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RESUMO

A exploracdo racional da biodiversidade pela humanidade levou a descoberta de Produtos
Naturais (PNs) como fonte de agentes terapéuticos, assim, o Brasil com varios ecossistemas
€ um nicho promissor na descoberta dessas PNs. A planta nacional Sorocea bonplandii
(Moraceae) se mostrou promissora para o estudo, dado os relatos anteriores sobre sua
atividade biologica analgésica e antiulcerogénica. A metaboldmica como estratégia
metodologica foi utilizada para analisar o perfil quimico com caracteristicas polares do
extrato etandlico das plantulas de S. bonplandii pelo uso de técnicas de cromatografia liquida
(HPLC) para deteccdo de cromdforos e HPLC-MS para deteccdo de massa/carga e padroes
de fragmentacdo. Permitindo a analise por desreplicacdo na plataforma do GNPS para a
anotacdo de até 101 metabolitos secundarios que orientou acdes de fracionamento para
purificacdo de compostos majoritarios da planta. Nesse contexto e dado o grande potencial
de microrganismos associados a plantas medicinais, foi isolado o endofito dessa espécie
vegetal cuja identificacdo foi Chaetomiun atrobrunneoum. O fungo foi submetido ao cultivo
fatorial, variando meio de cultivo, luminosidade e agitacdo, para a obtencdo dos extratos e
andlise do perfil quimico que mostrou 0 meio de malte e sem agitagio com a maior

diversidade de metabdlitos secundarios.

Palavras-Chave: produtos naturais; metaboldomica, Sorocea bonplandii, Chaetomium

atrobrunneum.



ABSTRACT

The rational exploration of biodiversity by humanity led to the discovery of Natural Products
(NPs) as a source of therapeutic agents, thus, Brazil with several ecosystems is a promising
niche in the discovery of these NPs. The national plant Sorocea bonplandii (Moraceae)
showed promise for the study, given previous reports on its analgesic and antiulcerogenic
biological activity. Metabolomics as a methodological strategy was used to analyze the
chemical profile with polar characteristics of the ethanolic extract of S. bonplandii seedlings
by using liquid chromatography (HPLC) techniques to detect chromophores and HPLC-MS
to detect mass/charge and patterns of fragmentation. Allowing analysis by dereplication on
the GNPS platform for the annotation of up to 101 secondary metabolites that guided
fractionation actions for the purification of major plant compounds. In this context and given
the great potential of microorganisms associated with medicinal plants, the endophyte of this
plant species whose identification was Chaetomiun atrobrunneoum was isolated. The fungus
was submitted to factorial cultivation, varying the culture medium, luminosity and agitation,
to obtain the extracts and analysis of the chemical profile that showed the malt medium and

without agitation with the greatest diversity of secondary metabolites.

Keywords: natural products, metabolomics, Sorocea bonplandii, Chaetomium

atrobrunneum.



AChEee
BChEnu
DAD
DIA
DMSO
ESI
GC-MS

GNPS
HPLC

ICER

LC-MS

MS
NAP
NuBBE

NMR
OSMAC
PCA

PDA

PN

PNs
QTOF-MSE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Enzimas acetilcolinesterase de peixe elétrico

Enzima butirilcolinesterase humana

Diode Array Detector ou Detector de Arranjo de Diodo
Data-independent acquisition ou aquisicdo independente de dados
Dimetilsufoxido

Electrospray ionization ou lonizacao por eletrospray

Gas Chromatography coupled Mass Spectrometry ou Cromatografia

Gasosa acoplada a Espectrémetro de Massas

Global Natural Products Social Molecular Networking

High Performance Liquid Chromatography ou Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia

Immobilized Capillary Enzyme Reactor

lon Trap ou armadilha de ion

Liquid Chromatography coupled Mass Spectrometry ou

Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometro de Massas
Mass Spectrometry ou Espectrometro de Massas
Networking Annotation Propagation

Nucleo de Bioensaios, Biosintese e Ecofisiologia de Produtos

Naturais

Nuclear Magnetic Ressonance ou Ressonancia Magnetica Nuclear
One Strain Many Compounds ou Uma Via para Muitos Compostos
Princiapl Component Analysis ou Andlise de Componentes
Principais

Potato Dextrose Agar ou Batata Dextrose Agar

Produto Natural

Produtos Naturais

Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry (E = collision
energy) ou Quadrupolo Tempo de Voo Espectrdmetro de Massas (£

= energia de colisdo)



SB, Sb Sorocea bonplandii

UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography ou Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Oxidacdo da brazilina (1) em brazileina (2). ......cccccevevveveeiesiese e 20
Figura 2 - Substancias analgésicas derivadas da Papaver somniferum................cccccvennne. 22
Figura 3 - Plantula e folhas de Sorocea bonplandii. ..........c.ccooviiiiiiiiiie 22

Figura 4 - Elucidacdo da estrutura do Sorocenol B (a) e Sorocenol D (b) obtido das raizes.

............................................................................................................................................. 23
Figura 5 - CoOmMPOSIO 10VASTALING. .........ecviiieiiece e 24
Figura 6 - Fungo Chaetomium atrobrunneUM...........cccoviiiiininiiieeee e 25

Figura 7 - Compostos isolados de Chaetomium atrobrunneum: (a) Chaetoatrosin A e (b)

PAEUIIN. 1. ettt 26
Figura 8 - Representacdo da obtencdo dos espectros até a geracdo do molecular networking.
............................................................................................................................................. 30
Figura 9 - Passos do processo do DEREPLICATOR+ da Plataforma GNPS..................... 31
Figura 10 — Processo de analise do NAP. .......cooiiiieie e 32
Figura 11 — Passo a passo do processo do NAP na rede molecular. .........c.ccccoevvevivenenne. 32
Figura 12 - Processo de anélise do MOINEtENNANCET...........cccceieiriiirece e, 34

Figura 13 - Representacdo da obtengé@o dos dados no UNIFI: (a) obtencéo dos espectros em
MSE e (b) desenvolvimento do MELOdO. .......ccccveiieiiiiicieceee e 36
Figura 14 - Equipamento utilizado na realizacdo do clean-up com coluna de silica C18.. 38
Figura 15 - Equipamento utilizado no fracionamento do extrato de Sorocea bonplandii.. 42
Figura 16 - Procedimento de higienizagao das folhas de S. bonplandii............c.ccccevenee. 43

Figura 17 - Regressdo ndo linear do controle positivo doxorrubicina com concentracdes de

0,0032 a 10 uM em linhagem de HCT 116 € MCF-7........ccocooiiiiiiiiiiiiiiiicccecec e 49
Figura 18 - Espectro do extrato bruto de Sorocea bonplandii..............ccccoovevviveiicinenenne 51
Figura 19 - Espectro em modo Positivo do extrato de Sorocea bonplandii. ..................... 51
Figura 20 - Espectro em modo Negativo do extrato de Sorocea bonplandii. .................... 52

Figura 21 - Molecular networking da Sorocea bonplandii, em cor cinza é o branco e em cor
FOSA € 0 EXITALO. ...eveetietiesieie ettt sttt ettt et e st e be st e et e e se e s e s et e benbeebeeneereeneenens 53
Figura 22 - Mirror Match do molecular networking com identificacdo do Acido
Clorogénico no extrato bruto de S. bonplandii..........ccocoiiiiiiiiiii e, 54

Figura 23 - Espectros referentes as moléculas Quercetina-3-O-glc-1-3-ram-1-6-glucosideo.


file:///C:/Users/julia/Área%20de%20Trabalho/UNESP%20-%20Engenharia%20Química/INICIAÇÃO%20CIENTÍFICA/10%20TCC/Trabalho%20de%20Conclusão%20de%20Curso%20-%20Júlia%20Soares%20FINAL.docx%23_Toc124803881

Figura 24 - Espectro de massas (modo positivo) da rutina e proposta de fragmentacdo. .. 57
Figura 25 - Espectro de massas (modo negativo) da rutina e proposta de fragmentacgéo. . 57
Figura 26 - Cromatograma das fragdes: (a) 3, (b) 7, (¢) 10 e (d) 12. ....ceevevveceviecireee 59
Figura 27 - Cromatograma de ions totais em modo positivo para a fragdo 5 (a), fracdo 8 (b)
e fragdo 12 do extrato de S. DONPIaNGil ........ccviiiiiiiiieiei e 60
Figura 28 - Rede molecular (molecular networking) das fracdes de Sorocea bonplandii no
L0 o (oI o101} | £ 1Yo TSSO 62
Figura 29 - Mirror match do GNPS para as moléculas (a) Karakolina e (b) Ftalato de
(o[ ToT o U1 - USSR 63
Figura 30 - Cromatograma de ions totais com identificacdo de composto majoritario na

L= Lo (o T - (o= 1o 1 SO SOPOSSSRS 64
Figura 31 - Estrutura molecular para compostos majoritarios: (a) Fracdo 2, (b) Fracdo 4 e
(o) I 1= To%: o I PSP TSP U U PRPROPRPPRO 64
Figura 32 - MolNetEnhancer das frages de Sorocea bonplandii no modo positivo......... 66

Figura 33 - Cromatograma de ions totais em modo negativo para a Fracdo 6 (a) e Fracdo 10

(b) do extrato de S. bonPIANGIl. .........cccveiieiiiiccece e 67
Figura 34 - Molecular networking das fragdes de Sorocea bonplandii no modo negativo.
............................................................................................................................................. 68
Figura 35 - Mirror match do GNPS para as moléculas () Iridina e (b) Acido cafeoilquinico.
............................................................................................................................................. 69
Figura 36 - cromatograma de ions totais com identificacdo do composto majoritario: (a)
Fragao 1 € (D) FIaG0 7. ...cueiuiiiiiiiiieiieieee ettt bbbt 69
Figura 37 - Estrutura molecular para compostos majoritérios: (a) Fracdo 1, (b) Fracdo 7 e
(o) I - O TR OSSPSR 70
Figura 38 - MolNetEnhancer das fracdes de Sorocea bonplandii no modo negativo........ 71

Figura 39 - Cromatograma de ions totais para a Subfracdo 7.3 no modo positivo (a) e
Subfracdo 5.2 no modo negativo (b) do extrato de S. bonplandii. ..........ccccccevevevveieieennen, 73
Figura 40 - Procedimento de cultivo dos fungos endofiticos das folhas de Sorocea
00 0101 =T o || PRSP 75
Figura 41 - Crescimento do fungo isolado das folhas de S. bonplandii...............cccceevenee. 76
Figura 42 - Crescimento em meio liquido do fungo isolado das folhas de S. bonplandii.. 77
Figura 43 - Filtrado do meio de cultivo liquido em Czapek e Malte. ..........cccoeeverirennenne. 77

Figura 44 - Extratos [iImpos do fUNQO. .......cciiiiiiiei e 79



Figura 45 - Cromatograma de ions totais para 0 modo positivo para o Ensaio 5............... 79
Figura 46 - Molecular networking no modo positivo obtido para todos os extratos.......... 81

Figura 47 - MolNetEnhancer dos extratos brutos de Chaetomium atrobrunneum no modo

001 L€ LY7o OSSR 83
Figura 48 - Cromatograma de ions totais para 0 modo negativo para o Ensaio 5.............. 84
Figura 49 - Molecular networking no modo negativo obtido para todos os extratos......... 85

Figura 50 - MolNetEnhancer dos extratos brutos de Chaetomium atrobrunneum no modo
LT LAY TSSO 86
Figura 51 - Grafico 3D da Analise de Componentes Principais dos Extratos Fungicos.... 87
Figura 52 - Numero de familias da PCA dos Extratos FUNGICOS. ..........c.cccveeriiiiricnnnnn 88



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Planejamento fatorial do cultivo em meio liquido do fungo. .........ccccceceeeunne. 43
Quadro 2 - Cores respectivas de casa fracdo no molecular networking.............cccceevvenen. 61
Quadro 3 - Classificacdo por cor da classe de compostos do MolNetEnhancer. ............... 65

Quadro 4 - Legenda do molecular networking dos extratos fingicos............cc.ceeververiennnn, 80



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Massa de material vegetal utilizado e do extrato obtido. ...........ccccccevvveveinennnn, 47
Tabela 2 - Triagem bacteriana para o extrato da planta Sorocea bonplandii (Sh). ............ 48

Tabela 3 - Inibigdo do crescimento celular (%) da S. bonplandii em linhagem de HCT 116,

com as concentragdes de 5 pg.mL? e 50 pg.mL™? (média = SEM) (N=2).......ccceveverrrnneee. 48
Tabela 4 - Inibicdo do crescimento celular (%) da S. bonplandii em linhagem de MCF-7,
com as concentragdes de 5 pg.mL?* e 50 pg.mL™? (média = SEM) (N=2).......ccovrrrrrrrrnnnne. 49
Tabela 5 - Concentracdo inibitéria média (ICso) do controle positivo dexorrubicina em
[inhagem de HCT 116 € MCF-7. ... 49
Tabela 6 - Resultados dos ensaios de triagem pontual para as enzimas acetilcolinesterase de
peixe elétrico (AChEee) e butirilcolinesterase humana (BChEhy). ....ccovevvevieieeieiiciecee 50
Tabela 7 - Fragmentacdo dos compostos anotados no molecular networking. .................. 56

Tabela 8 — Dados de cada Fracdo e método otimizado para analise em HPLC-MS/MS. .. 58

Tabela 9 - Planejamento fatorial do cultivo do fungo com informacéo da massa do extrato

Tabela 10 - Anotacdo de compostos do molecular networking do extrato bruto de Sorocea
DONPIANGIT. ... bbb bbbt 96
Tabela 11 - Compostos detectados no modo positivo via HPLC-MS/MS das 13 fracdes
obtidas de plantulas de S. bonplandii. ..........c.ccooiieiiie i 98
Tabela 12 - Compostos detectados no modo negativo via HPLC-MS/MS das 13 fragdes
obtidas de plantulas de S. BONPIANGIT. .........ooiiiiiiii e, 108
Tabela 13 - Compostos detectados no modo positivo via UPLC-MS/MS das 13 fracdes
obtidas de plantulas de S. bonplandii. ............ccceoiiiiiiciic e 116
Tabela 14 - Compostos detectados no modo negativo via UPLC-MS/MS das 13 fragdes
obtidas de plantulas de S. BONPIANIT. .........cooiiiiiiiii 120
Tabela 15 - Compostos detectados no modo positivo via HPLC-MS/MS dos 8 extratos
brutos de C. atrODIUNNEUM. ........ooiiiiiie e et nre s 124
Tabela 16 - Compostos detectados no modo negativo via HPLC-MS/MS dos 8 extratos
brutos de C. atrODIUNNEUM. ........coviiiiie et e e ae e nres 125



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt 19
11 BREVE CONCEPQAO SOBRE PRODUTOS NATURAIS ..o, 19
1.2 A VISAO SOBRE METABOLOMICA .....oooviirineiniineeneineeiseessisessesissssesssenns 20
1.3 A PLANTA ettt ettt r et b e et st nene et 21
1.3.1  Falsa Espinheira-Santa (Sorocea bonplandii) ..........c.ccoovveieiineiiiinincecee, 22
14 O MUNDO FANTASTICO DOS MICRORGANISMOS ........ccccovvveiiesreenne, 23
1.4.1  FUNQOS ENAOFITICOS....cueiiiieiiiic ittt 24
1.4.2  Chaetomium atrobrUNNEUM.........coiiiiiiiiee e 25
1.5 DESREPLICACAQ ...t 26
1.6 PLATAFORMAS DE ANALISE ...ttt 28
1.6.1  Plataforma GNPS ... 29
1.6.1.1 Rede Molecular (Molecular NetWOrking) ..........covceeeieiieiiiesiiiiiiiiieiisiiiieenen, 29
1.6.1.2 DEREPLICATOR + oottt ettt ettt ettt ettt e e sa e e e e e aieaesieeeas 30
1.6.1.3 Network Annotation Propagation (NAP) ......ccccevviiiiieiiiiiicieiisesese s 31
1.6.1.4 MS2LDA ..ottt 33
1.6.1.5 MOINEtENNANCEN ....voiviieiiiiiiieiesesi s, 33
1.6.2  UNIFL et e e e e e naa e e e rnr e e e nnaeeeneaeas 34
2 OBUIETIVOS ...ttt e e e e ente e e nne e e sneeeanneeens 37
3 MATERIAIS E METODOS........c.ooiiieieieeeseeeseeseeesestsss s ienessesaeses s 38
3.1 MATERIAL VEGETAL ..ottt 38
3.1.1  Selegdo e crescimento das espécies de plantas...........cocoveereneiiienenniese e 38
312 EXEAGAD . ...eitieete ittt bbbttt bbbt n e 38
3.1.3  Atividade biolGgica dOS eXIrat0S ..........coveeiuiiiieiieii e 39
3.1.3.1 Triagem antibacteriana............oevieieiiiiiiiiiiiiie it 39
3.1.3.2 Anaélise de CItOtOXIdAE .....ecveieeeiiiieiiisiesi sttt 39
3.1.3.3 Triagem pontual de inibidores para as enzimas acetilcolinesterase de peixe elétrico
(AChEee) e butirilcolinesterase humana (BChEhY) .coceveeieiiiiiiiiiiiiiieiiieiecie e 40
3.1.4  Isolamento dos Compostos Majoritarios em HPLC-DAD..........c.ccccoeeiivevieiienen, 41
3.2 MICRORGANISMOS ..ottt 42
K 3000 R O U | 1Yo OSSPSR 42
3.2.2  ldentificacdo do MICIOrganiSIMO ..........ooeeruerieiieiiisie et 44



33 ANALISE DOS EXRATOS E FRAGOES ........ooieveeveeeesrereeeieresssesiesseen s 44
3.3 L HPLC-UV/IVIS .ottt ettt et aaee s 44
3.3.2  HPLC-ESI-IT-MS/MS € GNPS ......oooiiiiiieictie e 45
3.3.3  UPLC-ESI-QTOF/MSE € UNIFL.....coviviiieeisrceeieceeseeteesessese s 45
3.3.4  Anélise de Componentes PriNCIPAIS ........covrvrirerieirierieieisie e 46
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ...ttt 47
4.1 PLANT A ettt sttt et st e bt e e e ne et st e e be bt nenne s 47
A L1 CUIVO oot bttt bbbttt b et ne et 47
4.1.2  Triagem Bioldgica do EXIrato .........ccoeiierieiiniieiieise e 47
4.1.2.1 Anélise de CitotoOXidade ........cccveviiiiiiiiiiiesese sttt 48
4.1.2.2 Triagem pontual de inibidores para as enzimas acetilcolinesterase de peixe elétrico
(AChEee) e butirilcolinesterase humana (BChEhy) ..coveeeieiiiiiiiiiiiiiiieieiiieieiiiee, 50
4.1.3  ANALISE dO EXIIALO .....cvevieicie ettt 50
4.1.3.1 HPLC-UV/VIS ..ottt ettt s e ane e st s e anaeeaneeas 50
4.1.3.2 HPLC-ESI-IT-MS/MS e Molecular Networking ..........cc.oceeeveieieiiieieiieiiiiieeiennen 51
4.1.4  Fracionamento d0 EXIrAt0 ........cccociiiiiiiiiiiiieie e 57
4.1.4.1 HPLC-ESI-IT-MS, Molecular networking e Identificacdo de picos majoritarios no
MOUO POSIEIVO .ottt ettt sttt se e a s e ans 60
4.1.4.2 HPL-ESI-IT-MS, Molecular networking e Identificacdo de picos majoritarios no
MOJO NEQALIVO ...ttt 67
4.1.4.3 Analise das Fragtes — UPLC-ESI-QTOF/MSE ..o, 72
4.1.4.4 UPLC-ESI-QTOF/MSE, UNIFI e Identificacdo de compostos no modo positivo 72
4.1.4.5 UPLC-ESI-QTOF/MSE, UNIFI e Identificacdo de compostos no modo negativo72
4.1.5  Fracionamento das FragOes de INTEreSSe .........ccvvevieieieeiieeiiesie e s 73
4.2 MICRORGANISMO ..ottt 74
4.2.1  Crescimento em Meio SO0 ........ccccviveieiieiee e 74
4.2.2  Crescimento em Meio LiQUIdO........ccoiiiiiiiiienieienc e 76
4.2.3  Analise dos Extratos Fungicos — Molecular networking.............cccccevveivveieinennn, 78
4.2.3.1 HPLC-ESI-IT-MS e Molecular networking no modo positivo...........c..ccceeeeeenee.. 79
4.2.3.2 HPLC-ESI-IT-MS e Molecular networking no modo negativo.............cccceeeee... 84
4.2.4  Anélise dos Extratos FUNGICOS - PCA ......cooiiiieiiiesiesee e 87
5 CONCLUSAD ....ovtiiieiseie ettt 89

REFERENCIAS ..o e oo e e ee et et e e s et e et e e s e e s et e e es e e s e aeneraena, 91



APENDICE A - Anotagdo Molecular do Extrato Bruto de S. bonplandii...... 96
APENDICE B - Anotag&o Molecular do GNPS das Fragdes do Extrato DE S.

070] T 0] F=T o Lo | 1 OSSR 98
APENDICE C - Anotacio Molecular do UNIFI das Fragdes do Extrato de S.
DONPIANGIT ...t 116

APENDICE D — Anotag&o Molecular dos Extratos Brutos de C. atrobrunneum
124



19

1 INTRODUCAO

1.1 BREVE CONCEPCAO SOBRE PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais (PNs) podem ser definidos como um conjunto de moléculas
produzidas por plantas, animais, bactérias, fungos, e organismos marinhos através de seu
metabolismo primario e secundario. Sdo fontes de agentes terapéuticos para atender as
necessidades humanas, utilizando-os para o tratamento, alivio e cura de vérias doengas pela
ingestdo de ervas e folhas, provavelmente uma das primeiras formas de utilizacdo. Os
metabolitos produzidos pelo metabolismo priméario sdo essenciais para o desenvolvimento
do individuo atuando no crescimento e reproducéo, enquanto os metabolitos secundarios séo
produzidos para finalidades de sobrevivéncia desses seres atuando em questéo de protecao,
interacdo com outros individuos e competicdo, de forma que essas moléculas garantem uma
individualidade quimica para cada, assim, esses sdo 0s produtos naturais o qual sdo essas
moléculas de interesse da industria farmacéutica principalmente (PYE et al., 2017,
BERNARDINI et al., 2018).

As plantas formaram a base do sistema de medicina tradicional com os primeiros
relatos datados de 2600 a.C. na Mesopotamia, documentando o uso de aproximadamente
1000 misturas de compostos derivados de plantas. Outras civilizagdes que merecem destaque
sdo a Egipcia através dos relatos presentes no Papiro de Ebers, a Greco-romana com colec¢des
de ervas medicinais e prescri¢oes de “medicamento”, a Arabe e a Chinesa. No Brasil, inicia-
se com a extracdo de um corante de cor vermelha da &rvore do pau-brasil (Cesalpinia
echinata), um produto natural incolor brazilina Figura 1 (1), substancia da classe dos
catecois, facilmente oxidada em brazileina Figura 1 (2) que apresenta coloracdo avermelhada
cuja reacdo de oxidacdo esta demonstrada na Figura 1. Esta molécula era utilizada como
corante no tingimento de roupas e como tinta de escrever, sendo o principal produto de
exportacdo brasileira durante os séculos XVI1 e XVII, e outros produtos naturais utilizados
foram as drogas do sertdo (cacau, baunilha, canela, cravo, urucum e etc.) (CRAG;
NEWMAN, 2013; PINTO, 1995).
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Figura 1 - Oxidacdo da brazilina (1) em brazileina (2).

Fonte: PAVANI (2018).

A fonte de conhecimento do uso de PNs é pelo resultado da experimentacdo humana
ao longo dos séculos através de ensaios, em busca de alimentos disponiveis para a dieta e 0
tratamento de doencas, que no caso de plantas venenosas levaram a reacles toxicas.
Atualmente, tecnologias tém sido desenvolvidas para a exploracdo de fontes exdticas com o
objetivo de encontrar novos agentes quimioterapéuticos e a quimica de produtos naturais
tem buscado por fontes naturais ainda pouco exploradas (a rizosfera e suas interacdes
microbianas, a relacdo endofitica fungo/planta, entre outros) (DIAS et al., 2012; CRAG,;
NEWMAN, 2013; YUAN et al., 2016).

