostras de referéncia
(N: LEUQU, Latex de E. umbellata coletado na estacdo quente Umida. LEUFS:
Latex de E. umbellata coletado na estacédo fria e seca; do Sudeste (ll): LRJ:
amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra do S&o Paulo; LSPB: amostra de Séo
Paulo; do Nordeste (Ill): LMA: amostra do Maranh&o; LCEA: amostra do Cear4;
LCEB: amostra do Cear&; do Norte (IV): LPA: amostra do Pard; LACA: amostra

do Acre; LACB: amostra do Acre.

Figura 24: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras de referéncia
e comerciais, por similaridade estatistica dos dados tratados obtidos por UV-VIS.
LEUQU: Latex de E. umbellata da estacdo quente e umida; LEUFS: Latex de E.
umbellata da estacao fria e seca; LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra
de S&o Paulo; LSPB: amostra de Sao Paulo; LPA: amostra do Para; LCEA:
amostra do Ceara; LCEB: amostra do Ceara; LACA: amostra do Acre; LACB:

amostra do Acre; LMA: amostra do Maranhao.

Figura 25: Gréficos de loadings dos agrupamentos das amostras de referéncia
e comerciais, por similaridade estatistica dos dados tratados obtidos por UV-
DAD. LEUQU: Latex de E. umbellata da estacdo quente e umida; LEUFS: Latex
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de E. umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA:
amostra de Sao Paulo; LSPB: amostra de Sao Paulo; LPA: amostra do Para;
LCEA: amostra do Ceara; LCEB: amostra do Cearda; LACA: amostra do Acre;

LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranh&o.

Figura. 26: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras de referéncia
e comerciais, por similaridade estatistica dos dados tratados obtidos por ATR-
FTIR. LEUQU: Latex de E. umbellata da estacdo quente e Umida; LEUFS: Latex
de E. umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA:
amostra de Sao Paulo; LSPB: amostra de Sao Paulo; LPA: amostra do Parg;
LCEA: amostra do Ceard; LCEB: amostra do Ceara; LACA: amostra do Acre;

LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranhao.

Figura. 27: Grafico de loadings dos agrupamentos das amostras de referéncia
e comerciais, por similaridade estatistica dos dados tratados obtidos por ATR-
FTIR. LEUQU: Latex de E. umbellata da estacdo quente e Umida; LEUFS: Latex
de E. umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA:
amostra de Sao Paulo; LSPB: amostra de Sao Paulo; LPA: amostra do Parg;
LCEA: amostra do Ceard; LCEB: amostra do Ceard; LACA: amostra do Acre;
LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranhdo.

Figura 28: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras de referéncia
e comerciais, por similaridade estatistica dos dados brutos obtidos por anélises
fisico-quimicos. LEUQU: Latex de E. umbellata da estacdo quente e Umida;
LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de
Janeiro; LSPA: amostra de Sdo Paulo; LSPB: amostra de S&o Paulo; LPA:
amostra do Para; LCEA: amostra do Ceard; LCEB: amostra do Ceara; LACA:
amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranh&o.

Figura 29: Grafico de loadings dos agrupamentos das amostras de referéncia e
comerciais, por similaridade estatistica dos dados brutos obtidos por analises
fisico-quimicos. LEUQU: Latex de E. umbellata da estacdo quente e Umida;
LEUFS: Latex de E. umbellata da estacao fria e seca; LRJ: amostra do Rio de
Janeiro; LSPA: amostra de Sao Paulo; LSPB: amostra de Sdo Paulo; LPA:
amostra do Para; LCEA: amostra do Ceara; LCEB: amostra do Ceara; LACA:
amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranhd&o.
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Figura 30: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras de referéncia
e comerciais, por similaridade estatistica dos dados brutos obtidos por DI-MS;
UV-DAD; ATR-FTIR e analises fisico-quimicos. LEUQU: Latex de E. umbellata
da estacdo quente e Uumida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacao fria e
seca; LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra de Sdo Paulo; LSPB:
amostra de S&o Paulo; LPA: amostra do Para; LCEA: amostra do Ceara; LCEB:
amostra do Ceara; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA:

amostra do Maranhao.

Figura 31: Grafico de loadings dos agrupamentos das amostras de referéncia e
comerciais, por similaridade estatistica dos dados brutos obtidos por DI-MS; UV-
VIS; ATR-FTIR e andlises fisico-quimicos. LEUQU: Latex de E. umbellata da
estacdo quente e Umida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo fria e seca;
LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra de S&o Paulo; LSPB: amostra
de S&o Paulo; LPA: amostra do Para; LCEA: amostra do Ceara; LCEB: amostra
do Ceara; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do
Maranh&o.

Figura 32: Atividade citotoxica frente a linhagem MDA-MB-231 das amostras
comerciais e referéncia com concentragoes variando de 6,75-3200 pg/mL. CT=
controle positivo de viabilidade (n&o-estimulado).

Figura 33: Zoom da faixa de concentracéo selecionada para avaliagcéo atividade
citotéxica frente a linhagem MDA-MB-231 das amostras comerciais e referéncia.
Concentragdes variando de 12,5-400 ug/mL. CT= controle positivo de viabilidade

(n&o- estimulado).
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1. Introducéo

1.1. Produtos naturais e preparagdes populares

No Brasil, estima-se que cerca de 25.000 plantas sejam utilizadas em
preparacdes da medicina tradicional (Brasil, Ministério da Saude — PNPMF, 2019).
Entretanto, apenas uma pequena parcela dessas plantas foi estudada quanto a
composi¢cdo quimica e, um nimero menor ainda, quanto as propriedades bidlogicas
(Passos et al.,, 2018). Dessa forma, diversas preparacdes que utilizam partes de
plantas ditas medicinais sdo comercializadas de forma desordenada (Soares et al.,
2016). Ou seja, ndo ha nenhuma garantia de seguranca e eficicia destes produtos. O
uso descuidado pode vir a originar diversos casos de intoxicacdo seguido de agraves

e até mesmo morte (Stelmann et al., 1989; Soares et al., 2016).

No Brasil, sdo encontradas preparacdes populares intituladas como garrafadas,
de forma bastante difundida. Estas sdo comercializadas tipicamente em feiras livres e
mercados populares para o tratamento de diversas enfermidades, assim como
mazelas de cunho mistico como falta de prosperidade e/ou protecédo (Passos et al.,
2018). As garrafadas sé@o solugdes preparadas com bebidas alcodlicas (vinho ou
cachaca), 4gua ou até mesmo produtos de origem animal como o mel, além da mistura
de partes de plantas (qualquer 6rgdo vegetativo ou reprodutivo) ditas medicinais
(Dantas et al., 2008; Passos et al., 2018).

A producdo e comeércio desses produtos ndo atendem as condicbes minimas
das préaticas adequadas de identificacdo, preparo, transporte, armazenamento e
garantia de eficacia, ja que nao é previsto na legislacdo a caraterizacao e controle de
qualidade dessas preparacdes, tornando o acesso a produtos que ndo atendam a
critérios adequados ao uso, facilitado e, com isso, expondo a populacdo a grandes
riscos de saude (Simdfes et al., 2001; Souza & Maciel, 2010; Soares et al., 2016;
Passos et al., 2018).

Em sua revisao sobre a disseminacéo cultural das garrafadas no Brasil, Passos
et al. (2018) destacaram o estudo de Oliveira et al. (2013) que utilizou uma preparacéo
popular conhecida como “leite de Janaguba/Janauba” em ensaios in vivo na
investigacdo de uma possivel atividade antitumoral. Este estudo chamou atencéo,
segundo os autores, por ser um dos poucos trabalhos em que garrafadas séo

utilizadas em ensaios biologicos, principalmente em ensaios in vivo. Além disso, o
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trabalho de Passos et al. (2018) constatou a relevancia dessa preparacao popular
dado o numero de informacdes disponiveis na internet e o quanto estas foram
acessadas. Assim, torna-se evidente o quanto a preparagcdao ‘leite de
Janaguba/Janauba” é difundida, e por isso necessita de mais estudos, ja que ndo ha
maiores relatos na literatura sobre seu perfil quimico, eficacia e principalmente sobre

a identidade botanica da(s) espécie(s) utilizadas para confec¢éo dos preparados.

1.2. A origem botéanica do “Leite de Janaguba/Janauba”

Segundo Orténcio (1997) entende-se por “Leite de Janaguba/Janadba” a
preparacdo popular originada da diluicdo de 18 gotas de latex em um litro de agua,
gue deve ser ingerida na dose de um copo (200 mL) trés vezes ao dia. Esse produto
€ comercializado como remédio frente a vermes intestinais, febre, menstruacdes
irregulares, infertilidade feminina, sintomas da menopausa, Ulceras gastricas e, como
indicacéo principal, o tratamento de cancer (Soares et al., 2015).

O consumo deste produto pode representar risco de intoxicacao, devido a falta
de definicdo acerca da(s) espécie(s) vegetal(ais) utilizada(s) em sua preparacéo e,
consequentemente, dos dados de quimica e toxicologia desse preparado, que sdo
praticamente desconhecidos.

Sabe-se que diversas espécies botanicas podem ser associadas a
nomenclatura popular “Janaguba/Janadba”, sendo estas muitas das vezes de
diferentes familias. Excluindo-se os diversos grupos nao latescentes, ainda restam
embates sobre a origem botanica do latex utilizado nesse preparado, possivelmente
associado as espécies Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel (Apocynaceae) ou
Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns (Euphorbiaceae) conhecidas popularmente como
“Janaguba/Janauba” (Soares et al., 2016; Kanunfre, et al., 2017).

A espécie H. Drasticus ja foi anteriormente classificada como Plumeria drastica
Mart. (The Plant List, 2020), devido a auséncia de maiores caracteres morfolégicos
gue separem esses grandes géneros da familia Apocynaceae (Kinoshita et al., 2005).
Esta espécie se destaca por ser uma das plantas de uso popular mais difundido
(Soares et al., 2015). Os trabalhos de Wood (2001) e Rahman et al. (2014) ressaltam
a potencialidade antitumoral da espécie, assim como a auséncia de agraves ao

organismo.
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E. umbellata, que tem como sinonimias Synadenium grantii Hook f. e
Synadenium umbellatum Pax. (Luz et al., 2015) pertence ao maior género (Euphorbia)
da familia Euphorbiaceae. InUmeras espécies do género Euphorbia sdo alvos de
estudos quando se trata da busca de novos farmacos com acdo anticancerigena,
sendo Euphorbia tirucalli o maior alvo dessas buscas, ja que apresenta ampla
distribuicdo, rapido crescimento e desenvolvimento, latex abundante e substancias
potencialmente ativas associadas a agao anticancer (Silva et al., 2018). Algumas
substancias sao promissoras na investigacao dessa atividade sendo que a maioria se
encontra em etapas de investigacdo pré-clinica: ensaios in vitro e in vivo (Madlener,
et al., 2009; Mondal, et al., 2016; Mangisa, et al., 2018).

1.3. A familia Euphorbiaceae Juss e o género Euphorbia L.

Globalmente, a familia Euphorbiaceae conta com cerca de 300 géneros e 5000
espécies, sendo uma das maiores familias de Angiospermas (Yener et al., 2018).
Apresenta ampla distribuicio em ambientes tropicais, subtropicais e temperados,
principalmente ao longo dos continentes americano e africano. No Brasil, ocorrem
cerca 63 géneros e 942 espécies, distribuidas em todas as regifes do pais, com
registros na Amazonia, Cerrado, Pampa, Pantanal, Caatinga e Mata Atlantica. Quanto
a forma de vida, as espécies da familia Euphorbiaceae podem se apresentar como
arbustos, subarbustos, arvores, ervas até mesmo lianas, tendo habitos rupicola,
terricola e aquatico (Seigler, 1994; Flora do Brasil, 2019).

Por ser uma familia de ampla distribuicdo e grande diversidade, pode-se
encontrar diversos estudos etnofarmacolégicos de suas espécies (Ramalho et al.,
2017). Os relatos envolvem usos estabelecidos em praticas tradicionais difundidas,
como a medicina tradicional chinesa e ayurvédica, assim como a utilizacdo cultural
restrita a populacées de diferentes regides da América e da Africa (Alonso-Castro et
al., 2012; Gangwar et al., 2014; Luz et al., 2015; Ramalho et al., 2017; Albino et al.,
2019).

Existem diversas atividades biolégicas citadas na literatura para as espécies
desta familia, sejam advindas de estudos com extratos brutos dos diversos érgéaos,
ou fragOes purificadas e substancias isoladas. Alguns exemplos dessas atividades
encontradas sdo: analgésica, citotoxica, antitussigena, antiplasmaodica, antioxidante,

hepatoprotetora, gastroprotetora, antibacteriana, antimicobacteriana, antiviral e
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antifangica (Lanhers et al. 1990; Lanhers et al. 1991; Cimanga et al., 2004; Harish &
Shivanandappa, 2006; Oliveira et al., 2011; Luz et al., 2015).

Ha uma enorme variedade de metabdlitos secundérios que podem ser
encontrados nos representantes dessa familia e que podem ser responséveis pelas
atividades estudadas. As principais classes encontradas séo: alcaloides, terpenoides,
flavonoides (C e O-glicosilados), taninos e peptideos (ciclicos e lineares) (Rizk, 1987;
Seigler, 1994; Salatino et al., 2007; Refahy, 2011; Ramalho et al., 2017).

No género Euphorbia, que conta com cerca de 2000 espécies, pode-se
encontrar toda a variedade de habitos e distribuicdo que a familia, como um todo,
possui. Todos os 6rgaos vegetativos e reprodutivos sdo explorados na busca de suas
propriedades farmacolégicas (Madlener, et al., 2009; Luz et al., 2015; Mondal, et al.,
2016; Mangisa, et al., 2018). Para esse grupo € relatada na literatura a presenca de
cumarinas, esteroides e terpenoides, sendo estes ultimos os mais abundantes e

farmacologicamente estudados (Yener et al., 2018).

1.4. Euphorbiaumbellata (Pax) Bruyns: aspectos botanicos e usos medicinais

A espécie Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns pertence ao género Euphorbia L.,
familia Euphorbiaceae Juss, ordem Malpighiales, classe Equisetopsida e subclasse
Magnoliidae (Trépicos, 2020). E um arbusto originario da Africa, com ocorréncias nos
continentes americano e asiatico (Nogueira, 2008). Espécie originalmente xerdfita,
ocorrendo em grandes altitudes em regides de clima quente-seco, porém pode vir a
ocorrer em outros ambientes. Arbusto de 3-5 metros com caule cilindrico, alongado e
com cicatrizes foliares bastante aparentes. Folhas oblanceoladas, discolores e com
nervuras proeminentes avermelhadas. Inflorescéncias em cimos/cachos com flores
seésseis, unissexuais e com auséncia de perianto (Nicholson, 2008) (Figura 1).

Diversas classes de substancias com possivel potencial bioativo foram
registradas nos extratos de caule e folha, e também no latex isolado dessa espécie.
Algumas classes sdo as antocianianinas, glicosideos cianogénicos, glicoproteinas,
enzimas proteoliticas, lecitinas, saponinas, &acidos graxos, hidrocarbonetos,
compostos fendlicos e diversos terpenoides (Govardhan et al., 1984; Uzabakiliho et
al., 1987; Koops et al., 1991; Menon et al., 2002; Rajesh et al., 2006; Jassbi, 2006;
Andersen et al., 2010; Costa et al., 2012).
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Grande parte das possiveis acfes conhecidas sdo advindas do uso popular do
latex dessa planta. Na Africa, ha registros de uso para tratar verrugas, combater
parasitas intestinais, tratar a sifilis e auxiliar no tratamento de problemas cardiacos
(Nicholson, 2008). Também ha relatos de uso para o caule e folha, tais como: p6 dos
caules jovens para tratar a tosse; ingestdo das cinzas das folhas para dores de
garganta; folhas pulverizadas para tratar escarificacfes e outros ferimentos. As raizes
também s&o utilizadas, normalmente maceradas, no tratamento de dores de ouvido e
maléaria (Nicholson, 2008). A partir de ensaios in vitro tem sido relatadas as acoes
antiulcerbégenica, antiviral e antitumoral para esta espécie (Costa et al., 2012; Valadéo
et al., 2018; Cabral et al., 2020). Também ha relatos da grande toxidez do latex dessa
planta. Em diversos paises do continente africano descreve-se o uso do latex de E.
umbellata como veneno para aves, peixes e mamiferos, auxiliando na cacga e pescaria.
Além disso, o latex também é utilizado por algumas tribos para envenenar as pontas
de armamentos visando ataque e defesa frente outras aldeias, assim como ha indicios

de seu uso para fins criminosos (intoxicagao) (Nicholson, 2008).

