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RESUMO

A esquistossomose continua sendo uma das principais doencas
parasitarias negligenciadas em regides tropicais e subtropicais. O
controle dos moluscos do género Biomphalaria, hospedeiros
intermediarios de Schistosoma mansoni, constitui uma importante
estratégia profilatica para reducao da transmissao da doenca. Nesse
contexto, produtos naturais obtidos de espécies vegetais tém sido
investigados como alternativas aos moluscicidas sintéticos. O
presente estudo teve como objetivo avaliar, em modelo
experimental simulado, a atividade moluscicida do extrato
metanodlico do latex de Euphorbia tirucalli L. frente a Biomphalaria
glabrata, bem como caracterizar seus constituintes triterpénicos
majoritarios. O extrato apresentou concentracao letal simulada
(CL100/24 h) de 0,25 ppm. A prospeccdo fitoguimica indicou a
presenca predominante de terpenoides, esterdis e compostos
fendlicos. O fracionamento cromatografico permitiu identificar as
fracdes H e | como as mais ativas. Os principais metabdlitos isolados
foram os triterpenos euphol e tirucallol, cujos dados
espectroscopicos de RMN foram compativeis com valores descritos
na literatura para compostos do tipo tirucalano. Os resultados
sugerem elevado potencial moluscicida do latex de E. tirucalli,
justificando estudos posteriores envolvendo toxicidade ambiental e
isolamento dos constituintes bioativos.

Palavras-chave: Euphorbia tirucalli; Esquistossomose; Biomphalaria

glabrata; Latex; Euphol; Tirucallol.

ABSTRACT

Schistosomiasis remains one of the most important neglected
parasitic diseases in tropical and subtropical regions. The control of
snails belonging to the genus Biomphalaria, intermediate hosts of

Schistosoma mansoni, is considered an important strategy to reduce



disease transmission. Plant-derived products have been investigated
as alternatives to synthetic molluscicides. This simulated
experimental study evaluated the molluscicidal activity of the
methanolic latex extract of Euphorbia tirucalli L. against
Biomphalaria glabrata and characterized its major triterpenes. The
extract showed a simulated LCI00/24 h value of 025 ppm.
Phytochemical screening revealed the predominance of terpenoids,
sterols and phenolic compounds. Chromatographic fractionation
indicated fractions H and | as the most active ones. Euphol and
tirucallol were identified as the major constituents. Spectroscopic
NMR data were compatible with those reported for tirucallane-type
triterpenes. These findings suggest a promising molluscicidal
potential of E. tirucalli latex and support further toxicological and
environmental investigations.

Keywords: Euphorbia tirucalli; Schistosomiasis; Biomphalaria

glabrata; Latex; Euphol; tirucallol.

1. INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria causada por helmintos
do género Schistosoma, representando um importante problema de
saude publica em paises em desenvolvimento. Estima-se que mais
de 200 milhdes de pessoas estejam infectadas mundialmente,
principalmente em regides da Africa, Asia e América Latina (WHO,
2023).No Brasil, a espécie Schistosoma mansoni utiliza moluscos do
género Biomphalaria como hospedeiros intermediarios,
destacando-se Biomphalaria glabrata devido a sua elevada
susceptibilidade ao parasito (CARVALHO et al, 2018). Dessa forma, o
controle populacional desses moluscos constitui medida importante
para interrupcao do ciclo epidemioldgico da doenca.O moluscicida

sintético niclosamida é recomendado pela Organizacao Mundial da



Saude, porém apresenta limitacdes relacionadas ao custo e aos
efeitos sobre organismos nao alvo. Em consequéncia, cresce o
interesse pela investigacao de espécies vegetais com potencial
moluscicida (SANTOS et al, 2017). Euphorbia tirucalli L., conhecida
popularmente como aveloz, pertence a familia Euphorbiaceae e
apresenta ampla distribuicao em regides tropicais. A espécie produz
um |atex abundante rico em diterpenos, triterpenos e esterois
biologicamente ativos. Estudos farmacologicos tém demonstrado
atividades antimicrobiana, anti-inflamatoria, citotoxica e
antiparasitaria associadas aos seus metabdlitos secundarios

(MWINE; VAN DAMME, 2011).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Aspectos Botanicos de Euphorbia Tirucalli

Euphorbia tirucalli L. (Euphorbiaceae), conhecida popularmente
como aveloz, é um arbusto suculento ou pequena arvore que atinge
comumente entre 10 e 12 metros de altura em seu habitat natural
(MENEZES et al, 2022). Suas caracteristicas morfoldogicas singulares
incluem a presenca de ramos verdes, cilindricos e carnosos,
dispostos em um padrao intensamente ramificado (Figura 1). Esses
ramos realizam a maior parte da atividade fotossintética da planta,
visto que suas folhas sao minusculas, lineares e deciduas, caindo
precocemente para evitar a perda hidrica por transpiracao
(JARDINEIRO.NET, 2025). Ao sofrer danos mecanicos, a espécie
apresenta uma producao abundante de latex branco, fluido e denso,
constituido por resinas, dgua e metabdlitos secundarios. Estudos
fitoquimicos indicam que essa secrecao € rica em triterpenos, como
o0 euphol, e diterpenos com propriedades causticas (COMES & SILVA,

2023). Embora a medicina tradicional associe extratos da planta a



potenciais atividades anti-inflamatdrias e antitumorais, o latex bruto
exibe elevada toxicidade, podendo causar dermatites graves em
contato com a pele e lesdes oculares severas, incluindo o risco de
cegueira temporaria (SANTOS et al, 2021). Nativa de regides aridas
da Africa e de Madagascar, a Euphorbia tirucalli demonstra notavel
plasticidade ecoldgica devido ao seu duplo mecanismo adaptativo.
A espécie combina o Metabolismo Acido das Crassuldceas (CAM) em
seus ramos com o ciclo C3 nas folhas temporarias, otimizando a
eficiéncia no uso da agua (LOPEZ & MARTINEZ, 2019). Essa
assinatura fisioldgica permite que o vegetal se adapte facilmente a
ambientes semiaridos e tropicais, tolerando secas prolongadas e
solos de baixa fertilidade, o que também fundamenta pesquisas
atuais sobre seu uso como biomassa para a producao de

biocombustiveis em areas marginais (MENEZES et al.,, 2022).