O avanco no descobrimento da composi¢do dos produtos naturais provenientes de
plantas evidenciou a descoberta de caracteristica antifangicas, como exemplo, o qual podem
ser associadas a compostos alcaloidicos que tem funcdo de defesa contra patogenos e
herbivoros. Assim, os estudos ja evidenciam a elucidacéo de mais de 12000 alcaloides como
a morfina proveniente da papoula (Papaver somnniferum) e o cafeina normalmente
encontrada no café (Coffea sp.) e no cha verde (Camellia sinensis), o qual sua ampla
capacidade de utilizacdo se mostra promissora para novas descobertas principalmente de
farmacos (REGINALDO, 2016).

1.2 A VISAO SOBRE METABOLOMICA

O modelo para descoberta de PNs implementado como padrdo utiliza abordagens
para descobrir moléculas, a partir de uma via Unica. Essa estratégia possibilita o
conhecimento sobre a estrutura e a fungdo de componentes individuais de sistemas
bioldgicos complexos, consistindo em processo de isolamento e elucidacdo estrutural de

compostos bioativos. Entretanto, essa metodologia apresenta um custo elevado e néo
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envolve a desreplicacdo de compostos ja conhecidos (MAGUIRE, 2014; ZHAN et al., 2013;
YULIANA et al., 2013).

Uma alternativa é a utilizacdo de uma abordagem holistica em que bioensaios sdo
combinados a analises metabolémicas cujo método é bastante promissor por trabalhar com
0 organismo inteiro sendo possivel observar os efeitos de um conjunto de compostos
presentes em extratos complexos e em misturas de extratos. Essa abordagem apresenta
potencial para a descoberta de novas moléculas bioativas e também de novos modos de acao,
ou seja, novos alvos (YULIANA et al., 2013).

A metaboldmica € o método de pesquisa para uma abordagem holistica porque
compreende a identificacdo do maior numero possivel de metabolitos presentes em
determinado sistema bioldgico, a plataforma analitica utilizada em experimentos requer a
aplicacdo de ferramentas quimiométricas adequadas para extrair informacdes dos conjuntos
de dados gerados. As plataformas mais utilizadas em metabolémica devido as suas
capacidades de deteccdo, sdo: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS); cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) e
Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) (FANG; GONZALEZ, 2014; MAREE et al., 2014).

1.3 APLANTA

As plantas tém como uma das primeiras fontes de agente terapéuticos utilizadas pelos
seres humanos, de forma que constituem uma fonte medicinal cujo levantamento de
compostos derivados de plantas no desenvolvimento de fArmacos para a medicina tradicional
indicou 122 compostos identificados. De maneira que 80% foram usados para 0S mesmos
propdsitos médicos ou finalidades similares, e foram derivados de 94 espécies de plantas,
como por exemplo a molécula galegina presente na planta Galega officinalis que serviu de
modelo para a sintese da metformina. Uma espécie relevante é a Papaver somniferum mais
conhecida como uma fonte de analgésicos como a morfina, codeina, entre outros como
exemplificado na Figura 2, e na descoberta e desenvolvimento de farmacos antimalaricos,
principalmente quinina e artemisinina. As plantas como organismos complexos e com uma
complexidade de metabolitos secundarios, evidenciam sua importancia como pilar do
desenvolvimento humano cujo aliado séo técnicas de sintese dessas moléculas promissoras
para a producdo em larga escala de medicamentos, esséncias, entre outras finalidades
(CRAG; NEWMAN, 2013).
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Figura 2 - Substancias analgésicas derivadas da Papaver somniferum.
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Fonte: Adaptado de CASADO-HIDALGO et al. (2021).

1.3.1 FALSA ESPINHEIRA-SANTA (SOROCEA BONPLANDII)

A espécie Sorocea bonplandii da familia Moraceae, na Figura 3 suas plantulas e
folhas, é uma planta arbdrea que tem como sindnimos Pseudosorocea bonplandii, Sorocea
ilicifolia entre outros, e nome popular de falsa-espinheira-santa e cincho, que ocorre nas
regibes brasileiras: sul, sudeste e centro-oeste, sendo encontrada principalmente na regido

da Mata Atlantica e no Planalto Meridional, podendo atingir até 12 metros (LORENZI,
2002).

Figura 3 - Plantula e folhas de Sorocea bonplandii.

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).
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A maioria dos estudos identifica e investiga compostos dos extratos obtidos das
raizes da S. bonplandii, como a investigagdo da acdo farmacoldgica do extrato metanolico
das raizes e obtiveram como maior constituinte a Soroceina A, uma molécula que isolada
teve acOes neuroldgicas em ratos e porquinhos-da-india. Nas raizes da planta também foram
identificados novos fenois isoprenilados como Sorocenol A, B, C, D, E e F o qual foram
elucidados, como na Figura 4 o Sorocenol A (a) e D (b) (CALIXTO, 1993; HANO et al.,
1995; HANO et al., 1995).

Figura 4 - Elucidacdo da estrutura do Sorocenol B (a) e Sorocenol D (b) obtido das raizes.
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Fonte: Adaptado de HANO (1995).

Outro estudo investigou o extrato metandlico das folhas que obtiveram atividade
bioldgica antiulcerogénica e analgésica em ratos. A Sorocea bonplandii apresenta potencial
alelopético o qual constata diferencas significativas entre os efeitos causados na germinagéo
de aquénios de alface tratados com extratos a 4%, e a detec¢édo de saponinas, flavonoides e
taninos apresentou resultados negativo, ou seja, ndo foram detectados no extrato aquoso.
Ainda ndo existem dados de estudos quimicos sobre as plantulas e sobre fungos endofiticos
dessa espécie. (GONZALEZ et al., 2001; MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006)

1.4 O MUNDO FANTASTICO DOS MICRORGANISMOS

Na histdria, os microrganismos demonstraram ser uma fonte de metabolitos bioativos
os quais fornecem alguns dos farmacos mais importantes para inddstria farmacéutica. Uma
descoberta muito famosa foi a Penicilina proveniente do fungo Penicillium notatum,

realizada por Fleming em 1929, de maneira a revolucionar o tratamento de infeccbes
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bacterianas, levando a procura intensiva por produtos bioativos derivados desses seres, com
a finalidade de obtengdo de um grande nimero de farmacos com uma variedade de
indicacdes terapéuticas. Como exemplo, agentes redutores de colesterol pertencentes a
classe das estatinas (como a lovastatina, Figura 5). Com isso, é evidente o potencial do fungo
como agente terapéutico o qual tem sua aplicacdo para diversas finalidades como antibidtica,
antifungica e farmacos (BERTRAND et al., 2014).

Figura 5 - Composto lovastatina.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).

O rico potencial dos microrganismos na producdo de compostos quimioterapéuticos
e, de importantes substancias biologicamente ativas, apenas um subconjunto de vias
biossintéticas sdo expressas em condi¢es normais de cultivo em laboratorio. Neste sentido,
a utilizacdo de novas metodologias esta sendo aplicadas, como a OSMAC (One Strain Many
Compounds), engenharia metabdlica e co-cultivo. Os microbios sdo uma fonte interessante
de produtos naturais e 0s principais motivos sdo a biodiversidade extensiva e a
quimiodiversidade ampla. Outro aspecto importante e vantajoso € que 0s microrganismos
podem ser cultivados em laboratério permitindo a optimizacéo e ampliacdo da producéo de
produtos naturais (BERTRAND et al., 2014).

1.4.1 FUNGOS ENDOFITICOS

Os fungos endofiticos sdo microrganismos que vivem e residem na parte interna das
plantas, e podem causar efeito benéfico, nenhum efeito ou causar efeito negativo por serem
patogénicos para o hospedeiro. Os enddéfitos sdo transmitidos as suas plantas hospedeiras
através de esporos ou via sementes, quando dentro do tecido do hospedeiro, o endéfito

assume um estado em que pode durar a vida toda da planta ou um periodo de tempo, até que
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as condigdes sejam favoraveis ao desenvolvimento do fungo (ALY etal., 2011; HARTLEY;
GANGE, 2008; SIEBER, 2007).

O desenvolvimento de tecnologias revelou o potencial de enddfitos como uma fonte
de compostos biologicamente ativos, com aplicagdes promissoras. Trata-se de uma
oportunidade para a descoberta de novos produtos naturais, 0s quais representam uma nova
fonte de estruturas quimicas Unicas. Os fungos endofiticos pela sua relagao interna com a
planta é capaz de biossintetizar compostos produzidos pela planta hospedeira, assim
evidenciando uma grande aplicabilidade na producdo de moléculas bioativas cujo
desenvolvimento do fungo é mais simples e rapido comparando com a planta, de modo que
é uma alternativa mais rapida para o isolamento de produtos medicinais (ALY et al., 2011;
GARYALI et al., 2013).

1.4.2 CHAETOMIUM ATROBRUNNEUM

A espécie fungica Chaetomium atrobrunneum, evidenciado na Figura 6, pertence ao
filo Ascomiceto que incluem fungos com hifas septadas e certas leveduras. A esporulacdo é
normalmente assexual e seus esporos sdo conidios, que sd&o como um pd ou poeira que
dispersam facilmente pelo ar e liberados pelo conidiéforo. Os esporos sdo produzidos em
forma de saco chamado de asco, assim esse filo também é chamado por “fungos de saco”
(OKEKE et al., 1993; TORTORA et al., 2010).

Figura 6 - Fungo Chaetomium atrobrunneum.

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).
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Os fungos Chaetomium sdo encontrados no solo e restos de plantas e também em
areas quentes e secas como papel de palha, tecidos e penas de péssaros, esses fungos também
sdo conhecidos por estar associado a algumas doencas. Assim, o fungo Chaetomium
Atrobrunneum tem relatos de causar infecges em pacientes imunocomprometidos como por
exemplo abcesso cerebral, conjuntivite e celulite ocular, ceratite, retinite e pneumonia. O
tratamento ndo é definido, como por exemplo a resposta ao antifungico Anphotericina B que
teve resposta baixa (WANG et al., 2016).

O Chaetomium Atrobrunneum possui atividade biologia antifingica com certas
espécies de fungos, como Rhizoctonia solani, Pyricularia oryzae, Botrytis cinerea,
Cryptococcus neoformans e Trichophyton mentagrophytes, pela inibi¢do da segunda sintese
da quitina (chitin synthase 1) o qual a inibicdo é causada pelo composto Chaetoatrosin A,
descrito na Figura 7 (a), que foi isolado em meio liquido por técnicas espectrométricas de
UV, Espectro de Massa, Infravermelho e RMN. Outra atividade antiflngica associada é a
fungos que causam doenca no arroz, como Pyricularia oryzae, Drechslera oryzae e
Gerlachia oryzae, pela presenca da micotoxina Patulin, descrita na Figura 7 (b) (HWANG
et al.,2000; OKEKE et al., 1993).

Figura 7 - Compostos isolados de Chaetomium atrobrunneum: (a) Chaetoatrosin A e (b) Patulin.
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Fonte: HWANG et al. (2000); OKEKE et al. (1993).

1.5 DESREPLICACAO

A desreplicagéo refere-se a deteccéo e identificacdo de metabdlitos conhecidos nos
extratos brutos. A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (NMR) e a
espectrometria de massas (MS) sdo as duas técnicas principais para a deteccdo da

composi¢do metabolica (metaboléma) de um determinado sistema (TANG et al., 2009).



27

O método baseado na MS é sensivel e fornece informacGes sobre a massa molecular
e padrdes de fragmentos para uma ampla gama de compostos. No entanto, requer a
confirmacéo a partir de padrdes, 0s quais nem sempre estdo disponiveis, principalmente para
substancias desconhecidas. A espectroscopia de NMR bidimensional permite observar as
conectividades atdbmicas pertencentes a uma molécula, possibilitando sua subsequente
elucidagdo estrutural. Porém, esta técnica apresenta sensibilidade baixa para pequenas
concentracdes, e a sobreposicdo de sinais, principalmente em misturas complexas, dificulta

a elucidacdo estrutural dos compostos pouco abundantes (TANG et al., 2009).

Com a finalidade de reunir ambas as técnicas, se desenvolveu uma combinacéo:
separacdo por HPLC, deteccdo por DAD e MS extracdo em fase soOlida para o
enriquecimento do metabolito de interesse, e NMR para revelar a conectividade entre os
ndcleos (HPLC-DAD-MS-EFS-NMR). Essa técnica pode fornecer informagéo
compreensiva sobre o0s metabdlitos em extratos brutos, auxiliando na decisdo de
continuidade de um processo de isolamento. O fracionamento orientado por metabolémica
possibilita a identificacdo de componentes ativos na primeira etapa de fracionamento,
ajudando a priorizar fragdes para purificacdo adicional dos compostos alvo (JOHANSES et
al., 2013; TANG et al., 2009).

Diversos avancos também foram obtidos para a analise rapida e eficiente de conjunto
de dados de bibliotecas de PNs. Essas abordagens inovam ao analisar dados de massas (por
exemplo, usando MZmatch, XCMS e Molecular Networking que podem ser usadas com
analise diferencial e bases de dados online (tais como ChemSketch, Dictionary of Natural
Products e GNPS), ou bases de dados in-house. A andlise diferencial envolve uma série de
processos, incluindo o alinhamento, seguido pela filtragdo de sinais auténticos de espectros
de massas da amostra, e finalmente, pela detec¢do de picos, de modo que os metabolitos
conhecidos sdo associados aos compostos correspondentes através de uma base de dados
(HARVEY et al., 2015; WANG et al., 2016).

A GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking), conhecida como
redes moleculares, é uma plataforma de armazenamento, analise e disseminacdo de
conhecimento de espectros de MS/MS que permite compartilhar e realizar anotacOes
continuas dos dados armazenados. Usada para gerar redes de interagdes moleculares, uma
abordagem de correlagcdo e visualizagcdo espectral que detecta o conjunto de dados de
moléculas relacionadas, mesmo quando 0s espectros ndo sdo atribuidos a compostos
conhecidos (WANG et al., 2016).
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O processo de desreplicagdo de alto rendimento de dados de MS/MS é implementado
pela GNPS pela comparagéo dos dados adquiridos com todos os espectros de referéncia das
bibliotecas espectrais. Num segundo estagio de desreplicacdo, a GNPS executa uma
identificacdo preliminar, utilizando desreplicacdo de variaveis, que consiste em uma busca
na biblioteca espectral tolerante a modificacdo, mediada por um algoritmo de alinhamento
espectral. A desreplicagdo de variaveis permite a deteccdo de analogos de compostos
conhecidos (diferindo por uma modificacdo estrutural ou substitui¢do de um grupo quimico)

ou compostos pertencentes a uma mesma classe (WANG et al., 2016).

1.6 PLATAFORMAS DE ANALISE

A cromatografia € uma técnica usada para separacdo e identificacdo baseada na
interacdo dos componentes de uma mistura (soluto) com uma fase estacionéria (sélido ou
liquido) e uma fase movel (gés ou liquido). A fase mével transporta o soluto através da fase
estacionaria (retida em uma coluna) e, pelas diferencas de afinidade do soluto com as duas
fases, assim, cada componente é separado da mistura. O cromatografo é o instrumento
eletrénico utilizado em analise para a deteccdo da separagdo (DEGANI et al., 1998).

O surgimento do termo cromatografia no inicio do século XX foi através do botanico
russo Mikhail S. Tswett ao realizar trabalhos experimentais na separagdo de extratos de
plantas por adsorcéo diferencial em colunas. Verificou-se a formagéo de bandas de cores
diferentes nas colunas devido as intera¢fes dos pigmentos corados e que se mostravam com
velocidades diferentes e separadamente na coluna. Sua aplicabilidade se baseia na
identificacdo de compostos por meio de padrbes existentes, podendo ser separados e
identificados compostos volateis como cetonas, aldeidos, alcodis, etc, além de vitaminas,
aminoéacidos e acido nucléicos (DEGANI et al., 1998; COLLINS et al., 1997).

Uma das técnicas mais utilizadas ¢ a cromatografia liquida que pelo avango da
técnica de analise, atualmente, é vastamente utilizado a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) que acoplada com um espectrdometro de massas (MS) geram espectros
parecidos com cromatogramas e hd uma ionizagéo final dessas massas para determinar sua
massa/ carga, e com a possibilidade de determinacdo desses compostos por plataformas
como GNPS ou UNIFI Scientific Information System que analisam esses dados dos
espectros e 0s espectros de ionizacdo de cada molécula para determinar juntamente com um
banco de dados (WANG et al., 2016).
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1.6.1 PLATAFORMA GNPS

1.6.11 Rede Molecular (Molecular Networking)

Com base em ferramentas de analise de espectrometria de massas e os dados obtidos
visa a utilizacdo de novas abordagens como a rede molecular com a finalidade de otimizar a
anotacdo de metabolitos presentes nos extratos obtidos do organismo de interesse. A rede
molecular ou molecular networking, termo em inglés, é uma abordagem que retne em
agrupamentos ou clusters os compostos que apresentam perfil de fragmentacao parecidos de
acordo com os dados obtidos da espectrometria de massas sequencial que sdo comparados
com o banco de dados do GNPS que fornece uma anotagdo dos compostos presentes. Assim,
associando metabolitos da mesma classe de moléculas, como por exemplo de clusters sdo
agrupamentos de flavonoides glicosilados, como rutina e nicotiflorina, o qual sua

fragmentacéo apresenta perda de glucose, ramnose e hexose (WANG et al., 2016).

A rede molecular € representada pelos agrupamentos que sdo formados por nodos e
arcos, de modo que 0s nodos representam os espectros obtidos no cromatografo acoplado ao
espectrdbmetros de massa e 0s arcos sdo conectores entre 0s nodos que representam a
similaridade espectral entre os nodos, como observado na Figura 8 que exemplifica todo o
processo de formacao da rede molecular. Os espectros do extrato sao classificados de acordo
com a suas similaridades que sdo obtidas a partir do calculo do cosseno que varia entre 0 e
1 (0 — espectros totalmente diferentes e 1 — espectros idénticos), e assim, agrupados nos
clusters. Valores de cosseno que representam espectros similares variam de 0,70 e 0,95,
valores acima de 0,95 sdo considerados espectros idénticos, ou seja, dado pela alta

similaridade € considerado a mesma molécula (WANG et al., 2016).

A manipulacédo da rede molecular pode ser evidenciada pelo cosseno o qual é possivel
determinar que metabolitos mais similares apresentem maiores espessuras enguanto
compostos menos similares com menores espessuras. Também é possivel a manipulagéo do
nodo para variar de tamanho de acordo com o precursor de intensidade (sum), de maneira
que aqueles que tem maior precursor de intensidade vai ter um nodo maior que aquele com
menos intensidade (WANG et al., 2016).
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Figura 8 - Representacdo da obtencdo dos espectros até a geracdo do molecular networking.
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Fonte: VIEIRA (2020).

Dessa forma, com a plataforma do GNPS é possivel a geracdo da rede molecular,
como descrito na Figura 8, e obter varias informagcbes quimicas de véarias amostras
concomitantemente. Por ser uma plataforma por estar em ampla expansdo de uso
principalmente pelo banco de dados, por ser gratuita e fornecer diversas informagoes,
entretanto sua base se mostra mais eficiente na anélise de extratos de planta enquanto para
extratos de fungos se mostra em déficit. Assim, seu aprimoramento baseado no seu potencial
de apresentar resultados ainda mais abrangentes e precisos para 0s pesquisadores de produtos
naturais (VIEIRA, 2020).

1.6.1.2 DEREPLICATOR +

A desreplicacdo é uma forma de identificacdo de compostos dentro de uma amostra

a partir da informacgdo de compostos com estrutura conhecida nas bases de dados como
exemplo PubChem, ChemSpider, entre outros. A plataforma do GNPS tem como op¢ao o
DEREPLICATOR+ como forma de analise com algoritmo para desreplicacdo a partir dos
dados de espectrometria de massas, o qual procura na base de dados de espectros do GNPS
para corresponder com o espectro dos metaboélitos presentes na amostra. O processo de
analise segue o0s passos da Figura 9 (MOHIMANI et al., 2018).
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Figura 9 - Passos do processo do DEREPLICATOR+ da Plataforma GNPS.
i) Construcéo ii) Geracdo gréfica >
A H (gga'cfica ;05; E i £ Q Eic:s fragfnengtos /Clg’
< metabdlitos égf} ,,of
5 L LY o oot
—_— e . -9'0{':9 .o-b‘w
oA

N2
é;& =) O{
Base de Dados de Produtos Naturais +

4,

& o g
*
‘ | |I >| | & % |eeto
o) o

I 1 % c@@ (=)=

) il I | I )
Espectro de Massas da

amostra (iv) Anotacdo grafica dos fragmentos (i) Construcdo grafica

por espectro de massas e MS/MS dos picos de fragmentos

Score

¥

e

Dehydrated @
chalcomycin Loy
Chalcomycin
(vi) Exemplo da ampliagdo do conjunto de (v) Estatistica computacional significativa
dados de MS/MS usando rede espectral sobre MS/MS e avaliacdo do FDR

Fonte: Adaptado de MOHIMANI et al. (2018).

Assim, o DEREPLICATOR+ possibilita um desenvolvimento da anélise dos dados
de espectro de massas e de redes moleculares por permitir pesquisas de espectro de massas
com bibliotecas de espectros para a identificacdo de produtos naturais e identificacdo de
variantes (MOHIMANI et al., 2018).

16.1.3 Network Annotation Propagation (NAP)

O NAP é uma plataforma de analise do MassIVE o qual é conectada com 0 GNPS e

é baseada na integracdo dos dados da rede molecular obtida em LC-MS/MS e a fragmentacédo
MS/MS in silico como método para a desreplicacdo de PNs com a finalidade de anotacdo de
compostos para um alvo de isolamento molecular, como descrito na Figura 10 (KANG et
al., 2018).
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Figura 10 — Processo de analise do NAP.
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Fonte: Adaptado de KANG et al. (2018).

Dessa forma, o processo do NAP como finalidade para um melhor entendimento da
complexidade de amostras e de PNs se relaciona com uma maior anotacdo dos espectros
obtidos, o qual o passo a passo da anotacdo de moléculas com base nos espectros obtidos e

no molecular networking realizado esta descrito na Figura 11 (SILVA et al., 2018).

Figura 11 — Passo a passo do processo do NAP na rede molecular.

a @i Combina_r ?sp_ectros (ii) Similaridade espectral (iii) Pesquisa da similaridade
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) =sem anotacio . = Propagacao de rede in silico pelo valor de Fusdo

@ = vatch MS/MS com biblicteca @ = Propagacdo de rede in silico pelo valor de Consenso

Fonte: Adaptado de SILVA et al. (2018).
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Com base na Figura 11, é possivel evidenciar que o NAP realiza uma classificagdo
de compostos correlacionados na biblioteca espectral do GNPS e na fragmentacdo preditiva
in silico para uma maior assertividade da estrutura da molécula, que tem como denominacéo
Fusédo de Rede. Para o Consenso de Rede e a Combinacéo entre ambos, é para a situacao de
poucos espectros correspondentes na biblioteca utiliza-se da similaridade de estruturas
semelhantes dos candidatos in silico, de maneira a expandir a anotaco de compostos mesmo
sem uma equivaléncia espectral para os dados de MS/MS. Assim, é gerado um ranking das
estruturas de maior probabilidade (SILVA et al., 2018).

16.1.4 MS2LDA
O MS2LDA é um método de analise da plataforma do GNPS baseado nos dados de
fragmentacdo dos compostos presentes na amostra, de forma a que decompde o espectro de
fragmentacdo em fragmentos conservados e de massa neutra cujo potencial existe na
indicacdo de familias estruturais. Assim, a andlise auxilia na caracterizacdo de moléculas
desconhecidas presentes na amostra com a finalidade de aumentar as informagdes e refinar
os dados obtidos (WANDY et al., 2018).

1.6.15 MolNetEnhancer

O MolNetEnhancer é um processo de anlise na plataforma do GNPS que combina

analises realizadas no GNPS como molecular networking, MS2LDA e ferramentas de
anotacgdo in silico como DEREPLICATOR+ e NAP, e a partir desses dados classifica
automaticamente os compostos de maior probabilidade relacionando com seus espectros.
Essa integracdo de analises proporciona um aumento dos resultados e detalhamento das
informacdes obtidas com finalidade de uma analise mais compreensiva e completa dos
dados. O processo do MolNetEnhancer esté descrito na Figura 12 (ERNST et al., 2019).
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Figura 12 - Processo de analise do MolNetEnhancer.
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Fonte: Adaptado de ERNEST et al., 2019.