Figura 1: Caracteristicas organofraficas de Euphorbia umbellata. I: habito; Il: detalhe do ramo e
inflorescéncia; lll: detalhe da inflorescéncia; 1V-V: detalhes das flores - estruturas reprodutivas

(androceu e gineceu). Fotos: Mauricio Mercadante — Flickr.
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1.5. O latex de Euphorbia umbellata: terpenoides

Apesar do vasto conhecimento sobre a presenca de latex na familia
Euphorbiaceae, esta é restrita aos membros das subfamilias Crotonoideae e
Euphorbioideae. As demais subfamilias (Phyllanthoideae, Oldfieldioideae e
Acalyphoide) geralmente néo apresentam a producéo desse material vegetal (Seigler,
1994).

No latex, o qual é tipicamente fluido e leitoso, encontram-se proteinas, por
vezes substancias fendlicas (flavonoides, taninos e fenilpropanoides), e de forma
majoritaria os terpenoides. Dentre essa classe de substancias, pode-se destacar,
principalmente, os diterpenos com esqueleto do tipo tigliano (ésteres de forbol) e os
triterpenos tetraciclicos e pentaciclicos (Lynn & Clevette-Radford, 1987; Ramalho et
al., 2017).

Os termos terpeno e terpenoide se confundem por toda a literatura, mas
comumente, sdo utilizados para denotar apenas substancias naturais sem
modificacdes (terpenos) ou também incluir produtos de degradacédo, derivados e
substancias de estruturas similares (terpenoides) (Paterson & Anderson, 2005).

Os terpenos séo advindos da condensacéao do pirofosfato de isopentenila (IPP).
Os precursorres dos terpenos podem ser tanto o acido mevaldnico (MVA), oriundo de
unidades de acetil-CoA (acetil coenzima A), quanto o fosfato de desoxilulose (DXP),
proveniente de unidades de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato. A estrutura basica de
isopreno (C5), através de ligacdes do tipo “cabeca-cauda”, forma esqueletos maiores:
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), entre
outros (Lobo & Lourengo, 2007; Simdes et al., 2016) (Figura 2).
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Figura 2: (I-Il) Representacdo esquemética das rotas biossintéticas de terpenoides pelas vias do: (I)
mevalonato e do: (Il) DXP; (lll) Representacdo esquematica das estruturas base dos terpenoides.
*HMG-CoA: hidroxi-metilglutaril-coenzina A; DXP: fosfato de desoxilulose; IPP: pirofosfato de
isopentenilo; GPP: pirofosfato de geranilo; FPP: pirofosfato de farnesilo, GGPP: pirofosfato de

geranilogeranilo. Figura adapatada de Husnu et al. (2007).

Dentre os triterpenos ja identificados no latex de E. umbellata pode-se destacar
os epimeros eufol e tirucalol (Figura 3I-1l), bastante conhecidos quanto as suas
atividades como agentes antimutagenicos e reversores do fenétipo multiresistente em
células cancerigenas (bomba de efluxo para antitumorais) (Whelan & Ryan, 2003;
Jassbi, 2006). Porém, assim como os demais triterpenos encontrados no latex de E.
umbellata, eles atuam como citétoxicos de forma inespecifica, ou seja, agem tanto
sobre células normais quanto tumorais (Gauthier et al., 2006; Erukainure et al., 2020;
Karunakaran et al., 2020). No latex desta espécie vegetal também ha relatos da
presenca dos triterpenos lanosterol, cicloartenol, taraxasterol e lupeol (Cruz et al.,
2020) (Figura 3llI-VI), além de friedelina e 38- friedelinol (Figuras 3VII-VIII) (Valadao
et al., 2018), germanicol e ciclolanosta-7-en-3-ol (Oliveira et al., 2021) (Figuras 3IX-
X).
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Figura 3: Triterpenos encontrados no latex de E. umbellata. Estrutura dos triterpenos: (l) eufol); (I1)
tirucalol; (111) lanosterol; (1V) cicloartenol; (V) taraxasterol; (V1) lupeol; (VII) friedelina; (VIII) 3B- friedelinol;

(IX) germanicol; (X) ciclolanost-7-en-3-ol. Figura elaborada pelo autor.

Os ésteres de forbol séo diterpenos que tém em comum a presenca do
esqueleto tigliano em sua estrutura basica (Figura 4l). A grande variedade de
estruturas naturais conhecidas para os ésteres de forbol deve-se a diversidade dos
ésteres nas hidroxilas da estrutura base desse grupo, levando assim a formacéo de
diversas novas estruturas mais complexas (Figura 4ll) (Makkar et al., 2012; Goel, et
al., 2007). Ha relatos dessas substancias atuando de forma similar aos triterpenos
eufol e tirucalol, como citotoxicos, in vitro, frente a diferentes linhagens tumorais,
inclusive de forma especifica (ndo afetando linhagens celulares normais). Porém, tais
relatos sdo encontrados, em sua maioria, para as substancias isoladas de espécies
do género Croton sp. (Zhang et al., 2016; Du et al., 2017; Jiang et al., 2017).
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Os ésteres de forbol encontrados nos demais grupos da familia Euphorbiaceae,
inclusive no género Euphorbia, tém se apresentado como promotores tumorais e
metastaticos (Vogg et al., 1999; Hohmann et al., 2002). Esta atividade esta ligada a
sua capacidade de mimetizar a acdo do diacilglicerol (DAG), ativador da proteina
quinase C (PKC) que, no organismo, regula diferentes atividades génicas e
metabadlicas, tais como regulacéo do processo transcricional, modulacéo de estruturas
membranares, dessensibilizacdo de receptores celulares, e mediacado de respostas
imunes, entre outras (Devappa, et al., 2010). Além disso, os ésteres de forbol também
estdo associados a causticidade/irritacdo que o latex dessa planta pode vir a causar

sobre a pele ou mucosas (Kinghorn, 1980).

No latex de E. umbellata ja foi relatada a presenca dos seguintes ésteres de
forbol: 12-O-tigloil-4-desoxiforbol-13-isobutirato; 12-desoxiforbol-13-(2-
metilpropionato); 12,13,20-triacetato de forbol; 4-desoxiforbol-12,13-ditiglato e
3,4,12,13-tetraacetilforbol-20-fenilacetato (Valadao et al., 2018) (Figuras 4l111-VIl). Cruz
et al. (2020) também identificaram 4p-forbol (Figuras 41) e 3-desoxi-3,16-dihidroxi-12-

desoxiforbol-3,13,16,20-tetraacetato no latex desta espécie (Figura 4VIIl).
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Figura 4: Esteres de forbol encontrados no latex de E. umbellata. Esqueleto base tigliano dos ésteres
de (1) forbol; e (Il) possiveis estruturas formadas a partir de rea¢des nas hidroxilas mais desprotegidas.
Estrutura dos forbdis: (Ill) 12-O-tigloil-4-desoxiforbol-13-isobutirato; (IV) 12-desoxiforbol-13-(2-
metilpropionato); (V) 12,13,20-triacetato de forbol; (VI) 4-desoxiforbol-12,13-ditiglato; (VII) 3,4,12,13-
tetraacetilforbol-20-fenilacetato; (V1) 3-desoxi-3,16-dihidroxi-12-desoxiforbol-3,13,16,20-tetraacetato.

Figura elaborada pelo autor.

1.6. Métodos para a parametrizacdo e caracterizacdo de latex utilizados em
preparagcdes populares

A necessidade de parametros bem definidos para caracterizar preparacdes
populares é imprescindivel, jA que em muitos casos podem gerar sérias complicacdes
ao consumidor final. O desenvolvimento de métodos para esta caracterizagdo pode
vir a auxiliar em estudos que visem a parametrizacéo dessas preparac¢oes. Além disso,
a utilizacao de plantas medicinais e desses preparados pode ser determinada como
uma pratica difundida na medicina popular, que apesar de atualmente estar a margem

da legislacao e vigilancia sanitaria, deve ser alvo de politicas publicas visando garantir
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o minimo de qualidade, seguranca e eficacia desses produtos comerciais (Lima et al.,
2016; Passos et al., 2018).

Para qualquer droga, se estabelece que a caracteriza¢cdo da composi¢ao quimica,
descricio do método de preparo, do grau de pureza e dos caracteres
farmacognosticos sejam obrigatoriamente estabelecidos, antes que se possa
administrar qualquer novo produto ao ser humano (Calixto & Siqueira Junior, 2008).
Assim como a obrigatoriedade de testes de taxa de absorcdo, excrecdo e
concentracdo das substancias majoritarias, além de sua toxicidade aguda e cronica
em diferentes espécies animais, e a investigacdo das possiveis consequéncias

histopatolégicas, bioquimicas e fisiologicas (Calixto & Siqueira Junior, 2008).

Dentre os métodos mais empregados na parametrizacdo quimica de drogas
vegetais pode-se destacar as analises cromatogréaficas, espectroscopicas e
espectrométricas, nas quais se baseiam muitos ensaios descritos nas farmacopéias.
As farmacopéias sdo compéndios que contém, dentre outras, monografias de drogas
vegetais, onde estdo estabelecidos os critérios de qualidade de acordo com os
parametros como: bindmio cientifico, nomes populares, descricées morfoanatémicas
macroscopicas e microscopicas, além de métodos de identificacdo fisico-quimicos
(Veiga Junior & Mello, 2008).

Os métodos de parametrizacdo quimica podem vir a ser sugeridos para estudos
de caracterizacdo e comparacdo de preparagdes populares. Dessa forma, como a
cromatografia é o método mais difundido nas farmacopeias (Veiga Junior & Mello,
2008), também pode ser utilizado para obter os perfis quimicos dos preparados
populares. Na cromatografia, a separacao ocorre devido a interacdo das substancias
com as fases movel e estacionaria utilizadas no processo. A fase estacionaria (solida
ou liquida) retém, enquanto a fase mével (liquida ou gasosa) faz o carreamento das
substancias (Collins et al., 2006). A selecéo do tipo de separagdo cromatografica é
dada pelo material a ser analisado, onde as substancias de média a alta polaridade
sdo normalmente investigados em cromatografia em fase liquida e substancias de
baixa polaridade (alta volatilidade) em cromatografia em fase gasosa (Collins et al.,
2006). Se as plantas utilizadas nas preparacdes populares forem conhecidas, assim

como os “solventes”. bebidas alcodlicas, agua ou mel, pode-se determinar mais
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facilmente o tipo de método cromatografico a ser utilizado dado a possivel polaridade

da composicdo quimica do preparado.

Dentre as outras possibilidades de métodos que permitem a obtencdo de
maiores informacdes quimicas acerca das substancias e que podem vir a ser
utilizadas para investigacdo da composicdo dos preparados populares estdo o0s
métodos espectroscOpicos de ultravioleta e infravermelho. Os métodos
espectroscopicos sédo capazes de medir as propriedades fisicas (absorver, transmitir
ou refletir) de determinadas substancias em relacdo a radiacdo infravermelho ou
ultravioleta (Skoog et al., 2002). Nas analises utilizando radiacdo infravermelho,
frequentemente, as amostras exigem preparos especificos, onde as amostras liquidas
sdo misturadas e prensadas em placas de cloreto de sddio (alta pureza) e as soélidas
junto ao sal de brometo de potassio (alta pureza). Porém, o método attenuated total
reflection-ATR (reflexdo total atenuada) ndo requer o uso de outros substratos (sais)
e pouco (ou nenhum) preparo de amostra, o que simplifica e agiliza os processos
analiticos (Dorling & Baker, 2013), sendo uma 6tima alternativa para investigar os
perfis das amostras, buscando a sua parametrizacdo. Para as analises em ultravioleta,
alguns detectores do tipo diode array detector-DAD (detector de arranjo de diodos) ou
photodiode array detector-PDA (detector de arranjo de fotodiodos) foram
desenvolvidos buscando a “hifenagéo” de técnicas, assim como automatizar e agilizar
as analises. Como podem ser utilizados para investigar os perfis quimicos, funcionam
como métodos rapidos de acompanhamento de processos ou de determinacéo de
amostras. Ambos os métodos, além das andlises qualitativas, também podem ser
utilizados para avalia¢cdes semi-quantitativas, porém necessitam, muitas das vezes,
de padrdes ou referéncias mesmo havendo bastante literatura para auxilio na

identificacao.

Por fim, um dos métodos menos utilizado para a caracterizagdo quimica de
drogas vegetais encontradas nas monografias da farmacopeia brasileira é a
espectrometria de massas. Esse método pode ser utilizado para a identificacédo e
quantificacdo de substancias, assim como para a elucidacdo estrutural. A
possibilidade de hifenacdo de espectrometros de massas com diversos
cromatodgrafos, devido ao desenvolvimento das fontes de ionizagcdo a presséo

atmosférica, permite o uso dessa técnica para aumentar as informacgdes utilizadas em
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estudos de parametrizacdo (Iglesias, 2016). Assim, também é relevante para

utilizacdo na tentativa de investigacdo de preparados populares.

As andlises fisico-quimicas sdo bastante difundidas na parametrizacdo de
produtos alimenticios e de drogas vegetais. Séo utilizadas buscando estabelecer os
perfis das propriedades moleculares e do comportamento das amostras. Além disso,
podem estabelecer uma padronizacdo que pode vir a ser utilizada como método de
confirmacéo da origem e/ou matriz que compdem o produto (Barata-Silva et al., 2017).
Alguns produtos alimenticios como bebidas alcodlicas e mel, ou produtos com
aspectos aquoso ou leitoso (emulsionados) podem ser parametrizados através de
andlises fisico-quimicas. Assim, também pode-se sugerir tais métodos para
parametrizacdo de preparacdes populares, ja que essas podem conter ou apresentar
aspecto semelhante a alguns desses produtos alimenticios. Os ensaios fisico-
guimicos sdo inimeros e buscam, frequentemente, caracterizar propriedades como
pH, solubilidade, ponto de fusdo, massa seca, cinzas e proteinas totais,
sedimentacao, densidade, viscosidade, entre outras, dependendo diretamente do tipo
da amostra (IAL-Instituto Adolfo Lutz, 2008; Farmacopeia Brasileira 62ed, 2019;
AOAC-Association of official analytical chemists, 2016). Pode-se sugerir que as
analises fisico-quimicas conseguem atender de forma eficaz as questdes que buscam

determinar o perfil geral, producéo e/ou reprodutibilidade de preparagdes populares.

Os métodos instrumentais para investigacdo dos perfis quimicos, assim como
as analises fisico-quimicas geram conjuntos complexos de dados, por isso o grau de
dificuldade na interpretacdo desses dados pode acarretar a nédo visualizacdo de
determinados resultados. Os dados obtidos, de natureza quimica, podem ser
submetidos a calculos quimiométricos que verificam a correlacdo de um grupo de
variaveis de uma determinada amostra (ou grupo de amostras) em interpretacdes
relacionadas ao conjunto total de dados (Barros Neto et al., 2006; Correia & Ferreira,
2007). Na parametrizagdo das preparacdes populares, os calculos matematicos e
quimiométricos podem vir a auxiliar na determinacao de quais variaveis sdo relevantes
como marcadores do perfil quimico obtido. Além disso, também podem vir a comparar
esses preparados com amostras de referéncia, sugerindo ou confirmando as espécies
vegetais utilizadas. Dentre as ferramentas mais utilizadas na quimiometria destaca-se
os modelos de analise exploratéria como a Principal Component Analysis (PCA) que

determina a distribuicdo natural dos dados, assim como sua similaridade interna
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(tendéncia de grupos) em um plano, sem a designacdo de fatores determinantes
(Ferreira, 2015; Maraschin et al., 2017). Além dessas ferramentas, o modelo
matematico grafico, diagrama de Venn, também pode ser utilizado na quimiometria,
buscando averiguar a existéncia de correlacdes simples e os fatores correlacionaveis

entre amostras (Skov et al., 2014).