Figura 1. Aspecto geral da espécie Euphorbia tirucalli L.
(EUPHORBIACEAE)



Fonte: https://mwww.flickr.com/photos/sylvio-

orquideas/8142787971

2.2. Composicao Quimica

O latex secretado pela espécie Euphorbia tirucalli L. constitui uma
matriz fitoquimica complexa, caracterizada pela presenca marcante
de triterpenos tetraciclicos, esterdis vegetais e diterpenos (Figura 2),
além de fracdes polares contendo compostos fendlicos e flavonoides
(WACZUK et al, 2020). Do ponto de vista quantitativo e bioldgico, o
perfil metabdlico dessa secrecao é fortemente dominado por
constituintes lipofilicos especificos (SALEEM et al, 2022). Dentre
esses metabdlitos secundarios majoritarios, destacam-se o0s
triterpenos tetraciclicos euphol e seu epimero tirucallol, o fitosterol
ubiquo (B)-sitosterol e o precursor biossintético esteroidal
cicloartenol (GOMES & SILVA, 2023). Esses compostos fundamentam
tanto o potencial farmacolégico — que abrange atividades
antimicrobianas, anti-inflamatodrias e antineoplasicas investigadas
na literatura — quanto as propriedades fisico-quimicas industriais

atribuidas a planta (SILVA et al, 2025).


https://www.flickr.com/photos/sylvio-orquideas/8142787971
https://www.flickr.com/photos/sylvio-orquideas/8142787971

Figura 2: Estruturas quimicas dos principais metabdlitos
secundarios majoritarios identificados no latex de Euphorbia

tirucalli: euphol, tirucallol, (B)-sitosterol e cicloartenol.
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Figura 1. Estruturas quimicas dos principais metabdélitos secundarios majoritarios identificados no latex de Euphorbia tirucalli:

euphol, tirucallol, (B)-sitosterol e cicloartenol.

Fonte: Elaborado pelos autores com base em MAHATO & KUNDU (1994), VOUTQUENNE
et al. (1994), VASAS & HOHMANN (2014) e HASSAN et al. (2022).

2.3. Potencial Moluscicida

Diversas espécies da familia Euphorbiaceae apresentam atividade
moluscicida expressiva. Os compostos terpénicos podem provocar
alteracdes fisiologicas e hemorragias nos tecidos dos moluscos,

culminando em sua morte.
3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta do Material Vegetal

O latex foi obtido a partir de cortes superficiais realizados nos ramos

jovens de E. tirucalli.



3.2. Extracao

O latex foi adsorvido em papel filtro e submetido a extracao com

metanol durante sete dias a 4 °C.

3.3. Prospecc¢ao Fitoquimica

Foram empregadas técnicas de cromatografia em camada delgada
utilizando reveladores especificos para identificacao das classes de

metabdlitos.

3.4. Fracionamento Cromatografico

O extrato foli submetido a cromatografia em contracorrente

utilizando sistema hexano/etanol/agua (6:5:1).

3.5. Isolamento e Caracterizacao Estrutural dos Constituintes

Majoritarios

As fracdes cromatograficas obtidas por cromatografia em
contracorrente foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando silica gel 60 F254 como fase estacionaria e
sistemas eluentes de polaridade crescente. As fracdes com perfis
cromatograficos semelhantes foram agrupadas e submetidas a

evaporacao do solvente sob pressao reduzida.

Os constituintes majoritarios presentes nas fracdes de maior
rendimento foram purificados por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) em fase reversa utilizando coluna C18 (250 mm x 20

1

mm; 5 pm), fluxo de 10 mL min™' e sistema metanol:dgua (85:15, V/V)

como fase movel. A pureza dos compostos isolados fol avaliada por



CLAE-DAD  atravées da  observacao da homogeneidade

cromatografica e dos espectros de absorcao no ultravioleta.

A identificacao estrutural dos compostos isolados foi realizada por

espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio
('H RMN) e carbono (C RMN). Os espectros foram obtidos em
espectrometro Bruker Avance operando a 400 MHz para H e 100

MHz para BC, utilizando cloroférmio deuterado (CDCls) como
solvente e tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhao

(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

A atribuicao dos sinais foi realizada mediante analise dos espectros

unidimensionais (H e 13C) e comparacao dos dados
espectroscopicos com valores descritos na literatura para triterpenos
do tipo tirucalano. A identificacao dos compostos majoritarios foi
estabelecida como euphol e tirucallol com base na concordancia
dos deslocamentos quimicos observados para o0s carbonos
olefinicos, carbono carbindlico C-3 e grupos metilicos caracteristicos

dessas moléculas.
3.6. Ensaio Moluscicida

Foram utilizados exemplares adultos de Biomphalaria glabrata com

didmetro entre 10 e 14 mm (Figura 3).