1.6.2 UNIFI

A plataforma do UNIFI Scientific Information System, ou s6 UNIFI, € um sistema
de informacéo cientifica disponivel pela Waters Corporation que apresenta bons resultados,
o qual é possivel integrar a separacéo de substancias em um extrato através do equipamento
de analise UPLC com aquisicdo de dados em QTOF-MSE, o E significa a energia de colis&o,
e com bibliotecas de substancias que podem ser construidas e inseridas para comparag&o.
Dessa forma, é gerado um relatério com as informacGes e a anotagdo dos possiveis
metabdlitos presentes no extrato. O método de aquisicio de dados (MSF) é uma anélise DIA
(data-independent acquisition) o qual atende a uma busca de informacdes de amostras
complexas, € um método de alta performance na deteccdo em MS (full-scan) com a
finalidade de fornecer informagdes do padrdo de fragmentagdo dos compostos com alta
precisio (WHITE PAPER WATERS B, 2020).
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A obtencéo dos dados pode ser dividida em trés partes, como evidenciado na Figura
13 (a), o qual se inicia no UPLC pela separacdo das substancias do extrato, ou seja, amostra
complexa por um método eficiente que influencia na resolucdo e na sensibilidade do
equipamento. Depois ocorre a geracdo rapida dos dados em MS e MS/MS mantendo a
resolucdo e sensibilidade. E posteriormente acontece o alinhamento dos espectros pelo
algoritmo de acordo com o ion precursor e os fragmentos através do tempo de reten¢édo. Com
a analise no UPLC-ESI-QTOF/MSE feita, os dados sdo exportados para a plataforma do
UNIFI que é necessario a criacdo de um método na plataforma para otimizar os parametros
e melhorar a sensibilidade com a finalidade de comparar os dados obtidos com a base de
dados (WHITE PAPER WATERS B, 2020).

O UNIFI compara as analises em MSE com a base de dados, essa base de dados pode
ser prépria do sistema UNIFI o qual possui bibliotecas com substancias inseridas ou pode
ser inserida com base na biblioteca criada pelo proprio pesquisador. A biblioteca criada pelo
usudrio precisa ser na extensao .txt o qual fornece uma tabela com os nomes das substancias
e 0 nome do arquivo em .mol, e 0 arquivo na extensdo .mol que sdo as substancias
desenhadas, como evidenciado na Figura 13 (b). Com isso, aliado ao método é possivel a
obtencédo de informagdes da amostra em relacdo massa molecular do ion precursor, o erro
em ppm comparando com os metabolitos da biblioteca e com a sugestdo de fragmentacéo
gerada das estruturas inseridas na base de dados com a finalidade de uma anotacdo de
metabolitos da amostra (WHITE PAPER WATERS B, 2020).
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Figura 13 - Representacéo da obten¢do dos dados no UNIFI: (a) obtencéo dos espectros em MSE e (b)
desenvolvimento do método.
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Fonte: VIEIRA, 2020.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho séo:

01 — Determinar o perfil quimico do extrato etandlico das plantulas de Sorocea
bonplandii;

02 — Detectar e anotar compostos do extrato de S. bonplandii através de abordagens
de desreplicacdo: utilizando a técnica HPLC-MS em conjunto com GNPS para a criagdo do
molecular networking e utilizando a técnica UPLC-QTOF-MSE em conjunto com a
plataforma UNIFI;

03 — Isolar compostos majoritarios da espécie vegetal através do fracionamento do
extrato bruto de S. bonplandii;

04 — Avaliar o potencial bioldgicos do extrato das plantulas de S. bonplandii;

05 — Cultivar em meio solido e isolar o fungo endofiticos da Sorocea bonplandii para
identificacdo do fungo Chaetomium atrobrunneum;

06 — Cultivar em meio liquido o fungo endofitico pelo planejamento fatorial para
obtencdo dos extratos brutos;

07 — Detectar e anotar os constituintes majoritarios dessa espécie fungica atraves de

abordagens de desreplicacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

3.1.1 SELECAO E CRESCIMENTO DAS ESPECIES DE PLANTAS

Plantulas de Sorocea bonplandii foram adquiridas em abril de 2019, Sitio de Frutas
Raras (Projeto Colecionando frutas) em Campina do Monte Alegre — SP. As plantulas foram
replantadas e cultivadas na casa de vegetacdo do NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese
e Ecofisiologia de Produtos Naturais), em Araraquara — SP (coordenadas geograficas
21.8068° S, 48.1926° O).

3.1.2 EXTRACAO

Apds crescimento adequado das plantulas, as folhas de Sorocea bonplandii foram
coletadas, limpas e secas em estufa a 40 °C, trituradas em moinho analitico e submetidas a
extracdo com uma solucdo 7:3 etanol/ agua, utilizando 10 mL de solug&o para cada 1 grama
de folhas secas trituradas e a extracdo foi realizada em ultrassom, por 3 vezes durante 20
minutos. Em seguida a solucéo foi filtrada e o extrato foi concentrado em rotaevaporador.
ApOs esse processo parte do extrato passou por um processo de clean-up utilizando um
cartucho C18 e outra parte passou utilizando uma coluna de silica C-18 a vacuo, demostrado
na Figura 14.

Figura 14 - Equipamento utilizado na realizacdo do clean-up com coluna de silica C18.

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).
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3.1.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DOS EXTRATOS

3.1.3.1  Triagem antibacteriana

A triagem e as porcentagens de concentracdo inibitéria minima (CIM) e de
concentracdo bactericida minima (CBM) dos extratos foi realizada no Laboratorio de
Epidemiologia e Microbiologia Molecular (LEMiMo) na Universidade Federal de Séo
Carlos, sob orientacdo da Prof. Dra llana L. B. C. Camargo.

Cada composto foi diluido em DMSO para a preparacao de uma solucdo estoque
100x concentrada. Posteriormente, a solucédo estoque foi diluida 1:100 em caldo Mueller
Hinton Cétion Ajustado (MHCA) (BD Lot. 3322206). A partir disso, cada composto foi
testado a 512 pg.mL™* a 1% DMSO, ou na maior concentragio em que foi possivel dissolver
0 composto sem que houvesse precipitacao, de acordo com o preconizado pelo CLSI (2017).
A adicdo do in6culo foi realizada de acordo com CLSI (2015) para o método de
microdiluicdo em caldo. Para os controles negativo e positivo, foram adicionados caldo
Mueller Hinton Cétion Ajustado 1% DMSO (ANVISA, 2019). No controle positivo foi
adicionado bactéria sem o composto para se observar o crescimento da mesma em caldo
Mueller Hinton Cation Ajustado 1% DMSO. No controle negativo, ha apenas o meio de
cultura caldo Mueller Hinton Cation Ajustado 1% DMSO, sem bactéria, para mostrar que

ndo ha contaminacdo do mesmo.

A incubacdo foi realizada a 37°C e a leitura visual dos resultados foi feita apds 24h.
Quando ndo houve crescimento bacteriano, a triagem foi considerada positiva e indica que
houve atividade antibacteriana na concentracéo testada. Neste caso, a concentragdo inibitdria
minima pode ser 512 pug.mL? ou menos (< 512 pg.mL™). Quando houve crescimento
bacteriano, a triagem foi considerada negativa e indica que ndo ha atividade antibacteriana
na concentracdo testada. A triagem negativa ndo exclui a possibilidade deste composto
apresentar atividade antibacteriana em concentragfes maiores, por isso, o resultado foi

expresso como > 512 ug.mL ™", Os testes foram realizados em duplicata.

3.1.3.2  Analise de citotoxidade

As andlises citotoxicas foram realizadas no Instituto de Biociéncias da Universidade
de S&o Paulo sob orientacdo da Professora Dra. Leticia Lotufo. Os extratos foram diluidos
em DMSO na concentragdo de 10 mg.mL™ e testados em linhagens de HCT 116 (carcinoma
de célon) e MCF-7 (carcinoma de mama).
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Foram plaqueadas 1 x 10* células por pogo, em placas de 96 pogos (5 x 10* células
/ml em 200 puL de meio). Ap0Os 24 horas, as substancias foram adicionadas em concentragdes
de 5 uM e 50 puM, cada concentracdo em duplicata, e incubadas por 72 horas. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e dimetilsulféxido (DMSQO) como
controle negativo. Apds 72 horas de incubagdo, o sobrenadante foi substituido por meio de
cultura contendo MTT (0,5 mg.mL™). Trés horas mais tarde, o sobrenadante foi removido,
e apos secagem da placa, o precipitado contendo azul de formazan de MTT foi dissolvido
em 150 uL. de DMSO, e a absorbancia foi medida a 570 nm. Os valores de concentracédo
inibitéria média (1Cso) juntamente com intervalos de confianca de 95% foram calculados por
regressdo ndo linear usando GraphPad Prism 5 com concentragdes das substancias de
0,00032 a 50 uM (MOSMANN, 1983).

3.1.3.3  Triagem pontual de inibidores para as enzimas acetilcolinesterase de

peixe elétrico (AChEkge) € butirilcolinesterase humana (BChEh.)

As amostras foram submetidas ao ensaio de inibicdo para as enzimas
acetilcolinesterase de peixe elétrico (AChEee) e butirilcolinesterase humana (BChEny). Para
este ensaio foram utilizadas as enzimas AChEe. (peixe elétrico) e BChEn, (soro humano)
imobilizadas covalentemente em capilar de silica fundida (30 cm x 0,375mm x 100 um d.i.)
sendo nominadas ICER (Immobilized Capillary Enzyme Reactor) ICER-AChEe e ICER-
BChEnhu.

Os ICER-AChEe e ICER-BChEn, foram utilizados como biorreatores enzimaticos
acoplados individualmente entre um instrumento de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) e um espectrometro de massas (MS) formando um sistema on-flow
para a realizacdo de ensaios de screening de inibidores enzimaticos. Neste sistema a reacao
enzimatica foi monitorada pela quantificacdo direta do produto de hidrolise enzimatica m/z

104, utilizando a galantamina como inibidor padré&o.
A triagem de inibi¢do pontual foi conduzida da seguinte forma:

» Fase movel: solucdo de acetato de aménio 15 mM, pH 8,0
Vazdo de 0,05 mL.min?

» Volume de injeg¢ao: 10 pL da solugao contendo 70 uM de acetilcolina (ACh) e 200

v

ug.mL* do composto candidato a inibidor
» Inibidor padrdo utilizado: Galantamina (100 uM)
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A partir de cada solugdo estoque de cada um dos compostos (2 mg.mL™) foram
aliquotados 10 pL (200 pg.mL™* concentragéo final) e adicionados 20 pL da solugéo estoque
de ACh 350 uM (70 uM concentracdo final) e 70 puL da solucdo de acetato de amonio 15
mM, pH 8,0. O volume final do meio reacional foi de 100 pL. As solucGes foram preparadas
em triplicatas ¢ aliquotas de 10 pL foram injetadas no sistema HPLC-MS contendo
separadamente 0s ICER-AChEee € ICER-BChEh,,

Entre a andlise de cada amostra foi realizado um controle positivo, que consiste na
avaliacdo da atividade enzimatica sem o composto candidato a inibidor, sendo o meio
reacional constituido por 70 uL da solucdo de acetato de aménio 15 mM, pH 8,0, 20 pL da
solucdo de ACh e 10 pL do solvente de solubiliza¢do dos compostos (metanol).

Também foi realizado um controle negativo, que consiste da avalia¢cdo de um branco
de cada composto na presenca do substrato da enzima, porém utilizando um reator sem a
enzima imobilizada (capilar vazio). Esse ensaio foi realizado para avaliar a interferéncia do
composto na auto-hidrolise do substrato.

Os percentuais de inibicdo foram obtidos comparando a area da atividade da enzima
na presenca do inibidor (Pi) com a area da atividade da enzima na auséncia de inibidor (Po),

de acordo com a Equacao 1.

Pi—Sh
Py—Sb

% de inibigao =100 — | (E=) x 100] (1)

onde Sb representa a area da colina resultante da hidrélise espontanea do substrato, para esse

controle um capilar vazio foi utilizado.

3.1.4 ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS EM HPLC-DAD

A amostra do extrato da plantula de S. bonplandii foi fracionada em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com Detector por Arranjo de Diodos (HPLC-DAD) em escala
semi-preparativa no equipamento Waters (1525 binary HPLC pump e 2998 phothodiode
arraydetector), o detector de arranjo de foto diodos com faixa de varredura de 195-650 nm
e intervalo minimo de 1 nm Waters, como mostrado na Figura 15. A aquisicdo e
processamento dos dados cromatograficos foi realizada com o software ChromNAV
(Cromatec®), a coluna utilizada é uma coluna C18 da marca Phenomenex (P/ No: OOF-
4252-P0O, Desc.: Luna 5u C18 (2) 100, Size: 150 mm x 21,20 mm 5 micron, S/ No: 463658-
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1), com vazéo de 10,0 mL.min%, volume de injecdo de 500,0 L e monitoramento a 254 e

310 nm, fornecendo as subfragdes.

Figura 15 - Equipamento utilizado no fracionamento do extrato de Sorocea bonplandii.

7

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2020).

A analise das fracdes foi realizada no HPLC como descrito no topico 3.3.2.. Em
relacdo ao solvente utilizados, foram realizadas anélises de 0 a 100% de solvente B como B

sendo Acetonitrila ou Metanol, e otimizado.

3.2 MICRORGANISMOS

3.2.1 CULTIVO

O cultivo dos fungos endofiticos das folhas da planta S. bonplandii foi realizado em
meio solido, PDA (Potato Dextrose Agar) a 32 °C, o qual a higienizagdo das folhas foi
realizada seguindo o procedimento de 2 minutos em EtOH, 2 minutos em &gua sanitaria na
concentracdo de 1%, 4 minutos em &gua ultrapura e, novamente, 4 minutos em agua
ultrapura, como evidenciado na Figura 16. Depois foi adicionado 4 partes de cada folha em

cada placa de petri para desenvolvimento do fungo.
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Figura 16 - Procedimento de higienizagdo das folhas de S. bonplandii.

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

O cultivo do fungo para a obtencdo dos extratos foi realizado em meio sélido, PDA
e CZAPEK durante 10 dias, a 32 °C. Ap0s esse periodo, o agar foi cortado em pedacos com
tamanhos de 1/3 ou 1/4 da placa de petri para cada fungo e adicionados aos frascos contendo
0s meios liquidos para o desenvolvimento e crescimento, nos estudos de OSMAC de acordo
com o planejamento fatorial que envolve o meio de cultivo (Malte, 1, e CZAPECK, -1),

agitacdo (com, 1, e sem, -1) e luminosidade (com, 1, e sem, -1), de acordo com a Quadro 1.

Quadro 1 - Planejamento fatorial do cultivo em meio liquido do fungo.

Ensaio A (meio de cultivo) B (agitacéo) C (luminosidade)
1 -1 -1 1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).
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Os cultivos liquidos em pequena escala foram realizados em 750 mL (3 erlenmeyers
de 500 mL contendo 250 mL de meio de cultura) de meio liquido malte e 750,0 mL de
czapek, durante 28 dias a 25 °C (Protocolo NuBBE) em modo estatico ou sob agitacdo a 100
rpm, com ou sem luminosidade para a obtencdo dos extratos iniciais para estudos de
OSMAC. Para o cultivo dos brancos (contendo apenas os meios de cultura) foi realizado
com 250 mL de cada meio de cultura para cada experimento em triplicata.

Ap0s o periodo de incubacéo de 28 dias, a cultura de cada fungo foi filtrada a vacuo
para eliminar a massa do micélio, e entdo foi realizada uma extracdo liquido-liquido do caldo
utilizando 3 porgdes de 300 mL de acetato de etila para cada 500 mL de cultura. E
posteriormente o extrato foi concentrado a pressdo reduzida em rotaevaporador, fornecendo
0s extratos brutos que foram armazenados em frascos limpos. Em seguida os extratos foram
solubilizados em 95:5 (MeOH:H20) e foi realizada uma etapa de clean-up (Strata X, C18).

3.2.2 IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO

Foi realizado o sequenciamento automatico por eletroforese capilar no equipamento
ABI 3730 xI DNA Analyzer Applied Biosystems) e alinhamento das sequéncias de
nucleotideos produzidas com as sequéncias de referéncia depositadas no GenBank. A
sequéncia do microrganismo obtida foi comparada com um banco de dados de DNA O
resultado dessa comparagdo demonstrou maior identidade com o fungo da espécie
Chaetomium atrobrunneum (n° acesso FJ595483.1).

Apesar da regido gendmica utilizada para identificacdo entre as espécies ser padrao
internacional para essa analise ndo se deve descartar a identificacdo de mais de uma espécie
por amostra devido a semelhanca entre os DNAs das espécies encontradas (WHITE et al.,
1990).

3.3 ANALISE DOS EXRATOS E FRACOES

3.3.1 HPLC-UV/VIS

Para 0 método cromatogréafico inicial foi realizado em HPLC, foi utilizada uma
coluna Kinetex C18 100R, 150 x 4,60 mm, e 5 mg de amostra. Os parametros
cromatograficos foram: a fase movel uma mistura do solvente com &gua ultra pura Mili-Q

(bomba A, solvente aquoso) e Acetonitrila/ Metanol (bomba B, solvente organico).
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3.3.2 HPLC-ESI-IT-MS/MS E GNPS

As analises de espectrometria de massas sequencial (MS/MS) foram realizadas em
um HPLC Shimadzu® (composto pelos seguintes modulos bomba: LC-20AD, Detector de
Arranjo de Diodos: SPD-M20A; forno de coluna: CTO- 20A; injetor automatico: SIL-
20AHT e mddulo de Comunicagdo: CBM-20A), acoplado a um espectrdmetro de massas
Amazon SL Bruker®, (fonte de ionizacdo por electrospray - ESI; analisador de massas:
lonTrap). E os dados obtidos foram submetidos ao protocolo do GNPS a fim de anotar
metabolitos presentes nos extratos através da similaridade espectral pelo Molecular
Networking. Os dados passaram por uma conversdo para mzxml utilizando o software

MSConvert e depois submetidos a plataforma GNPS.

A plataforma GNPS abrangeu outras analises complementares a anotacdo do
molecular neworking o qual foram aplicadas as fracGes do extrato de S. bonplandii e aos
extratos do fungo C. atrobrunneum, que sdo o Dereplicator+ e MS2LDA o qual os dados
foram submetidos ao GNPS no formato mzxml. Para a submissdo dos dados no Networking
Annotation Propagation (NAP) foi realizado com o ID (identificacdo da analise) do
Molecular Networking na plataforma MassIVE que € conectada ao GNPS.

Assim, com as andlises de molecular neworking, Dereplicator+, NAP e MS2LDA foi
possivel submeter esses dados no MolNetEnhancer na plataforma do GNPS para uma analise

mais robusta dos dados da planta e do fungo.

3.3.3 UPLC-ESI-QTOF/MSE E UNIFI

Para realizar as analises da plataforma UNIFI os espectros de massas foram
adquiridos no espectrometro de massas ACQUITY UPLC I - Class System coupled to Xevo
G2-S QTOF (Waters Corporation). Parametros utilizados para UPLC: fase mével A: agua,
fase movel B: metanol; o método foi realizado em gradiente linear: de 5-100 % de B em 20
minutos; fluxo: 0,4 mL.min%; volume de injecdo: 0,1 pL; fase estacionaria: coluna de fase
reversa Acquity UPLC®HSS T3 Column (1.8 um; 2.1 mm x 100 mm) e temperatura de 35
°C. As condigdes do MSE foram realizadas em modo ESI+ e ESI-, aplicando uma voltagem
ao capilar de 3 kV, cone de amostragem: 40 V, temperatura da fonte: 100 °C, temperatura
de dessolvatagdo: 650 °C, gas dessolvatador: 800 L.h™, amplitude de aquisi¢do: 50-1200 D,

razdo de amostragem: 20 ponto.s?, energia de colisdo foi de baixa energia: 10 - 20 eV e
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collision energy ramp high energy: 20-50 eV; MS Collision Energy: 10 eV. Concentragdo
das amostras: 1 mg.mL™* (solubilizadas em metanol grau HPLC).

Uma base de dados com metabdlitos ja relatados para as familias Annonaceae,
Moraceae, Malphigeaceae e Sapotaceae e para a espécie Sorocea bonplandii foram
construidas e inseridas no UNIFI, contendo 288 e 26 metabdlitos respectivamente, para o
match (ou correspondéncia) dos dados espectrais das amostras com os bancos de dados. As
bases foram construidas em formato .txt no excel e as estruturas desenhadas no ChemDraw
Professional 17.1 em formato .mol para compor essas bases de dados. As analises foram
realizadas a fim de comparar os metabdlitos do extrato com aqueles do banco de dados
levando em conta: a massa de alta resolucéo, calculo do erro em ppm (limite estabelecido de
5 ppm) e o possiveis padrbes de fragmentacGes das substancias. Todos os metabdlitos

identificados nos brancos dos meios de cultura foram excluidos das analises.

3.3.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A Anélise das Componentes Principais (PCA) foi realizada com as informacdes
obtidas no HPLC-ESI-IT-MS/MS e tratadas no GNPS (metodologia descrita na sessdo
3.3.3). Os dados foram analisados e tratados em codigo computacional para a realizacdo da
PCA pelo programa computacional Anaconda aliado ao Jupyter o qual foi utilizada
linguagem Python. Assim, pelo préprio codigo computacional da analise foi gerado os
gréficos.

A anélise da PCA s6 foi possivel ser realizada com auxilio do NuBBE,
especificamente com a ajuda do P6s-doutorando do Prof. Dr. lan Castro-Gamboa, Dr. Tiago

Ledo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PLANTA

4.1.1 CULTIVO

O cultivo das folhas foi realizado a partir do cuidado diario das mudas de Sorocea
bonplandii na estufa do NuBBE. A partir da preparacdo das folhas e posteriormente do
extrato bruto, foi obtido as massas dispostas na Tabela 1, assim com um rendimento da
extracao de 17,3%. O rendimento se mostrou abaixo do esperado na extragdo, isso pode ser

devido a escolha dos solventes e as perdas durante o processo.

Tabela 1 - Massa de material vegetal utilizado e do extrato obtido.
Parte vegetal Massa seca (g) Massa de extrato ()

Folhas 12,9665 2,2432

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).

A clorofila e outros pigmentos foram retirados com um cartucho C18 para obter 100
mg de extrato sem clorofila para a realizacdo dos testes de atividade bioldgica e de anélise,
HPLC e HPLC-MS/MS. Com outra parte do extrato a retirada da clorofila foi realizada a
partir de uma coluna de silica C18, e a massa utilizada, cerca de 1,4 g, para a realizacdo do

isolamento dos compostos majoritarios.

4.1.2 TRIAGEM BIOLOGICA DO EXTRATO

Dada a realizacdo da triagem antibacteriana foi obtido os resultados descritos na
Tabela 2.
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Tabela 2 - Triagem bacteriana para o extrato da planta Sorocea bonplandii (Sb).

Linhagens bacterianas ~ 100% Sb Julia

S. epidermidis

ATCC 35984 >512  >512
S. aureus

ATCC 25923 >512  >512
E. faecalis

ATCC 29212 >512 >512
E. faecium

ATCC 700221 >512  >512

K. pneumoniae

ATCC 700603 >512  >512

E. coli

ATCC 25922 >512  >512

A. baumannii

ATCC 19606 >512  >512

P. aeruginosa S519

ATCC 27853 >512

Fonte: CAMARGO; CRUZ (2019).

Como a concentragdo testada na triagem foi apenas a de 512 ug.mL™, a concentragio
inibitéria minima (CIM) pode ser 512 pug.mL™ ou uma concentragdo menor que esta quando
o0 houver atividade antibacteriana. Com base nos dados obtidos, foi possivel verificar que o

extrato ndo apresentou atividade significativa frente as linhagens bacterianas testadas.

4.1.2.1  Andlise de citotoxidade

As amostras testadas ndo apresentaram alto potencial citotdxico, pois nenhuma delas
apresentou um percentual de inibi¢do do crescimento celular superior a 70%, dispostos nas
Tabelas 3, 4 e 5, e na Figura 17.

Tabela 3 - Inibicdo do crescimento celular (%) da S. bonplandii em linhagem de HCT 116, com as
concentracdes de 5 pug.mL? e 50 pg.mL* (média + SEM) (n=2).

5 ug.mL? 50 pug.mL?
Extrato

Média SEM Média SEM

S. bonplandii 0,0 3,5 0,0 11,6

Fonte: LOTUFO; ALMEIDA (2019).
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Tabela 4 - Inibicdo do crescimento celular (%) da S. bonplandii em linhagem de MCF-7, com as
concentracdes de 5 pug.mL* e 50 pg.mL* (média + SEM) (n=2).

5 ug.mL? 50 pg.mL?
Extrato

Média SEM Média SEM

S. bonplandii 0,0 4,7 0,0 7,8

Fonte: LOTUFO; ALMEIDA (2019).