1.7. Justificativa

O uso indiscriminado de preparados populares, que muitas das vezes nao
apresentam a(s) espécie(s) vegetal(is) utilizadas em sua confeccdo bem definidas,
podem gerar riscos a saude do consumidor final. Isto se da devido ao
desconhecimento pelo publico leigo dos prejuizos a saude que tais produtos podem
vir a gerar, e esta falta de informagéo é agravada por questdes culturais “enraizadas”.
Uma dessas preparagoes, o “leite de Janaguba/Janauba”, & bastante utilizado no
Brasil para o tratamento, principalmente, de cancer. Porém, a possibilidade da
presenca do latex de alguma espécie da familia Euphorbiaceae nessas preparactes
€ inquietante, e carece de investigacdo, dado o potencial téxico de varios membros
dessa familia botanica e os riscos inerentes. Dessa forma, torna-se necessario
investigar a identidade botanica da(s) planta(s) utilizada(s) nesses preparados. Em
uma investigagao preliminar por injecao direta em espectrometro de massas de uma
amostra de “leite de Janaguba/Janauba” (tratada ao longo deste estudo sob a sigla
LRJ) adquirida no Rio de Janeiro, nosso grupo de pesquisa detectou ions produto com
caracteristicas semelhantes a de ésteres de forbol, o que chamou a aten¢éo da equipe
e motivou o presente estudo. Devido a possivel presenca dos ésteres de forbol, os
quais sado encontrados apenas em individuos da familia Euphorbiaceae, especulamos
gue a espécie Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns que recebe o nome popular
“‘Janaguba/Janauba” pudesse estar presente nessas preparagdes. As informagdes
encontradas na literatura sobre o perfil quimico do latex dessa espécie, que relatam
substancias possivelmente citotoxicas, causticas e promotoras tumorais, associada
as descricdes do uso desse latex como “meio de envenenamento” para caca, pesca
e atividades criminosas, torna preocupante a possivel utilizacdo habitual desta

espécie nos preparados de “leite de Janaguba/Janauba” comercializados no Brasil.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Avaliar, a partir de diferentes métodos analiticos, quimicos e biolégicos com
tratamento quimiométrico de dados, se as preparacdes de ‘leite de
Janaguba/Janauba" comercializadas em diferentes estados brasileiros possuem em

sua composicao o latex de E. umbellata.

2.2. Objetivos especificos
e Propor diferentes métodos instrumentais quimicos e fisico-quimicos para
caracterizar o perfil do latex de E. umbellata coletados em duas diferentes

sazonalidades (quente e umido; frio e seco - amostras de referéncia).

e Identificar posssiveis variaveis marcadoras do latex de E. umbellata (amostras

de referéncia).

e Caracterizar amostras comerciais de “leite de Janaguba/Janauba” utilizando os

métodos definidos no estudo do latex de E.umbellata (amostras de referéncia).

e Identificar quais amostras comerciais de “leite de Janaguba/Janauba” seriam
classificadas como oriundas de E. umbellata.

e Determinar estudos quimiométricos que possam ser utilizados para avaliar a
relacdo entre as amostras comerciais de “leite de Janaguba/Janauba” e o latex de

E. umbellata (amostras de referéncia).

e Analisar o potencial proliferativo e/ou citotéxico de amostras comerciais de “leite

de Janaguba/Janauba” e do latex de E. umbellata (amostras de referéncia).

3. Materiais e métodos

3.1. Coleta de material vegetativo, fértil e latex de E. umbellata
Apoés buscas no sitio eletrénico Reflora-virtual herbarium (Reflora, 2018) e
visitas aos locais de coleta citados nas exsicatas presentes no banco de dados, a
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espécie foi encontrada apenas na estrada de acesso a trilha do Morro das Andorinhas,
Itaipu, Niterdi - RJ com georreferenciamento 22°58°17.5”S / 43°02’34.8”W (Figura 5).
As visitas para coleta do material de estudo ocorreram em dois periodos distintos: nos
meses de julho de 2018 (periodo frio e seco) e em fevereiro de 2019 (periodo quente
e Uumido). Foram obtidas amostras de material fértil (com flores) e de latex de E.

umbellata.

>
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Figura 5: Mapa da area de coleta. Morro das Andorinhas, Itaipu, Niteréi — RJ. Georreferenciamento
22°58'17.5”S / 43°02’34.8”W. Fonte: Google Earth.

O diagndstico para confirmacao da identidade da espécie foi realizado no local
de coleta com auxilio de materiais suporte, como fotografias. O material fértil foi
herborizado e as exsicatas foram depositadas em duplicata no herbéario da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO, Prof. Jorge Pedro Pereira
Carauta - HUNI sob o numero de tombo HUNI6092 (Figura 6).
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Figura 6: Exsicatas de E. umbellata depositadas no Herbario Prof. Jorge Pedro Pereira Carauta sob o

numero de tombo HUNI6092. Foto do acervo pessoal.

A coleta do latex foi realizada a partir de excisdes nos caules e folhas de
individuos adultos, selecionados de forma randdémica, com auxilio de estiletes, colher-
espatula e acondicionados em frascos ambar. Em ambas as coletas foram obtidos
cerca de 150 mL (50g) de latex. Todo material foi fotografado e catalogado para
documentacdo. Durante as coletas foi observado, mesmo com o0 uso de luvas
nitrilicas, que o contato com o latex gerou vermelhidao, inchaco, sensacéao de ardéncia

e descamacao da pele dos dedos.

Figura 7: Processo de coleta do latex de E. umbellata a partir de excis6es nos érgaos caule e folha.

Foto do acervo pessoal.
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Os latex coletados em ambas as visitas foram utilizados para confeccédo de
duas amostras de referéncia. As amostras de referéncia foram confeccionadas
segundo o método de preparo popular do “leite de Janaguba/Janauba” (Orténcio,
1997), utilizando-se 18 gotas do latex obtido das coletas de E. umbellata, em um litro
de agua filtrada (Purificador Vitale — Lorenzetti). As amostras de referéncia foram
confeccionadas com o objetivo de serem 0 mais semelhante possivel aos produtos
comercializados. As amostras confeccionadas utilizando o latex coletado no periodo
frio-seco receberam a sigla LEUFS, enquanto a que se utilizou do latex coletado no

periodo quente-umido recebeu a sigla LEUQU.

3.2. Caracterizacdo das amostras de referéncia por métodos espectrométricos,
espectroscoépicos e analises fisico-quimicas
3.2.1. Analises por injecédo direta em espectrémetro de massas (DI-MS)

As amostras de referéncia foram liofilizadas em liofilizador K108, da marca
Liotop. As amostras secas (100 mg) foram solubilizadas em 1 mL de metanol grau
HPLC SK chemicals e centrifugadas a 15.000 RPM com auxilio de microcentrifuga
K14-1215 — Kasvi. O material solubilizado foi utilizado em analises iniciais por injecao
direta (DI) em espectrémetro de massas de resolucdo unitaria LCQ Fleet - Thermo
Fisher Scientific com analisador lonTrap 3D. As analises foram realizadas em
triplicatas. Foi utilizado como fonte de ionizacéo ESI (electrospray ionization) no modo
positivo. Como fase maovel, foi utilizada uma mistura de MeOH:H20 acrescida de 0,1%
de acido férmico. As condi¢6es de fonte foram sheat gas flow 20, auxiliary gas flow 5,
source voltage de 5 kV, source current 100 pA e tube lens de 55V. A temperatura do
capilar foi 400 °C e a voltagem 18 V, e a temperatura da fonte foi 450 °C. A faixa de
aquisicao utilizada foi de 50-1000 m/z e o fluxo se manteve constante em 0,1 mL/min.

Foram injetados 10 pL de cada amostra com tempo de corrida de 5 minutos.

3.2.2. Analises por ultravioleta (UV-VIS) e infravermelho (ATR-FTIR)

Os processos (liofilizacdo; solubilizacdo; centrifugacdo) de preparo de
amostras descritos no item 3.2.1. foram utilizados para se obter o material a ser
analisado pelos métodos espectroscopicos. As amostras foram analisadas em

triplicatas pelos métodos espectroscopicos de UV-VIS (Ultravioleta-Visivel) e ATR-
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FTIR (Attenuated Total Reflection —Fourier Transform Infra-Red). Os comprimentos de
onda, assim como os valores de absorvancia na regido do UV-VIS foram verificados
utilizando o detector de arranjo de diodos DAD (ultravioleta - diode array detection) do
U/HPLC (Ultra/High Performance Liquid Chromatography) Dionex Ultimate 3000 -
Thermo Fisher Scientific. Para se obter esses dados foi utilizado o amostrador
automatico analitico WPS-3000(T)SL -Thermo Fisher Scientific, o qual foi ligado
diretamente ao detector, dessa forma foi possivel obter os perfis em UV-VIS sem a
utilizacdo do processo cromatografico. Para verificar os comprimentos de onda e os
valores de transmitancia na regido do infravermelho (IR) foi utilizado um

espectrofotometro IRPrestige-21 — Shimadzu.

3.2.3. Andlises fisico-quimicas

Para as analises iniciais foram verificados parametros, tais como: coloracao e
0 aspecto geral das amostras por andlises visuais e volume total inicial em proveta.
Quando necessario, as amostras foram submetidas a precipitacdo por congelamento
(-6 °C por 24 h) e adicao de metanol resfriado (1:10), jA que algumas analises buscam
analisar apenas os precipitados ou a fragdo aquosa. Para determinar a massa seca
da fracdo aquosa e massa seca dos precipitados, as amostras foram secas com
auxilio de estufa SL-100 SOLAB a 100 °C por 1 h, resfriadas em dessecador com
silica gel e pesadas em balanca de precisdo Sartorius BP 221S. A quantidade de
solidos soluveis foi determinada com refratdmetro w/w 0-20%, p / p 1%, preciséo + 1%
- Wort SG. A taxa de sedimentacgédo foi verificada em proveta durante 1 h, em pH
original e temperatura ambiente e o sedimento final total determinado em balanca de
precisdo Sartorius BP 221S conforme Gabriéls & Plaizier-Vercammen (2004) apud
Soares et al. (2016). A solubilidade das amostras totais secas foi avaliada utilizando
placa de toque de porcelana. Para isso, uma pequena por¢ao das amostras (~100 mg)
foi solubilizada em 1 mL de solvente. A porcdo soltvel foi seca em estufa SL-100
SOLAB a 100 °C por 1 h, resfriadas em dessecador com silica gel e pesadas em
balanca de precisdo Sartorius BP 221S. A solubilidade foi verificada em diferentes
solventes: agua ultra purificada (obtida em ultrapurificador Purelab classic — ELGA);
etanol comercial 96%; butanol, acetonitrila, acetato de etila, diclorometano,
cloroférmio e hexano de grau HPLC SK chemicals. Os graus de solubilidade foram

determinados de acordo com as especificacoes gerais descritas na Farmacopeia
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Brasileira 62ed. (2019). Ainda utilizando os métodos determinados nos itens da
Farmacopeia Brasileira 62ed. (2019) foram determinados: o pH de acordo com o item
5.2.19 com o auxilio de potenciémetro K39 1014B — Kasvi; as cinzas totais de acordo
com o item 5.4.2.4 com auxilio de mufla NT380 - Novatecnica e balanca de precisao
Sartorius BP 221 S; a densidade de acordo com o item 5.2.5 com densimetro massa
especifica 1,500/2,000 x 0,005g/mL 290mm calibrado a 20°C - Incoterm 5601; a
viscosidade de acordo com o item 5.2.7 com auxilio de viscosimetro de Ostwald —
Zonwon em temperatura ambiente. As analises foram realizadas utilizando os
equipamentos e materiais presentes nos laboratorios de aula pratica multiusuarios da
Escola de Nutricdo e do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Estado
do Rio de Janeiro — UNIRIO e da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do
Rio de Janeiro — UFRJ.

3.4. Obtencéo e analise de amostras comerciais de “leite de Janaguba/Janauba”

Em outubro de 2018 foram adquiridas sete amostras comerciais de “leite de
Janaguba/Janauba” (LSPA, LSPB, LCEA, LCEB, LMA, LACA e LACB) junto a
diferentes comerciantes de todo o Brasil, hospedados no sitio eletrdnico da empresa
“Mercado Livre” (plataforma de comércio virtual que coordena diversos processos de
compra e venda). Também foram adquiridas duas amostras comerciais (LRJ e LPA)
através de colaboradores que obtiveram os materiais em viagens aos locais de venda.
A regido norte foi representada por dois preparados do Acre (LACA; LACB) e um do
Pard (LPA); o Nordeste foi representado por duas amostras advindas do Ceara
(LCEA; LCEB) e uma do Maranhao (LMA) e, por fim, o Sudeste representado por duas
amostras distintas do Estado de Sao Paulo (LSPA; LSPB) e uma terceira do Rio de
Janeiro (LRJ). N&o foram encontradas amostras originarias dos Estados das regides
Sul e Centro-Oeste. Dados descritivos como as informagdes apresentadas nas
rotulagens, quando presentes, foram registradas e catalogadas para cada material
obtido. Foi observado que as amostras comerciais precisavam ser armazenadas em
temperatura ambiente, pois a refrigeracéo fez com que houvesse quebra da emulséao
e as amostras apresentassem duas fases distintas. Devido ao custo do material e ao
tempo gasto no processo de compra e recebimento das amostras, optou-se por
conservar os produtos em geladeira e fazer a reemulsdo quando fossem ser

submetidas as analises quimicas e fisico-quimicas. A reemulséo foi realizada em
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liquidificador industrial, seguido de descanso em ambiente refrigerado (6 °C) durante
sete dias, retornando ao aspecto original. Todas as amostras comerciais de “leite de
Janaguba/Janauba” foram avaliadas utilizando os métodos espectromeétricos,
espectroscopicos e fisico-quimicos realizados para caracterizacdo das amostras de

referéncia como descrito no item 3.2 deste estudo.

3.5. Célculos matematicos e quimiométricos

Para as comparacgdes das amostras de referéncia com as amostras comerciais
obtidas, foram realizados calculos quimiométricos utilizando o software virtual
Metaboanalyst — statistical, functional and integrative analysis of metabolomics data,
versao 4.0 (Chong et al., 2019). O conjunto de dados obtido a partir dos resultados
fisico-quimicos foi tratado estatisticamente, ja& que € formado por variaveis
(parametros) mensuradas/dimensionadas utilizando diferentes métodos. Assim, 0s
dados foram auto escalonados: centrados na média e divididos pelo desvio padrao de
cada variavel. Os demais resultados quimicos (DI-MS; UV-VIS; ATR-FTIR) néo
passaram por pré-tratamento. Para as andlises por DI-MS os resultados obtidos foram
extraidos e exportados como spectrum list dos 1000 ions mais intensos. Os dados
foram concatenados e organizados com as amostras (triplicatas) em linhas e variaveis
(m/z) em colunas. As variacdes de intensidade dos ions foram utilizadas para
determinacao dos agrupamentos. Os conjuntos de dados dos resultados obtidos nos
métodos espectroscépicos foram organizados da mesma forma que para os de DI-
MS, porém nas andlises de UV-VIS e ATR-FTIR os comprimentos de onda:
absorvancia e transmitancia foram utilizados como variaveis, respectivamente. As
variacdes de intensidade de absorvancia e transmiténcia foram utilizadas para
determinacdo dos agrupamentos. Todos os dados foram analisados pelo ensaio
exploratdrio/descritivo de analise de componentes principais (PCA). As analises por
diagrama de Venn, também utilizadas para investigagdo de semelhancas quimicas ao
longo do estudo, foram realizadas utilizando o software virtual Venn Diagram

disponibilizado por bioinformatics & evolutionary genomics (2019).
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3.6. Escolha de solventes para a confeccéo de extrato a partir das amostras de
referéncia

Com a finalidade de estabelecer os ions marcadores das amostras de
referéncia determinados pela analise quimiométrica de Vip Scores (top 25) dos dados
de DI-MS, estas foram liofilizadas em liofilizador K108, da marca Liotop e submetidas
a testes para investigacao do melhor solvente extrator destes ions. As amostras foram
extraidas sob agitacdo magnética em placa de aquecimento-agitacdo. Um grama de
latex bruto foi submetido a extragdo com solvente (100 mL), sob agitagéo por 1 h em
aguecimento brando (40 °C). Os solventes utilizados foram agua ultra purificada
(obtida em ultrapurificador Purelab classic — ELGA); etanol comercial 96%; butanol,
acetonitrila, acetato de etila, diclorometano, cloroférmio e hexano de grau HPLC SK
chemicals. Todos os extratos obtidos foram analisados por DI-MS, utilizando os

parametros descritos no item 3.2.1.