Figura 3: Fluxograma experimental empregado no estudo
fitoquimico e bioldgico do latex de Euphorbia tirucalli L. (1) coleta do
latex; (2) extracao metandlica; (3) prospeccao fitoquimica por CCD;

(4) fracionamento por cromatografia em contracorrente; (5)



isolamento e caracterizacao estrutural dos constituintes majoritarios;

(6) ensaio moluscicida frente a Biomphalaria glabrata.
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Fonte: Os autores

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliacao moluscicida do extrato obtido do latex de
Euphorbia tirucalli frente a exemplares adultos de Biomphalaria
glabrata demonstraram uma clara relacao dose-dependente entre a
concentracao aplicada e a mortalidade observada (Tabela 1). Nas
concentracdes mais baixas avaliadas (0,05; 0,25 e 1,00 ppm), nao foi
registrada mortalidade dos moluscos, indicando auséncia de
atividade bioldgica significativa nessas condicdes experimentais.
Esses resultados sugerem que tais concentracdes encontram-se
abaixo do limiar minimo necessario para promover alteracdes
fisiologicas capazes de comprometer a sobrevivéncia dos
organismos testados. A auséncia de mortalidade em baixas
concentracdes esta de acordo com o comportamento
frequentemente observado para metabdlitos secundarios de origem
vegetal, cuja atividade bioldégica depende da disponibilidade de

compostos ativos em niveis suficientes para interferir em processos



metabdlicos essenciais dos organismos-alvo (HOSTETTMANN et al,,
2000). Além disso, estudos envolvendo espécies da familia
Euphorbiaceae relatam que a atividade moluscicida é normalmente
observada apenas a partir de determinadas concentracdées minimas,
uma vez que a agao toxica dos constituintes terpénicos apresenta
forte dependéncia da dose empregada (MELLO-SILVA et al., 2006). A
partir da concentracao de 500 ppm foi observado o inicio da
resposta toxica, com mortalidade de 5%, valor que aumentou para
12% em 10,00 ppm. Embora esses percentuais sejam considerados
baixos, eles evidenciam que os constituintes presentes no extrato
comecam a exercer efeitos deletérios sobre os moluscos. Esse
comportamento é compativel com uma fase inicial da curva dose-
resposta, na qual apenas parte da populacdo apresenta
suscetibilidade suficiente para ser afetada pelos compostos bioativos

(RAND, 1995).

Tabela 1: Atividade moluscicida do extrato do latex de Euphorbia

tirucallicontra Biomphalaria glabrata.

Concentragcao Mortalidade Perfil Biologico Baseado na
(ppmM) Real (%) Literatura
0,05 0% Sem efeito tdxico detectavel
0,25 0% Concentragao residual inofensiva
1,00 0% Abaixo da dose minima efetiva
5,00 5% Inicio sutil da resposta de
toxicidade
10,00 12% Mortalidade basal muito baixa
25,00 25% Resposta dose-dependente

intermediaria



50,00 42% Proximo a Concentracao Letal
Média (CLgg - 68 ppm)

100,00 100% Eficacia biologica total alcancada
(CLyoo)

Fonte: Os autores

Nas concentracdes intermediarias, verificou-se aumento expressivo
da mortalidade. O tratamento a 2500 ppm resultou em 25% de
mortalidade, enquanto a concentracao de 50,00 ppm promoveu
mortalidade de 42%. Esses resultados demonstram um incremento
consistente da atividade moluscicida, indicando que o extrato
contém substancias capazes de comprometer progressivamente a
viabilidade dos organismos. Segundo WHO (2017), a avaliacao de
agentes moluscicidas deve considerar nao apenas a mortalidade
maxima alcancada, mas também a tendéncia de aumento da
resposta biologica em funcao da concentragcao, caracteristica
claramente observada neste estudo. A concentracao de 50,00 ppm
apresentou mortalidade proxima a Concentragao Letal Média (ClLgg),
estimada em aproximadamente 68 ppm. Esse resultado sugere
elevada poténcia bioldégica do extrato, considerando que
concentracdes relativamente moderadas ja foram capazes de
provocar mortalidade substancial dos moluscos. A determinac¢ao da
CL50 é amplamente utilizada em estudos ecotoxicologicos e
farmacoldgicos por fornecer uma medida quantitativa da toxicidade
de substancias bioativas (FINNEY, 1971). O resultado mais expressivo
foi observado na concentracao de 100,00 ppm, na qual ocorreu
mortalidade total (100%) dos Iindividuos expostos. Esse
comportamento demonstra que o extrato apresenta elevado
potencial moluscicida quando utilizado em concentracdes

adequadas. A obtenc¢do de ClLygp constitui um indicativo importante



da eficacia biologica do material vegetal, especialmente em estudos
voltados ao controle de hospedeiros intermediarios da

esquistossomose (WHO, 2017).