Figura 17 - Regressao ndo linear do controle positivo doxorrubicina com concentragdes de 0,0032 a 10 uM
em linhagem de HCT 116 e MCF-7.
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Fonte: LOTUFO; ALMEIDA (2019).

Tabela 5 - Concentragdo inibitoria média (1Csg) do controle positivo dexorrubicina em linhagem de HCT 116

e MCF-7.
HCT 116 MCF-7
ICso 1,7 2,9
Intervalo de Confianca 95% 1,0-28 1,4-6,0

Fonte: LOTUFO; ALMEIDA (2019).

Dessa forma, o extrato das plantulas de Sorocea bonplandii ndo apresentou alto

potencial citotoxico para linhagens celulares HCT-116 e MCF-7.
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4.1.2.2 Triagem pontual de inibidores para as enzimas acetilcolinesterase de

peixe elétrico (AChEee) e butirilcolinesterase humana (BChEny)

Os resultados obtidos do ensaio de triagem pontual com o0s compostos em
concentracéo final de 200 pg.mL™ foram compilados na Tabela 6 de acordo com o material

enviado.

Tabela 6 - Resultados dos ensaios de triagem pontual para as enzimas acetilcolinesterase de peixe elétrico
(AChEg) € butirilcolinesterase humana (BChEhy).

% Inibicdo
Compostos
ICER-AChEee ICER-BChEhu
Galantamina? 944+1,0 93,7+£1,0
S. bonplandii 6,812 20,2+1,8

2 Inibidor padrdo de AChEee e BChEhu
Fonte: CARDOSO; CARVALHO; MARTINS (2020).

Os extratos das plantas ndo obtiveram sucesso, ou seja, 0s extratos ndo apresentaram
atividade bioldgica na inibicdo de enzimas acetilcolinesterase de peixe elétrico (AChEee) e
butirilcolinesterase humana (BChEny).

4.1.3 ANALISE DO EXTRATO
4.1.3.1 HPLC-UV/VIS

Foram realizadas analises em HPLC para amostras de Sorocea bonplandii, a

cromatografia que se mostrou mais eficiente foi a utilizando até 30% de solvente organico,
bomba B, mostrando que a amostra contém compostos muito polares. Realizando as analises

cromatograficas, com as imagens obtidas na Figura 18 nas ondas de 254 e 310 nm.
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Figura 18 - Espectro do extrato bruto de Sorocea bonplandii.

...... PAa biematy 105001

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).

Foi possivel analisar que as substancias presentes no extrato tem tendéncia a serem
mais polares devido a porcentagem de Acetonitrila, bomba B, que foi realizada a

cromatografia.

413.2 HPLC-ESI-IT-MS/MS e Molecular networking

Os espectros de massa obtidos de modo positivo e negativo foram realizados num

tempo de 45 minutos de 0 a 30% de solvente B elucidados no DataAnalysis, foram dispostos

nas Figuras 19 e 20, para 0 modo positivo e negativo, respectivamente.

Figura 19 - Espectro em modo Positivo do extrato de Sorocea bonplandii.

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 Time [min]
[=—Sb_POS_1-3_01_2126.d: BPC +All MS

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).
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Figura 20 - Espectro em modo Negativo do extrato de Sorocea bonplandii.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).

Com base nos espectros de massa e a conversao para 0 modelo GNPS, foi obtido o

molecular networking mostrado na Figura 21.



53

Figura 21 - Molecular networking da Sorocea bonplandii, em cor cinza é o branco e em cor rosa é o extrato®.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).

A andlise do GNPS como plataforma para a anotagdo de compostos com base nos
dados obtidos dos cromatogramas de ions totais pelo equipamento de cromatografia aliado
a espectrdmetro de massa forneceu a massa e um padréo de fragmentacéao para cada molécula
ionizada. Assim, foi gerado um mirror match para cada amostra anotada juntamente com seu
valor de cosseno/MQscore que quanto mais préximo seu valor perto de 1 mais a
fragmentacdo da molécula anotada corresponde a fragmentacdo do banco de dados do
GNPS, gerando a possibilidade de uma possivel identificacdo do composto. Como exemplo,

IMolecular networking do extrato da planta pode ser acessado pelo link:
<https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=1f4b0393b8e945e9b8fhc11df289f83f >.
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temos o mirror match na Figura 22, acido clorogénico, um alcaloide o qual tem seu cosseno
igual a 0,95, de maneira que evidencia que o match foi preciso, podendo indicar a

identificacdo do composto.

Figura 22 - Mirror Match do molecular networking com identificagio do Acido Clorogénico no extrato
bruto de S. bonplandii.

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).

Com base no molecular networking formado na Figura 21, foi possivel a anotagéo de
24 compostos em nomenclatura de acordo com a base de dados GNPS que é em lingua
inglesa, com seu modo de ionizagdo (positivo ou negativo), seu tempo de retencdo em
minutos, sua massa por carga (m/z) e o tipo de aduto formado, estdo expostos na Tabela 10
no APENCIDE A.

Com base nos espectros de massa da Figuras 19 e 20, os dados obtidos na Tabela 10
e a partir do molecular networking foi possivel obter algumas informacGes sobre as
moléculas encontradas no GNPS e comparar com 0s espectros de acordo com 0 modo e 0
tempo de retencdo. Esses compostos sdo majoritariamente flavonoides, de forma mais
especifica flavonoides glicosilados, e outros compostos identificados como &cidos organicos
e dissacarideos.

No entanto, foi observado divergéncias com a molécula 2 no modo negativo, acido
clorogénico, com a molécula 7, quercetina-3-O-glc-1-3-ram-1-6-glucosideo, e com a
molécula 10, quercetina-hexosideo-di-ramnosideo, pois o programa MSCluster agrupa 0s

diasteroisomeros em um tempo de retencdo médio, e a partir dos dados dos espectros no
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DataAnalysis foi possivel a elucidacéo dos dois tempos de retencdo diferentes com mesma

massa e mesma fragmentacgdo, como por exemplo a molécula 7 disposta na Figura 23.

Figura 23 - Espectros referentes as moléculas Quercetina-3-O-glc-1-3-ram-1-6-glucosideo.

Quercetina-3-O-glc-1-3-ram-1-6-glucosideo
23 miz=773,4

0 5 10 15 20 25 30 35 40

[==Sb_POS_1-3 01_2126.d: EIC 773.40 +AI VS

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).

Assim, com esses dados foi possivel propor as fragmenta¢des a partir da imagem
dessas moléculas, as imagens obtidas no GNPS e no PUBCHEM (site de dados quimicos)
(PUBCHEM, 2020), e do seu respectivo espectro de fragmentacdo obtido no DataAnalysis.
Outro contratempo foi com a molécula 10, Quercetina-hexosideo-di-rhamnosideo, e com a
molécula 18, Metoxi-quercetina-3-O-hexosideo, que encontramos seu perfil de
fragmentacdo no DataAnalysis mas ndo encontramos dados ou informac6es sobre a molécula

nas literaturas. Com isso temos Tabela 7, com as fragmentacdes observadas.



Tabela 7 - Fragmentacdo dos compostos anotados no molecular networking.
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N° Modo tr (min)  Massa (m/z) Aduto Fragmentacéo

1 Positivo 23,793 525,0 [M+Na]* 393,24
Negativo 10,164 353,5 M-H 191,0

? Positivo 9,733 355,2 [M+H]* 162,9
Positivo 17,016 369,0 M+H 176,91 | 144,95

3 Negativo 16,725 367,6 [M-H] 191,1

4 Positivo 1,596 325,0 M+H-H20 162,9

5 Positivo 13,853 469,4 M+Na 317,1

6 Positivo 3,391 328,0 M+H 310,16

7 Positivo 15,710 773,4 M+H 611,2 | 465,1|303,1
Positivo 23,312 611,3 M+H 449,2 | 287,0

° Negativo 23,222 609,6 [M-H] 301,2

9 Positivo 19,444 627,2 [M+H]* 465,1|303,1

10  Positivo 18,782 757,3 M+H -

11 Positivo 26,079 595,4 M+H 449,1|287,0

12 Negativo 26,283 593,6 [M-H] 285,1

13 Positivo 21,163 611,2 [M+H]* 449,2 | 287,0
Negativo 22,306 609,6 [M-H] 429,3]285,1

14 Positivo 22,619 741,6 [M+H]* 595,2 | 449,1

15  Negativo 19,496 625,6 M-H 445,2 | 300,1

16  Negativo 20,206 755,7 [M-H] 593,3

17 Positivo 1,399 326,4 [M+H]* 163,8

18  Positivo 21,399 478,6 M+H -

19 Negativo 15,858 755,7 [M-HT 593,3

20  Positivo 18,811 494,6 M+H 332,3

21  Negativo 24,280 463,4 M-H 3011

22 Positivo 10,484 4494 M+H 287,1

23 Positivo 33,281 462,5 Cat 300,3

24 Positivo 24,337 465,1 M+H 303,1

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).
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Analisando a Tabela 7, foi observado que a maioria tem uma perda ramnose ou
glicose que confere uma perda de 146 ou 162 em massa, respectivamente. Como por

exemplo a molécula 8, rutina, que estd exposto sua fragmentacao nas Figuras 24 e 25.

Figura 24 - Espectro de massas (modo positivo) da rutina e proposta de fragmentacéo.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).

Figura 25 - Espectro de massas (modo negativo) da rutina e proposta de fragmentacdo.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2019).

4.1.4 FRACIONAMENTO DO EXTRATO
A realizacdo do fracionamento do espectro dos compostos majoritarios foi baseada

nos cromatogramas e espectros de ultravioleta obtidos, assim como alguns picos
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identificados no molecular networking, evidenciados nas Figuras 18, 19, 20 e 21, e na Tabela
1.

O fracionamento foi realizado com base no cromatograma da Figura 18, o
fracionamento no HPLC-DAD com um tempo de 52 min para cada cromatografia foram
necessarias 24 inje¢des no equipamento. Analisando as fragdes obtidas no HPLC,
otimizamos o método para cada fracéo de acordo com a porcentagem de solvente B, metanol.
Com isso, foi obtido os seguintes tempos, as massas para cada fracdo, e as %B na analise no
HPLC, descritas na Tabela 8.

Tabela 8 — Dados de cada Fragdo e método otimizado para analise em HPLC-MS/MS.

Fracéo Tempo (min) Massa (mg) %B HPLC
1 1-4 673,9 5a15%
2 4-6 27,0 Isocratico 8%
3 6-9 14,9 5a10%
4 9-12 11,1 5a15%
5 12-16 12,2 5 a20%
6 16-20 14,9 5a30%

7 20-23 9,5 5a30%
8 23-26 11,6 5a45%

9 26-30 13,0 5a40%
10 30-34 12,1 20 a 45%
11 34-38 10,9 20 a 50%
12 38-48 19,9 5a 100%
13 48-52 16,8 5a 100%

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2020).

Com a analise das fracGes obtidas no HPLC, o método foi otimizado para o solvente
B sendo o metanol quem mostrou melhores resultados para a analise, obtivemos 0s
cromatogramas para cada fragcdo. Podemos demostrar alguns cromatogramas da Fracédo 3,

Fracdo 7, Fracdo 10 e Fracdo 12 realizados em 254 e 310 nm como o exposto da Figura 26.
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Figura 26 - Cromatograma das fracdes: (a) 3, (b) 7, (c) 10 e (d) 12.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2020).

Analisando a Tabela 8 e a Figura 26 foi observado que as Fragbes 1, 2, 3,4 e 5
precisam ser otimizadas, atentando a possibilidade da presenca de moléculas sem grupos
cromoforos, ndo sendo possivel a deteccdo via ultravioleta. As FracGes 6, 7, 8 e 9 foram
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obtidos bons resultados, tendo em vista os cromatogramas de forma que existem picos
nitidos com possibilidade de anlise desses picos que representam compostos majoritarios
na fracdo. E o refinamento dessas subfracdes poderiam indicar novos compostos que nao
foram elucidados no molecular networking e indicar alguns picos de interessa para

isolamento, para isso é necessarias maiores investigacdes sobre seus compostos.

As Fracdes 10 e 11 foram os que obtiveram os melhores resultados otimizados, de
forma que héa picos nitidos com possibilidade de analise desses picos que representam
compostos majoritarios na fragdo e indicando alguns picos mais finos o qual pode indicar
pico de um composto Unico. Diante deste cenario foram necessarias maiores investigagdes
nessas fracdes em HPLC-MS/MS e UPLC-MS/MS, visando a obtencdo de informacdes
estruturais que possam inclusive evidenciar moléculas inéditas. As Fragdes 12 e 13 mostram
a possivel presenca de taninos visto a distor¢éo na linha base do cromatograma. No entanto,
sd0 necessarios mais dados para concluir apropriadamente sobre este tipo de molécula.

Assim, as treze fragdes do extrato de Sorocea bonplandii obtidos foram processados
em HPLC-MS no modo positivo e negativo, em um tempo de 45 minutos utilizando como
solventes agua (solvente A) e metanol (solvente B) de acordo com o método otimizado no
HPLC, Tabela 9. Os dados foram posteriormente processados e analisados fazendo uso do

software DataAnalysis.

4141 HPLC-ESI-IT-MS, Molecular networking e ldentificacdo de picos

majoritarios no modo positivo

Na Figura 27 foi possivel observar os cromatogramas de ions totais para as Fragdes
5 8e12.

Figura 27 - Cromatograma de fons totais em modo positivo para a fracdo 5 (a), fracdo 8 (b) e fracdo 12 do
extrato de S. bonplandii
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Analisando os cromatogramas de ions totais pode-se observar varios picos que pela
sua feicdo simétrica sugerem se tratar de compostos especificos para cada banda.
Posteriormente, foi realizado o tratamento dos dados dos espectros de massa junto ao banco
de dados da plataforma GNPS, sendo possivel obter o grafico do molecular networking para
os dados gerados no modo positivo das 13 fragdes, o Quadro 2 evidencia como cada fragédo

e 0 branco fazem parte da rede molecular.

Quadro 2 - Cores respectivas de casa fragdo no molecular networking.

Amostra Cor
Branco Cinza
Fragdo 1 Laranja e
Fragéo 2 Amarelo
Fracéo 3 Amarelo esverdeado
Fracdo 4 Verde claro
Fracdo 5 Verde
Fracédo 6 Verde escuro
Fracdo 7 Azul esverdeado ou Verde azulado
Fracéo 8 Azul claro
Fragdo 9 Azul royal
Fracdo 10 Azul escuro
Fracdo 11 Roxo
Fracdo 12 Rosa
Fracdo 13 Vermelho

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).
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O molecular networking € uma rede de interacbes moleculares gerada pela
plataforma GNPS, Figura 28, o qual é bastante eficiente em andlises de misturas complexas.
Nesta analise foi possivel obter 1975 nodos e aproximadamente 106 clusters, os clusters sao
agrupamentos de compostos estruturalmente relacionados. Uma série de algoritmos
presentes na GNPS faz uma correlagdo espectral associando os compostos estruturalmente

similares.

Figura 28 - Rede molecular (molecular networking) das fracdes de Sorocea bonplandii no modo positivo?.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

2Molecular networking no modo positivo para as fragdes esta disponivel pelo link:
<https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=1823466042f1472aaa9dfchbe383350ed>.
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Assim, foi gerado um mirror match para cada anotacdo juntamente com seu valor de
cosseno/MQscore que quanto mais proximo seu valor perto de 1 mais a fragmentacdo da
molécula identificada corresponde a fragmentacdo do banco de dados do GNPS. Como
exemplo, temos o mirror match na Figura 29, a karakolina, um alcaloide o qual tem seu
cosseno igual a 0,75, e o ftalato de dioctila que tem um cosseno de 0,99, de maneira que

evidencia que o match para o ftalato de dioctila € mais preciso que o da karakolina.

Figura 29 - Mirror match do GNPS para as moléculas (a) Karakolina e (b) Ftalato de dioctila.

(@) (b)

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Com base na rede molecular gerada pela plataforma GNPS (Figura 28) aliada aos
valores de cosseno obtidos, foi possivel anotar 220 metabolitos que estdo descritos na Tabela
11 no APENDICE B. Como visto alguns compostos estdo presentes em mais de uma fragdo
de forma que, ap6s a eliminacdo das redundancias detectadas, foram anotados 101

metabolitos para 0 modo positivo.

Assim, com as informacdes dos compostos conhecidos e detectados pelo GNPS
aliado ao programa Data Analysis foi possivel a deteccdo de compostos majoritarios, como
um derivado da isoleucina identificado na Fracgdo 2 e a cinarina identificado na Fra¢do 4 no

modo positivo, como evidenciado na Figura 30.
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Figura 30 - Cromatograma de ions totais com identificacdo de composto majoritario na fragéo 2 e fracdo 4.

Derivado da isoleucina

[ 5 10 15 20 2 30 35 40 45 “Time [min]
[E—Julia 2 POS 15 01 3949.d: BPC +All MS |

- cinarina

A
00—~
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 Time [min]
[==Julia_4 NEG_16 01 3799.d: BPC -All MS |

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Para a Fracdo 11 foi possivel detectar derivados de aminoécidos com pentoses,
derivados de fenilpropandides, flavonoides, como pode ser observado a estrutura molecular

na Figura 31.

Figura 31 - Estrutura molecular para compostos majoritérios: (a) Fragdo 2, (b) Fracéo 4 e (c) Fragdo 11.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).
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Com as informacBes do molecular networking, foi possivel a visibilidade de alguns
compostos presentes em cada fracédo, identificar alguns picos do cromatograma de ions totais
com base na informacdo de massa, tempo de retencdo e fragmentagdo. E assim, elucidar
estruturalmente essas moléculas. Entretanto temos informacfes apenas dos compostos

identificados, mas temos muitos outros compostos ndo identificados na amostra.

Dessa forma, foi necessario evoluir nas anélises dentro da plataforma do GNPS com
0 DEREPLICATOR+, NAP e MS2LDA, juntamente com o molecular networking séo
relacionadas pelo MolNetEnhancer. Essa anélise identifica as similaridades dos compostos
presentes com a finalidade de identificacdo de Classes de Compostos gerando a rede
molecular colorida de acordo com essa classificacdo, como evidenciado na Figura 32 e a
Quadro 3 descreve a cor de cada classe de compostos.

Quadro 3 - Classificagdo por cor da classe de compostos do MolNetEnhancer.
Cor Classe dos Compostos

Cinza Composto ndo-metal homogéneo
Cinza claro Hidrocarbonetos
Laranja Alcaloides e derivados
Amarelo Benzenoides
Verde claro Lipidios e moléculas semelhantes a lipidios
Verde Nucleosideos, nucleotideos e analogos
Verde azulado  Polimeros organicos
Azul claro Acidos organicos e derivados
Azul Compostos organicos nitrogenados
Azul escuro Compostos organicos oxigenados
Roxo Compostos organohalogenados
Rosa Compostos organicos heterociclicos
Rosa escuro Fenilpropanoides e Policetideo

Vermelho Sem identificacdo/ correspondéncia

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2022).
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Figura 32 - MolNetEnhancer das fraces de Sorocea bonplandii no modo positivo®.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2022).

Com a analise da Figura 32, fica evidente o agrupamento do molecular networking
pela semelhanca estrutural o qual o maior cluster representa a classe de Benzenoides, ou
seja, compostos com presenca de anéis aromaticos. Em contrapartida, a maior quantidade de
clustes sdo representados por compostos lipidicos ou similares e compostos organicos

heterociclicos. Assim, a identificagdo dos compostos dessas classes com o molecular

3Molecular networking do MolNetEnhancer no modo positivo para as fraces esta disponivel no link:
<https://gnps.ucsd.edu/ProteaSAFe/status.jsp?task=c4cd020bc6054a42a9cf4192f2aef1f4>.
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networking é uma forma de identificar semelhancas entre estruturas ndo identificadas para a

finalidade de elucidacdo desses compostos e isolamento dos mesmos.

4142 HPL-ESI-IT-MS, Molecular networking e ldentificacdo de picos

majoritarios no modo negativo

Os espectrogramas elucidados, de acordo com a Tabela 8, para 0 modo negativo

ficaram semelhantes ao da Fracdo 6 e da Fracdo 10 como exemplos na Figura 33.

Figura 33 - Cromatograma de ions totais em modo negativo para a Fracdo 6 (a) e Fragdo 10 (b) do extrato de
S. bonplandii.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Analisando os espectros pode-se observar varios picos 0s quais por ndo serem picos
finos que caracterizariam um unico composto pode-se ter compostos co-eluindo juntos,
alguns desses picos tem similaridades nos modos positivo e negativos, com o tratamento dos
dados espectrométricos no banco de dados GNPS, obtemos o molecular networking para o
modo negativo mostrado na Figura 34 o qual as cores de cada fracdo estdo de acordo com a
Quadro 2.

Através da analise do molecular networking obtivemos 1343 nodos e

aproximadamente 108 clusters.
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Figura 34 - Molecular networking das fragdes de Sorocea bonplandii no modo negativo®.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

A andlise do GNPS gera um mirror match para cada amostra identificada juntamente
com seu valor de cosseno/MQscore, como exemplo para 0 modo negativo temos a Figura
35, a iridina, uma isoflavona o qual tem seu cosseno igual a 0,77, e o acido cafeoilquinico
que tem um cosseno de 0,96, de maneira que evidencia que o match para o &cido

cafeoilquinico é mais preciso que o da iridina.

“Molecular networking no modo negativo para as fraces esta disponivel através do link:
<https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=e23818170d3846bda2577316f974183d>.
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Figura 35 - Mirror match do GNPS para as moléculas (a) Iridina e (b) Acido cafeoilquinico.

(@) (b)

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Com base no molecular networking formado na Figura 34 aliada aos valores de
cosseno obtidos, foi possivel a anotacdo de compostos de acordo com a base na anélise da
rede molecular, foram observados 147 metabdlitos no total de acordo como 0s compostos
presentes em cada fracdo e estdo descritos na Tabela 12 no APENDICE B. Como visto
alguns compostos estdo presentes em mais de uma fracdo de forma que foi anotado apenas

57 metabdlitos diferentes para 0 modo negativo.

Assim, com as informacgdes dos compostos conhecidos e detectados pelo GNPS
aliado ao programa Data Analysis foi possivel a identificacdo de compostos majoritarios,
como o dissacarideo trealose identificado na Fracdo 1 e o &cido coumaroilquinico
identificado na Fracdo 7 no modo negativo, como evidenciado na Figura 36 (a) e Figura 36

(b) respectivamente.

Figura 36 - cromatograma de ions totais com identificacdo do composto majoritario: (a) Fracdo 1 e (b)
Fracéo 7.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).
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Com a identificacdo do composto majoritario e da plataforma do GNPS ¢é possivel a
elucidacédo desses compostos. Assim, temos para a Figura 37, para a Fragdo 1 um composto
majoritario (trealose), para a Fragdo 7 o &cido coumaroilquiico. Para a Fracéo 9 foi possivel
detectar derivados fenilpropanoidicos assim como flavonoides.

Figura 37 - Estrutura molecular para compostos majoritarios: (a) Fracao 1, (b) Fragdo 7 e (c) Fragdo 9.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Com as informacdes do molecular networking, foi possivel anotar alguns compostos
presentes em cada fracdo, identificar alguns picos do cromatograma de ions totais com a

finalidade de elucidar estruturalmente essas moléculas.

Assim para 0s compostos nao identificados, as analises evoluiram na plataforma do
GNPS com o DEREPLICATOR+, NAP e MS2LDA, juntamente com o molecular
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networking foram relacionadas pelo MolNetEnhancer para identificar as Classes de
Compostos da rede molecular o qual a classificagdo esta descrita por cor no Quadro 3 e a

rede molecular esta evidenciada na Figura 38.

Figura 38 - MolNetEnhancer das fracdes de Sorocea bonplandii no modo negativo®.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2022).

>Molecular networking do MolNetEnhancer do modo nagativo das frages esta disponivel no link:
<https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=2a4197ba061e447784ac75e0dfad2588>.
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Com a analise da Figura 38, o agrupamento do molecular networking pela
semelhanca estrutural evidenciou que os maiores clusters representam as classes de
Benzenoides, compostos lipidicos ou similares e compostos organicos heterociclicos. A
similaridade com a analise de modo positivo corroborou como uma validacdo da mesma
fonte de dados que s&o as fracGes de S. bonplandii, entretanto os agrupamentos foram

maiores conseguindo gerar uma maior conexao entre uma maior quantidade de compostos.