3.7. Cromatografia em camada preparativa (CCP) dos extratos das amostras de
referéncia

Em placa de silica gel 60, 2 mm (20 x 20 cm) — Merck (para cromatografia
preparativa), foram aplicados 10 mL do extrato em acetonitrila-cloroférmio (1:1)
confeccionado conforme citado em 3.6, na concentracdo de 180 mg/mL (solubilizado
nos mesmos solventes de preparo). Como fase mével foi utilizada uma mistura de
cloroférmio-éter etilico (9,5:0,5). Parte da placa foi recoberta com placa de vidro (para
gue se evitasse contato com o revelador), o pequeno trecho descoberto foi revelado
com vaporizacdo da solucéo de vanilina 1% em etanol 96% e da solucdo de acido
sulfdrico 10% em etanol 96% seguido de aquecimento brando (40 °C) (Picman et al.,
1980, modificado). O perfil cromatografico e as massas obtidas de cada fragdo podem

ser observados na Figura 8.

Pagina | 41



4————— Banda 1 (4,2 mg)

«——— Banda 2 (2,3 mg)

4————— Banda 3 (1,2 mg)
<4—— Banda 4 (1,1 mg)

<4—— Banda 5 (26,2 mg)

| «——————— Banda 6 (2,3 mg)

<«——— Banda7 (8,6 mg)

<+——— Banda 8 (5,3 mg)

<4—— Banda 9 (7,2 mg)

Banda 10 (7,1 mg)

Banda 11 (19,1 mg)
Banda 12 (14,6 mg)

Banda 13 (1,9 mg)

Banda 14 (1,5 mg)
Banda 15 (5,2 mg)

Banda 16 (2,7 mg)
Banda 17 (55,3 mg)

Origem

Figura 8: Cromatograma em Camada Preparativa apds revelacdo com vanilina sulflrica do extrato de

latex bruto de E. umbellata. Eluicéo: Cloroférmio:Eter 9,5:0,5.

O cromatograma apresentou 16 bandas que foram reveladas pela vanilina
sulfurica e que foram extraidas individualmente, incluindo a origem (banda 17), que
foi a fracdo de maior massa (~55mg), seguido das bandas 5 (26,2 mg), 11 (19,1 mg)
e 12 (14,6 mg). O rendimento total foi de 92% (cerca ~166 mg). Todas as bandas
reveladas foram raspadas individualmente. As bandas raspadas foram solubilizadas
em cloroférmio:acetronitrila (1:1) e a silica separada com filtragens em papel de filtro
qualitativo 80g — Qualy® e 13 de vidro. Os solventes utilizados eram de grau HPLC SK

chemicals.
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3.8. Cromatografia em fase gasosa com deteccédo por espectrometria de massas
(GC-MS) das fracdes obtidas por CCP

Todas as fragdes provenientes do fracionamento por CCP foram analisadas por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. Esta escolha
justifica-se pelos relatos na literatura da composicédo quimica do latex E. umbellata,
utilizada para confeccdo das amostras de referéncia. Tais relatos descrevem a
presenca majoritaria de terpenoides, classe quimica de substancias de fécil
volatilizacdo, no latex dessa espécie vegetal. O sistema utilizado foi 0 QP2010SE —
Shimadzu, com injetor automatico AOC20, equipado com a coluna (DB-5) 007 5%
metil 5% fenil Silicone com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro e espessura
do filme de 0,20 ym. As amostras injetadas estavam na concentragdo de 2 mg/mL. O
sistema foi operado com energia de ionizacao de 70 eV, utilizando hélio como gas
carreador, em fluxo constante de 1 mL/min. O volume de injecéo foi de 1 pl, com
divisdo de fluxo (Split) 1:2. A temperatura do injetor foi de 280 °C, a da fonte de ions
em 260 °C, da interface de 280 °C. A programacdo de temperatura foi de 250 °C
(isoterma de 3 min) até 290 °C (isoterma de 20 min) com incremento de 5 °C/min. A

faixa de varredura foi de 40 — 600 m/z e o tempo total de corrida foi de 31 min.

3.9. Avaliagdo da acgao proliferativa e/ou citotoxica das amostras comerciais e
de referéncia

Os ensaios de investigacéo da acao proliferativa ou de inibicdo da proliferacao
celular foram realizados em colaboracdo com a Prof2. Dr. Carla Holandino e com a
Prof2 Me. Michelle Nonato do Laboratorio de Pesquisa & Desenvolvimento de Praticas
Integrativas e Complementares — LabPICs da Faculdade de Farmacia — UFRJ. Os
ensaios foram realizados utilizando o sal de tetraz6lio MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil tetrazélio) (Mosmann, 1983), que se baseia na reducédo da
substancia amarelada (em células vivas e com funcionamento mitocondrial ndo
comprometido) pela enzima mitocondrial NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo)
desidrogenase, gerando cristais violaceos de formazana. As atividades foram
avaliadas frente a linhagem aderente MDA-MB-231 (cancer de mama - triplo negativo)
obtidas junto a ATCC®, cultivadas em frascos de cultura de tecido Falcon® de 50 mL
no meio RPMI 1640 Gibco™ acrescido de 10% de soro fetal bovino Gibco™ (inativado

pelo calor: 56°C, 30min) e 1% de antibidtico (penicilina-estreptomicina 10,000 U/mL
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Gibco™), com ciclos de repique a cada 4 dias. As células foram semeadas em
microplacas de 96 pocos, utilizando 200 uL de suspenséo celular (2x104 células/pogo)
e incubadas por 24 h. As solugbes de estoque e o0s tratamentos (concentracdes
definidas) foram confeccionados a partir das amostras comerciais de “leite de
Janaguba/Janauba” e do latex de E. umbellata (amostras de referéncia). As
concentracfes dos tratamentos foram selecionadas de acordo com ensaios iniciais de
triagem utilizando a faixa de 3200-6,25 uyg.mL, em razdo de 1:2. Em seguida, as
células tratadas com as concentracdes selecionadas (400-12,5 ug.mL [1:2]) na
triagem foram incubadas por 48 h em duplicatas internas (dois pocos por
concentracdo de cada amostra). Foram realizados controles de meio (RPMI 1640) e
Dimetilsuféxido (DMSO). Apés a retirada de meio contendo os tratamentos e o
acréscimo de solugao contendo 180 pL de meio e 20 yL de MTT (5 mg/mL) em cada
poco, a placa foi protegida contra luminosidade e mantida em estufa por 4 h, entédo o
meio contendo MTT foi descartado e os cristais solubilizados em DMSO (200
ML/pogo). A leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotometro nos
comprimentos de 540 e 570 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata
experimental. Todos os procedimentos se deram em fluxo laminar estéril e estufa a
37 °C com 5% COz2. Os calculos de ICso foram conduzidos utilizando o software
GraphPad Prism, verséo 8.0.1. Os resultados (absorvancia [nm]) observados, assim
como os valores das concentragdes utilizadas, foram transformados em Log (10) e
escalonados pelo conjunto de médias de cada replicata. Os dados foram analisados
por regressao nao-linear para obtencao de curvas de resposta baseado no método de

dose-resposta: log do inibidor x resposta normalizada.

4. Resultados e Discusséao

4.1. Caracterizacdo das amostras de referéncia por métodos espectrométricos,

espectroscépicos e analises fisico-quimicas

A caracterizagdo inicial das amostras de referéncia constituida pelo latex
vegetal e agua foi realizada para que se obtivesse parametros marcadores desse
preparado associado a E. umbellata. Assim, os métodos quimicos e fisico-quimicos

utilizados na parametrizacao dessas amostras foram essenciais para produzir material
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comparativo que pode vir a ser utilizado na busca da presenca do latex dessa espécie

botanica em amostras comerciais de “leite de Janaguba/Janauba”.

Utilizando a fonte ESI foi possivel obter uma melhor ionizagdo das amostras
(LEUQU e LEUFS), indicando a presenca de espécies quimicas polares na
composicado das amostras de referéncia. Além disso, 0 modo positivo propiciou um
espectro mais rico em sinais, utilizando na injecdo uma baixa concentracdo (10
mg/mL) das amostras. Para as avaliacbes obtidas a partir de injecdo direta em
espectrometro de massas, nota-se que as regides do espectro entre 300 — 500 m/z e
550 — 750 m/z sdo as mais relevantes, ja que séo regides de maior abundancia de

ions, além de apresentarem as espécies quimicas mais intensas (Figura 9).
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Figura 9: Espectros de massas, em resolugdo unitaria, obtidos por injecdo direta das amostras de
referéncia em ionizagdo por electrospray (ESI), no modo positivo. LEUQU: Latex de E. umbellata da

estacdo quente e Umida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacao fria e seca.

Na andlise espectroscépica de absorvancia em UV-VIS, a utilizacdo de um
amostrador automatico analitico junto a um detector de arranjo de diodos automatizou
0 processo de andlise e permitiu avaliacdes do perfil quimico das amostras de forma
rapida, utilizando pequenas quantidades de amostra (2 pL). Nessas analises, as
amostras de referéncia LEUQU e LEUFS apresentaram absorvancia na faixa entre

190 - 220 nm e um A [lambda] maximo em 207 nm (Figura 10).
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Figura 10: Espectro de perfil total no ultravioleta das amostras de referéncia: LEUQU: Latex de E.
umbellata coletado na estacédo quente Umida. LEUFS: Latex de E. umbellata coletado na estacéo fria e

Seca.

Para as andlises em infravermelho, o uso de espectrofotbmetro com base ATR,
assim como esperado, tornou a obtencdo do perfil quimico mais rapida e diminui o
tempo e material gastos com preparo das amostras em comparacdo as analises
convencionais utilizando pastilhas de KBr (brometo de potassio), por exemplo. Os
perfis obtidos por ATR-FTIR apresentaram sinais de transmitancia relevantes nas
faixas de 500-1000 cmt, 1400-1900 cm, 2200-2900 cm e 3500-3900 cm™* (Figura
11).
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Figura 11: Espectros de perfil total no infravermelho das amostras de referéncia: LEUQU: Latex de E.
umbellata coletado na estacao quente imida. LEUFS: Latex de E. umbellata coletado na estacao fria e

seca

As avaliacbes fisico-quimicas (Quadro 1) mostraram que as amostras de

referéncia (latex de E. umbellata) s&o: brancas com pH préximo ao neutro;
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Amostras

LEUQU-
Referéncia
(Quente-
Umido)

LEUFS-
Referéncia
(Frio-Seco)

apresentam em torno de 1,4 g de precipitado de aspecto granular para cada 1000 mL

de amostra; a fracdo aquosa seca apresenta cerca de 0,0096 g; as amostras séo

pouco densas (1500 mg/mL) e pouco viscosas (1006 Pa.s/0,0480 St); taxa de

sedimentacdo de cerca de 0,965 F com 0,011 g de sedimento total; baixo teor de

minerais (0,45%); cerca de 13,5 % de solidos soluveis, além disso sdo bastante

soltveis em acetonitrila e cloroférmio (Quadro 2).

Quadro 1: Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de referéncia de E. umbellata adquiridas de

acordo com os métodos descritos no item 3.2.3.

Massa

seca

Viscosidade Viscosidade Sélidos

Cor Precipitado Aspecto do Densidade A N P da -
pH (@) Precipitado (mg/mL) Dinamica Cinematica fracio Soluveis
g P 9 (Pa.s) (St) ¢ °Brix (%)
aguosa
(@)
SEnee 6,94 1,367 Granular 1460 1004 0,0687 0,0094 14
Branco 6,96 1,494 Granular 1650 1011 0,0191 0,0101 13

Cinzas
Totais
(%)

0.4

0.5

Taxade
Sedimentacédo

(F)

0,97

0,96

Quadro 2: Solubilidade das amostras de referéncia de E. umbellata em diferentes solventes (diferentes

graus de polaridade).

Solubilidade

Solventes

Insoluvel

agua

Pouco soluvel

etanol; butanol; acetato de etila

Soluvel

metanol; diclorometano; hexano

Muito soltvel

acetonitrila; cloroférmio

Os métodos espectrométricos e espectroscopicos utilizados demonstraram ser

eficientes na obtencdo dos perfis quimicos das amostras de referéncia. As anélises

fisico-quimicas demonstraram ser alternativas (ou complementos) aos demais

métodos, ja que a maior parte das analises ndo exigem instrumentos de analise de

valor elevado.
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4.2. Avaliacdo das embalagens das preparagées comerciais de “leite de
Janaguba/Janauba”

Observando-se os frascos e as vedacdes, assim como a presenca ou nao de
rotulagem, nota-se que todas séo distintas, independente da regido onde o produto
era comercializado, ou seja, ndo ha indicios de padronizacdo quanto a embalagem
desse produto, o que € esperado de produtos néo registrados (Figura 12). Os frascos
séo confeccionados de material plastico ou vidro, sendo transparentes, de coloracao
ambar ou branca opaca. O volume comercializado é, também, bastante diversificado,
sendo as amostras comercializadas em frascos contendo entre 20 - 1000 mL. Todas
as vedacOes eram plasticas, exceto em uma das amostras oriunda do Ceara (LCEA),
onde uma rolha de cortica era utilizada como vedagdo. De maneira geral, as

rotulagens, quando presentes, apresentavam informacfes da espécie utilizada no

preparado, modo de ingestao, conservacao, indicacao, datas de fabricacéo e validade
(Quadro 3).

Figura 12: Amostras comerciais de “leite de Janaguba/Janalba” obtidas para o estudo. LRJ: amostra
do Rio de Janeiro; LSPA e LSPB: amostras de S&o Paulo; LPA: amostra do Para; LCEA e LCEB:

amostras do Ceard; LACA e LACB: amostras do Acre; LMA: amostra do Maranhao.

O contato direto com o plastico utilizado nos frascos e/ou vedagdes, algumas
das vezes reaproveitadas, pode resultar em um processo de contaminacao do produto
comercializado. Estes recipientes sdo normalmente constituidos de termoplasticos,
sendo polietileno (PE), polipropileno (PP) e poli tereftalato de etila (PET) os mais
comumente encontrados (Rodrigues et al., 2019). A presenca desses termoplasticos
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pode gerar impactos negativos na saude. Segundo ensaios in vivo em camundongos
realizados por Deng et al. (2017), a ingestao de PE, PP e poliestireno (PS) pode vir a
causar perturbacdes no metabolismo energético e estresse oxidativo, além de
diversas consequéncias associadas a um quadro de hepatotoxidez. Estes mesmos
plasticos podem vir a gerar danos a tecidos cerebrais e epiteliais como foi indicado
por Schirinzi et al. (2017) em suas analises in vitro dos efeitos desses termoplasticos
no processo de citdlise e geracdo de espécies reativas de oxigénio. O uso de
embalagens opacas e de coloragdo ambar € o mais indicado, ja que a exposi¢cao a
intensa luminosidade pode acarretar modificacdes do produto. Segundo Toledo et al.
(2003) algumas substancias vegetais podem ser facilmente degradadas/ modificadas
se expostas a fatores como: luz, calor, entre outros. Deste modo, processos de coleta,
envase e acondicionamento dessas amostras de forma descuidada e sem
preocupacdo com a higiene ou a qualidade do produto podem resultar em variacdes
de diversos aspectos fisicos do produto, assim como em sua composi¢cao quimica. A
auséncia de informacdes em algumas amostras, a presenca de dados erréneos sobre
o produto tais como a posologia, datas de fabricacéo e validade, além da identidade
botanica podem acarretarem uso indevido, gerando diversos riscos ao consumidor. A
presenca de rétulos contendo informacgdes de posologia e indicacéo, muitas das vezes
elaboradas por pessoas sem conhecimento técnico-cientifico é de grande
preocupacao para a farmacovigilancia, além disso a agéncia nacional de vigilancia
sanitaria (ANVISA) proibe a indicacdo terapéutica para qualquer finalidade de

quaisquer produtos sem registros (Silveira et al., 2008).

Ao analisar o aspecto geral das amostras comerciais de leite de
Janaguba/Janaulba, nota-se que o material era preparado em agua e assemelhava-se

a uma emulsao.
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Quadro 3: Analise das embalagens e rotulagens das amostras comerciais de “leite de Janaguba/Janadba” adquiridas para o estudo.