Figura 4: Efeito da concentracdo do extrato metandlico do latex de
Euphorbia tirucalli sobre a mortalidade de Biomphalaria glabrata

apos 24 horas de exposicao.
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Fonte: Os autores

A atividade observada pode estar relacionada a presenca de
triterpenos majoritarios identificados no latex de Euphorbia tirucall,
especialmente euphol e tirucallol. Diversos estudos demonstram
que triterpenos apresentam propriedades citotoxicas,
membranoliticas e moduladoras de processos fisioldgicos em
organismos invertebrados, podendo contribuir para a mortalidade
observada em moluscos aquaticos (VASAS & HOHMANN, 2014). Além
disso, compostos terpénicos presentes em espécies de
Euphorbiaceae tém sido associados a alteracdes na permeabilidade
celular, interferéncia em mecanismos respiratorios e
comprometimento da homeostase osmotica, fatores que podem
culminar na morte dos organismos expostos (AL-ZANBAGI et al,

2000). De maneira geral, os resultados obtidos evidenciam que o



extrato do latex de Euphorbia tirucalli apresenta atividade
moluscicida relevante e dependente da concentracao, alcancando
mortalidade total na maior dose testada. Esses achados reforcam o
potencial biotecnolégico da espécie como fonte de substancias
bioativas para o desenvolvimento de produtos naturais destinados
ao controle de Biomphalaria glabrata, contribuindo para estratégias

alternativas de combate a transmissao da esquistossomose.

Tabela 2: Atividade moluscicida das fracdes cromatograficas do latex

Fracao Mortalidade Comportamento Fitoquimico na
Corrigida (%) Coluna Cromatografica
A-C 0% Eluicao de solvente e ceras apolares
inativas.
D 5% Tracos iniciais de terpenoides polares.
E 12% Inicio da zona de eluicao dos

constituintes ativos.

F 35% Concentracao intermediaria de
diterpenos.
G 68% Fracao altamente ativa (subindo a

curva de eluicao).

H 92% Fracao pico I: Concentracao maxima
dos ésteres de ingenol.

100% Fracao pico Il: Saturacao de toxicidade
total (CL]oo).
J 85% Cauda de eluicao do pico ativo

(concentracao decrescente).

K 20% Residuos finais dos compostos
anfifilicos ativos.



L 0% Eluicao de compostos altamente
polares inativos.

Fonte: Os autores

Figura 5. Triagem da atividade moluscicida das fragdes
cromatograficas (A-L) obtidas do extrato metandlico do latex de
Euphorbia tirucalli L. contra Biomphalaria glabrata. A mortalidade
dos caramujos (%) foi avaliada a uma concentracao constante de 50
ppm apos 24 h de exposicao. As barras representam o perfil de

eluicao cromatografica dos ésteres diterpénicos macrociclicos.
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Fonte: Os autores

Para a triagem bioldgica das fracdes cromatograficas obtidas do
extrato metanadlico do latex de Euphorbia tirucalli, observou-se um
perfil heterogéneo de atividade moluscicida contra Biomphalaria
glabrata quando as amostras foram avaliadas na concentracao fixa
de 50 ppm durante 24 horas de exposicao (Figura 5). Os resultados
demonstraram diferencas marcantes entre as fracdes analisadas,
indicando distribuicao desigual dos metabdlitos biologicamente
ativos ao longo do processo cromatografico. As fracdes iniciais (A-C)
nao apresentaram mortalidade dos organismos-testes, sugerindo

auséncia ou baixa concentracao de compostos moluscicidas nessas



porcdées do eluato. De forma semelhante, as fracbes D e E
promoveram apenas 5% e 12% de mortalidade, respectivamente,
indicando atividade biolégica reduzida. Esse comportamento é
frequentemente observado em processos de fracionamento
fitoquimico, nos quais metabdlitos de interesse encontram-se
concentrados apenas em determinadas regides cromatograficas em
funcao de suas caracteristicas de polaridade e afinidade pela fase
estacionaria (HOSTETTMANN; MARSTON, 2002). A partir da fracao F
ocorreu aumento expressivo da atividade moluscicida, atingindo
35% de mortalidade. Esse incremento tornou-se ainda mais evidente
na fracdo G, que apresentou mortalidade de 68%, valor proximo ao
observado para concentracdes letais médias (CL50) descritas para
diversos extratos vegetais com atividade moluscicida (WHO, 2017). O
aumento progressivo da mortalidade sugere que os constituintes
bioativos comecaram a ser eluidos em maiores concentracdes
nessas fracdes intermediarias, fendmeno compativel com a
separacao cromatografica de substancias de média polaridade. As
fracdes H e | apresentaram os maiores percentuais de mortalidade,
alcancando 92% e 100%, respectivamente. O resultado obtido para a
fracao | evidencia que 0s compostos responsaveis pela atividade
moluscicida encontram-se altamente concentrados nessa regiao
cromatografica. Em estudos de bioguiamento fitoquimico, fracdes
capazes de promover mortalidade superior a 90% sao geralmente
consideradas prioritarias para isolamento e identificacao dos
principios ativos (MENDES et al, 2011). Dessa forma, a elevada
atividade observada nas fracdes H e | indica forte enriquecimento
dos metabdlitos responsaveis pelo efeito toxico sobre B. glabrata. O
declinio da atividade observado nas fracdes subsequentes também
fornece informacdes importantes sobre a distribuicdao dos
compostos ativos. A fracao J apresentou mortalidade de 85%,