4.1.4.3  Andlise das Fracdes — UPLC-ESI-QTOF/MSE

Os espectros de massa para as treze fracdes do extrato de Sorocea bonplandii obtidos

no modo positivo e negativo, foram realizados num tempo de 20 minutos, fazendo uso dos
solventes &gua (solvente A) e metanol (solvente B) de acordo com o0 método de 5 a 100% no
UPLC.

4144 UPLC-ESI-QTOF/MSE, UNIFI e Identificacdo de compostos nho

modo positivo
Com base no banco de dados formado pela autora e a identificagio realizada pela

plataforma UNIFI, foram anotados 185 metabdlitos que estdo dispostos na Tabela 13 no
APENDICE C, ap6s a eliminacdo de compostos redundantes foi possivel anotar 67

metabdlitos.

Comparando os compostos identificados pela plataforma GNPS é possivel fazer uma
correlacdo, sendo possivel detectar metabolitos como o acido clorogénico, rutina e derivados
de pentoses, entre outros, que foram comuns tanto na rede molecular como na plataforma
UNIFI. E realizando uma comparagédo com a literatura o qual o banco de dados utilizado foi
criado, foi possivel a anotacdo de moléculas presentes nas raizes de acordo com a literatura
e pela anélise nas folhas também como por exemplo o Soroceal, Soroceina A e Soroceina B,

observando a similaridade de alguns compostos caracteristicos na planta como um todo.

4145 UPLC-ESI-QTOF/MSE, UNIFI e Identificacido de compostos no

modo negativo
Com base no banco de dados formados pela autora e a identificacdo realizada pela

plataforma UNIFI, foram anotados 125 metabdlitos que estdo evidenciados na Tabela 14 no
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APENDICE C, ap6s a subtracio de compostos redundantes foi possivel anotar 47
metabdlitos.

Comparando os compostos identificados pela plataforma GNPS é possivel fazer uma
convergéncia, sendo possivel detectar metabdlitos como o acido quinico, acido clorogénico,
rutina e monotropitosideo (metil 2-{[6-O-(5-D-xilopiranosil)-$-D-
glucopiranosil]oxi}benzoato), entre outros, que foram comuns tanto na rede molecular como
na plataforma UNIFI. E realizando uma comparacdo com a literatura, foi possivel a anotacéao
de moléculas presentes nas raizes de acordo com a literatura e pela anélise nas folhas também
como por exemplo o Sorocein A, observando a similaridade de alguns compostos

caracteristicos na planta como um todo.

4.1.5 FRACIONAMENTO DAS FRACOES DE INTERESSE

A realizacdo do fracionamento das fracbes do extrato bruto de S. bonplandii com o
objetivo de isolamento de compostos majoritarios foi baseada nos cromatogramas de ions
totais gerados em HPLC-MS/MS com o tratamento dos dados realizados na plataforma do
GNPS, com o molecular networking e MolNetEnhancer, e UNIFI. Assim, foram
selecionadas as fragdes para a realizacao do subfracionamento que foram as fracdes 5,6 e 7,
seguindo o mesmo processo do primeiro fracionamento, s6 que nessa cada amostra foi
dividida em 4 subfragdes, gerando massas entre 0,9 mg e 6,7 mg.

Com isso, foi necessario para identificar se as fracdes estavam purificadas foi
realizado anélises em HPLC-MS/MS para a visibilidade de picos majoritarios puros, ou seja,
amostras com picos Unicos. A visibilidade dos cromatrogramas de ions totais esta na Figura

39 para a Subfracdo 7.3 no modo positivo e para a Subfracdo 5.2 no modo negativo.

Figura 39 - Cromatograma de ions totais para a Subfra¢do 7.3 no modo positivo (a) e Subfragdo 5.2 no modo
negativo (b) do extrato de S. bonplandii.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Entretanto, as subfragdes ainda ndo estavam totalmente purificadas, sendo necessario
mais fracionamentos para a purificacdo e o isolamento desses picos, mas analisando as
massas obtidas, se mostrou inviavel o isolamento do composto por existir perdas grandes de
massa durante o fracionamento e para a elucidagdo € necessario minimo 1 mg de massa para
a realizacdo de analises em UPLC-MS/MS, RMN, o qual idealmente é necesséaria uma maior

quantidade para a realizacdo de testes de atividade biolégica em paralelo.

4.2 MICRORGANISMO

4.2.1 CRESCIMENTO EM MEIO SOLIDO

O crescimento do fungo endofitico foi realizado pelo armazenamento de parte das
folhas de Sorocea bonplandii em uma placa de petri contendo PDA (Potato-Dextrose-Agar
— Batata-Dextrose-Agar) previamente higienizada para evitar possiveis contaminag@es, sob
condicdes favoraveis o aparecimento do mesmo o qual é necessario a espera de alguns dias.
Entretanto, na abordagem utilizada foi isolado apenas um fungo, isso foi devido as condi¢bes
de processo de isolamento que pode criar um meio resistente ao crescimento de outros
microrganismos. O processo de crescimento do fungo endofitico a partir de uma folha

madura e uma folha jovem da planta esta evidenciado na Figura 40.
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Figura 40 - Procedimento de cultivo dos fungos endofiticos das folhas de Sorocea bonplandii.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Assim, com o crescimento do fungo foi necessario a realizacdo de repiques em suas
extremidades, que sdo suas partes mais jovens, para o isolamento do fungo. Assim, foi
necessario observar seu crescimento para a comprovacdo visual do isolamento e a
comprovacao de obtencdo de apenas um fungo endofitico de S. bonplandii proveniente da
folha jovem, de maneira a prover uma observacdo da capacidade antifungica da planta
principalmente quando madura, dado que ndo houve crescimento de fungos na folha madura.

A Figura 41 mostra o crescimento do fungo ao longo de 25 dias.
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Figura 41 - Crescimento do fungo isolado das folhas de S. bonplandii.

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Com isso, foi possivel o isolamento visual de um fungo endofitico da planta o qual
foi identificado como Chaetomium atrobrunneum e, prosseguir para o cultivo em meio

liquido visando a detec¢do dos metabolitos secundarios desse microrganismo.

4.2.2 CRESCIMENTO EM MEIO LiQUIDO

O cultivo em meio liquido tem o objetivo de focar na obtencdo dos metabdlitos
secundarios pelo crescimento do fungo por 28 dias, seguido pela extracdo. A Figura 42
evidencia o crescimento do fungo ao longo dos 28 dias dada as variaveis de cultivo a partir
de uma parte da placa de petri com o fungo crescido por cerca de 10 dias, o qual para o
cultivo em malte foi utilizado 1/4 da placa de petri com PDA e para czapek foi utilizado 1/6
de placa de petri com czapek dado a contaminagéo de uma das placas, excluindo o miolo das
placas.
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Figura 42 - Crescimento em meio liquido do fungo isolado das folhas de S. bonplandii.

Crescimento do fimgo em meio
liquido até o dia da extragdo

condigdes de sem lumnosidade e sem agitagio

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Com o crescimento do fungo foi necessaria sua filtracdo para a obtengdo do meio
liquido, na Figura 43 mostra o meio liquido filtrado, o qual evidencia colora¢des diferentes
de acordo com cada condigdo indicando variagdo no crescimento do fungo e possivelmente

geragdes diferentes de metabolitos.

Figura 43 - Filtrado do meio de cultivo liquido em Czapek e Malte.

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).
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Assim, foi possivel a realizagdo da extragdo do meio liquido com acetato de etila
seguido pela utilizacdo do rotaevaporador para a retirada do solvente, obtendo os extratos
dos fungos de acordo com cada condicao e do branco, que é referente ao meio de cultivo. A

Tabela 9 evidencia a massa de extrato bruto obtida de acordo com o planejamento fatorial.

Tabela 9 - Planejamento fatorial do cultivo do fungo com informacgéo da massa do extrato bruto.

Ensaio A B C Extrato bruto

(meio de cultivo) ~ (agitacdo)  (luminosidade) (mg)

1 -1 -1 -1 245,6

2 -1 -1 1 449

3 -1 1 -1 46,9

4 -1 1 1 101,0

5 1 -1 -1 96,7
6 1 -1 1 1114

7 1 1 -1 41,2

8 1 1 1 34,9
Branco Czapek - - - 152,6
Branco Malte - - - 10,0

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

As informacdes de massa dos extratos brutos foram importantes para futuras analises
as quais requerem uma aliquota e para a realizacdo de algumas analises estatisticas. Foi
observado na Tabela 9 que os ensaios do branco em Czapek (ensaio 1) possuiu uma massa
muito alta, devido a presenca de sais ou compostos solidos que decantaram, pela sua

insolubilidade no acetato de etila.

4.2.3 ANALISE DOS EXTRATOS FUNGICOS — MOLECULAR NETWORKING

Com os extratos brutos foi necessario uma investigagdo mais profunda da sua
composicao e evidenciou a importancia do planejamento fatorial para uma diversificacdo de

metabdlitos secundarios, de maneira a clarear o comportamento do fungo e possivelmente
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suas preferéncias quanto as condic¢des de cultivo. A Figura 44 mostra os extratos passados
pelo clean up, prontos para a analise no cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado ao

espectrometro de massas (HPLC-ESI-IT-MS) o qual mostram uma diferenca de coloracéo.

Flgura 44 - Extratos Ilmpos do fungo

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

4231 HPLC-ESI-IT-MS e Molecular networking no modo positivo

A analise do modo positivo permite a observacdo de cations. Observa-se na Figura

45 o cromatograma de ions totais.

Figura 45 - Cromatograma de ions totais para 0 modo positivo para o Ensaio 5.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Analisando os cromatogramas de ions totais pode-se observar varios picos que
posteriormente, foi realizado o tratamento dos dados dos espectros de massa junto ao banco
de dados da plataforma GNPS, sendo possivel obter o grafico do molecular networking para
os dados gerados no modo positivo dos 8 ensaios mais os brancos. O Quadro 4 evidencia

como cada ensaio integrou a arquitetura da rede molecular.
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Quadro 4 - Legenda do molecular networking dos extratos flngicos.

Cor Ensaio A B ¢
(meio de cultivo)  (agitacdo)  (luminosidade)
Amarelo 1 -1 -1 -1
Verde 2 -1 -1 1
Azul claro 3 -1 1 -1
Azul 4 -1 1 1
Roxo 5 1 -1 -1
Rosa 6 1 -1 1
Vermelho 7 1 1 -1
Laranja 8 1 1 1
Cinza Branco Czapek - - -
- Cinzaescuro  Branco Malte - - -
Cinza claro Branco - - -

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Nesta analise foi possivel obter na rede molecular 907 nodos e aproximadamente 60
clusters, evidenciados na Figura 46. Uma série de algoritmos presentes na GNPS faz uma

correlagéo espectral associando 0s compostos estruturalmente similares.
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Figura 46 - Molecular networking no modo positivo obtido para todos os extratos®.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Com base na Figura 46, o qual representa 0 molecular networking no modo positivo
dos extratos, foi possivel a anotacio de 24 compostos. Assim, a Tabela 15 no APENDICE
D fornece informacgdes como o ensaio que foi encontrado 0 composto, como 0 nome, 0 m/z,
0 erro em ppm do m/z, tempo de retencdo em segundos, 0 MQScore que representa o

€0sseno, ou seja, a similaridade da fragmentacdo com a base de dados, e o aduto.

A analise do GNPS como plataforma para a anotagdo de compostos com base nos
dados obtidos dos cromatogramas de ions totais pelo equipamento de cromatografia aliado
a espectrometro de massa forneceu a massa e um padrdo de fragmentacédo para cada molécula
ionizada. Assim, foi gerado um mirror match para cada amostra identificada juntamente com
seu valor de cosseno/MQscore que quanto mais préximo seu valor perto de 1 mais a
fragmentacdo da molécula identificada corresponde a fragmentacdo do banco de dados do
GNPS.

8Molecular networking no modo positivo para os extratos fiingicos estd disponivel pelo link:
<http://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=a09b5877424846¢c9a0c1c9c2504bae49>.
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Com a anotacdo dos 24 compostos dispostos no Quadro 4, foi possivel evidenciar
que os ensaios 5 e 6 tem uma similaridade grande de compostos. 1sso pode ser explicado
pelas similaridades de cultivo que foi o meio de cultivo em malte e sem agitacdo o qual a
luminosidade aparentemente ndo interferiu  significantemente. Temos algumas
identificagOes similares que foram obtidas dos ensaios 1 e 2 que representa meio de cultivo
em CZAPEK e sem agitagdo como evidenciado na Tabela 15.

Com as informacGes do molecular networking, foi possivel a visibilidade de alguns
compostos presentes em cada fracdo, identificar alguns picos do cromatograma de ions totais
com base na informacao de massa, tempo de retencéo e fragmentacdo. Entretanto foi obtido
informac@es apenas dos compostos identificados, mas exitem muitos outros compostos nao

identificados na amostra.

Dessa forma, evoluindo nas analises na plataforma do GNPS com o
DEREPLICATOR+, NAP e MS2LDA, junto do molecular networking que foram
relacionadas pelo MolNetEnhancer. Foi possivel a identificacdo de Classes de Compostos
pela geragdo da rede molecular diferenciando sua classe por cor como descrito no Quadro 3,
e evidenciado na Figura 47.



83

Figura 47 - MolNetEnhancer dos extratos brutos de Chaetomium atrobrunneum no modo positivo’.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2022).

Com a analise da Figura 47, os agrupamentos do molecular networking evidenciam
uma dominancia da classe de compostos organicos heterociclicos nos extratos brutos de C.
atrobrunneum no modo positivo. Comparando em relagéo as classes identificadas na analise
da planta, Figura 32, é possivel observar uma variedade de classes moleculares maiores para

o fungo, podendo evidenciar uma maior diversidade quimica.

" Molecular netowking do MolNetEnhancer no modo positivo do extrato flingico esta disponivel:
<https://gnps.ucsd.edu/ProtecSAFe/status.jsp?task=7029f19e9a3a4878ac2fc52dd87a8ade>.
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4232 HPLC-ESI-IT-MS e Molecular networking no modo negativo

A analise do modo negativo permite a observacdo de anions. Observa-se na Figura

48 0 cromatograma de ions totais.

Figura 48 - Cromatograma de ions totais para 0 modo negativo para o Ensaio 5.

0 5 10 15 20 2 30 35 40 45 Time [min]
[==Julla_F5 NEG 16 01 4896.d: BPC -AI MS ]

Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Analisando os cromatogramas de ions totais foi observado varios picos, assim, foi
realizado o tratamento dos dados dos espectros de massa junto ao banco de dados da
plataforma GNPS, sendo possivel obter o grafico do molecular networking, demostrado na
Figura 49. Os dados gerados no modo negativo dos 8 ensaios mais 0s brancos estdo
evidenciados na Tabela 16 no APENDICE D o qual cada ensaio integrou a arquitetura da

rede molecular. Nesta andlise foi possivel obter 589 nodos e aproximadamente 40 clusters.
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Figura 49 - Molecular networking no modo negativo obtido para todos os extratos®.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2021).

Com base na Figura 49, foi possivel a anotacdo de 14 compostos. Assim, a Tabela
16 fornece informagdes como o ensaio que foi encontrado 0 composto, como 0 home, 0 m/z,
0 erro em ppm do m/z, tempo de retencdo em segundos, 0 MQScore que representa o
€0sseno, ou seja, a similaridade da fragmentacdo com a base de dados, e o aduto.

Com a anotacdo de 14 compostos dispostos na Tabela 16 foi possivel a observacéo
que o0s ensaios 5 e 6 tem uma similaridade grande de compostos. 1sso pode ser explicado
pelas similaridades de cultivo que foram o0 meio de cultivo em malte e sem agitacéo, o qual
a luminosidade aparenta néo interferir significantemente.

Dessa forma, utilizando o DEREPLICATOR+, NAP, MS2LDA somado ao
molecular networking que foram relacionadas pelo MolNetEnhancer. Essa analise
identificou as similaridades dos compostos presentes com a finalidade de identificacdo de
As Classes de Compostos foi identificado pela rede molecular de acordo com a designagéo

de cor descrita no Quadro 3, como evidenciado na Figura 50.

8Molecular networking do MolNetEnhancer no modo negativo dos extratos flngicos esta disponivel:
<http://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=2062eb16a9dd4f3bbh9c46f41278e27d>.



86

Figura 50 - MolNetEnhancer dos extratos brutos de Chaetomium atrobrunneum no modo negativo®.
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Fonte: Elaborado pela AUTORA (2022).

Com a analise da Figura 50, fica evidente o agrupamento do molecular networking
pela semelhanca estrutural e de classe, mas evidéncia um grande cluster da classe de
compostos organicos heterociclicos, e também a presenca de benzenoides e compostos
lipidicos nos extratos brutos de C. atrobrunneum no modo negativo. Entretanto, em relacéo
ao modo positivo de andlise do extrato do fungo, € notdvel uma maior variedade de
compostos gerando grandes clustes de varias classes ao invés de uma Unica classe. E
comparando em relacdo as classes identificadas na andlise da planta, Figura 38, é possivel
observar uma variedade semelhante de classes moleculares e também da clusterizacéo.

*Molecular networking do MolNetEnhancer no modo negativo do extrato fiingico esta disponivel no
link: <https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=c2b9f51f04484eb19be5187ba998fbh2a>.
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Assim, a identificacdo dos compostos dessas classes com o molecular networking é uma
forma de identificar semelhancas entre estruturas ndo identificadas para a finalidade de

elucidacéo desses compostos e isolamento do mesmo.

4.2.4 ANALISE DOS EXTRATOS FUNGICOS - PCA

A analise de componentes principais realizadas por software para o tratamento dos
dados obtidos pelo GNPS, assim foi possivel a geracéo do grafico da PCA o qual agrupa as
amostras com maior similaridade em um grafico tridimensional como evidenciado na Figura
51.

Figura 51 - Gréfico 3D da Andlise de Componentes Principais dos Extratos Fungicos

A) Modo positivo | B) Modo negativo

Fonte: NuBBE (2022).

Com a geracdo dos gréficos tridimensionais evidenciados na Figura 51 para os modos
positivos e negativos que evidéncia similaridades entre as amostras e, assim, associando a
diversidade molecular pela quantidade de familias como demostrado na Figura 52. A Figura
51 (a) para 0 modo positivo, mostra que as amostras de extrato de Malte sem agitacdo
ficaram de um lado do grafico enquanto as outras amostras ficaram do lado oposto,
instigando a uma maior diferenca de composicdo. A Figura 51 (b) para 0 modo negativo,
evidencia que as amostras de Branco, com excec¢ao da amostra BrancoM que € o Branco em

meio de malte, e as amostras dos extratos realizados em CZAPEK (F1, F2, F3 e F4) mostram
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semelhancas por terem ficado agrupadas, enquanto para os extratos realizados em Malte seu
agrupamento se da pela diferenca de agitacéo.

Figura 52 - Namero de familias da PCA dos Extratos Fungicos.
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Fonte: NuBBE (2022).

Com base na Figura 52, é possivel analisar que para ambos 0s modos realizados as
amostras 5 e 6 se mostram com maior diversidade molecular por terem um maior nimero de
familias. O modo positivo se mostra com uma quantidade ainda maior de familias
evidenciando uma maior tendencia da amostra a se protonar. As amostras 5 e 6 mostram
uma tendéncia do fungo na produgéo de metabolitos que € no meio de Malte e sem agitacéo,
evidenciando uma proposta para um estudo mais aprofundado dos metabolitos do C.

atrobrunneum.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que a andlise do extrato da Sorocea bonplandii em HPLC mostrou que 0s
compostos presentes na plantula sdo mais polares, estando majoritariamente numa
porcentagem de Acetonitrila de 5 a 30%, que através do molecular networking foi possivel
a descoberta de 24 compostos, com possiveis propostas de fragmentacdo, e a uma
classificacdo da maioria dos compostos como sendo flavonoides, de forma mais precisa
flavonoides glicosilados porque na fragmentacdo as perdas mais comuns foram de agucares

como ramnoses e glicoses.

Com o molecular networking e os cromatogramas de ions totais do extrato (modo
negativo e positivo) foi possivel a elencar alguns compostos majoritarios através de dados
de m/z e tempo de retencdo, mas alguns picos majoritarios ndo foram identificados indicando
uma necessidade de um refinamento na analise como o fracionamento e a analise do extrato

na plataforma UNIFI.

O fracionamento do extrato com o objetivo de isolamento de compostos majoritarios
teve como inicio a separacdo do extrato em 13 fracfes o qual foram analisadas fazendo uso
da abordagem do molecular networking, e foi possivel anotar 101 e 57 metabolitos, no modo
positivo e no modo negativo respectivamente. Associando as informac6es da rede molecular
e 0s cromatogramas de ions totais do extrato (modo negativo e positivo) foi possivel a
elencar alguns compostos majoritarios através de dados de m/z e tempo de retencdo. E
infelizmente alguns dos picos majoritarios ndo foram identificados, indicando a
possibilidade de serem inéditos e nos orientando a tomar acGes para uma possivel purificacdo

visando a elucidacao estrutural fazendo uso de MS e RMN.

A anélise das fracGes do extrato na plataforma UNIFI permitiu anotar 67 e 47
metabolitos, (no modo positivo e no modo negativo respectivamente), permitindo uma
comparacdo dos dados obtidos com a plataforma GNPS. E a deteccdo de compostos
presentes na literatura para essa planta apesar dos estudos serem das raizes da planta,
evidenciando uma caracteristica de compostos da planta como um todo. Assim, a evolugdo
da analise com o MolNetEnhancer junto com o molecular networking possibilitou a
identificacdo de classes de compostos desconhecidos pelas semelhangas entre estruturas para
um maior entendimento da complexidade de S. bonplandii com a finalidade de elucidacao

desses compostos e isolamento dos mesmos.
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O cultivo dos fungos endofiticos das folhas de S. bonplandii permitiu o isolamento
de um Unico fungo em meio solido, o qual foi submetido ao cultivo em meio liquido de
acordo com procedimento da analise fatorial proposta. Foram obtidos oito extratos para a

anotacdo dos metabolitos.

A andlise realizada permitiu a identificacdo de 24 e 14 compostos no modo positivo
e negativo, respectivamente, o qual majoritariamente foram dos ensaios 5 e 6 que
representam um meio de cultivo de malte e estatico, ou seja, sem agitacdo. Podendo ser a
evidéncia da preferéncia de producdo metabolica, pelo fungo, em comparagdo ao meio de
cultivo em czapek que é um meio menos. A quantidade de nodos presentes e de compostos
anotados, deixa em evidéncia a grande possibilidade de descobertas por novos metabolitos
em fungos endofiticos de plantas nativas brasileiras. De forma, que as analises da rede
molecular do MolNetEnhancer possibilitaram a identificacdo das classes desses compostos
ndo identificados e a PCA evidenciou os extratos com maior diversidade molecular, com o

intuito de direcionar as analises.

Esse trabalho mostra inimeros potenciais da Sorocea bonplandii como produto
natural desde sua composi¢do com capacidade antiulcerogénica até a descoberta de seu
fungo endofitico, mas isso se mostra sé o inicio para um futuro para isolamento de compostos
da planta, isolamento de compostos do fungo, avaliar a composicdo das plantas jovens e
maduras em relacdo a crescimento fingico e a biotransformacéo. Dessa forma, € evidente a
importancia da exploragdo racional da biodiversidade como alavanca para o
desenvolvimento da humanidade em agregar estudo, técnicas e tecnologia a medicina
popular, principalmente a biodiversidade brasileira o qual se mostra pouco explorada, como
fonte de produtos de valor agregado como conhecimento, farmacos e outros que deveriam
ser acessiveis a todos e pilar para a sustentabilidade.
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APENDICE A — ANOTACAO MOLECULAR DO EXTRATO

BRUTO DE S. BONPLANDII

Os resultados da analise dos dados de HPLC-MS/MS associados a plataforma do

GNPS, para cada fracéo (analises em modo negativo e positivo, como descrito na Tabela 10)

forneceram o seguinte conjunto de moléculas (dados ipsis litteris), permitindo a anotagdo de

24 compostos unicos.

Tabela 10 - Anotacéo de compostos do molecular networking do extrato bruto de Sorocea bonplandii.