Amostra-Origem

LSPA- Sado Paulo

(sudeste)

LSPB- Sdo Paulo

(sudeste)

LRJ- Rio de Janeiro

(sudeste)

LCEA- Ceara

(nordeste)

LCEB- Ceara

(nordeste)

LMA- Maranhéo

(nordeste)

LACA- Acre

(Norte)

LACB- Acre

(Norte)

LPA- Para
(Norte)

Frasco

Vidro ambar

Plastico
ambar

Plastico
transparente

Vidro
transparente

Plastico
transparente

Plastico
branco
opaco

Plastico
ambar

Plastico
ambar

Plastico
transparente

Volume
(mL)

20

50

100

1000

1000

250

50

50

200

Vedacéao

Plastica

Plastica

Plastica

Metalica

Plastica

Plastica

Plastica

Plastica

Plastica

Rotulagem

Presente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente

Informacgdes
da espécie

Fotografia de E.

umbellata na
embalagem

Ausente

Ausente
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Ausente
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Tratamento do
cancer, diabetes,
reumatismo,
tuberculose, IST's e
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Ausente

Ausente

Fabricacéo/
Validade

Presente

Ausente

Ausente

Presente

Presente

Presente

Ausente

Ausente

Ausente
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4.3. Comparacdo entre os resultados obtidos por DI-MS das amostras

comerciais com as amostras de referéncia

Os espectros de massas obtidos por injecdo direta em ESI modo positivo das
amostras de referéncia (LEUQU e LEUFS) e das amostras comerciais estéo
mostrados na Figura 13. Ao observarmos os espectros de massas obtidos, verifica-se
a semelhanca na presenca e intensidade dos ions na regido entre 50-400 m/z comuns
entre todas as amostras (comerciais e referéncias). Porém, nota-se que as amostras
de referéncia (LEUQU e LEUFS) e as do Sudeste (LSPA, LSPB e LRJ) apresentam
regides especificas muito semelhantes entre si, sendo o0 mesmo também observado

nos preparados do Norte e do Nordeste.

100 58.3 409.2 LACA
377.2 .
50 318.3 654.3 NL: 3.54E3
Oj 1 11331;9 i 312.04 b Lowad LLAA&L‘] L PO 815.9
409.2
100
SEET LACB
3L emo |, MR e NL: 6.98E3
58.3
100
503 ‘ 318.3 377.2 4150 LPA
1139 | . NL: 3.05E3
ool om0 1 Laddl e ssos e0go 632
409.2
100 LCEA
50 % 583 10 52 8 - ez NL: 6.96E3
PRE I 2120 2143 | 3772 | ses o oo 748 844.0 s
S 100 409.2 LCEB
£ s 35” ooy 383 3772 5823 gans NL: 6.47E3
3 oo lme 91, 1P T A seet o 5823 7440
V4 409.2
© 1005583 LMA
[ 50% | e NL: 3.41E3
(= 113.9 L3,
8 oL g0 383, [ Ly 01 s;e | e0gs o6
E 100 4489 LSPA
g 50 313.1 711.0 NL: 9.14E3
JE R SRIEL U R W L A STV A 8743
449.0
1"03 LSPB
50 1583 2931 3530 560.9 6518 711.0 NL: 7.81E3
0 d L1139 T Y U 1 YO N O WA 8733
100 448.9 LRJ
50 2 NL: 5.40E3
3 313.0 679.8 v
03 w3830, | L[ 5148 | s029 | °Y
449.0
100 = LEUQU
50 3 3131 377.2 679.8 NL: 8.45E3
00w g? o 3§ 2 L hl o siee | 29 SRS L 87438
691.1
100 5
3 3313 4093 643.2 LEUFS
50 = | L 449.0 ' 749.2 NL: 8.14E3
o3 PITE N PR Y1 P Ll
— S S —— P —— e e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

mi/z

Figura 13: Espectros de massas, em resolucdo unitaria, obtidos por injecdo direta das amostras
comerciais e das amostras de referéncia em ionizacdo por electrospray (ESI), no modo positivo.
LEUQU: Latex de E. umbellata da estacao quente e iimida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo
fria e seca; LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra de Sdo Paulo; LSPB: amostra de S&o
Paulo; LPA: amostra do Para; LCEA: amostra do Ceara; LCEB: amostra do Ceard; LACA: amostra do

Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranhao.
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Os espectros das amostras obtidas da regido Norte e Nordeste sdo bastante
similares entre si, com variacfes apenas na intensidade dos ions observados. Porém,
a amostra LPA chama atenc¢do por ndo apresentar o ion 409 m/z intenso como nas
demais amostras. As amostras LCEA e LCEB também apresentam certa diferenga
das demais na regido entre 500-800 m/z. As amostras da regido Sudeste sédo
diferentes daquelas obtidas na regido Norte e Nordeste, sendo mais semelhantes as
amostras de referéncia LEUQU e LEUFS. Dadas as semelhancas observadas e
considerando que as amostras do Sudeste contenham o latex de E. umbellata em sua
composicdo, pode-se chamar atencdo para o ion 874 m/z, presente nas amostras
LSPA, LSPB e LEUQU (periodo quente e umido), que pode vir a indicar o periodo de
coleta do latex utilizado nestes preparados comerciais, jA que este ion ndo é
encontrado nas amostras LRJ e LEUFS (periodo frio e seco). A amostra LEUFS
chama atencéo na variacao brusca das intensidades dos ions 449 m/z, 409 m/z e,

principalmente, na regiao entre 550-750 m/z.

Com a finalidade de buscar maiores informacgdes sobre a possivel semelhanga
entre as amostras comerciais com as amostras de referéncia, os espectros foram
submetidos a céalculos matematicos e quimiométricos. Os dados foram exportados
como spectrum list (ordenados com base nas intensidades relativas) contendo os 100
ions mais intensos de cada amostra analisada. Assim, foram comparados e plotados
como digramas de Venn, onde foi possivel verificar as distribuicdes dos ions, assim
como verificar a semelhanca entre as amostras de cada regido, das referéncias, e

entre as regides e referéncias (Figura 14 1-V).

Com base nos 100 ions mais intensos, pode-se avaliar a semelhanca entre as
amostras a partir da quantidade dos ions compartilhados. Observou-se a semelhanca
de 6,44% entre as amostras do Sudeste, 3,5% entre as do Nordeste, 23,11% entre as
do Norte e 4,65% entre as amostras de referéncia. No Sudeste ha maior semelhanca
(29,61%) entre as amostras LSPA e LSPB, quando comparada as semelhancas
observadas em relacdo a LRJ (12,51% e 13,27%, respectivamente). Na amostra LRJ
pode-se observar a auséncia de alguns ions (58; 113 e 874 m/z, por exemplo) que
estdo presentes nas demais amostras do Sudeste (Figura 13). Nas amostras da
regido Nordeste hd pouca semelhanca entre os ions quando se compara LMA com
LCEB (13,67%) e com LCEA (7,08%), visto a maior semelhanca entre LCEA e LCEB,

que alcanca 31,76%. A regido entre 550 — 750 m/z apresenta a maior semelhanca
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observada entre LCEA e LCEB (Figura 13). A maior semelhanca entre as amostras
da mesma regido é vista no Norte (23,11%), onde LACA compartilha 39,66% de
semelhanca com LPA e 42,53% com LACB, enquanto LPA e LACB apresentam cerca
de 35,43% de semelhanca entre si. Visualmente ndo € possivel identificar ions
responsaveis pelas diferencas notadas no diagrama, ja que LACA, LACB e LPA séao
muito semelhantes quanto aos ions observados no espectro (Figura 13). As amostras
de referéncia confeccionadas com latex coletados em diferentes periodos LEUQU e
LEUFS apresentam 90,90% e 90,47%, respectivamente, de ions ndo compartilhados.

Figura 14: Diagramas de Venn dos 100 ions de maior intensidade observados nos espectros de
massas, em resolucao unitaria, obtidos por injecdo direta em electrospray (ESI) no modo positivo das
amostras comerciais da regido: (I) Sudeste, (II) Nordeste, (Ill) Norte, (IV) das amostras de referéncia e
entre as (V) amostras comerciais e de referéncia. LEUQU: Latex de E. umbellata da estacdo quente e
Uumida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA:
amostra de S&o Paulo; LSPB: amostra de Sao Paulo; LPA: amostra do Para; LCEA: amostra do Cear§;
LCEB: amostra do Ceard; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do

Maranhé&o.
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Quando se compara as amostras de todas as regides e as de referéncia ha
uma semelhanca de apenas 3,94%. O grupo formado pelas amostras do Sudeste e
de referéncia (33,53%), assim como o grupo constituido pelas amostras do Norte e
Nordeste (33,60%) chamam atencgédo pelas maiores similaridades no diagrama das
amostras comerciais e de referéncia comparadas entre si. Os dois grupos observados,
devido a semelhanca entre os ions compartilhados, podem vir a indicar que as
espécies vegetais utilizadas na confeccdo dessas preparacbes sdo semelhantes
dentro de cada grupo. Porém, apesar das similaridades observadas, os dados ainda
demonstraram uma grande heterogeneidade entre as amostras, que talvez possa ser
explicada pelo uso de diferentes espécies na confeccdo das preparacdes de cada
estado ou regido; pela sazonalidade e/ou local de coleta (solo, umidade, temperatura,
entre outros fatores); pelo modo de preparo (cuidados ao manusear o latex e
contaminacgdo); e pelo armazenamento (embalagens reutilizadas ou sujas e de

materiais diversos como plastico ou vidro) dos produtos comerciais e referéncias.

4.4.Determinacao dos ions marcadores das amostras de referéncia a partir

dos resultados de DI-MS e calculos quimiométricos

Os dados obtidos a partir das injecGes diretas em espectrobmetro de massas
foram avaliados por célculos quimiométricos, buscando determinar os ions
responsaveis por distinguir o grupo contendo as amostras de referéncia das demais.
Dessa forma, pode-se determinar os ions mais relevantes (“Unicos”) da espécie E.
umbellata que podem ser utilizados como marcadores do latex. A analise ocorreu com
base nos 1000 ions mais intensos das nove preparacdes comerciais e das duas
amostras de referéncia, formando assim um conjunto de dados com 11 grupos, que
foram analisados em triplicata de injecéo, totalizando 33 amostras, 1412 picos (m/z e
suas intensidades). Os dados ndo foram tratados quanto a transformacéo,
normalizagdo ou escalonamento. As separacgdes obtidas (Figura 15) corroboram as
semelhancas observadas visualmente nos espectros de massa (Figura 13) e nas
analises por diagrama de Venn (Figura 14) descritas no item 4.1. As amostras
agrupam-se por regido e as amostras de referéncia sdo mais semelhantes as
amostras da regido Sudeste. Os ions responsaveis pelas separacdes foram

verificados através da selecédo de Vip scores (Quadro 4) buscando os 25 ions mais
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significativos (Top 25) responsaveis pelos agrupamentos nas regides Norte, Nordeste
e Sudeste, mais as amostras de referéncia. Os Vip scores sdo determinados a partir
da presenca e intensidade dos ions nas amostras que formam os grandes
agrupamentos. Os 25 ions mais significativos podem ser utilizados como marcadores
das referéncias. Estes ions indicam a presenca do latex de E. umbellata nas amostras

comerciais da regido Sudeste.
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Figura 15: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras comerciais e de referéncia, por
similaridade estatistica dos ions mais intensos presentes nas amostras, em ESI positivo. LRJ: amostra
de origem desconhecida; LSPA: primeira amostra de S&o Paulo; LSPB: segunda amostra de Sao Paulo;
LPA: amostra do Pard; LCEA: primeira amostra do Ceara; LCEB: segunda amostra do Ceard; LACA:
primeira amostra do Acre; LACB: segunda amostra do Acre; LMA: amostra do Maranh&o. As elipses

foram elaboradas manualmente apenas para facilitar a visualizacdo do agrupamento das amostras.
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Quadro 4: ions mais significativos (marcadores) dos trés grandes grupos observados (Vip score: top

25).

Regido

fons significativos/marcadores

Sudeste e
Referéncias

279; 297; 313; 338; 363; 409; 414; 426; 428; 437; 444; 449; 468; 490;
534: 562; 593; 612; 614; 619; 627; 640; 649; 685; 749

Nordeste

113; 130; 203; 205; 208; 217; 219; 225; 240; 256; 304; 320; 334; 352;
395:; 421; 463; 487; 551; 567; 611; 655;683; 699; 743

Norte

113; 130; 215; 219; 240; 269; 276; 284; 293; 304; 327; 329; 352; 399;
421; 463; 487; 507; 551; 579; 611; 639; 683; 699; 743

45. Escolha de solventes para a confeccdo de extratos a partir das

amostras de referéncia

Com a finalidade de produzir um extrato seletivo e com maior abundancia dos

ions determinados como marcadores das amostras de referéncia foram realizados

testes na busca do melhor solvente extrator. As massas obtidas nas diferentes

extracdes (Quadro 5) mostram que os maiores rendimentos foram alcancados nas

extragcdes com metanol (88,6%), acetonitrila (91,7%) e cloroformio (98,1%).

Quadro 5: Massa final dos extratos do latex de E. umbellata utilizando diferentes solventes. Valores

de forc¢a eluotrépica segundo Broekaert (2015).

Forca eluotrépica

Alta

Média

Baixa

Sequéncia

eluotrépica

1
0.70
0.65
0.50
0.52
0.48
0.30
0.26
0.01

Solventes

agua
metanol
etanol
butanol
acetonitrila
acetato de etila
diclorometano
cloroférmio

hexano

Massa Final (g)

0,6701
0,8881
0,8862
0,8874
0,9173
0,9013
0,9799
0,9809
0,9647
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Os extratos obtidos a partir dos diferentes solventes foram analisados por
injecdes diretas em espectrometro de massas (Figura 16). Os espectros de massa
evidenciaram que a regido inicial do espectro (100-500 m/z) € bem semelhante para
0s extratos obtidos com todos os solventes, com excecdo da extracdo com agua, onde
ha o aparecimento de algumas espécies mais intensas entre a faixa de 100-210 m/z.
Na faixa entre 500-1000 m/z estdo localizadas as maiores diferencas entre 0s
solventes extrativos, onde a regido entre 550-750 m/z mostra diferentes variagdes de
intensidade entre os perfis observados, sendo que o0s extratos obtidos em acetonitrila

e hexano mostraram ions mais intensos nessa faixa.
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Figura 16: Espectro de massas por injecao direta dos extratos do latex de E. umbellata produzidos em
diferentes solventes. H.O = agua; MeOH = metanol; EtOH = etanol; ACN = acetonitrila; DCM =

diclorometano; CH2Cls = cloroférmio.

Os dados obtidos foram exportados como spectrum list dos 1000 ions mais
intensos e explorados, de acordo com a forgca eluotrépica, pelas semelhancas
observadas nos diagramas de Venn (Figura 17). Os 25 ions determinados como
marcadores foram buscados manualmente em cada extrato gerado, no espaco de
ions ndo compartilhados, assim como nas interse¢cdes observadas entre os extratos,

de acordo com a forga eluotropica.
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A distribuicdo dos ions observada demonstra uma semelhanca de 15,76% dos
ions presentes nos solventes de forca eluotrépica alta, 13,28% nos de média e 20,54%
guando se compara os de baixa. Nos extratos obtidos de solventes extratores de alta
forca eluotropica ha uma semelhanca de 44,79% dos ions extraidos por etanol e
metanol, enquanto as similaridades entre os ions extraidos com agua e etanol ou
metanol sdo de apenas 25,25% e 24,11%, respectivamente. A semelhanca entre os
ions encontrados nos extratos em butanol e acetato de etila (36,22%) € a maior entre
os solventes de forca eluotrépica média, j& que quando comparado aos ions extraidos
por acetonitrila ha uma semelhanca de apenas 21,27% e 25,29% com 0s ions
extraidos por butanol e acetato de etila, respectivamente. A maior correlacdo entre
solventes é vista entre os ions extraidos por diclorometano e cloroférmio (46,49%).
Nos demais solventes de baixa forca eluotrdpica, as correlacdes dos ions extraidos
sao de 31,88% (hexano-diclorometano) e 31,86% (hexano-cloroférmio). Ao avaliar os
solventes agrupados por forca eluotropica, a correlacdo entre todos é de 23%. As
demais semelhancgas sdo bem proximas: 35,57%: alta-média; 38,10%: média-baixa;
39,78%: alta-baixa polaridade.

A distribuicdo de ions foi bastante uniforme, ndo apresentando diferencas
relevantes na quantidade de ions extraidos por cada solvente (ou grupo de solventes).
Porém, a busca ativa dos ions marcadores demonstrou que cloroférmio e acetonitrila
juntos conseguiam extrair todos os 25 ions marcadores. Logo, 0s solventes
acetonitrila e cloroférmio (1:1) foram selecionados para gerar o extrato utilizado na
cromatografia em camada preparativa, buscando fracdes contendo o0s ions
marcadores que possam ser tentativamente identificados (tentativamente

identificados).
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Figura 17: Diagramas de Venn da distribuicdo dos 1000 ions mais intensos do latex de E. umbellata
nos diferentes solventes extratores de forgas eluotropicas: alta (1), média (Il), baixa (lll) e reunidas (IV).
As caixas apresentam os ions mais significativos (grupo: regido Sudeste e referéncias) descritos no
item 4.2 (Quadro 4).