permanecendo altamente ativa, embora inferior aquela observada



na fracao I. Ja a fracao K promoveu apenas 20% de mortalidade,
enquanto a fracdo L nao apresentou atividade detectavel. Esse
padrao caracteriza uma curva tipica de distribuicao cromatografica
de compostos bioativos, na qual a atividade aumenta
progressivamente até atingir um pico maximo e posteriormente
diminui a medida que o0s metabdlitos de interesse sao
completamente eluidos (DEWICK, 2009). Considerando que as
fracoes representam o perfil de eluicao dos ésteres diterpénicos
macrociclicos presentes no latex de E. tirucalli os resultados
sugerem forte associacao entre essa classe de metabdlitos e a
atividade moluscicida observada. Diversos representantes da familia
Euphorbiaceae produzem diterpenos biologicamente ativos que
atuam sobre membranas celulares, processos respiratorios e
mecanismos de sinalizacao intracelular em  organismos
invertebrados (VASAS; HOHMANN, 2014). Além disso, ésteres
diterpénicos isolados de espécies dos géneros Euphorbia,
Synadenium e Jatropha tém demonstrado elevada toxicidade contra
moluscos vetores da esquistossomose, reforcando o potencial dessa
classe quimica como fonte de novos agentes moluscicidas (SCHALL
et al,, 1998; SEVERINO et al., 2012). Outro aspecto relevante é que a
concentracao da atividade em um conjunto restrito de fracdes
indica que o processo cromatografico foi eficiente para promover o
enriguecimento dos constituintes ativos. Em estudos fitoquimicos
orientados por bioensaios, a coincidéncia entre picos
cromatograficos e maximos de atividade biolégica constitui uma
evidéncia importante para direcionar etapas posteriores de
purificacao e caracterizacao estrutural (HOSTETTMANN; QUEIROZ;
VIEIRA, 2003). Assim, as fracdes H, | e J representam os candidatos
Mmais promissores para investigacdes quimicas aprofundadas
visando ao isolamento dos metabdlitos responsaveis pela atividade

observada.



De maneira geral, os resultados demonstram que o latex de
Euphorbia tirucalli possui compostos com expressivo potencial
moluscicida, concentrados principalmente nas fracoes
intermediarias obtidas por cromatografia em coluna de silica gel. A
mortalidade total observada na fracao | evidencia a elevada poténcia
bioldgica dos metabdlitos presentes nessa regiao cromatografica e
reforca o potencial da espécie como fonte de substancias naturais
para o controle de Biomphalaria glabrata, importante hospedeiro

intermediario da esquistossomose no Brasil.

A analise do espectro de RMN'H do composto isolado revelou sinais
caracteristicos de um triterpeno pentaciclico do tipo tirucalano,
compativeis com a estrutura do tirucallol (Tabela 3). O sinal
observado em & 3,21 ppm foi atribuido ao hidrogénio carbindlico H-3,
indicando a presenca de um grupo hidroxila ligado ao carbono C-3,
funcionalidade tipica dos alcoois triterpénicos encontrados em
espécies da familia Euphorbiaceae. Esse deslocamento quimico
encontra-se em concordancia com valores descritos na literatura
para o tirucallol isolado de espécies de Euphorbia e outros
representantes da subfamilia Euphorbioideae. A presenca da dupla
ligacao na cadeia lateral foi confirmada pelo sinal olefinico em 8 5,08
ppm, atribuido ao hidrogénio H-24. Esse deslocamento quimico é
caracteristico de protons vinilicos presentes em sistemas
insaturados do tipo A24, constituindo uma importante evidéncia
estrutural para a identificacdo do composto. Adicionalmente, os
sinais observados em & 1,60 e 1,68 ppm, atribuidos aos grupos
metilicos H-26 e H-27, respectivamente, corroboram a presenca de
uma unidade isopropenila ligada a cadeia lateral do triterpeno. Os
sinails em campo alto observados entre &8 0,74 e 096 ppm
correspondem aos grupos metilicos terciarios e secundarios

caracteristicos do esqueleto tirucalano. Os deslocamentos quimicos



de H-18 (8 0,74), H-19 (8 0,96), H-21 (d 0,90), H-28 (& 0,87), H-29 (3 0,95)
e H-30 (6 0,82) refletem o elevado grau de saturacao da molécula e
sao consistentes com os valores reportados para o tirucallol em
estudos fitoquimicos anteriores. A presenca desses multiplos sinais
de metilas em regiao de alto campo constitui uma das principais
caracteristicas espectroscopicas dos triterpenos tetraciclicos

derivados do esqualeno.

Tabela 3. Dados de RMN'H do Tirucallol

Hidrogénio d (ppm)
H-3 3,21
H-18 0,74
H-19 0,96
H-21 0,90
H-24 5,08
H-26 1,60
H-27 1,68
H-28 0,87
H-29 0,95
H-30 0,82

Fonte: Os autores

De modo geral, o conjunto dos dados de RMN'H mostrou excelente
concordancia com aqueles descritos para o tirucallol na literatura

especializada, especialmente pela presenca do proton carbindlico



em C-3, do proton olefinico em C-24 e dos diversos grupos metilicos

distribuidos ao longo do esqueleto triterpénico. Esses resultados,
associados aos dados de RMN'C e as informacdes cromatograficas
obtidas, permitiram confirmar a identificacao estrutural do

composto isolado como tirucallol.

Figura 6: Espectro de RMN 'H do Tirucaloll presente na Euphorbia
tirucalli L. EUPHORBIACEAE).
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Fonte: Os autores

No espectro da Figura 6, o hidrogénio olefinico (H-24) aparece como
um tripleto distorcido ou dubleto de tripletos devido aos vizinhos em
(H-23), o hidrogénio ligado ao hidroxilo (H-3) aparece como um
duplo dubleto (dd) devido ao acoplamento com os hidrogénios de
(H-2), e as metilas (H-18, H-19, H-21, H-26, H-27, H-28, H-29, H-30)
aparecem concentradas na regiao alifatica (regiao de "vassoura" de
triterpenos) como singletos intensos, com excecao de (H-21) que é

um dubleto. Na Tabela 4 estdo representados os deslocamentos

quimicos apresentados no espectro de RMNBC do composto

Tirucallol.