N° Nome Modo tr(min) Massa (m/z) Aduto
4-[(E)-3-[-3-[(2S,3R,4R)-3,4-dihydroxy-4-
(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]Joxy-4,5-
1  dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2- Positivo 23,793 525,0 [M+Na]*
ylJoxybut-1-enyl]-3,5,5-trimethylcyclohex-2-
en-1-ona
Negativo 10,164 353,5 M-H
2 Chlorogenic acid
Positivo 9,733 355,2 [M+H]*
3-Feruloylquinic acid | 3-O-Feruloylquinic Positivo 17,016 369,0 M+H
3 :
acid Negativo 16,725 367,6 [M-H]
4 Maltose Positivo 1,596 325,0 M+H-H.0
Methyl 2-{[6-O-(beta-D-xylopyranosyl)-beta-
5 izl ( YIoRY ¥ Positivo 13,853 469,4 M+Na
D-glucopyranosyl]oxy}benzoate
6 Labetalol Positivo 3,391 328,0 M+H
7 Quercetin-3-O-glc-1-3-rham-1-6-glucoside Positivo 15,710 773,4 M+H
Positivo 23,312 611,3 M+H
8 Rutin
Negativo 23,222 609,6 [M-H]
Quercetin-3,4'-O-di-beta-glucopiranoside | o
9 ) _ ) _ Positivo 19,444 627,2 [M+H]*
Que 3,4'-di-Glc | Quercetin 3,4'-diglucoside
10 Quercetin-hexoside-di-ramnoside Positivo 18,782 757,3 M+H
11 Luteolin-7-O-beta-rutinoside Positivo 26,079 595,4 M+H
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12 Nicotiflorin Negativo 26,283 593,6 [M-H]
Positivo 21,163 611,2 [M+H]*
13 Kaempferol-3-O-sophroside
Negativo 22,306 609,6 [M-H]
14 Kaempferol 3-O-ramninoside Positivo 22,619 741,6 [M+H]*
3-[3,4-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-5-
[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
15 yl]oxyoxan-2-ylJoxy-2-(3,4- Negativo 19,496 625,6 M-H
dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxychromen-4-
one
16 Manghaslin Negativo 20,206 755,7 [M-H]
4-amino-2-hydroxy-5-[[1-hydroxy-1-(5-oxo-
17  6-bicyclo[4.1.0]hept-3-enyl)propan-2- Positivo 1,399 326,4 [M+H]*
ylJamino]-5-oxopentanoic acid
18 Methoxy-quercetin-3-O-hexoside Positivo 21,399 478,6 M+H
19 Kaempferol 3-rutinoside 4'-glucoside Negativo 15,858 755,7 [M-H]
20  Methoxy-myricetin-3-O-hexoside Positivo 18,811 494,6 M+H
21 Spiraeoside Negativo 24,280 463,4 M-H
22  Kaempferol-7-O-hexoside Positivo 10,484 449,4 M+H
23 Peonidin 3-O-glucoside cation Positivo 33,281 462,5 Cat
24 Hyperoside Positivo 24,337 465,1 M+H

Fonte: Elaborado pela AUTORA, 2019.
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APENDICE B — ANOTACAO MOLECULAR DO GNPS DAS

FRACOES DO EXTRATO DE S. BONPLANDII

Os resultados da analise dos dados de HPLC-MS/MS associados a plataforma do

GNPS, para cada fracdo (anélises em modo negativo e positivo, como descrito nas Tabelas

11 e 12 respectivamente) forneceram o seguinte conjunto de moléculas (dados ipsis litteris),

permitindo a anotacdo de 102 e 58 compostos diferentes respectivamente para cada modo de

ionizacao.

Tabela 11 - Compostos detectados no modo positivo via HPLC-MS/MS das 13 fragBes obtidas de plantulas
de S. bonplandii.

Massa Tempo de
Fracdo  Nome do Composto m/z Cosseno  retencdo (s) Modo Aduto
L-Arginine 175,15  0,929848 162,96 Positivo M+H

1 Ethanol, 2-(2-butoxyethoxy)- 326,25 0,802995 118,82 Positivo 2M+H
7,8-Dihydro-L-Biopterin 224,10 0,803763 551,43 Positivo M+H-H,0
Linoleic acid|linoleate 280,16  0,887204 130,27 Negativo M-H
sweroside 358,29 0,820763 295,86 Positivo [M+H]*
Inosine, 2'-deoxy- 268,15 0,913028 586,14 Positivo M+NH.
Hexaethylene glycol 283,24 0,85734 1636,54 Positivo M+H
Colchicine 326,25 0,755262 190,14 Positivo 325.1
cis-7-Hexadecenoic acid methyl ester 268,12  0,800906 617,15 Positivo M+H
Chlorogenic acid 377,22 0,896133 388,03 Positivo M+Na
Carnosol 329,20 0,766805 185,37 Positivo M+H
a, p-Trehalose 364,02 0,839623 246,13 Positivo M+Na
Quercetin-3-O-pentoside 434,38 0,91543 359,78 Positivo M+H
Polysaccharide Hexose x3 527,41 0,716945 326,18 Positivo M+Na
NCGC00385348-01!7-[3-[(2R,3R,4R)-3,4-

’ dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2- N
ylJoxy-4,5-dihydroxy-6- 562,24 0,730458 908,51 Positivo M+H
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-3-(4-
methoxyphenyl)chromen-4-one
NCGC00384944-01_C21H28014 525,26  0,900374 618,04 Positivo M+Na
NCGC00180731-02_C19H26012_Methyl
2-{[6-O-(p-D-xylopyranosyl)-f-D- 470,66  0,801809 667,80 Positivo M+Na
glucopyranosyl]oxy}benzoate
Camptothecin 347,20 0,807185 320,49 Positivo M+H
N-Fructosyl isoleucine 29427 0,784814 236,77 Positivo M+H
Linoleic acid|linoleate (18:2(n-6)) 280,16  0,887204 130,27 Negativo M-H
IAA-Val 276,21  0,783481 277,11 Positivo [M+H]*
9-methoxy-7-[4-[(25,3R45,58,6R)-3.4.5- 47535 (743341 114811 Positivo  [M+H]*

trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
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ylJoxyphenyl]-[1,3]dioxolo[4,5-g]chromen-
8-one

2-(3-hydroxy-5-methoxyphenoxy)-6-

(hydroxymethyl)oxane-3.4,5-triol 302,18 0,741011 184,46 Negativo [M-H]

sweroside 358,29 0,820763 295,86 Positivo [M+H]*

trans-EKODE-(E)-Ib 310,26 0,74328 375,65 Negativo M-H

Pantothenic acid 242,18 0,911112 168,46 Pos?t?vo M+Na
220,11 0,775321 173,93 Positivo M+H

Inosine, 2'-deoxy- 268,15 0,913028 586,14 Positivo M+NH.

Chlorogenic acid 377,22  0,896133 388,03 Positivo M+Na

a, B-Trehalose 364,02 0,839623 246,13 Positivo M+Na

Rubranoside B 464,20  0,77335 648,58 Negativo M-H

Saponarin|Apig-6-C-Glc-7-Glclapigenin-6-

C-glucoside -7-O-glucoside|lsovitexin-7-0-  go5 55 771097 911,89 Positivo  [M+H]

glucoside|Saponaretin-7-O-glucoside|

Isovitexin-7-O-4-D-glucopyranoside

quercetin-3-O-pentoside 434,38 0,91543 359,78 Positivo M+H

NCGC00180731-02_C19H26012_Methyl

2-{[6-O-(B-D-xylopyranosyl)-$-D- 470,66 0,801809 667,80 Positivo M+Na

glucopyranosyl]oxy}benzoate

NCGC00180266-02!3,8-dihydroxy-6- 286,09 0,734333 84,85 Positivo  M+H

methyl-9-oxoxanthene-1-carboxylic acid

Camptothecin 347,20 0,807185 320,49 Positivo M+H

N-Fructosyl isoleucine 294,27 0,784814 236,77 Positivo M+H

Napelline 361,08 0,779175 134,62 Positivo M+H

Indole-3-acetyl-L-aspartic acid|

Indoleacetylaspartate|| AASP|Indolyl-3-

aspartic acidIAA-L-Asp|(Indoleacetyl)  — »q) 55 ( 791657 347,63 Positivo  [M+H]*

aspartic acid|Indol-3-ylacetylaspartic acid|

Indole-3-acetylasparaginic acid|(Indole-3-

acetyl

IAA-Val 276,21 0,783481 277,11 Positivo [M+H]+

Leuconolam 328,26 0,73288 387,82 Positivo M+H

trans-EKODE-(E)-Ib 310,26 0,74328 375,65 Negativo M-H

Inosine, 2'-deoxy- 268,15 0,913028 586,14 Positivo M-+NH4

Hexaethylene glycol 283,24 0,85734 1636,54 Positivo M+H

Chlorogenic acid 377,22  0,896133 388,03 Positivo M+Na

Carnosol 329,20 0,766805 185,37 Positivo M+H

Sotalol 274,37 0,837268 724,41 Positivo M+H

salazinic_acid 387,22 0,867264 560,25 Negativo M-H

Saponarin|Apig-6-C-Glc-7-Glc|apigenin-6-

C-glucoside -7-O-glucoside|lsovitexin-7-0-  go5 45 77107 911,89 Positivo  [M+H]

glucoside|Saponaretin-7-O-glucoside

[Isovitexin-7-O-f-D-glucopyranoside

quercetin-3-O-hexoside 463,25 0,709071 888,89 Positivo M+H

purpactin A 414,26  0,708344 765,14 Negativo [M-H]

NCGC00385348-01!7-[3-[(2R,3R,4R)-3,4-

dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2- 562,44 0,750223 961,43 Positivo M+H

ylJoxy-4,5-dihydroxy-6-
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(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-3-(4-
methoxyphenyl)chromen-4-one

NCGC00384944-01_C21H28014_ 525,31 0,873632 703,80 Positivo M+Na
NCGC00180731-02_C19H26012_Methyl

2-{[6-O-(p-D-xylopyranosyl)-f-D- 470,66  0,801809 667,80 Positivo M+Na
glucopyranosyl]oxy}benzoate

Anthocyanidin base + 40, 2MeO, O-Hex 494,49 0,703515 2249,29 Positivo M
Camptothecin 347,20 0,807185 320,49 Positivo M+H
Disaccharide(Hex-Pen) + C4H5N302 436,36 0,764471 758,77 Positivo M+H
Leuconolam 328,26 0,73288 387,82 Positivo M+H
9-methoxy-7-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2- . .
yI]o);(yphgnyl](—[{,?,] e onoEil,)5—g]chromen— 47439 0,803466 121257 Positivo  [M+H]
8-one

3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-6-[[(2R,3R,4R)-3,4-

dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2- . .
yl]gxyméhylg—%l, 4’5_t3;ihy dr>(/)>)<y0xan—2— 44328 0,868169 629,16 Positivo  [M+Na]
ylJoxy-2-methylpyran-4-one

(E)-5-[(1S,8aS)-5,5,8a-trimethyl-2-

methylidene-3,4,4a,6,7,8-hexahydro-1H- . )
napht{]alen_l_yl]_&(hy droxymei/hyl)—Z— 331,23 0,81653 246,89 Negativo  [M-H]
oxopent-3-enoic acid

Prostaglandin F2a Dimethylamine 367,30 0,780127 589,04 Positivo M+H
Chlorogenic acid 377,22 0,896133 388,03 Positivo M+Na
Chlorogenic Acid|(1S,3R,4R,5R)-3-[(E)-3-

f’fédt'h.ydroxyphe”y')prop'z'enoy']oxyi 35522  0,915252 33532 Positivo  [M+H]*
,4,5-trihydroxycyclohexane-1-carboxylic

acid

Carnosol 329,20 0,766805 185,37 Positivo M+H
salazinic_acid 387,22 0,867264 560,25 Negativo M-H
Saponarin|Apig-6-C-Glc-7-Glclapigenin-6-

C—gluc_oside —7—O—g|_ucoside|Isovitt_exin—?—O— 59532 0771027 911.89 Positivo [M+H]
glucoside|Saponaretin-7-O-glucoside|

Isovitexin-7-O-$-D-glucopyranoside

PitavastatinCa 421,41 0,702689 1237,24 Positivo M+H
NCGC00385345-01_C17H26012_

Cyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid, 1-

(B-D-glucopyranosyloxy)-1,42.5,6,7,7a- 44333 0776124 1966,82 Positivo  M+Na
hexahydro-5,6-dihydroxy-7-

(hydroxymethyl)-, methyl ester,

(1S,4aS,6R,7S,7aS)-

NCGC00384944-01_C21H28014 525,26  0,900374 618,04 Positivo M+Na
NCGC00380979-01_C15H2209 p-D-

Glucopyranoside, (4-hydroxy-3,5- 369,24 0,704623 750,79 Positivo M+Na
dimethoxyphenyl)methyl

NCGC00180731-02_C19H26012_Methyl

2-{[6-O-(p-D-xylopyranosyl)- s-D- 470,66  0,801809 667,80 Positivo M+Na
glucopyranosyl]oxy}benzoate

Quercetin-3-O-xyloside 433,33 0,789869 1027,39 Positivo M+H
Dihomo-a-linolenic acid (20:3(n-3))| 307,11  0,830921 167,07 Negativo M-H

dihomo-a-linolenate (20:3(n-3))
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Corticosterone|(8S,9S,10R,11S,13S,14S,17S
)-11-hydroxy-17-(2-hydroxyacetyl)-10,13-

dimethyl-1,2,6,7,8,9,11,12,14,15, 16,17- 348,41  0,742691 2276,07 Positivo M+H
dodecahydrocyclopenta[a]phenanthren-3-

one

CY-25 346,45 0,717549 1793,32 Negativo M-H
4-hydroxy-5-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2- 377,94 0,717414 768,25 Negativo [M-H]
ylJoxy-1H-benzo[f][2]benzofuran-3-one

(2R,3S,4S,5R,6S)-2-[[(2S,3R,4R)-3,4-

dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2- . .
ylJoxymethy[]-6-(3.4.5- 501,33  0,709085 1288,43 Positivo [M+Na]
trimethoxyphenoxy)oxane-3,4,5-triol

(2R,3S,4S,5R,6R)-2-[[(2R,3R,4R,55)-3,4-

dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2- . .
ylJoxymethyl]-6-[(2E)-3,7-dimethylocta- 487,39  0,850124 1625,55 Positivo [M+K]
2,6-dienoxy]oxane-3,4,5-triol

Spiraeoside 464,27 0,870018 867,07 Positivo M+H
Sphaerophorin 413,23 0,77807 927,42 Negativo M-H
Prostaglandin F2o Dimethylamine 367,30 0,780127 589,04 Positivo M+H
'e\'r;i(ri"decanoy')'1'ﬂ'9'“C°Sy"5ph'”9'4' 644,42  0,709784 1788,38 Positivo  M+H
D-(+)-Cellotriose 525,33 0,81252 1437,57 Positivo M+Na
Chlorogenic acid 377,22 0,896133 388,03 Positivo M+Na
Chlorogenic Acid|(1S,3R,4R,5R)-3-[(E)-3-

(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-enoylJoxy- — s55 55 () 995957 33532 Positivo  [M+H]"
1,4,5-trihydroxycyclohexane-1-carboxylic

acid

Carnosol from 329,20 0,766805 185,37 Positivo M+H
salazinic_acid 387,22 0,867264 560,25 Negativo M-H
Saponarin|Apig-6-C-Glc-7-Glclapigenin-6-

C-glucoside -7-O-glucoside|lsovitexin-7-0- - poc 55 77107 911,89 Positivo  [M+H]
glucoside|Saponaretin-7-O-glucoside|

Isovitexin-7-O--D-glucopyranoside

NCGC00385810-01! 450,06 0,757691 1115,40 Positivo M+K
NCGC00385221-01_C23H32015_a-D-

Glucopyranoside, p-D-fructofuranosyl 6-O- .
[(2E)-3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)- 569,33 0,81333 1011,85 Positivo M+Na
1-oxo-2-propen-1-yl]-

NCGC00385084-01_C23H32015_alpha-

D-Glucopyranoside, 3-O-[(2E)-3-(4- .
hydroxy-3,5-dimethoxypheny)-1-0x0-2- 572,88 0,766501 1486,79 Positivo M+Na
propen-1-yl]- p-D-fructofuranosyl

NCGC00180731-02_C19H26012_Methyl

2-{[6-O-(beta-D-xylopyranosyl)- 5-D- 470,66 0,801809 667,80 Positivo M+Na
glucopyranosyl]oxy}benzoate

Feruloyltyramine 265,23 0,807486 1991,26 [M+H]*
Anthocyanidin base + 40, 2MeO, O-Hex 494,49 0,703515 2249,29 Positivo M
Dihomo-a-linolenic acid (20:3(n- . )
3))[dihomo-a-linolenate (20:3(n-3)) 307,11 0,830921 167,07 Negativo M-H
Chloramphenicol 321,25 0,821035 503,33 Positivo [M+H]*
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Corticosterone|(8S,9S,10R,11S,13S,14S,17S
)-11-hydroxy-17-(2-hydroxyacetyl)-10,13-

dimethyl-1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17- 348,41  0,742691 2276,07 Positivo M+H
dodecahydrocyclopenta[a]phenanthren-3-

one

CY-25 346,45 0,717549 1793,32 Negativo M-H
Bungeiside C 453,34 0,723722 992,97 Positivo [M+Na]*

7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-[(2S,3R,4R,5R,6S)-
3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-yl]
oxyoxan-2-ylJoxy-5-hydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trinydroxy-6-[[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-ylJoxymethyl]
oxan-2-ylJoxychromen-4-one

925,50 0,711309 1838,54 Positivo [M+Na]*

4-[(E)-3-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3-[(2S,3R,4R)-

3,4-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2-

yl]oxy-4,5-dihydroxy-6- 525,44  0,808073 1532,56 Positivo [M+Na]*
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxybut-1-enyl]-

3,5,5-trimethylcyclohex-2-en-1-one

(2)-2,6-dimethyl-7-(4-methyl-5-oxooxolan-
2-yl)-3-[[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxymethyl]hept-
5-enoic acid

469,34  0,777988 608,92 Positivo [M+Na]*

(2R,3S,4S,5R,6R)-2-[[(2R,3R,4R,5S)-3,4-
dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-
ylJoxymethyl]-6-[(2E)-3,7-dimethylocta-
2,6-dienoxy]oxane-3,4,5-triol

487,39  0,850124 1625,55 Positivo [M+K]*

Syringin 395,33 0,700131 1524,17 Positivo [M+Na]*

Ethanol, 2-(2-butoxyethoxy)- 326,25 0,802995 118,82 Positivo 2M+H

Chlorogenic acid 377,22 0,896133 388,03 Positivo M+Na

Chlorogenic Acid|(1S,3R,4R,5R)-3-[(E)-3-
(3,4-dihydroxyphenyl)prop-2-enoyl]oxy-
1,4,5-trihydroxycyclohexane-1-carboxylic
acid

355,22  0,915252 335,32 Positivo [M+H]*

NCGC00385345-01_C17H26012_
Cyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid, 1-
(8-D-glucopyranosyloxy)-1,4a,5,6,7,7a-
hexahydro-5,6-dihydroxy-7-
(hydroxymethyl)-, methyl ester,
(1S,4aS,6R,7S,7aS)-

443,33 0,776124 1966,82 Positivo M+Na

NCGC00385299-01_C17H24011_

Cyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid, 1-

(hexopyranosyloxy)-1,4a,5,6,7,7a- 425,31 0,716143 1405,97 Positivo M+Na
hexahydro-4a-hydroxy-7-methyl-5-0xo-,

methyl ester

NCGC00385221-01_C23H32015_a-D-
Glucopyranoside, s-D-fructofuranosyl 6-O-
[(2E)-3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-
1-ox0-2-propen-1-yl]-

571,36  0,725035 1289,40 Positivo M+Na
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NCGC00180731-02_C19H26012_Methyl
2-{[6-O-(p-D-xylopyranosyl)-$-D-
glucopyranosyl]oxy}benzoate

468,99

0,788265

1146,26

Positivo

M+Na

NCGC00169934-02_C25H32013_2H-
Pyran-4-acetic acid, 2-(f-D-
glucopyranosyloxy)-3,4-dihydro-3-(2-
hydroxyethylidene)-5-(methoxycarbonyl)-,
2-(4-hydroxyphenyl)ethyl ester, (2S,3Z,4S)-

563,37

0,764871

1306,29

Positivo

M+Na

methyl chlorogenate

391,26

0,808589

778,44

Positivo

[M+Na]*

Anthocyanidin base + 40, 2MeO, O-Hex

494,49

0,703515

2249,29

Positivo

M

Delphinidin 3-glucoside

466,49

0,851216

1422,98

Positivo

M

Okanin-4'-O-glucoside

452,47

0,83108

2228,85

Positivo

M+H

Karakoline

379,40

0,749395

869,93

Positivo

M+H

Iso-gamma-fagarine

231,08

0,717915

813,20

Positivo

M+H

Isocitrate|lsocitric acid|1-
Hydroxytricarballylic acid|1-
Hydroxypropane-1,2,3-tricarboxylic
acid|DL-Isocitric acid

224,09

0,878572

408,78

Positivo

[M+H]

Corticosterone|(8S,9S,10R,11S,13S,14S,17S
)-11-hydroxy-17-(2-hydroxyacetyl)-10,13-
dimethyl-1,2,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dodecahydrocyclopenta[a]phenanthren-3-
one

348,41

0,742691

2276,07

Positivo

M-+H

FruLeulle

407,22

0,72411

1653,42

Positivo

M+H

CY-25

346,45

0,717549

1793,32

Negativo

M-H

Alteramide A

511,79

0,718585

1215,54

Positivo

M+H

7-hydroxy-2-(4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-5-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxychromen-4-one

489,39

0,717551

1189,30

Negativo

[M-H]

4-[(E)-3-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3-[(2S,3R,4R)-
3,4-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2-
ylJoxy-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxybut-1-enyl]-
3,5,5-trimethylcyclohex-2-en-1-one

525,44

0,808073

1532,56

Positivo

[M+Na]*

(2)-2,6-dimethyl-7-(4-methyl-5-oxooxolan-
2-y1)-3-[[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxymethyl]hept-
5-enoic acid

469,34

0,777988

608,92

Positivo

[M+Na]*

(3S,4R,6aR,6bS,8aS,11R,12R,14bR)-3,12-
dihydroxy-4,6a,6b,11,12,14b-hexamethyl-
8a-[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxycarbonyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,11,12a,14,14a-
tetradecahydropicene-4-carboxylic acid

665,34

0,781859

1691,41

Negativo

[M-H]

(2R,35,4S,5R,65)-2-[[(2S,3R,4R)-3,4-
dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2-
ylJoxymethyl]-6-(3,4,5-
trimethoxyphenoxy)oxane-3,4,5-triol

501,33

0,709085

1288,43

Positivo

[M+Na]*

(2R,3R,4R,6aR,6bS,8aR,14bR)-2,3,12-
trinydroxy-4,6a,6b,11,11,14b-hexamethyl-
8a-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-

678,51

0,742239

2221,58

Negativo

[M-HJ
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(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxycarbonyl-
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-
tetradecahydropicene-4-carboxylic acid

Stachyose 689,48 0,709047 1602,04 Positivo M+Na
Ethanol, 2-(2-butoxyethoxy)- 326,25 0,802995 118,82 Positivo 2M+H
D-(+)-Cellotriose 525,33 0,81252 1437,57 Positivo M+Na
Chlorogenic acid 377,22 0,896133 388,03 Positivo M+Na
Astragalin 449,32  0,766431 978,46 Positivo M+H
Aloenin 434,31 0,839934 1782,86 Positivo M+Na
7,8-Dihydro-L-Biopterin 223,99 0,759387 1836,03 Positivo M+H-H,0
NCGC00385299-01_C17H24011_

Cyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid, 1-

(hexopyranosyloxy)-1,4a,5,6,7,7a- 42531 0,716143 1405,97 Positivo M+Na
hexahydro-4a-hydroxy-7-methyl-5-oxo-,

methyl ester

NCGC00180731-02_C19H26012_Methyl

2-{[6-O-(p-D-xylopyranosyl)- g-D- 469,30 0,810311 1215,79 Positivo M+Na
glucopyranosyl]oxy}benzoate

methyl chlorogenate 391,26  0,808589 778,44 Positivo [M+Na]*
methoxy-quercetin-3-O-hexoside 478,47 0,749634 2187,23 Positivo M+H
Anthocyanidin base + 40, 2MeO, O-Hex 494,49 0,703515 2249,29 Positivo M
N-Fructosyl isoleucine 294,27 0,784814 236,77 Positivo M+H
IAA-Val 276,21  0,783481 277,11 Positivo [M+H]*
Isorhamnetin 3-galactoside 480,39 0,855634 1486,94 Positivo [M+H]*
CY-25 346,45 0,717549 1793,32 Negativo M-H
9-methoxy-7-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl . .
oxy)éheny){]-[l(,?ﬁ dioleo[ 4,%’_;]Chromg’n]_8_ 473,30  0,743341 114811 Positivo  [M+H]
one