4.6. Cromatografia em fase gasosa com deteccdo por espectrometria de
massas (GC-MS) das fragfes obtidas por CCP

Apos realizar buscas manuais dos sinais relacionados aos 25 ions marcadores
nas fragdes obtidas por CCP e avaliadas por GC-MS, identificou-se 16 substancias
com massas semelhantes a 9 ions (296; 338; 408; 426; 428; 444; 468; 562; 618 m/z)
determinados como marcadores. Apenas duas fracdes (1 e 5) da cromatografia em
camada preparativa destacaram-se por apresentar a presenca de 9 ions com massas
semelhantes aqueles determinados como marcadores. Para as fragdes 9-16 néo
foram obtidos bons resultados no método desenvolvido por GC-MS. Os
cromatogramas obtidos por cromatografia em fase gasosa para as bandas 1 e 5
podem ser visualizados nas Figuras 18 e 20, respectivamente. As fragbes foram
caracterizadas como misturas de alcanos (Figuras 18 e 19; Quadro 6) e de triterpenos

(Figuras 20 e 21; Quadro 7). Nos quadros 6 e 7 estdo descritas as 16 substancias que
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foram anotadas a partir de comparagdes com espectros disponiveis nas bibliotecas

NIST 8 e WILEY 7.
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Figura 18: Cromatograma por GC-MS da fragdo (banda 1) obtida por cromatografia em camada

preparativa do extrato de latex de E. umbellata.
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Quadro 6: Substancias anotadas por GC-MS da fracdo (banda 1) obtidas por cromatografia em camada preparativa do extrato de latex de E. umbellata.

N° Tempo de i o ] m/z .
Areado | Similaridade Substancia Formula Peso
do retencéo ) fragmentos
) . pico (%) (%) anotada ) molecular | molecular
Pico (min) (int. x100)
Fracdo (Banda 1)
267(1), 239(1), 225(2), 211(2), 197(2), 183(3), 169(4),
3 9,40 17,03 96 tetratetracontano 155(6), 141(8), 127(11), 113(15), 99(14), 85(58), CaaHoo 618
71(80), 57(100), 43(52)
281(2), 253(1), 239(1), 225(1), 211(2), 197(2), 183(3),
4 10,40 4,31 98 tetracontano 169(3), 155(5), 141(7), 127(10), 113(14), 99(20), CaoHs2 562
85(55), 71(74), 57(100), 43(54)
281(4), 267(2), 253(2), 239(2), 225(1), 211(1), 207(7),
5 11,63 62,57 96 nonacosano 197(3), 183(3), 169(3), 155(6), 141(7), 127(9), C29He0 408
113(14), 99(18), 85(51), 71(76), 57(100), 43(54)
323(1), 309(3), 297(6), 281(23), 267(4), 253(11),
96 239(2), 227(5), 211(14), 199(16), 183(29), 169(7),
6 12,77 6,04 tricosanona 155(6), 138(10), 127(11), 113(8), 97(29), 85(46), Ca23H160 338
71(90), 57(100), 43(85)
281(22), 253(1), 239(1), 225(1), 211(2), 206(3),
8 14,23 6,03 96 heneicosano 197(2), 183(2), 169(4), 155(5), 141(7), 127(10), C21Ha4 296

113(14), 99(20), 85(52), 71(72), 57(100), 43(51)
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Figura 19: Alcanos tentativamente identificados através de andlises por GC-MS e comparagfes com
as bibliotecas NIST 8 e WILEY 7. Substancias: (1) tetratetracontano; (Il) tetracontano; (Ill) nonacosano;

(IV) tricosanona; (V) heneicosano.
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Figura 20: Cromatograma por GC-MS da fracdo (banda 5) obtida por cromatografia em camada

preparativa do extrato de latex de E. umbellata.
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Quadro 7: Substancias

anotadas por GC-MS da fracdo (banda 5) obtidas por cromatografia em camada preparativa do extrato de latex de E. umbellata.

[Continua]
N° Tempo de . o Substancia m/z .
Areado | Similaridade ) Formula Peso
do retencao ] tentativamente fragmentos
] ] pico (%) (%) ) o ) molecular | molecular
Pico (min) identificada (int. x100)
Fracdo (Bandab)
426(14), 411(76), 393(41), 341(2), 337(1), 323(2), 311(5),
297(4), 283(4), 271(6), 259(18), 241(15), 229(10), 215(13),
2 11,88 24,50 92 lanosterol C3oHs00 426
201(9), 187(15), 173(11), 161(15), 147(19), 135(24),
121(29), 109(60), 95(49), 81(36), 69(100), 55(39), 41(39)
426(15), 411(68), 393(43), 341(2), 337(2), 323(2), 311(5),
] 297(4), 283(5), 271(6), 259(19), 241(17), 229(10), 215(13),
4 12,54 27,51 94 tirucalol C3oHs00 426
201(9), 189(15), 175(12), 161(16), 147(19), 135(24),
121(28), 109(62), 95(47), 81(36), 69(100), 55(40), 41(39)
426(13), 411(5), 393(4), 383(3), 365(2), 315(4), 297(3),
271(1), 257(3), 247(2), 229(7), 218(11), 207(42), 189(49),
5 12,73 10,43 90 fernenol Cs0Hs00 426
175(20), 161(29), 147(28), 135(52), 121(37), 109(70),
95(76), 81(54), 69(87), 55(38), 43(100)
426(9), 411(61), 393(32), 341(2), 339(1), 327(2), 313(7),
6 12.03 241 92 eufol 297(4), 283(5), 271(7), 259(11), 241(11), 229(7), 215(9), CaoHsoO 426
201(9), 189(16), 173(19), 161(16), 147(25), 135(32),
121(32), 109(67), 95(56), 81(45), 69(100), 55(50), 41(50)
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Quadro 7: Substéncias anotadas por GC-MS da fracdo (banda 5) obtidas por cromatografia em camada preparativa do extrato de latex de E. umbellata.

[Continua]

13,03

3,28

90

acetato de

lupeol

468(8), 426(9), 411(15), 393(7), 365(3), 357(7), 327(3),
299(5), 281(15), 276(7), 257(8), 249(14), 229(12), 218(48),
207(29), 203(35), 189(79), 175(27), 161(32), 147(44),
135(63), 121(73), 107(72), 95(82), 81(74), 69(68), 55(55),
43(100)

C32H5202

468

13,49

8,33

96

cicloartenol

426(4), 411(13), 393(26), 365(15), 339(10), 313(3), 297(3),
286(14), 271(12), 259(5), 243(6), 231(7), 215(8), 203(14),
189(13), 173(26), 161(23), 147(38), 135(41), 121(45),
109(54), 95(72), 81(54), 69(100), 55(53), 41(50)

C30Hs00

426

10

13,62

4,90

90

taraxasterol

426(11), 411(35), 393(25), 365(2), 339(2), 327(2), 313(4),
297(4), 283(4), 271(7), 259(10), 241(9), 229(10), 218(10),
207(20), 203(14), 189(27), 175(19), 161(21), 147(31),
135(49), 121(44), 109(70), 95(70), 81(60), 69(100), 55(55),
41(50)

C30Hs00

426

12

14,34

2,19

90

ciclolaudenol

440(6), 427(14), 409(27), 393(14), 389(1), 381(1), 355(6),
327(10), 313(5), 297(4), 281(17), 273(9), 259(14), 255(10),
241(15), 229(10), 215(12), 207(42), 189(28), 173(19),

161(26), 147(40), 135(50), 119(49), 109(77), 95(79), 81(65),

69(100), 55(72), 43(75)

C31Hs520

444
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Quadro 7: Substancias anotadas por GC-MS da fracdo (banda 5) obtidas por cromatografia em camada preparativa do extrato de latex de E. umbellata.

[Concluséo]

426(16), 411(88), 393(25), 365(1), 355(1), 327(4), 311(3),
297(5), 273(17), 259(100), 241(54), 229(19), 215(10),
207(12), 189(19), 173(14), 159(21), 147(27), 135(38),

119(54), 109(58), 95(83), 81(61), 69(73), 55(62), 43(56)

13 14,77 3,10 92 lupeol CsoHs00 426

428(5), 411(4), 407(5), 397(3), 369(3), 355(8), 341(9),

327(18), 316(30), 273(15), 261(15), 243(12), 229(11),

17 15,95 3.18 90 friedelin-3p-ol 215(8), 207(23), 187(17), 175(26), 159(23), 147(33), CaoHs20 428

135(42), 125(54), 109(44), 95(43), 81(32), 69(100), 57(74),
41(33)

426(6), 411(5), 393(4), 370(2), 358(3), 341(2), 327(2),
315(8), 299(4), 281(5), 271(2), 257(3), 24(3), 229(5),
19 17,34 1,77 90 friedelina 218(10), 207(58), 188(54), 175(20), 161(33), 147(38), CaoHs00 426
135(57), 125(52), 109(67), 95(84), 81(70), 69(100), 55(58),

43(50)
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Figura 21: Triterpenos tentativamente identificados através de analises por GC-MS e comparagdes
com as bibliotecas NIST 8 e WILEY 7. Substéancias: () lanosterol; (II) tirucalol; (lll) fernenol; (1V) eufol;
(V) acetato de lupeol; (VI) cicloartenol; (VII) taraxasterol; (V1) ciclolaudenol; (IX) lupeol; (X) friedelin-
3B-ol; (XI) friedelina.

Dentre as 16 substancias tentativamente identificadas, onze correspondem a
alcoois triterpenicos tetra- e pentaciclicos. Essas identificacbes corroboram as
substancias encontradas por Kanunfre et al. (2017); Valadao et al. (2018); Cruz et al.
(2020) nos ¢6rgéos caule e folha, e latex de E. umbellata. Cinco alcanos foram
tentativamente identificados e correspondem aos hidrocarbonetos identificados por
Uzabakiliho et al. (1987), Koops et al. (1991) e Jasshi (2006) em diferentes espécies
do género Euphorbia L. Alguns dos ions marcadores, apesar de ndo terem sido
encontrados nas analises realizadas neste estudo, corroboram dados quimicos (m/z)
encontrados na literatura. Acredita-se que o ion m/z 482 corresponda a um outro
triterpeno pentaciclico ndo identificado, enquanto os ions m/z 409, 414 e 440
correspondam a esteréides encontrados em outras espécies do género Euphorbia L.
(Govardhan et al., 1984; Akihisa et al., 2002; Kanunfre et al., 2017 e De Souza et al.,
2019). De Souza et al. (2019) também observaram dois acidos graxos (acido linolénico
e ricinoléico) no latex de E. tirucalli com massas (279 e 297 m/z) semelhante aquelas

observadas como possiveis marcadoras. Também foram observados ions
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marcadores semelhantes aos diterpenos de esqueleto ingol: 3,7,12-O-triacetil-8-O-
benzoil-18-hidroxiarol (m/z 612), acetato de 19-acetoxi, ingol 3-(4-metoxifenil) (m/z
627) e 3,12-diacetato 7,8-ditigliato de ingol (m/z 649) (Fatope et al., 1996; Daoubi et
al., 2007; Lin & Kinghorn, 1983; Marco et al., 1998). Em seus estudos, com diferentes
espécies do género Euphorbia, Haba et al. (2007), Costa et al. (2012) e De Souza et
al. (2019) observaram a presenca dos diterpenos de esqueleto forbol: 4,12-didesoxi-
(4a)-13-hexadecanoil forbol (m/z 593), 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (m/z
449), 12,13,20-triacetil forbol (m/z 490), 4-desoxi forbol (m/z 348) e o nucleo de forbol
(m/z 363), que também apresentam m/z semelhantes aos ions marcadores

observados nas amostras da regido sudeste e de referéncia.

4.7. Comparacgéo entre os resultados obtidos por métodos espectroscépicos
das amostras comerciais com as amostras de referéncia

As andlises utilizando os métodos espectroscopicos UV-VIS e ATR-FTIR
permitiram verificar a semelhanca quimica entre as amostras comerciais e de
referéncia. Os célculos quimiométricos obtidos a partir dos sinais dos espectros de
UV-VIS e ATR-FTIR corroboram as analises de DI-MS descritas no item 4.2. Da
mesma forma, as amostras se separam em trés grupos principais, determinados pelas

regides, enquanto as amostras de referéncia se agrupam junto as da regido Sudeste.

Para as andlises em UV-VIS, as amostras de referéncia e as da regido Sudeste
apresentaram em seus perfis (semelhantes) um lambda maximo em 207 nm. LCEA e
LCEB apresentam lambdas maximos em torno de 217 nm, 228 nm e 265 nm,
enquanto LMA apresenta valores mais destoantes, 207 e 279 nm. Ja LACA, LACB e
LPA, formam uma curva continua com inUmeros pontos com lambdas maximos que
variam de 212 a 370 nm (Figura 22).

Para as andlises em ATR-FTIR, o perfil observado demonstra a complexidade
guimica das amostras, com regides de sinal muito ricas e semelhantes. O perfil
semelhante para todas as amostras (comerciais e de referéncia) pode ser explicado
pela composi¢cdo basica do latex de plantas, normalmente ricos em proteinas, por
vezes substancias fenodlicas e majoritariamente terpenoides. Dessa forma, explica-se
0s sinais has mesmas regides, porém nota-se que ha variacdo nas intensidades, que

podem vir a sugerir as diferencas entre as amostras. De forma geral, os sinais mais
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relevantes, para todas as amostras, encontram-se nas regides de 1000-1200 cm,
1400-2000 cm?, 2300-2700 cm e 3400-3900 cm* (Figura 23).
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Figuras 22: Espectro de perfil total no ultravioleta das amostras de referéncia (I): LEUQU, Latex de E.
umbellata coletado na estacdo quente Umida. LEUFS: Latex de E. umbellata coletado na estacéo fria e
seca; do Sudeste (I): LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra do Sao Paulo; LSPB: amostra
de Sao Paulo; do Nordeste (l11): LMA: amostra do Maranhéo; LCEA: amostra do Ceara; LCEB: amostra

do Cear4; do Norte (IV): LPA: amostra do Para; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre.

Os dados obtidos por UV-VIS e ATR-FTIR (comprimentos de onda de absor¢ao
[nm] e transmissdo [cm™]) foram explorados por célculos quimiométricos. Dessa
forma, buscou-se determinar as regides, além do [A] lambda maximo para UV-VIS que
diferem as amostras de referéncia das demais, ou seja, regides de relevancia como
marcadoras do latex de E. umbellata. Também foi objetivo identificar regides
marcadores das amostras de referéncia nas analises de ATR-FTIR e os célculos
guimiomeétricos foram essenciais, ja que as diferencas entre os espectros, apenas nas

intensidades, sdo muito complexas para serem avaliadas visualmente.
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Figuras 23: Espectros de perfil total no infravermelho das amostras de referéncia (I): LEUQU, Latex de
E. umbellata coletado na estacao quente umida. LEUFS: Latex de E. umbellata coletado na estacéo
fria e seca; do Sudeste (ll): LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra do S&o Paulo; LSPB:
amostra de S&o Paulo; do Nordeste (l11): LMA: amostra do Maranhao; LCEA: amostra do Ceara; LCEB:
amostra do Ceard; do Norte (IV): LPA: amostra do Pard; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do

Acre.

Para as andlises em UV-VIS obteve-se um arquivo de dados contendo 33
amostras e 211 variaveis (pontos de varredura - binning). Buscando obter informacoes
mais concisas foi gerado um novo grupo de dados a partir de sele¢bes de variaveis.
O novo conjunto de dados era composto pelos valores de intensidade das
absorvancias dentro da faixa de 190 a 400 nm, com leituras a cada 10 nm. Dessa
forma, o novo arquivo de dados continha 33 amostras e 22 variaveis (pontos de
varredura - binning). Os dados nao foram transformados, normalizados ou

escalonados.
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Duas PC’s (principal components) conseguiram explicar 98,5% dos dados
(Figura 24). As analises determinaram a separacdo das amostras em trés grandes
grupos distintos: Sudeste e referéncias (LEUQU, LEUFS, LRJ, LSPA e LSPB), Norte
(LACA, LACB e LPA) e Nordeste (LCEA, LCEB e LMA). O gréfico de loadings (Figura
25) permitiu verificar quais sdo as regifes responsaveis pelas separacbes
observadas. Observa-se que as amostras do Norte absorvem entre 250-400 nm, ja as
do Nordeste nas faixas entre 230-280 nm. As amostras de referéncia, do Rio de
Janeiro (LRJ) e S&o Paulo (LSPA e LSPB) apresentaram absorvancia nas faixas entre
190-220 nm. Dessa forma, pode-se determinar a regido entre 190-220 nm como a

regido de maior relevancia (marcadora) para o latex de E. umbellata.
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Figura 24: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras de referéncia e comerciais, por
similaridade estatistica dos dados tratados obtidos por UV-VIS. LEUQU: Latex de E. umbellata da
estacdo quente e Umida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de
Janeiro; LSPA: amostra de S&o Paulo; LSPB: amostra de S&o Paulo; LPA: amostra do Par4; LCEA:
amostra do Ceard; LCEB: amostra do Ceara; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA:

amostra do Maranhao.
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Figura 25: Graficos de loadings dos agrupamentos das amostras de referéncia e comerciais, por
similaridade estatistica dos dados tratados obtidos por UV-DAD. LEUQU: Latex de E. umbellata da
estacao quente e Umida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacao fria e seca; LRJ: amostra do Rio de
Janeiro; LSPA: amostra de S&o Paulo; LSPB: amostra de S&o Paulo; LPA: amostra do Par4; LCEA:
amostra do Ceard; LCEB: amostra do Ceara; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA:

amostra do Maranhao.