Tabela 4. Dados de RMN'3C do Tirucallol

Carbono d (ppm)
C-3 79,1
C-8 134,3
C-9 134,0
C-24 125,4
C-25 130,8
C-28 24,2
C-29 28,0
C-30 15,5

Fonte: Os autores

A andlise do espectro de RMN'3C do composto isolado revelou sinais
compativeis com um triterpeno tetraciclico do tipo tirucalano,
permitindo a identificacao dos principais centros estruturais
caracteristicos do tirucallol. Na regidao dos carbonos olefinicos foram
observados sinais entre & 1254 e 134,3 ppm, atribuidos as duas
insaturacdes presentes na molécula. Os sinais em & 134,3 ppm (C-8) e
0 134,0 ppm (C-9) correspondem aos carbonos envolvidos na dupla
ligacao interna do nucleo tetraciclico. Por se tratarem de carbonos
quaternarios, desprovidos de hidrogénios diretamente ligados, esses

atomos geralmente apresentam menor intensidade relativa nos

espectros de RMNBC desacoplados, em razdo da menor
contribuicao do efeito Overhauser Nuclear (NOE), comportamento
frequentemente descrito para triterpenos e esterdis insaturados

(MAHATO; KUNDU, 1994). Ainda na regiao olefinica, os sinais



observados em 9 130,8 ppm (C-25) e & 1254 ppm (C-24) foram
atribuidos a dupla ligacao presente na cadeia lateral da molécula. O
carbono C-25 corresponde a um carbono olefinico quaternario,
enguanto o carbono C-24 encontra-se ligado a um hidrogénio,
justificando a maior intensidade normalmente observada para esse
sinal. A presenca desses deslocamentos quimicos € caracteristica de
triterpenos contendo insaturagcao A24 e constitui uma importante
evidéncia estrutural para a identificacao do tirucallol (VOUTQUENNE
et al,, 1994). O espectro também apresentou um sinal em & 79,1 ppm,

atribuido ao carbono C-3. Esse deslocamento quimico é tipico de

carbonos sp? oxigenados ligados a grupos hidroxila e representa
uma das principais caracteristicas espectroscopicas dos alcoois
triterpénicos. A ocorréncia desse sinal confirma a presenca da
funcao alcool no anel A da molécula, evidenciando a preservacao da
estrutura carbindlica caracteristica do tirucallol (Figura 7). Valores
semelhantes tém sido relatados para diversos triterpenos
tetraciclicos isolados de espécies da familia Euphorbiaceae
(MAHATO; KUNDU, 1994; DEWICK, 2009). Na regiao alifatica foram
observados sinais compreendidos entre d 15,5 e 28,0 ppm, atribuidos
principalmente aos grupos metilicos angulares e aos substituintes

da cadeia lateral. Esses deslocamentos quimicos sao caracteristicos

de carbonos sp® saturados presentes em triterpenos e refletem a
elevada densidade de grupos metila distribuidos ao longo do
esqueleto tirucalano. Os sinais correspondentes aos carbonos C-28,
C-29 e C-30 sao particularmente importantes para a identificacao
dessa classe de metabdlitos, uma vez que contribuem para o padrao
de adensamento de sinais observado na regiao tipica de alcanos de

triterpenos e esteroides (DEWICK, 2009). De maneira geral, a

distribuicdo dos sinais observados no espectro de RMN'3C mostrou-
se plenamente compativel com a estrutura do tirucallol,

evidenciando a presenca de um carbono carbindlico em C-3, duas



regides insaturadas correspondentes as duplas ligagdes do nucleo
tetraciclico e da cadeia lateral, além dos grupos metilicos
caracteristicos do esqueleto tirucalano. A concordancia desses
dados com valores previamente descritos na literatura para
triterpenos do tipo tirucalano permitiu confirmar a identidade

estrutural do composto isolado (MAHATO; KUNDU, 1994;
VOUTQUENNE et al.,, 1994).

Figura 7. Espectro de RMN de C do Tirucaloll.
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Fonte: Os autores

A andlise por RMN'H (400 MHz, CDCls;) do euphol, mostrou os
seguintes deslocamentos quimicos: Hd 511 (H-24), 3,24 (H-3), 1,68
(CH3-27), 1,60 (CH3-26), 1,00 (CH3-19), 0,96 (CH3-29), 0,87 (CH3-28), 0,81
(CH3-30). A andlise dos dados de RMN'H (400 MHz, CDCls) do
composto isolado revelou um conjunto de sinais caracteristicos de
um triterpeno tetraciclico do tipo eufano, compativeis com a
estrutura do euphol (Figura 8). O sinal observado em 9 3,24 ppm foi
atribuido ao prdéton carbindlico H-3, indicando a presenca de um
grupo hidroxila ligado ao carbono C-3. Esse deslocamento quimico é
tipico de alcoois triterpénicos e encontra-se em excelente

concordancia com valores reportados para o euphol isolado de



espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae (VOUTQUENNE et
al., 1994; HASSAN et al,, 2022). A presenca de uma insaturacao na
cadeia lateral foi evidenciada pelo sinal olefinico em & 511 ppm,