4-[(E)-3-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3-[(2S,3R,4R)-

3,4-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2-

ylJoxy-4,5-dihydroxy-6- 525,44  0,808073 1532,56 Positivo [M+Na]*
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxybut-1-enyl]-

3,5,5-trimethylcyclohex-2-en-1-one

(2)-2,6-dimethyl-7-(4-methyl-5-oxooxolan-

2-yD)-3-[[3,4,5-trihydroxy-6- . .
(hﬁroxg[methyl)Ogan_z_i’ll]oxymethyl]hept_ 469,34  0,777988 608,92 Positivo  [M+Na]
5-enoic acid

(2R,3S,4S,5R,6R)-2-[[(2R,3R,4R,55)-3,4-

dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2- .. .
yI]ngmg{hylg_%’_[(ZE%Q,7_é’i2nethylocta_ 487,28  0,726912 1505,02 Positivo  [M+K]
2,6-dienoxy]oxane-3,4,5-triol

(2R,3R,4R,6aR,6bS,8aR,14bR)-2,3,12-

trihydroxy-4,6a,6b,11,11,14b-hexamethyl-

8a-[(25,3R,4S,55,6R)-3,4,5-trihydroxy-6- - g70 59 749939 2221,58 Negativo [M-H]
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxycarbonyl-

1,2,3,4a3,5,6,7,8,9,10,12,123,14,14a-

tetradecahydropicene-4-carboxylic acid

methyl (4R)-4-(5R,85,95,10R,1SRA7R)- 557 55 867798 121126 Positivo  2M+Na

10,13-dimethyl-3,6-dioxohexadecahydro-
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1H-cyclopenta[a]phenanthren-17-
yl)pentanoate

Prostaglandin F2a Dimethylamine

367,30

0,780127

589,04

Positivo

M+H

Ethanol, 2-(2-butoxyethoxy)-

326,25

0,802995

118,82

Positivo

2M+H

Chlorogenic acid

377,22

0,896133

388,03

Positivo

M+Na

NCGC00385507-01_C14H17NO9_(2S)-7-
Hydroxy-3-0x0-3,4-dihydro-2H-1,4-
benzoxazin-2-yl f-D-glucopyranoside

367,27

0,759434

1392,98

Positivo

M+Na

NCGC00385299-01_C17H24011_
Cyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid, 1-
(hexopyranosyloxy)-1,4a,5,6,7,7a-
hexahydro-4a-hydroxy-7-methyl-5-oxo-,
methyl ester

425,31

0,716143

1405,97

Positivo

M+Na

NCGC00385221-01_C23H32015_alpha-
D-Glucopyranoside, s-D-fructofuranosyl 6-
O-[(2E)-3-(4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-1-oxo-2-propen-1-yl]-

571,36

0,725035

1289,40

Positivo

M+Na

NCGC00385068-02_C20H28013_Benzoic
acid, 4-methoxy-2-[(6-O-f-D-
xylopyranosyl-$-D-glucopyranosyl)oxy]-,
methyl ester

499,28

0,796188

1389,29

Positivo

M+Na

NCGC00180731-02_C19H26012_Methyl
2-{[6-O-(beta-D-xylopyranosyl)-f-D-
glucopyranosyl]oxy}benzoate

469,30

0,810311

1215,79

Positivo

M+Na

methyl chlorogenate

391,26

0,808589

778,44

Positivo

[M+Na]*

Anthocyanidin base + 40, 2MeO, O-Hex

494,49

0,703515

2249,29

Positivo

M

Cyanidin-3-O-a-arabinoside

417,40

0,704625

1575,41

Positivo

M

Quercetin-3-O-xyloside

433,33

0,789869

1027,39

Positivo

M+H

Karakoline

379,40

0,749395

869,93

Positivo

M+H

FruLeulle

407,22

0,72411

1653,42

Positivo

M+H

CY-25

346,45

0,717549

1793,32

Negativo

M-H

Cer(d18:1/18:1); [M+H]+ C36H70N103

564,47

0,748028

2197,29

Positivo

M+H

9-methoxy-7-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxyphenyl]-[1,3]dioxolo[4,5-g]chromen-
8-one

473,30

0,743341

1148,11

Positivo

[M+H]*

7-[(2E,5E)-7-hydroxy-3,7-dimethylocta-
2,5-dienoxy]chromen-2-one

337,23

0,779203

880,49

Positivo

[M+Na]*

2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-3-
[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-ylJoxy-6-
[[(2R,3R,4R,5R,6S5)-3,4,5-trihydroxy-6-
methyloxan-2-ylJoxymethyl]oxan-2-yl]oxy-
5,7-dihydroxychromen-4-one

779,56

0,703263

2201,63

Positivo

[M+Na]*

(2)-2,6-dimethyl-7-(4-methyl-5-oxooxolan-
2-yl)-3-[[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxymethyl]hept-
5-enoic acid

469,34

0,777988

608,92

Positivo

[M+Na]*

(2S,3R,4S,5S,6R)-2-[4-[(3S,3aR,6S,6aR)-6-
[3,5-dimethoxy-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-

765,52

0,869292

1971,20

Positivo

[M+Na]*
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trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxyphenyl]-1,3,3a,4,6,6a-
hexahydrofuro[3,4-c]furan-3-yl]-2,6-
dimethoxyphenoxy]-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol

(2R,3S,4S,5R,6R)-2-[[(2R,3R,4R,55)-3,4-
dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-

10

ylJoxymethyl]-6-[(2E)-3,7-dimethylocta- 487,39 0,850124 1625,55 Positivo [M+K]*
2,6-dienoxy]oxane-3,4,5-triol

Chlorogenic acid 377,22 0,896133 388,03 Positivo M+Na
Astragalin 449,32 0,766431 978,46 Positivo M+H
Rutin 611,07 0,955362 1436,28 Positivo M+H
Rutin 633,35 0,816475 1395,85 Positivo [M+Na]*
PC(20:0/0:0); [M+H]+ C28H59N107P1 551,43 0,772974 1648,64 Positivo M+H
NCGC00381138-01_C20H3005 _

Oxacyclotetradeca-7,11-diene-2,6,10- .

triong J4-othyl-13-hyaroxy-3.5.7 9,16 371,26 0,766162 597,19 Positivo  M+Na
pentamethyl-, (7E,11E)-

NCGC00380979-01_C15H2209 p-D-

Glucopyranoside, (4-hydroxy-3,5- 367,23 0,709547 715,65 Positivo M+Na
dimethoxyphenyl)methyl

methoxy-quercetin-3-O-hexoside 478,47 0,749634 2187,23 Positivo M+H
Cyanidin-3-O-a-arabinoside 417,40 0,704625 1575,41 Positivo M
CY-25 346,45 0,717549 1793,32 Negativo M-H
7-[(2E,5E)-7-hydroxy-3,7-dimethylocta- 537 55 ( 779203 880,49 Positivo  [M+Na]*

2,5-dienoxy]chromen-2-one

4-[(E)-3-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3-[(2S,3R,4R)-

3,4-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2-

yl]oxy-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl) 525,44  0,808073 1532,56 Positivo [M+Na]*
oxan-2-ylJoxybut-1-enyl]-3,5,5-

trimethylcyclohex-2-en-1-one

[(2R,3S,4S,5R,65)-6-[(2S,3R,4R,5R,6S)-2-
[5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4-
oxochromen-3-yl]oxy-4,5-dihydroxy-6-
methyloxan-3-yl]oxy-3,4,5-trihydroxyoxan-
2-yl]methyl (E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-
2-enoate

763,52  0,762068 1589,26 Positivo [M+Na]*

(2)-2,6-dimethyl-7-(4-methyl-5-oxooxolan-
2-yl)-3-[[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxymethyl]hept-
5-enoic acid

469,34 0,777988 608,92 Positivo [M+Na]*

(2R,3S,4S,5R,6R)-2-[[(2R,3R,4R,5S)-3,4-
dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-
ylloxymethyl]-6-[(2E)-3,7-dimethylocta-
2,6-dienoxy]oxane-3,4,5-triol

487,39 0,850124 1625,55 Positivo [M+K]*

11

Chlorogenic acid 377,22 0,896133 388,03 Positivo M+Na

Astragalin 449,32 0,766431 978,46 Positivo M+H

Rutin 633,35 0,816475 1395,85 Positivo [M+Na]*

Polysaccharide Hexose x4 687,53 0,733138 1684,27 Positivo M+Na

PE(16:0/16:0); [M+H]+ C37H75N108P1 693,42 0,759932 1435,57 Positivo M+H
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NCGC00385221-01_C23H32015_a-D-
Glucopyranoside, s-D-fructofuranosyl 6-O-
[(2E)-3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-
1-ox0-2-propen-1-yl]-

571,36

0,725035

1289,40

Positivo

M+Na

NCGC00384791-01!7-[4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3-[(2S,3R,4R,5R,6S)-
3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-yl]
oxyoxan-2-ylJoxy-2-(3,4-dihydroxyphenyl)
-5-hydroxychromen-4-one

595,23

0,914211

1862,80

Positivo

M-+H

NCGC00381138-01_C20H3005_
Oxacyclotetradeca-7,11-diene-2,6,10-
trione, 14-ethyl-13-hydroxy-3,5,7,9,13-
pentamethyl-, (7E,11E)-

371,26

0,766162

597,19

Positivo

M+Na

NCGC00381132-01_C23H38017_

608,57

0,739811

2603,14

Positivo

M+Na

methoxy-quercetin-3-O-hexoside

478,47

0,749634

2187,23

Positivo

M+H

7-[(2E,5E)-7-hydroxy-3,7-dimethylocta-
2,5-dienoxy]chromen-2-one

337,23

0,779203

880,49

Positivo

[M+Na]*

4-[(E)-3-[(2R,3R,45,55,6R)-3-[(2S,3R,4R)-
3,4-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2-
ylJoxy-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxybut-1-enyl]-
3,5,5-trimethylcyclohex-2-en-1-one

525,44

0,808073

1532,56

Positivo

[M+Na]*

[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]
(1S,4aR,6aS,6bR,10R,11R,12aR)-1,10,11-
trihydroxy-2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-
1,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-
tetradecahydropicene-4a-carboxylate

671,46

0,744192

1405,53

Positivo

[M+Na]*

(2)-2,6-dimethyl-7-(4-methyl-5-oxooxolan-
2-yl)-3-[[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxymethyl]hept-
5-enoic acid

469,34

0,777988

608,92

Positivo

[M+Na]*

(2R,3S,4S,5R,6R)-2-[[(2R,3R,4R,55)-3,4-
dihydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-
ylJoxymethyl]-6-[(2E)-3,7-dimethylocta-
2,6-dienoxy]oxane-3,4,5-triol

487,39

0,850124

1625,55

Positivo

[M+K]*

12

Hexaethylene glycol

283,24

0,85734

1636,54

Positivo

M+H

Ethanol, 2-(2-butoxyethoxy)-

326,25

0,802995

118,82

Positivo

2M+H

Diisooctyl phthalate

413,58

0,945162

2674,02

Positivo

M+Na

Chlorogenic acid

377,22

0,896133

388,03

Positivo

M+Na

7,8-Dihydro-L-Biopterin

224,10

0,803763

551,43

Positivo

M+H-H.0

Polysaccharide Hexose x4

687,53

0,733138

1684,27

Positivo

M+Na

Isocitrate|lsocitric acid|1-
Hydroxytricarballylic acid|1-
Hydroxypropane-1,2,3-tricarboxylic
acid|DL-Isocitric acid

224,09

0,878572

408,78

Positivo

[M+H]

Aceroside VIII

594,70

0,769468

1861,25

Negativo

M-H

4-[(E)-3-[(2R,3R,4S,5S,6R)-3-[(2S,3R,4R)-
3,4-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2-
ylloxy-4,5-dihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxybut-1-enyl]-
3,5,5-trimethylcyclohex-2-en-1-one

525,44

0,808073

1532,56

Positivo

[M+Na]*
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[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]
(1S,4aR,6aS,6bR,10R,11R,12aR)-1,10,11-

trihydroxy-2,2,6a,60,9.9,12a-heptamethyl- 671,46 0,744192 1405,53 Positivo [M+Na]*
1,3,4,5,6,6a,7,8,83,10,11,12,13,14b-
tetradecahydropicene-4a-carboxylate
(2)-2,6-dimethyl-7-(4-methyl-5-oxooxolan-
2-yl)-3-[[3,4,5-trihydroxy-6- . N
(hz(}roxgl[methyl)ogan_2_{/I]Oxymethy”hept_ 469,30  0,728492 688,12 Positivo  [M+Na]
5-enoic acid
Papaverine 339,28 0,755807 1641,98 Positivo M+H
Diisooctyl phthalate 413,58 0,945162 2674,02 Positivo M+Na
Chlorogenic acid 377,22 0,896133 388,03 Positivo M+Na
13 7,8-Dihydro-L-Biopterin 223,99  0,759387 1836,03 Positivo M+H-H;0
Polysaccharide Hexose x4 687,53 0,733138 1684,27 Positivo M+Na
;'gff’SE)'7'hydr°XV'3’7'd'methy"’c‘a' 337,23 0,779203 880,49 Positivo  [M+Na]*
,5-dienoxy]chromen-2-one
Fonte: Elaborado pela AUTORA, 2021.
Tabela 12 - Compostos detectados no modo negativo via HPLC-MS/MS das 13 fraces obtidas de plantulas
de S. bonplandii.
Massa T retencéo
Fracdo Nome do Composto m/z Cosseno (s) Modo Aduto
1 D-(+)-Trehalose 341,40 0,9132 104,02 Negativo M-H
(-)Quinic acid 191,11 0,7258 155,06 Negativo M-H
D-(+)-Trehalose 341,40 0,9132 104,02 Negativo M-H
Chlorogenic acid 353,29 0,9013 320,37 Negativo M-H
2 (-)Quinic acid 191,11 0,7258 155,06 Negativo M-H
Cynarine 515,38 0,7122 477,95 Negativo M-H
Caffeoylquinic acid 353,29 0,9372 418,14 Negativo M-H
Guanosine 282,14 0,8593 307,46 Positivo M+H
9-Octadecenamide, (2)- 565,42 0,7971 309,26 Positivo 2M+H
(-)Quinic acid 191,11 0,7258 155,06 Negativo M-H
NCGC00263645-
3 02_Clll—|_15N503_S_5'— 299,31 0,8911 166,50 Positivo M+H
Methylthioadenosine
Chlorogenate|Chlorogenic acid 353,27 0,9220 357,35 Negativo M-H
Cynarine 515,33 0,7881 616,11 Negativo M-H
Caffeoylquinic acid 353,29 0,9372 418,14 Negativo M-H
4 _0O_demethylbarbatic_acid 343,28 0,9143 255,04 Negativo M-H
(-)Quinic acid 191,11 0,7258 155,06 Negativo M-H
NCGC00385259-01!3-[(2S,3R,4R,5S)
-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)
4 oxolan-2-ylloxy-2-(3,4- 433,40 0,7328 588,33 Positivo M+H
dihydroxyphenyl)-5,7-
dihydroxychromen-4-one
NCGC00385084-01_C23H32015 _a- 54 59 0,7650 898,05 Positivo ~ M+Na

D-Glucopyranoside, 3-O-[(2E)-3-(4-
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hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-1-oxo
-2-propen-1-yl]-p-D-fructofuranosyl

NCGC00380545-01_C26H32014_3-
{(E)-2-[4-(5-D-Glucopyranosyloxy)-

2-hydroxyphenyl]vinyl}-5- 567,51 0,7094 1315,32 Negativo M-H
hydroxyphenyl -D-glucopyranoside
Chlorogenate|Chlorogenic acid 353,27 0,9220 357,35 Negativo M-H
Cynarine 515,33 0,7881 616,11 Negativo M-H
Malyngamide 2 509,33 0,7218 718,86 Positivo M+Na
Isorhamnetin 3-galactoside 477,20 0,7097 848,67 Positivo [M+H]*
Caffeoylquinic acid 353,28 0,9600 348,94 Negativo M-H
9-methoxy-7-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl .. .
Oxan_z_y?]’oxyp{wem(ll])f [1,3]3&0)(0% ) 41325 0,7094 154599 Positivo  [M+H]
[4,5-g]chromen-8-one
4_0O_demethylbarbatic_acid 343,28 0,9143 255,04 Negativo M-H
4-Hydroxynonenal glutathione 307,29 0,8203 1224,40 Positivo 308.1
4-Galactobiose 365,33 0,7187 600,24 Positivo M+Na
(-)Quinic acid 191,11 0,7258 155,06 Negativo M-H
NCGC00385084-01_C23H32015_a-
D-Glucopyranoside, 3-O-[(2E)-3-(4- ..
hy droxy_p33”5_ dimethoxyph[ényl))_l_(oxo 569,38 0,7650 898,05 Positivo  M+Na
-2-propen-1-yl]-4-D-fructofuranosyl
NCGC00381139-01!6-benzyl-3-
butan-2-yl-9-(7-hydroxy-6-oxooctyl)- .
L 4,7,10-{etra§abi%:/yclo[ylo. 40] W 61352 0,7418 142144 Negativo M+FA-H
hexadecane-2,5,8,11-tetrone
NCGC00380545-01_C26H32014_3-

E)-2-[4-(B-D-Glucopyranosyloxy)- .
5(& drgxy%enyl]vinyﬁ§_5_ Vi) 567,51 0,7094 131532 Negativo M-H
hydroxyphenyl s-D-glucopyranoside
NCGC00380460-01!5-hydroxy-3-(5-
hydroxy-2,4-dimethoxyphenyl)-6-
methoxy-7-[3,4,5-trihydroxy-6- 523,39 0,7049 684,42 Positivo M+H
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]
oxychromen-4-one
Chlorogenate|Chlorogenic acid 353,27 0,9220 357,35 Negativo M-H
Cynarine 515,38 0,7122 477,95 Negativo M-H
Tryptophan 203,22 0,9337 525,81 Negativo M-H
Malyngamide 2 509,33 0,7218 718,86 Positivo M+Na
Caffeoylquinic acid 353,28 0,9600 348,94 Negativo M-H
9-methoxy-7-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2- 473,25 0,7094 1545,99 Positivo [M+H]*
ylloxyphenyl]-[1,3]dioxolo[4,5-
g]chromen-8-one
4_0O_demethylbarbatic_acid 343,28 0,9143 255,04 Negativo M-H
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-
dihydroxy-3-[(2S,3R,45,55,6R)-3,4,5- 597,42 0,7336 731,94 Positivo [M+H]*

trihydroxy-6-[[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-
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trihydroxyoxan-2-ylJoxymethyl]oxan-
2-yl]oxychromen-4-one

Glycerol 1-stearate

361,31

0,8096

493,08

Positivo

M+H

4-Hydroxynonenal glutathione

307,29

0,8203

1224,40

Positivo

308.1

(-)Quinic acid

191,11

0,7258

155,06

Negativo

M-H

guercetin-3-O-hexosyl(1-2)
deoxyhexosyl-7-O-hexoside

771,56

0,7361

1766,85

Negativo

M-H

NCGC00381139-01!6-benzyl-3-
butan-2-yl-9-(7-hydroxy-6-oxooctyl)-
1,4,7,10-tetrazabicyclo[10.4.0]
hexadecane-2,5,8,11-tetrone

613,52

0,7418

1421,44

Negativo

M+FA-H

NCGC00380545-01_C26H32014_3-
{(E)-2-[4-(5-D-Glucopyranosyloxy)-
2-hydroxyphenyl]vinyl}-5-

hydroxyphenyl s-D-glucopyranoside

567,51

0,7094

1315,32

Negativo

M-H

NCGC00380170-01_C19H26011_5-
{[4-(B-D-Glucopyranosyloxy)benzyl]
oxy}-3-hydroxy-3-methyl-5-
oxopentanoic acid

429,37

0,7204

697,43

Negativo

M-H

NCGC00169081-02_C23H34016_f-
D-Glucopyranose, 1-[2-[(2S,3E,4S)-
3-ethylidene-2-(5-D-
glucopyranosyloxy)-3,4-dinydro-5-
(methoxycarbonyl)-2H-pyran-4-
yl]acetate]

589,41

0,8282

1652,68

Positivo

M+Na

7-hydroxy-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]
oxychromen-2-one

339,28

0,8076

1054,45

[M-H]

Feruloyl quinic acid

367,33

0,8528

829,80

Negativo

M-H

Coumaroyl quinic acid

337,31

0,8864

731,99

Negativo

M-H

Chlorogenate|Chlorogenic acid

353,27

0,9220

357,35

Negativo

M-H

Cynarine

515,38

0,7122

477,95

Negativo

M-H

GalCer(d18:0/22:0); [M+H]+
C46H92N108

787,55

0,7659

1329,22

Positivo

M+H

Caffeoylquinic acid

353,28

0,9600

348,94

Negativo

M-H

9-methoxy-7-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)
oxan-2-ylJoxyphenyl]-[1,3]dioxolo

[4,5-g]chromen-8-one

473,25

0,7094

1545,99

Positivo

[M+H]"

7-hydroxy-3-(2-oxochromen-7-
yl)oxy-8-[2-ox0-7-[(2S,3R,4R,5R,6S)-
3,4,5-trihydroxy-6-methyloxan-2-
ylJoxychromen-8-yl]chromen-2-one

645,48

0,7453

1120,15

Positivo

[M+NH,]*

5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)
-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)
oxan-2-ylJoxyphenyl]-3-
[(2S,3R,4S,55,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-
6-methyloxan-2-ylJoxymethyl]oxan-
2-ylJoxychromen-4-one

755,60

0,8497

1957,17

Negativo

[M-H]

[(2S,3R,4S,55,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl] (2E,6E)-

343,32

0,8541

385,68

Negativo

[M-HJ
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8-hydroxy-2,6-dimethylocta-2,6-
dienoate

(1R,3R,4S,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-
[(E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-

. 337,31 0,7689 601,30 Negativo [M-H]
enoyl]oxycyclohexane-1-carboxylic
acid
Strepsilin 539,44 0,7449 1054,76 Negativo [2M-H]
Glycerol 1-stearate 361,31 0,8096 493,08 Positivo M+H
D-erythro-C18-Sphingosine 300,24 0,7755 1009,30 Positivo M+H
D-(+)-Trehalose 341,40 0,9132 104,02 Negativo M-H
4-Hydroxynonenal glutathione 307,29 0,8203 1224,40 Positivo 308.1
(-)Quinic acid 191,11 0,7258 155,06 Negativo M-H
uercetin-3-O-hexosyl(1- .
g) deoxyhexosyl-?-o}lhfexosi de 771,56 0,7361 1766,85 Negativo M-H
NCGC00385506-01!5,7-dihydroxy-2-
[3-hydroxy-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)
oxan-2-ylJoxyphenyl]-3- 625,42 0,7855 1901,69 Negativo M-H
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]
oxychromen-4-one
NCGC00385224-01_C24H42012_6-
Hydroxy-2,6,10,10-tetramethyl-1-
oxaspiro[4.5]dec-8-yl 6-O- .
[(2R,p3R,[A,R)!3,4-dir¥ydroxy—4— 565,70 0,8053 1387,60 Negativo M+FA-H
(hydroxymethyl)tetrahydro-2-
furanyl]-g-D-glucopyranoside
NCGC00384564-01_C22H30014_3-
O-[(2E)-3-(4-Hydroxy-3- 539,47 0,7676 131092 Positivo  M+Na
methoxyphenyl)-2-propenoyl]-4-D-
fructofuranosy! a-D-glucopyranoside
NCGC00380545-01_C26H32014_3-
{(E)-2-[4-(5-D-Glucopyranosyloxy)- 547 59 0,7094 131532 Negativo M-H
2-hydroxyphenyl]vinyl}-5-
hydroxypheny!l s-D-glucopyranoside
7-hydroxy-6-[3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl] 339,28 0,8076 1054,45 [M-H]
oxychromen-2-one
Feruloyl quinic acid 367,33 0,8528 829,80 Negativo M-H
Coumaroyl quinic acid 337,31 0,8864 731,99 Negativo M-H
Chlorogenate|Chlorogenic acid 353,27 0,9220 357,35 Negativo M-H
dimethyl-quercetin-O-hexoside 491,21 0,7365 181,36 Positivo M+H
Caffeoylquinic acid 353,28 0,9600 348,94 Negativo M-H
7-hydroxy-3-(2-oxochromen-7-
oxy-8-[2-ox0-7-[(2S,3R,4R,5R,6S5)- .. .
%’,Z’S}{rih)[/ droxy-6-[r$1ethyloxan-2- )" 645,48 0,7453  1120,15 Positivo  [M+NHq]
ylJoxychromen-8-yl]chromen-2-one
5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)
-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl) - 755 4 08497 195717 Negativo [M-H]

oxan-2-ylJoxyphenyl]-3-
[(2S,3R,4S,55,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
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[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-
6-methyloxan-2-ylJoxymethyl]oxan-
2-ylJoxychromen-4-one