Para a faixa de absorvancia (190-220 nm) de maior relevancia para as
amostras de referéncia e da regido Sudeste (LRJ, LSPA e LSPB), observa-se a regido
de absorcdo de alcanos, o que corrobora os ions marcadores tentativamente
identificados como hidrocarbonetos por GC-MS. Nessa regido também ha absorcao
de cetonas saturadas e acidos carboxilicos, que podem estar relacionados aos ions
determinados como marcadores. Nessa regido também pode haver a absorgcédo de
aminas, amidas alifaticas e lactonas, que ndo estdo presentes nas substancias
anotadas para este estudo (Silverstein et al., 2006; Pavia et al., 2010). As amostras
da regido Norte absorvem na faixa entre 250-400 nm, uma faixa tipica de substancias
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aromaticas, aldeidos saturados e insaturados e cetonas saturadas. As amostras da
regido Nordeste absorveram entre 230-280nm, que é uma regido de absorcdo de

alcenos, alcinos e substancias aromaticas (Silverstein et al., 2006; Pavia et al., 2010).

O arquivo de dados obtido em analises por ATR-FTIR continha 33 amostras e
1868 variaveis (pontos de varredura - binning). O grande numero de pontos de
varredura obtidos neste método dificultou a visualizacdo de faixas de maior interesse
gue possam ser determinadas como marcadoras das amostras de referéncia. Assim,
optou-se por realizar selecdo de variaveis buscando desenvolver um novo conjunto
de dados mais conciso. O novo conjunto de dados era composto pelos valores de
intensidade das transmitancias dentro da faixa de 400 - 4000 cm™t, com leituras a cada
100 cm™. O novo arquivo de dados continha 33 amostras e 37 variaveis (pontos de
varredura - binning). Os dados ndo foram transformados, normalizados ou

escalonados.

Duas PC’s (principal components) conseguiram explicar cerca de 87% dos
dados (Figura 26). A reducdo de variaveis permitiu observar uma separacao bem
definida das amostras nos mesmos 3 grandes grupamentos visualizados nas analises
em UV-VIS. As amostras da regido Sudeste e amostras de referéncia apresentaram
faixas mais relevantes entre 600-800 cm', 1100-1600 cm™? e 2900-3000 cm,
enquanto para o grupo formado pelas amostras da regido Norte as faixas mais
significativas sdo entre 400-500 cm™ e 3700-4000 cm e para o grupo da regiédo
Nordeste 900-1000 cm™ e 2300-2800 cm™ (Figura 27). As trés faixas de maior
relevancia para separacdo das amostras de referéncia e da regido Sudeste das

demais amostras podem ser determinadas como marcadoras do latex de E. umbellata.
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Figura. 26: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras de referéncia e comerciais, por
similaridade estatistica dos dados tratados obtidos por ATR-FTIR. LEUQU: Latex de E. umbellata da
estacdo quente e Umida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de
Janeiro; LSPA: amostra de S&o Paulo; LSPB: amostra de S&o Paulo; LPA: amostra do Para; LCEA:
amostra do Ceard; LCEB: amostra do Ceara; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA:

amostra do Maranhao.
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Figura. 27: Grafico de loadings dos agrupamentos das amostras de referéncia e comerciais, por
similaridade estatistica dos dados tratados obtidos por ATR-FTIR. LEUQU: Latex de E. umbellata da
estacdo quente e Umida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de
Janeiro; LSPA: amostra de S&o Paulo; LSPB: amostra de S&o Paulo; LPA: amostra do Par4; LCEA:
amostra do Ceard; LCEB: amostra do Ceara; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA:

amostra do Maranhao.

As regides de maior relevancia observadas no infravermelho podem determinar
algumas caracteristicas quimicas das amostras. O primeiro grupo formado por
amostras da regido Sudeste e referéncias apresentaram sinais relevantes na faixa de
600-800 cm-?, regido tipica de nucleos de aromaticos, devido a presenca da vibracédo
angular fora do plano de C-H. Os sinais visualizados no intervalo de 1100-1600 cm™
puderam confirmar a presenca de anéis aromaticos por ser uma regiao de absorcao
da ligagdo -C=C- do anel (Silverstein et al., 2006; Pavia et al., 2010). Ainda no intervalo
de 1100-1600 cm foi possivel visualizar a regido de estiramento de -C-O- tipica de
alcool. Estes sinais corroboraram a anotacdo dos terpenoides para as amostras de
referéncia ja que, dentre esta classe, foram observados alcoois triterpénicos tetra- e
pentaciclicos. Neste estudo foram tentativamente identificados hidrocarbonetos por
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GC-MS para as amostras de referéncia que podem estar associados aos sinais
observados no intervalo 2900-3000 cm™, regido de estiramento de -C-H de alcanos e
alcenos (Silverstein et al., 2006; Pavia et al., 2010). O segundo grupo formado pelas
amostras da regido Norte apresentaram como regides de maior relevancia as faixas
entre 400-500 cm%, regido inicial do espectro tipica de haletos de alcano e 3700-4000
cm?, regido de estiramento de N-H livre (Silverstein et al., 2006; Pavia et al., 2010).
Nesta mesma regido podem ser vistas deformacdes de estiramento axial do grupo -
OH de &cido carboxilicos ou de -NH de aminas e amidas. Nas amostras da regiao
Nordeste destacaram-se as faixas entre 900-1000 cm, regido tipica de nucleos
aromaticos e 2300-2800 cm™, regido associada a deformacéo axial de -CH do grupo

formila de aldeidos (Silverstein et al., 2006; Pavia et al., 2010).

4.8. Comparacao entre os resultados obtidos pelas analises fisico-quimicas
das amostras comerciais com as amostras de referéncia

Os Quadros 8 e 9 apresentam as caracteristicas gerais (coloracdo e aspecto),
massa e volume de cada amostra, além das demais caracteristicas fisico-quimicas
analisadas conforme descritas no item 3.2.3. As analises fisico-quimicas apresentam
menor custo financeiro e tempo de realizacdo comparado aos demais métodos,
podendo ser utilizadas para caracterizacdo de amostras, ou seja, gerar perfis, como
para comparacao entre os perfis de diferentes amostras. As analises fisico-quimicas
permitiram verificar a separacdo das amostras em 3 grandes grupos, assim como
visualizado nos métodos espectrométrico e espectroscopicos. Dessa forma, as
analises fisico-quimicas demonstraram ser eficientes para comparacao das amostras

comerciais com as amostras de referéncia.

As amostras da regido Sudeste sdo similares em coloragéo, aspecto fisico e
apresentaram pH com valores proximos ao neutro. Ja as amostras da regiao Nordeste
sdo parecidas entre si quanto a coloracdo, aspecto fisico e pH, porém sdo bem
distintas das amostras da regido Sudeste, com valores de pH, ligeiramente &cidos (em
torno de 5,7). As amostras da regidao Norte sdo as mais diferentes entre si, algumas
com coloragdo branca como as da regido Sudeste e uma com coloragdo marrom
(LPA), bem diferente de todas as amostras estudadas, mas com pH acido semelhante
as amostras da regido Nordeste, sendo a amostra do Pard a mais acida com pH de
4,69. As amostras do Sudeste e as de referéncia sdo as menos sollveis em agua, ao

contrario de todos os preparados comerciais de outras regides, caracteristica curiosa,
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ja que todos os preparados sao feitos apenas em agua. A quantidade de precipitado
em cada preparado chama atencédo por ser bastante diversificada (variando de 1,4 a
25,4 g), muito embora as apresentacdes sejam em volumes de 20 a 1000 mL, temos
diferentes concentragbes para o0 mesmo volume, por exemplo, as amostras com
apresentacdo de 50 mL possuem concentracdo de 39000 mg/mL (LACA), 27000
mg/mL (LACB) e 51000 mg/mL (LSPB). As amostras sdo bem diversificadas, mesmo
as comerciais da regiao Sudeste que se agrupam com as amostras de referéncia
ainda guardam alguns parametros diferentes como a quantidade de matéria mineral

(% cinzas totais).
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Quadro 8: Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de “leite de Janaguba/Janaiba” adquiridas de acordo com os métodos descritos no item 3.2.3.

Amostras

LSPA- Séo Paulo

LSPB- Sao Paulo

LRJ- Rio de Janeiro

LCEA- Ceara

LCEB- Ceara

LMA- Maranhéao

LACA- Acre

LACB- Acre

LPA- Para

LEUQU- Referéncia
(Quente-Umido)

LEUFS- Referéncia (Frio-
Seco)

Coloragéo

Branco

Branco

Branco

Rosado

Rosado

Rosado

Branco

Branco

Marrom

Branco

Branco

pH

7,03

6,93

7,23

591

5.65

5,54

5,93

6,03

4,69

6,94

6,96

Massa seca

do
Precipitado

()

1,043

25,467

6,294

8,874

11,494

9,758

19,306

13,494

14,274

1,367

1,494

Aspecto do
Precipitado

Granular

Granular

Granular

Elastico
(muito
maleéavel)

Elastico
(muito
maleavel)

Elastico
(muito
maleavel)
Firme
(pouco
maleéavel)
Firme

(pouco
maleavel)

Pastoso

Granular

Granular

Densidade
(mg/mL)

52890

51070

6520

1080

2140

4070

39590

27930

8240

1460

1650

Viscosidade
Dinamica
(Pa.s)

1012

1021

1336

1213

1205

1196

1326

1305

1317

1004

1011

Viscosidade
Cinematica
(St)

0,0191

0,1999

0,0021

0,1117

0,0562

0,0407

0,0034

0,0047

0,0160

0,0687

0,0191

Massa
secada

fracao
aquosa

@

0,0074

0,0136

0,0226

0,0198

0,0995

0,0164

0,0977

0,0939

0,1103

0,0094

0,0101

Sélidos
Soluveis
°Brix (%)

13

12

15

24

23

12

18

18

14

14

13

Cinzas
Totais
(%)

14

1.2

0.3

0.3

0.4

1.6

1.3

1.1

1.1

0.4

0.5

Taxade
Sedimentacao

F

0,97

0,97

0,91

0,97

0,94

0,94

0,94

0,90

0,97

0,97

0,96

Sedimento
Total

()]

0,011

0,01

0,009

0,011

0,012

0,011

0,014

0,009

0,012

0,013

0,011

Pagina | 76



Quadro 9: Solubilidade das amostras de “leite de Janaguba/Janaldba” em etanol (EtOH), metanol (MeOH), butanol (BuOH), acetonitrila (ACN), acetato de etila (AcOEd),

diclorometano (CHCI2), cloroférmio (CHCI3) e hexano (HEX) segundo os métodos descritos pela Farmacopeia Brasileira. Volumes aproximados de solvente em mililitros por

grama de substancia: - = insollvel (mais de 10.000 partes); + = pouco soltvel (de 100 a 1.000 partes; ++ = soltvel (de 10 a 30 partes); +++ = muito soltvel (menos de 1 parte).

Amostra Agua EtOH MeOH BuOH ACN AcOEt CHCI2 CHCIls HEX
LSPA- Séo Paulo - + ++ - ++ + ++ ++ ++
LSPB- Séo Paulo - + ++ - ++ + ++ ++ ++

LRJ- Rio de Janeiro - + ++ ++ ++ + + ++ ++
LCEA- Ceara T+ + ++ + - - - . ;
LCEB- Ceara T + +++ - - - - - -

LMA- Maranh&o Tt + ++ ++ - - - - -
LACA- Acre Tt +++ +++ ++ - - _ . i
LACB- Acre T+t ++ +++ ++ + + + ) +
LPA- Para +++ +++ +++ + - - + ) +
LEUQU- Referéncia
] - + ++ + +++ + ++ +++ ++
(Quente-Umido)
LEUFS- Referéncia - + ++ + +++ + ++ +++ ++
(Frio-Seco)
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Com a finalidade de determinar os parametros fisico-quimicos de maior
relevancia para a separacdo das amostras de referéncia e da regidao Sudeste
das demais amostras, os dados fisico-quimicos foram avaliados por célculos
quimiométricos. Os dados numéricos e categoricos obtidos em cada analise
foram escalonados a partir de centralizacdo na média geral e divisdo pelo desvio
padrdo de cada variavel. O escalonamento foi necessario ja que as diferentes
analises geram resultados em diferentes dimensdes, ou seja, ndo comparaveis,
ao realizar o escalonamento todos os dados sédo redimensionados e assim
tornam-se comparaveis entre si. O conjunto de dados continha 33 amostras e 14
variaveis (parametros fisico-quimicos). Duas PC’s (principal components)
conseguiram explicar 80,1% dos dados (Figura 28). A avaliacdo do grafico de
loadings permitiu determinar os parametros fisico-quimicos de maior relevancia

para as amostras de referéncia (Figura 29).

< - Sudeste e Norte LACA
Referéncias LACB

~ -
_ ® LPA
2
r~
w o -
=
(3]
[8)
o

q —

© LEUGU Nordeste
@ LEUFS
1 —
i I J

-10 -5 0
PC 1 (63.6 %)

Figura 28: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras de referéncia e comerciais, por
similaridade estatistica dos dados brutos obtidos por andlises fisico-quimicos. LEUQU: Latex de
E. umbellata da estacdo quente e imida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo fria e seca;
LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra de Sdo Paulo; LSPB: amostra de Séo Paulo;
LPA: amostra do Para; LCEA: amostra do Cear4; LCEB: amostra do Ceard; LACA: amostra do

Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranhao.
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Figura 29: Grafico de loadings dos agrupamentos das amostras de referéncia e comerciais, por
similaridade estatistica dos dados brutos obtidos por analises fisico-quimicos. LEUQU: Latex de
E. umbellata da estagdo quente e imida; LEUFS: Latex de E. umbellata da estacéo fria e seca;
LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra de Sdo Paulo; LSPB: amostra de S&o Paulo;
LPA: amostra do Para; LCEA: amostra do Cear4; LCEB: amostra do Ceard; LACA: amostra do

Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranhéao.

Dentre os parametros fisico-quimicos analisados alguns destacam-se por
terem sido responsaveis pelas separacdes dos 3 grupos observados. Os
parametros de maior relevancia para a separacao das amostras de referéncia e
da regido Sudeste das demais pode vir a ser utilizado como marcadores do latex
de E. umbellata. Assim, na busca de analises rapidas e barateamento na
comparacao de amostras, as avaliagbes podem vir a ser realizadas utilizando,
apenas, os parametros determinados como marcadores das amostras de
referéncia. Para o grupo formado pelas amostras da regido Sudeste e

referéncias, os parametros mais relevantes sao pH, densidade, viscosidade
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dindmica e cinematica e taxa de sedimentacdo, além de sedimento total. A maior
solubilidade em solventes de menor polaridade, assim como o aspecto granular
do precipitado também pode ser utilizado como fator de determinacédo do latex
de E. umbellata nas preparacbes. Para o grupo formado pelas amostras da
regido Norte, a massa seca do precitado e da fracdo aquosa, assim como as
cinzas totais foram os parametros mais significativos. Nas amostras do Nordeste,
a coloracéao e o aspecto firme (pouco maleavel) do precipitado sdo os parametros

gue se destacaram.