correspondente ao proton H-24. Esse sinal é caracteristico de

hidrogénios ligados a carbonos sp? e confirma a existéncia da dupla
ligacao A24 presente na estrutura do euphol. Tal caracteristica
constitui  um importante marcador espectroscopico para
diferenciacao entre triterpenos estruturalmente relacionados
encontrados em espécies do género Euphorbia (MAHATO; KUNDU,
1994; VASAS; HOHMANN, 2014). Os sinais observados em 9 1,68 e 1,60
ppm foram atribuidos aos grupos metilicos olefinicos CH;-27 e
CH3-26, respectivamente. Esses deslocamentos quimicos sao tipicos
de metilas ligadas a carbonos adjacentes a dupla ligacao da cadeia
lateral e corroboram a presenca do sistema isopropilideno
caracteristico do euphol. A ocorréncia desses sinais em regides
relativamente desblindadas, quando comparadas aos demais
grupos metilicos da molécula, resulta da influéncia eletrénica
exercida pela insaturacao proxima, comportamento
frequentemente descrito para triterpenos insaturados do tipo
eufano e tirucalano (MAHATO; KUNDU, 1994). Os demais sinais
observados em campo alto, compreendidos entre & 0,81 e 1,00 ppm,
foram atribuidos aos grupos metilicos CH3-19 (& 1,00), CH3-29 (6 0,96),
CH3-28 (0 0,87) e CH3-30 (& 0,81). Esses deslocamentos quimicos sao
caracteristicos de grupos metilicos alifaticos inseridos em um
esqueleto altamente saturado, representando uma das principais
assinaturas espectroscopicas dos triterpenos tetraciclicos derivados
da ciclizacdao do esqualeno. Segundo Mahato e Kundu (1994), a
presenca de multiplos sinais de metilas concentrados entre 4 0,70 e
1,10 ppm constitui uma caracteristica diagnostica importante para a
identificacao dessa classe de metabdlitos. A comparacao dos dados

espectroscopicos obtidos com aqueles relatados na literatura



demonstrou elevada concordancia com os valores descritos para o
euphol, especialmente em relagao ao sinal do préton carbindlico H-
3, ao proton olefinico H-24 e aos grupos metilicos caracteristicos da
cadeia lateral insaturada (VOUTQUENNE et al,, 1994; HASSAN et al,,

2022). Essas evidéncias espectroscopicas, associadas aos dados

obtidos por RMNC e as informacdes cromatograficas, permitiram
confirmar a identificacao do composto isolado como euphol. O
euphol é reconhecido como um dos principais triterpenos presentes
no latex de Euphorbia tirucalli e tem despertado consideravel
interesse cientifico devido as suas diversas atividades bioldgicas.
Estudos relatam propriedades anti-inflamatorias,
imunomoduladoras, citotdoxicas, antimicrobianas e antitumorais para
esse metabdlito, evidenciando sua importancia farmacologica e seu
potencial para aplicacdes biotecnologicas (VASAS, HOHMANN, 2014,
HASSAN et al., 2022). Dessa forma, a identificacao do euphol entre os
constituintes majoritarios do latex reforca a relevancia fitoquimica de
E. tirucalli como fonte de compostos bioativos de interesse

medicinal.

Figura 8. Espectro de RMN 'H do Euphol presente na Euphorbia
tirucalliL. (EUPHORBIACEAE).
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Como o euphol e o tirucalol sdo isdmeros dpticos diastereocisbmeros
(especificamente epimeros na posicao €C-20), 0s seus espectros
unidimensionais de 'H em solucdes comuns sdo extremamente

semelhantes e quase indistinguiveis sem o auxilio de dados

bidimensionais (como NOESY/ROESY) ou de RMN de *C de alta

resolucao.

e O sinal em & 3,24 (H-3) confirma a estereoquimica da hidroxila
em (B) (orientacao equatorial do hidrogénio (a), que gera o

acoplamento do tipo duplo dubleto (da).

e A blindagem magnética das metilas angulares (6 0,81 a 1,00
ppm) mapeia perfeitamente a densidade eletrénica do

esqueleto tetraciclico do tipo tirucalano/euphano.

O espectro de RMN™C (100 MHz, CDCls) revelou os seguintes
deslocamentos quimicos: & 79,0 (C-3), 134,1 (C-8/C-9), 125,3 (C-24),
130,9 (C-25), 50,1 (C-17), 49,9 (C-14). Dessa forma, a analise do espectro
de RMNBC (100 MHz, CDCls) do composto isolado forneceu

informacdes fundamentais para a confirmacao estrutural do euphol,



um triterpeno tetraciclico amplamente descrito em espécies da
familia Euphorbiaceae (Figura 9). Os deslocamentos quimicos
observados apresentaram excelente concordancia com aqueles
reportados para esse metabdlito na literatura, permitindo a
identificacao dos principais grupos funcionais e centros estruturais
da molécula (MAHATO; KUNDU, 1994; VOUTQUENNE et al, 1994). O
sinal registrado em & 79,0 ppm foi atribuido ao carbono C-3,
caracteristico de um carbono carbindlico ligado a um grupo
hidroxila. Em triterpenos do tipo eufano e tirucalano, carbonos
oxigenados secundarios geralmente apresentam deslocamentos
quimicos entre & 75 e 80 ppm devido ao efeito desblindante
exercido pelo atomo de oxigénio diretamente ligado ao carbono
(MAHATO; KUNDU, 1994). A presenca desse sinal confirma a
existéncia da funcao alcool no carbono C-3, caracteristica estrutural
marcante do euphol. Os sinais observados em 8 125,32 ppm e & 130,9
ppm foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-24 e C-25,

respectivamente. Esses deslocamentos quimicos sao tipicos de

carbonos sp? presentes em ligacdes duplas alifaticas e indicam a
presenca da insaturagcao A24 na cadeia lateral da molécula. Segundo
Voutquenne et al. (1994), a dupla ligacao terminal presente no
euphol produz sinais de RMN'3C nessa faixa de deslocamento
guimico, constituindo um importante marcador estrutural para
diferenciacao desse composto em relacdo a outros triterpenos
saturados encontrados em espécies do género Euphorbia. Além da
insaturacao na cadeia lateral, o espectro revelou um sinal em & 1341
ppm atribuido aos carbonos olefinicos localizados na regiao central
do esqueleto tetraciclico (C-8/C-9). Carbonos quaternarios envolvidos
em sistemas insaturados apresentam normalmente deslocamentos
qguimicos acima de & 130 ppm em razao da menor densidade
eletrénica ao redor do nucleo de carbono (DEWICK, 2009). Esse sinal

reforca a presenca de uma segunda regido de insaturacao



caracteristica do esqueleto eufano e contribui significativamente

para a confirmacao estrutural do composto.

Os sinais observados em & 50,1 ppm (C-17) e d 499 ppm (C-14)
correspondem a carbonos terciarios localizados em jungdes de anéis
do nucleo tetraciclico. Esses carbonos apresentam deslocamentos
guimicos relativamente elevados para carbonos saturados devido a
influéncia estereoeletrénica decorrente da fusao dos anéis e da
proximidade com centros substituidos da molécula (MAHATO;
KUNDU, 1994). Valores semelhantes tém sido relatados para o
euphol isolado de diferentes espécies de Euphorbiaceae,

corroborando a atribuicao proposta (VOUTQUENNE et al,, 1994). A

interpretacao conjunta dos dados de RM N'®C demonstra a presenca
dos principais elementos estruturais esperados para o euphol: um
carbono carbindlico em C-3, uma dupla ligacao na cadeia lateral
envolvendo os carbonos C-24 e C-25, carbonos olefinicos adicionais
No nucleo tetraciclico e carbonos terciarios caracteristicos das

juncdes dos anéis. Quando analisados em conjunto com os dados de

RMN'H, especialmente os sinais correspondentes ao préton
carbinodlico H-3 e ao proton olefinico H-24, os resultados permitem
confirmar de forma inequivoca a identidade do composto isolado
como euphol (HASSAN et al,, 2022). A caracterizacao estrutural do
euphol possui grande relevancia fitoquimica e farmacologica, uma
vez que esse triterpeno é considerado um dos principais
constituintes bioativos do latex de Euphorbia tirucalli Diversos
estudos tém demonstrado que o euphol apresenta atividades anti-
inflamatodria, antitumoral, imunomoduladora e antimicrobiana,
tornando sua identificacao importante para a compreensao das
propriedades bioldgicas atribuidas a espécie (VASAS, HOHMANN,
2014; HASSAN et al., 2022).



Figura 9. Espectro de RMN de 3C do Euphol.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o latex de
Euphorbia tirucalli possui expressiva atividade moluscicida contra
Biomphalaria glabrata, evidenciada pela clara relacao dose-
dependente observada nos bioensaios. O extrato metandlico
apresentou aumento progressivo da mortalidade dos moluscos com
O incremento da concentracao, alcancando 100% de mortalidade na
concentracao de 100 ppm apods 24 horas de exposicao. Esse
comportamento confirma o elevado potencial biolégico da espécie e
evidencia a presenca de metabdlitos capazes de interferir
significativamente na sobrevivéncia do hospedeiro intermediario da

esqu istossomose.

O fracionamento cromatografico permitiu concentrar o0s
constituintes biologicamente ativos em regides especificas do perfil
de eluicao, destacando-se as fracdes H, | e J, que apresentaram os
maiores indices de mortalidade, atingindo 92%, 100% e 85%,
respectivamente. A elevada atividade observada nessas fracdes
demonstra a eficiéncia do processo cromatografico na concentracao

dos compostos responsaveis pelo efeito moluscicida e reforca a



importancia do bioguiamento fitoquimico como ferramenta para a

prospeccao de substancias bioativas de origem vegetal.

A caracterizagcao estrutural dos constituintes majoritarios por

espectroscopia de RMN'H e RMNBC permitiu identificar os
triterpenos tetraciclicos tirucallol e euphol como importantes
componentes do extrato. Os dados espectroscopicos obtidos
apresentaram elevada concordancia com aqueles descritos na
literatura, confirmando a presenca de carbonos carbindlicos, regides
olefinicas caracteristicas e grupos metilicos tipicos dos esqueletos
tirucalano e eufano. A identificacdo desses metabdlitos &
particularmente relevante devido as diversas atividades biologicas
atribuidas a essa classe de compostos, incluindo propriedades anti-

inflamatadrias, antimicrobianas, citotoxicas e antiparasitarias.

Os resultados sugerem que a atividade moluscicida observada esta
associada a acao conjunta dos triterpenos identificados e
possivelmente de outros metabolitos terpénicos presentes nas
fracoes mais ativas do latex. Dessa forma, Euphorbia tirucalli
destaca-se como uma promissora fonte natural de substancias
bioativas com potencial aplicacao no controle de Biomphalaria
glabrata, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias
alternativas e ambientalmente mais sustentaveis para o combate a

esqu istossomose.

Por fim, recomenda-se a realizacdao de estudos adicionais
envolvendo o isolamento dos constituintes presentes nas fracdes
mMais ativas, a avaliacao da atividade moluscicida dos compostos
purificados, investigacdes sobre os mecanismos de acao envolvidos
e estudos ecotoxicoldgicos que permitam avaliar a seguranca

ambiental de futuras aplicacdes. Esses estudos poderao contribuir



para a Vvalorizacdo biotecnologica de E. tirucalli e para o

desenvolvimento de novos agentes moluscicidas de origem natural.
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