A variacao entre os parametros fisico-quimicos ao comparar-se amostras
comerciais de “leite de Janaguba/Janauba” também foi observada por Soares et
al. (2016) em seu trabalho que visava a avaliagdo de amostras comerciais de
“‘leite de Janaguba/Janauba” da cidade de Fortaleza no Ceara — Brasil. A
coloracao, aspecto geral e pH das amostras do Nordeste avaliadas neste estudo
se assemelham aquelas descritas por Soares et al. (2016) para o latex de H.
drasticus, A espécie Hancornia speciosa Gomes foi identificada por Soares et al.
(2016) como possivel fonte para adulterar algumas amostras de “leite de
Janaguba/Janauba” comerciais. As amostras provindas do Acre adquiridas para
este trabalho se assemelham em aspecto e cor aquelas descritas por Pinheiro

et al. (2020) para a espécie H. speciosal

4.9. Comparagdo das amostras de referéncia com as amostras

comerciais a partir de DI-MS, UV-VIS, ATR-FTIR e analises fisico-quimicas

Para verificar os métodos mais relevantes, que permitem a separacao das
amostras de referéncia e da regido Sudeste das demais, foi construido um
conjunto de dados contendo os resultados das analises espectrométricas,
espectroscopicas e fisico-quimicas. Dessa forma, visando analises que se
utilizavam, apenas, de variaveis significativas, os dados utilizados foram os ions
marcadores determinados por DI-MS, as regifes mais significativas dos dados
espectroscopicos (UV-VIS e ATR-FTIR), assim como o0s parametros fisico-
guimicos de maior relevancia. Devido as diferentes naturezas dos dados, estes
foram escalonados a partir de centralizacdo na média geral e divisédo pelo desvio

padrdao de cada variavel. O conjunto de dados continha 33 amostras e 98
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variaveis. Duas PC’s (principal components) explicaram 93,5% da distribuicdo
dos dados (Figura 30). As faixas de maior relevancia nas analises em ATR-FTIR,
assim como os ions marcadores identificados por DI-MS se destacaram como
os fatores mais significativos para a separacao das amostras de referéncia e da
regido Sudeste (Figura 31). Dessa forma, as analises por ATR-FTIR ou por DI-
MS, se realizadas independentes de outras analises, sdo robustas o suficiente
para determinar amostras semelhantes ao latex de E. umbellata (amostras de
referéncia). As analises utilizando estes métodos podem vir a ser realizados em
varredura ou na busca ativa das faixas e ions marcadores determinados neste
estudo. Os parametros fisico-quimicos mais significativos também podem
auxiliar na determinacéo das amostras de referéncia e da regido Sudeste, porém
nao sao tao robustos quanto os métodos ATR-FTIR e DI-MS. Assim, podem ser
utilizados como andlises complementares na identificacdo da presenca do latex
de E. umbellata em preparacdes populares. Os demais parametros fisico-
quimicos, assim como o método de andlise por UV-VIS nédo foram significativos
na separagao das amostras de referéncia e da regido Sudeste, mostrando-se
pouco confiaveis quando aplicados independente de outras andlises para
determinacao da presenca do latex de E. umbellata em amostras comerciais de

“leite de Janaguba/Janauba”.
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Figura 30: Scores plot por PCA dos agrupamentos das amostras de referéncia e comerciais, por
similaridade estatistica dos dados brutos obtidos por DI-MS; UV-VIS; ATR-FTIR e analises fisico-
guimicos. LEUQU: Léatex de E. umbellata da estacdo quente e Umida; LEUFS: Latex de E.
umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra de S&o Paulo;
LSPB: amostra de Sao Paulo; LPA: amostra do Pard; LCEA: amostra do Ceara; LCEB: amostra

do Ceara; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranhé&o.
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Figura 31: Grafico de loadings dos agrupamentos das amostras de referéncia e comerciais, por
similaridade estatistica dos dados brutos obtidos por DI-MS; UV-VIS; ATR-FTIR e andlises fisico-
guimicos. LEUQU: Léatex de E. umbellata da estagdo quente e Umida; LEUFS: Latex de E.
umbellata da estacéo fria e seca; LRJ: amostra do Rio de Janeiro; LSPA: amostra de S&o Paulo;
LSPB: amostra de Sao Paulo; LPA: amostra do Pard; LCEA: amostra do Ceara; LCEB: amostra

do Ceara; LACA: amostra do Acre; LACB: amostra do Acre; LMA: amostra do Maranhao.

Buscas dos registros de ocorréncia das espécies vegetais citadas neste
estudo no banco de dados dos herbéarios nacionais hospedados em Reflora
Virtual Herbarium - JBRJ, 2020 (Reflora, 2018) e nos compéndios de
levantamentos e revisdes de espécies brasileiras em Flora do Brasil - JBRJ
(Flora do Brasil, 2019) auxiliaram no entendimento das provaveis espécies de
onde o latex que constitui o “leite de Janaguba/Janauba” é extraido. A espécie
E. umbellata tem registro de ocorréncia, apenas, nas regiées Sul e Sudeste do
Brasil. H. speciosa & pandémica das regides brasileiras, semelhante a H.
drasticus que tem auséncia de registro apenas na regiao Sul. Apesar do Sudeste
apresentar a ocorréncia de E. umbellata, H. drasticus e H. speciosa, o conjunto
de informacgdes obtido nos ensaios quimicos e fisico-quimicos torna possivel
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determinar E. umbellata como parte da composi¢cdo dos preparados obtidos
desta regido. A possibilidade do uso do latex de E. umbellata em amostras
comerciais de “leite de Janaguba/Janauba” é preocupante, ja que este estudo
mostrou a possibilidade de presenca de ions semelhantes a diterpenos,
promotores tumorais e causticos e a indicacdo da presenca de triterpenos,
possivelmente citotdéxicos. Apesar das amostras comerciais, por vezes,
acabarem por ter parte de seu material precipitado e este eventualmente ser
descartado pelo consumidor, ainda ha parte do material solubilizado na agua que
compde a amostra. Assim como descrito no item 4.3 (Quadro 5; Figuras 15 e
16), a agua € capaz de solubilizar e reter parte das substancias encontradas no
latex. Caso o precipitado seja realmente descartado a concentracdo de
substancias potencialmente danosas pode ser mais baixa, porém, se ndo houver
precipitagdo, o consumidor reemulsionar os preparados ou ingerir 0s
precipitados espontaneamente, a concentracdo de substancias que podem vir a

gerar riscos a saude é aumentada.

4.10. Avaliagdo da acdo proliferativa e/ou citotoxica das amostras
comerciais e de referéncia

Os resultados dos ensaios preliminares que visaram a triagem das
concentracfes de tratamento a serem utilizados nos ensaios que buscaram
verificar o potencial proliferativo/antiproliferativo das amostras comerciais e de
referéncia estdo dispostos na Figura 32. A faixa de concentracdo selecionada
para realizar os ensaios foi a de 12,5-400 pg/mL (Figura 33). A concentracdo
maxima estipulada foi aquela em que as amostras comerciais e de referéncia
conseguiram alcancar a concentracdo inibitéria de 50% da viabilidade celular
frente a linhagem MDA-MB-231. A concentracdo minima foi aquela em que a
viabilidade celular foi semelhante ao do controle (ndo-estimulado). As amostras
LACA, LACB e LPA néo alcancaram a viabilidade celular semelhante ao do
controle, mesmo na concentracdo mais baixa testada. Desta forma, a
concentracdo minima selecionada para as amostras da regido Sudeste,
Nordeste e referéncias foi fixada para as amostras da regiao Norte, visando a

homogeneidade dos ensaios.
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Figura 32: Atividade citotoxica frente a linhagem MDA-MB-231 das amostras comerciais e
referéncia com concentracdes variando de 6,75-3200 ug/mL. CT= controle positivo de viabilidade
(ndo-estimulado).
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Figura 33: Zoom da faixa de concentracdo selecionada para avaliagéo atividade citotoxica frente
a linhagem MDA-MB-231 das amostras comerciais e referéncia. Concentra¢cfes variando de
12,5-400 pg/mL. CT= controle positivo de viabilidade (ndo- estimulado).

As ICso determinadas para cada amostra evidenciaram uma consideravel
atividade citotoxica das amostras de referéncia e das preparacbes comerciais
(Quadro 10). Para as amostras comerciais obtidas da regido Sudeste e amostras
de referéncia, as concentracbes inibitérias de 50% da viabilidade celular
apresentaram meédia em torno de 107,6 pg/mL = 6,3 pg/mL. Para as amostras
da regido Nordeste a média foi de 99,1 pg/mL £7,4 ug/mL, enquanto para as
amostras originarias da regido Norte, a média (1,44 pg/mL +0,12 pg/mL) foi

extrapolada estatisticamente, ja que as ICso avaliadas para cada amostra desta
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regido ndo se encaixavam dentro do espaco de concentracdes selecionadas

para as experiéncias.

Quadro 10: ICso das amostras comerciais de “leite de Janaguba/Janauba” e amostras
de referéncia frente a linhagem MDA-MB-231.

IC50 )
Amostra (ug/mL) R
LSPA- S&o Paulo 99,5 1,0
LSPB- Sio Paulo 104,8 1,0
LRJ- Rio de Janeiro 117,5 1,0
LCEA- Ceara 92,1 1,0
LCEB- Ceara 95,9 1,0
LMA- Maranho 109,4 1,0
LACA- Acre 1,47 0,90
LACB- Acre 1,57 0,80
LPA- Para 1,28 0,80
LEUQU- Referéncia
(Quente-Umido) 1044 1,0
LEUFS- Referéncia
(Frio-Seco) L7 1,0

A toxidez de Euphorbia spp. € bem conhecida na literatura, tornando
previstos os resultados obtidos frente a linhagem MDA-MB-231 para as amostras
de referéncia. Shin et al. (2016); Asadi-Shamani et al. (2019) e Basu et al. (2019)
relataram a citotoxicidade elevada dos extratos do latex isolado ou dos 6rgaos
(caule e raiz) macerados de diferentes espécies do género Euphorbia L.
(Euphorbia szovitsii Fisch. & C. A. Mey; Euphorbia humifusa Willd; Euphorbia
bicolor Engelm. & A. Gray; Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns). As amostras da
regido Sudeste apresentaram valores de ICso semelhantes aos das amostras de
referéncia. Dessa forma, pode-se indicar a semelhanca entre os materiais
guanto a citotoxicidade frente a MDA-MB-231. As substancias responsaveis por
essa atividade em Euphorbia spp. ndo estdo elucidadas, assim como seus

mecanismos de acao. Portanto, a investigacao de alvos quimicos nos produtos
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comerciais é dificultada. Apenas alguns estudos apresentam inferéncias
quimicas sobre as substancias responsaveis pelas atividades
proliferativa/antiproliferativa em Euphorbia spp. E, na maioria das vezes, estas
sdo associadas a classe dos terpenoides. Nos estudos conduzidos por Choodej
& Pudhon (2020) foram identificados triterpenos de esqueleto cicloartano
isolados de Euphorbia neriifolia L. com significativa (ICsp variando de 21,12-27,71
Mg/ mL) atividade citotoxica frente a linhagem MDA-MB-231. Wang et al. (2013)
e Choene & Motadi (2016) também evidenciaram em seus trabalhos a atividade
de triterpenos de esqueletos cicloartano e tirucalano isolados de Euphorbia
macrostegia Boiss. e Euphorbia tirucalli L frente a esta linhagem celular. Jian et
al. (2018) verificaram a atividade de diterpenos de esqueleto ent-abietano,
isolados de Euphorbia fischeriana Steud., que tém a propriedade de diminuir a
proliferacéo celular e induzir a apoptose de células de cancer de mama (MDA-
MB-231). No mesmo ano, Lu et al. (2008) identificou diterpenos de esqueletos
ent-abietano e jatrofano isolados de Euphorbia helioscopia L. com ICsode 2,1 e
13 pM, respectivamente, frente @ mesma linhagem celular. Apesar de neste
estudo ndo haver dados para comparacdo das amostras das regides Norte e
Nordeste com alguma(s) espécie(s) vegetal(is), os valores de ICso dessas
amostras também chamam atencao, assim como para as amostras associadas
a E. umbellata, j& que caso a atividade observada ndo seja especifica, ou seja,
atuando apenas sobre células tumorais - ndo normais, 0 comeércio e consumo

difundido desses produtos pode gerar riscos para a saude publica.

5. Conclusdes e perspectivas futuras

Os agrupamentos obtidos a partir de calculos quimiométricos permitem
separar as amostras comerciais provenientes do Sudeste (LSPA; LSPB; LRJ),
semelhantes as de referéncia (LEUQU e LEUFS), das demais amostras
comerciais originarias da regido Norte e Nordeste. Desta forma, é possivel inferir
gue o latex de E. umbellata esta presente nas amostras comerciais da regido
Sudeste, considerando os dados quimicos e fisico-quimicos, assim como a

semelhanca de citotoxicidade frente a MDA-MB-231.

Pagina | 87



Os perfis do latex de E. umbellata (amostras de referéncia) obtidos através
da caracterizacéo por estudos quimicos e fisico-quimicos apresentam-se como
potenciais padrdes para a parametrizacdo do latex desta espécie, fornecendo
informacdes que podem vir a ser utilizados na busca da presenca dessa espécie
vegetal nos preparados de “leite de Janaguba/Janauba” comercializados no

Brasil.

Através de estudos de espectrometria de massas foram determinados 25
ions (VIP score): 279; 297; 313; 338; 363; 409; 414; 426; 428; 437; 444; 449;
468; 490; 534; 562; 593; 612; 614; 619; 627; 640; 649; 685; 749 e 16 substancias:
tetratetracontano; tetracontano; nonacosano; tricosanona; heneicosano;
lanosterol; tirucalol; fernenol; eufol; acetato de lupeol; cicloartenol; taraxasterol;
ciclolaudenol; lupeol; friedelin-3B-ol; friedelina, possivelmente marcadoras do
latex das amostras de referéncia de E. umbellata (LEUQU e LEUFS), que podem
ser buscados em amostras comerciais, visando a associacdo desta espécie
como origem do latex utilizado para preparo das amostras comerciais de “leite

de Janaguba/Janauba”.

Os ensaios bidlogicos a partir do método de MTT frente a linhagem
tumoral de cancer de mama triplo negativo MDA-MD-231 mostraram a
citotoxicidade in vitro das amostras comerciais. Mais estudos sdo necessarios
para confirmar o risco de consumo desses produtos e/ou atribuir especificidade
(somente frente a linhagens tumorais) da citotoxicidade verificada. Da mesma
forma, s@o necessarios mais estudos para atribuir a qual(is) substancia(s) esta
citotoxicidade esté associada.

Relatos de citotoxicidade dos triterpenos frente a linhagens normais e
tumorais, assim como as conhecidas atividades associadas aos diterpenos
(estéres de forbol) promotores de mutagdes, tumores e metastases, além de sua
causticidade (causando irritagdo), podem contribuir para a compreenséo inicial
dos riscos que o consumo de amostras comerciais de “leite de

Janaguba/Janauba” contendo o latex de E. umbellata podem vir a causar.

Os métodos aqui aplicados, desenvolvidos e otimizados podem ser utilizados
como estratégias para estudos mais aprofundados do latex da espécie vegetal.

Utilizar o latex como matriz é desafiador, ja que ndo ha muitos estudos na
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literatura que apoiem os ensaios realizados. Dessa forma, o presente trabalho
apresenta técnicas que podem vir a ser utilizadas com sucesso nos estudos
quimicos, fisico-quimicos e bioldégicos de matrizes latescentes. Por fim, os
calculos matematicos e quimiométricos também podem vir a ser utilizados no
tratamento inicial e como ferramentas complementares para busca da identidade

botanica de preparados populares.

Apesar de verificar ions semelhantes, possivelmente, aos dos ésteres de
forbol ndo foi possivel confirmar a presenca de substancias deste grupo utlizando
0s solventes e métodos aplicados neste estudo. Os solventes extratores, assim
como o método de fracionamento (cromatrografia em camada preparativa) e/ou
o0 metddo de separacao e identificacdo(cromatrografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas) precisam ser reavaliados, ja que a auséncia desses
ions pode estar associada aos métodos selecionados para analise. A separacdo
e identificacdo de estéres de forbol, possivelmente, pode ser obtida através de
métodos mais rebuscados de andlise como a extracdo em fase soélida, a
separacdo utilizando polimeros molecularmente impressos — MIP’s, a
cromatografia em fase liquida preparativa e a cromatrografia contra-corrente,
assim como a espectrometria de massas de alta resolu¢cdo. A busca,
identificacdo e confirmacdo da presenca de estéres de forbol nos preparados
comerciais de “leite de Janaguba/Janauba” torna-se perspectiva de estudos

futuros sobre este tema tdo complexo.
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