(1S,3R,17S,19S)-3-hydroxy-
9,9,16,16-tetramethyl-8-oxa-
14,23,25-triazaheptacyclo
[17.5.2.0,7.0,2.0?,.0?,.0?,]hexacosa-
4,6,10,12,14-pentaene-24,26-dione

469,31

0,7430

1346,79

Positivo

[M+Na]*

(1R,3R,4S,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-
[(E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-
enoyl]oxycyclohexane-1-carboxylic
acid

337,31

0,7689

601,30

Negativo

[M-H]

(-)Quinic acid

191,11

0,7258

155,06

Negativo

M-H

NCGC00385224-01_C24H42012_6-
Hydroxy-2,6,10,10-tetramethyl-1-
oxaspiro[4.5]dec-8-yl 6-O-
[(2R,3R,4R)-3,4-dihydroxy-4-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2-
furanyl]-g-D-glucopyranoside

567,59

0,8291

1680,48

Negativo

M+FA-H

NCGC00380545-01_C26H32014_3-
{(E)-2-[4-(B-D-Glucopyranosyloxy)-
2-hydroxyphenyl]vinyl}-5-

hydroxyphenyl s-D-glucopyranoside

567,51

0,7094

1315,32

Negativo

M-H

Feruloyl quinic acid

367,33

0,8528

829,80

Negativo

M-H

Coumaroyl quinic acid

337,31

0,8864

731,99

Negativo

M-H

Chlorogenate|Chlorogenic acid

353,27

0,9220

357,35

Negativo

M-H

Caffeoylquinic acid

353,28

0,9600

348,94

Negativo

M-H

5,7-dihydroxy-2-[4-[(2S,3R,4S,5S,6R)
-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)
oxan-2-ylJoxyphenyl]-3-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
[[(2R,3R 4R,5R,65)-3,4,5-trihydroxy-
6-methyloxan-2-ylJoxymethyl]oxan-
2-ylJoxychromen-4-one

755,60

0,8497

1957,17

Negativo

[M-H]

(1S,3R,17S,19S)-3-hydroxy-
9,9,16,16-tetramethyl-8-oxa-
14,23,25-triazaheptacyclo
[17.5.2.0,7.0,2.0?,.0?,.0?,]hexacosa-
4,6,10,12,14-pentaene-24,26-dione

469,31

0,7430

1346,79

Positivo

[M+Na]*

(1R,3R,4S,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-
[(E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-
enoyl]oxycyclohexane-1-carboxylic
acid

337,31

0,7689

601,30

Negativo

[M-H]

Strepsilin

539,44

0,7449

1054,76

Negativo

[2M-H]

Glycerol 1-stearate

361,31

0,8096

493,08

Positivo

M+H

D-erythro-C18-Sphingosine

301,31

0,7263

1092,07

Positivo

M+H

D-(+)-Trehalose

341,40

0,9132

104,02

Negativo

M-H

quercetin-3-O-hexosyl(1-
2)deoxyhexosyl-7-O-hexoside

771,56

0,7361

1766,85

Negativo

M-H

NCGC00385506-01!5,7-dihydroxy-2-
[3-hydroxy-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-

625,42

0,7855

1901,69

Negativo

M-H
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(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxyphenyl]-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
yl]Joxychromen-4-one

NCGC00385224-01_C24H42012_6-
Hydroxy-2,6,10,10-tetramethyl-1-
oxaspiro[4.5]dec-8-yl 6-O-
[(2R,3R,4R)-3,4-dihydroxy-4-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2-
furanyl]-beta-D-glucopyranoside

565,70

0,8053

1387,60

Negativo

M+FA-H

NCGC00380545-01_C26H32014_3-
{(E)-2-[4-(B-D-Glucopyranosyloxy)-
2-hydroxyphenyl]vinyl}-5-

hydroxyphenyl s-D-glucopyranoside

567,51

0,7094

1315,32

Negativo

M-H

Feruloyl quinic acid

367,33

0,8528

829,80

Negativo

M-H

Coumaroyl quinic acid

337,31

0,8864

731,99

Negativo

M-H

Chlorogenate|Chlorogenic acid

353,27

0,9220

357,35

Negativo

M-H

Cynarine

515,38

0,7122

477,95

Negativo

M-H

Cascaroside C

585,38

0,8657

1968,16

Positivo

M+Na

Caffeoylquinic acid

353,28

0,9600

348,94

Negativo

M-H

5,7-dihydroxy-2-[4-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]
oxyphenyl]-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-

[[(2R,3R 4R,5R,65)-3,4,5-trihydroxy-
6-methyloxan-2-ylJoxymethyl]oxan-
2-ylJoxychromen-4-one

755,60

0,8497

1957,17

Negativo

[M-H]

2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-3-
[(2R,3R,4R,5R,65)-3,4,5-trihydroxy-
6-methyloxan-2-yl]oxy-6-
[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihydroxy-
6-methyloxan-2-ylJoxymethyl]oxan-
2-yl]oxy-5,7-dihydroxychromen-4-
one

755,46

0,7559

2205,85

Negativo

[M-H]

[6-[3,4-dihydroxy-2,5-
bis(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]oxy-
3,4,5-trihydroxyoxan-2-yllmethyl
(E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)
prop-2-enoate

539,57

0,7498

2026,05

Positivo

[M+Na]*

(1R,3R,4S,5R)-1,3,4-trihydroxy-5-
[(E)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-
enoyl]oxycyclohexane-1-carboxylic
acid

337,31

0,7689

601,30

Negativo

[M-HJ

10

(-)Quinic acid

191,11

0,7258

155,06

Negativo

M-H

RUTOSIDE (rutin)

609,39

0,8419

1228,44

Negativo

[M-HT

NCGC00385506-01!5,7-dihydroxy-2-
[3-hydroxy-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)
oxan-2-ylJoxyphenyl]-3-

649,55

0,7014

1505,55

Positivo

M+Na
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[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-
6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxychromen-4-one

NCGC00385224-01_C24H42012_6-
Hydroxy-2,6,10,10-tetramethyl-1-
oxaspiro[4.5]dec-8-yl 6-O-
[(2R,3R,4R)-3,4-dihydroxy-4-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2-
furanyl]-beta-D-glucopyranoside

565,70

0,8053

1387,60

Negativo

M+FA-H

NCGC00380545-01_C26H32014_ 3-
{(E)-2-[4-(5-D-Glucopyranosyloxy)-
2-hydroxyphenyl]vinyl}-5-
hydroxyphenyl -D-glucopyranoside

567,51

0,7094

1315,32

Negativo

M-H

Chlorogenate|Chlorogenic acid

353,32

0,7859

483,31

Negativo

M-H

Caffeoylquinic acid

353,29

0,9372

418,14

Negativo

M-H

3-[4,5-dihydroxy-3-(3,4,5-trihydroxy-
6-methyloxan-2-yl)oxy-6-[(3,4,5-
trihydroxy-6-methyloxan-2-
yloxymethyl]oxan-2-ylJoxy-5,7-
dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)
chromen-4-one

739,61

0,7156

1586,17

Negativo

[M-H]

[6-[3,4-dihydroxy-2,5-
bis(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]Joxy-
3,4,5-trihydroxyoxan-2-yllmethyl
(E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)
prop-2-enoate

539,57

0,7498

2026,05

Positivo

[M+Na]*

11

D-erythro-C18-Sphingosine

301,31

0,7263

1092,07

Positivo

M+H

(-)Quinic acid

191,11

0,7258

155,06

Negativo

M-H

Rutin

609,39

0,8037

1605,49

Negativo

[M-HT

NCGC00385506-01!5,7-dihydroxy-2-
[3-hydroxy-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)
oxan-2-yl]oxyphenyl]-3-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-
ylJoxychromen-4-one

649,55

0,7014

1505,55

Positivo

M+Na

NCGC00385204-01!5-hydroxy-2-[2-
hydroxy-3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-
2-ylJoxyphenyl]-7,8-
dimethoxychromen-4-one

489,41

0,7519

1107,04

Negativo

Seco-isolariciresinol diglucoside

685,79

0,7140

2450,39

Positivo

M+H

Chlorogenate|Chlorogenic acid

353,32

0,7859

483,31

Negativo

M-H

kampferol-O-hexosyl-deoxyhexoside

596,46

0,7674

1869,31

Positivo

M+H

kaempferol-3-O-rutinoside

593,50

0,8614

1860,47

Negativo

[M-HT

Caffeoylquinic acid

353,28

0,9600

348,94

Negativo

M-H

[6-[3,4-dihydroxy-2,5-
bis(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]oxy-
3,4,5-trihydroxyoxan-2-yllmethyl
(E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)
prop-2-enoate

539,57

0,7498

2026,05

Positivo

[M+Na]*
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[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)oxan-2-yl]
(4aS,6aS,6bR,9R,10R,11S,12aR)-11-
hydroxy-9-(hydroxymethyl)-

2,2,6a,6b,9,12a-hexamethyl-10- 781,63 0,7034 1718,19 Negativo [M-H]
[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-trihydroxyoxan-
2-yl]oxy-
1,3,4,5,6,6a,7,8,83,10,11,12,13,14b-
tetradecahydropicene-4a-carboxylate
D-erythro-C18-Sphingosine 301,31 0,7263 1092,07 Positivo M+H
D-(+)-Trehalose 341,40 0,9132 104,02 Negativo M-H
NCGC00385506-01!5,7-dihydroxy-2-
[3-hydroxy-4-[(2S,3R,4S,5S,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)
oxan-2-ylJoxyphenyl]-3- 649,55 0,7014 1505,55 Positivo M+Na
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-

12 (hydroxymethyl)oxan-2-yl]
oxychromen-4-one
Chlorogenate|Chlorogenic acid 353,27 0,9220 357,35 Negativo M-H
Kaempferol-3-O-glucoside - 20eV 447,39 0,7493 1348,16 Negativo M-H
Iridin 521,60 0,7721 1536,11 Positivo [M+H]*
Caffeoylquinic acid 353,29 0,9372 418,14 Negativo M-H
apiosylskimmin 455,41 0,7172 1246,01 Positivo [M+H]*
D-erythro-C18-Sphingosine 301,31 0,7263 1092,07 Positivo M+H
D-(+)-Trehalose 341,40 0,9132 104,02 Negativo M-H
95-Hydroxy-10E,127,152- 203,44 08824 209212 Negativo M-H
octadecatrienoic acid

13 9(S)-HpOTrE 310,35 0,7880 1913,02 Negativo M-H
(-)Quinic acid 191,11 0,7258 155,06 Negativo M-H
FA 18:4+20 307,39 0,7213 1747,18 Negativo M-H
Linolenic acid (omega-3-or-omega- . 5 08247 209461 Negativo M-H
6)|linolenate (omega-3-or-omega-6)
Chlorogenate|Chlorogenic acid 353,27 0,9220 357,35 Negativo M-H

Fonte: Elaborado pela AUTORA, 2021.
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APENDICE C — ANOTACAO MOLECULAR DO UNIFI DAS

FRACOES DO EXTRATO DE S. BONPLANDII

Relacdo dos metabolitos encontrados na analise no UPLC-MS/MS associados a
plataforma do UNIFI associados a base de dados in house, para cada fragdo (analises em
modo negativo e positivo, descritos nas Tabelas 17 e 18 respectivamente) gerando o seguinte
conjunto de moléculas (dados ipsis litteris), permitindo a anotacéo de 67 e 47 compostos.

Tabela 13 - Compostos detectados no modo positivo via UPLC-MS/MS das 13 fra¢Ges obtidas de plantulas
de S. bonplandii.

Massa Tempo de
observada  Erro retencdo  Possivel aduto
Fracdo Nome do Composto (Da) (mDa) (min) formado

4-hydroxyphenyl 110,0362 -0,5357 0,6492 +NH,
glicosilato_quercetina-3-a-raminosideo 448,1008 0,2460 0,7080 +Li

1 +Na, +H,
maltose 342,1158 -0,3654 0,7760 +NHa, +K
p-coumaric_acid 164,0472 -0,1181 0,6972 +NH.
2,4,5-trimethoxystyrene 194,0936 -0,7114 1,8781 +NH.
2-phenylethyl _acetate 164,0827 -1,0061 0,8466 +NH,4
3-feruloylquinic_acid 368,1082 -2,5429 2,0622 +H
3-o-feruloylquinic_acid 368,1110 0,2332 2,4185 +Li
4-amino-2-hydroxy-5-[[1-hydroxy-1-(5- 36,1495 17094 1,659 -+Li
0X0-6-bicyclo[4
asaraldehyde 196,0729 -0,6852 15461 +H
caffeic_acid 180,0407 -1,5589 1,1568 +NH4
catechin 290,0788 -0,1928 1,6796 +NH4
cuminaldehyde 148,0879 -0,8917 1,1968 +NH4

2 epicatechin 290,0788 -0,1928 1,6796 +NH4
ethyl salicylate 166,0621 -0,9206 2,4722 +Li
maltose 342,1156 -0,5715 0,7686 +Na, +K
methyl_salicylate 152,0484 1,0862 0,8518 +Li
NCGC00180731-02 446,1425 0,1194 2,2137 +Li
p-coumaric_acid 164,0486 1,2232 2,3827 +Li
p-hydroxybenzoic_acid 138,0330 1,3527 1,5393 +Li
quinic_acid 192,0627 -0,7264 0,9509 +Na
rutin 612,1701 1,1110 2,4913 +Li
xylopina 295,1195 -1,3519 2,6194 +Li
xylopinina 339,1804 -3,0110 1,4019 +K
3-o-feruloylquinic_acid 368,1108 0,1027 3,0172 +Li
asaraldehyde 196,0733 -0,2532 2,6283 +H
benzaldehyde 106,0410 -0,8311 3,1343 +NH,

3 chlorogenic_acid 354,0953 0,1847 2,6850 +Li
ethyl salicylate 166,0625 -0,5026 3,1030 +H
ethylbenzene 106,0776 -0,6298 2,1598 +NH4

hyperoside 464,0956 0,1524 2,9426 +Li
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indole 117,0573 -0,5963 2,6872 +H
maltose 342,1155 -0,6718 0,7626 +Na
methoxy-myricetin-3-O-hexoside 494,1039 -2,1824 2,4261 +NH;
morusin 420,1599 2,6605 3,5846 +H
NCGC00180731-02 446,1399 -2,5459 2,4135 +NH,
nicotiflorin 594,1544 -4,1120 2,7153 +NH4
n-nitrosoanonaine 294,0984 -2,0563 3,2474 +NH,
p-coumaric_acid 164,0465 -0,8537 2,3999 +H
piperitol 356,1255 -0,5049 2,1435 +Li
xylopina 295,1198 -1,0873 2,6253 +Li
1-deoxycapsidiol 220,1808 -1,8679 3,8470 +Na
20,,3-dihydroxyolean-12-en-28-oic_acid 472,3524 -2,8586 15,5962 +Na
3-o-feruloylquinic_acid 368,1078 -2,9467 3,0880 +H
acido_ursolico 456,3581 -2,2435 16,7897 +K
chlorogenic_acid 354,0950 -0,0936 3,2302 +Li
epicatechin 290,0798 0,7944 3,2297 +Li
ethyl salicylate 166,0628 -0,1984 2,4567 +Li
hyperoside 464,0951 -0,3837 2,8926 +Li
kaempferol-7-O-hexoside 448,0981 -2,4720 3,2119 +NH4
maltose 342,1194 3,1842 3,2595 +H
morusin 420,1604 3,1365 4,1445 +H
NCGC00180731-02 446,1406 -1,7825 3,4090 +H
n-nitrosoanonaine 294,1000 -0,4420 3,7685 +K
Quercetin 304,0580 -0,3456 3,1783 +Li
rutin 612,1676 -1,4327 3,2125 +NH4
14-oxy-a-muurolene 218,1668 -0,3138 12,7028 +H
3-o-feruloylquinic_acid 368,1082 -2,5507 3,8644 +H
4-amino-2-hydroxy-5-[[1-hydroxy-1-(5- 36,1498 20624 39746 +Na
0X0-6-bicyclo[4

chlorogenic_acid 354,0926 -2,4489 3,5286 +H
cryptone 138,1037 -0,8119 3,8593 +NH;4
epicatechin 290,0808 1,7381 3,3922 +Li
ethyl_salicylate 166,0621 -0,8557 2,4499 +Li
glicosilato_quercetina-3-a-raminosideo 448,1002 -0,4019 3,6330 +Li
hyperoside 464,0995 3,9772 4,4694 +H
indole 117,0573 -0,5298 3,7028 +H
maltose 342,1157 -0,5025 0,7619 +Na
methyl_salicylate 152,0489 1,5972 3,3650 +Na
morusin 420,1606 3,3392 49271 +H
NCGC00180731-02 446,1426 0,1625 3,8357 +H
nicotiflorin 594,1581 -0,3852 9,0112 +Na
pelargonidin_3-glucoside 433,1141 0,6213 4,4397 +NH.
rutin 612,1693 0,3022 4,0902 +Na
spiraeoside_40eV 464,0995 3,9910 43701 +H
3-o-feruloylquinic_acid 368,1105 -0,2715 3,9570 +Li
b-sitosterol 414,3901 3,9058 4,3888 +K
chlorogenic_acid 354,0949 -0,2290 3,4086 +Na
epicatechin 290,0813 2,2325 4,2562 +Li
ethyl salicylate 166,0623 -0,6802 2,4549 +Li
glicosilato_quercetina-3-a-raminosideo 448,1005 -0,0290 51936 +H
hyperoside 464,0940 -1,5075 3,7445 +NH,
kaempferol 286,0479 0,1326 51955 +H
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kaempferol _3-o0-rhamninoside 740,2148 -1,5528 53015 +H
maltose 342,1151 -1,0654 0,7623 +Na
manghaslin 756,2042 -7,0721 4,4955 +Li
methoxy-myricetin-3-O-hexoside 494,1036 -2,4175 48714 +H, +Na
morusin 420,1596 2,3595 4,7388 +H
NCGC00180731-02 446,1453 2,8314 15,2416 +Li
nicotiflorin 594,1593 0,8157 4,4267 +Li
guercetin-3-O-glc-1-3-rham-1-6-

glucoside 772,2062 -0,0007 5,1888 +Na
rutin 612,1682 -0,7856 5,0076 +Na
soroceal 524,1881 45787 5,0618 +Li
sorocein B 658,2212 0,8982 5,0137 +H
3-feruloylquinic_acid 368,1101 -0,5951 4,6459 +Na
3-o-feruloylquinic_acid 368,1083 -2,3990 50621 +H
chlorogenic_acid 2 354,0951 -0,0025 3,8085 +Na
cyanidin_3-glucoside 449,1084 -0,0350 5,9384 +NH;
digalloylquinic_acid 496,0895 4,2003 45756 +H
ethyl salicylate 166,0622 -0,8346 2,4529 +Li
glicosilato_quercetina-3-a-raminosideo 448,0997 -0,8217 5,1238 +Li
hex-3-enyl-2-methylbutanoate 184,1481 1,8166 5,9365 +Na
kaempferol-3-0-sophroside 610,1540 0,6204 7,6940 +Na
maltose 342,1156 -0,5670 0,7623 +Na
manghaslin 756,2117 0,3816 6,5602 +Na
methoxy-myricetin-3-O-hexoside 494,1044 -1,6534 5,4663 +H
morusin 420,1607 3,4284 6,3831 +Li
NCGC00180731-02 446,1428 0,3350 5,2926 +Na
NCGC00385380 626,1489 0,6091 5,8096 +Na
nicotiflorin 594,1578 -0,6527 5,4485 +NH,
guercetin_3-0-a-arabinopyranoside 434,0883 3,4139 58874 +H
quercetin-3-O-glc-1-3-rham-1-6- 772,2060 01681 59540 +Na
glucoside

rutin 1 612,1702 1,1437 5,4410 +Na
soroceal 1 524,1883 4,8312 6,4726 +NH,
sorocein B 658,2251 4,8166 5,3800 +Li
xanthone 196,0530 0,5616 5,0192 +NH,
3-o-feruloylquinic_acid 368,1079 -2,8239 5,0686 +H
o-ionene 174,1400 -0,8593 7,0317 +H
S-amyrin_acetate 468,3985 1,7536 6,0468 +H
cyanidin_3-glucoside 449,1096 1,1957 5,7698 +NH;
glicosilato_quercetina-3-a-raminosideo 448,1003 -0,2360 5,1180 +Li
kaempferol-3-0-sophroside 610,1539 0,5431 6,4002 +Na
maltose 342,1158 -0,3936 0,7628 +Na
manghaslin 756,2118 0,4706 6,5691 +Na, +H
methoxy-myricetin-3-O-hexoside 494,1043 -1,6980 5,7898 +H
NCGC00180731-02 446,1453 2,8958 15,2493 +Li
nicotiflorin 594,1572 -1,2394 54513 +NH4
rutin 610,1539 0,5431 6,4002 +Na
soroceal 524,1886 5,1275 6,1531 +Li
sorocein B 658,2242 3,9121 5,7340 +H
xanthone 196,0521 -0,3178 6,6773 +NH,
3-o-feruloylquinic_acid 368,1106 -0,1183 54227 +Na
catechin_monogallate 442,0928 2,8009 5,9206 +Na
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ethyl salicylate 166,0625 -0,5146 2,4496 +Li
kaempferol 286,0477 0,0119 7,4865 +H
kaempferol 3-rutinoside 4-glucoside 756,2120 0,6891 7,4846 +Na, +H, +K
kaempferol-3-0-sophroside 610,1540 0,6459 7,2437 +Na
kaur-16-en-19-oic_acid 302,2241 -0,4427 15,5446 +Li
maltose 342,1158 -0,4129 0,7595 +Na
manghaslin 756,2115 0,2180 7,3231 +Na
NCGC00180731-02 446,1425 0,1028 6,3226 +Na
NCGC00385380 626,1497 1,3883 6,8649 +Na
nicotiflorin 594,1569 -1,5644 7,1507 +Na
quercetin-3-O-glc-1-3-rham-1-6- 772,2074 12015  7,6722 +Na
glucoside
rutin 612,1694 0,3482 6,3683 +Na
soroceal 524,1885 5,0279 6,0254 +Na
sorocein B 658,2231 2,7975 6,7083 +Li
14-oxy-a-muurolene 218,1664 -0,6934 13,4671 +H
3-feruloylquinic_acid | 3-o-
feruloylquinic_acid | 368,1107 -0,0058 6,9324 +Na
kaempferol 286,0476 -0,1761 7,6836 +H
kaempferol 3-o-rhamninoside 740,2166 0,1833 7,8287 +Na
kaempferol-3-0-sophroside 610,1534 0,0428 7,6854 +Na, +K
10 maltose 342,1158 -0,3923 0,7603 +Na
manghaslin 756,2122 0,9221 7,4818 +Na
morusin 420,1582 0,9439 7,4044 +Li
NCGC00180731-02 446,1453 2,9213 15,2369 +Li
rutin 610,1532 -0,1648 0,4614 +Na
sorocein_ A 630,2318 6,4194 6,1443 +Na
sorocein B 658,2241 3,8409 8,9709 +H
xanthone 196,0513 -1,1159 7,4015 +NH,
ethyl salicylate 166,0622 -0,7652 2,4476 +Li
hyperoside 464,0956 0,0835 8,3058 +Na
kaempferol 286,0476 -0,1694 8,9902 +H
kaempferol-3-0-sophroside 610,1539 0,4997 8,2779 +Na
maltose 342,1158 -0,3715 0,7627 +Na, +K
11 morusin 420,1576 0,3374 7,4003 +Li
nicotiflorin 594,1582 -0,2557 8,9897 +Na, +K
p-cymene 134,1088 -0,7350 7,3301 +H
rutin 610,1541 0,7224 8,6464 +Na
rutin_1 612,1674 -1,6646 7,8540 +Li
soroceal 524,1877 4,2010 6,5307 +K
sucrose octaacetate 678,2068 6,0366 8,7392 +Li
acido_ursolico 456,3582 -2,1848 16,8126 +K
ethyl salicylate 166,0622 -0,7852 2,4499 +Li
glicosilato_quercetina-3-a-raminosideo 448,1004 -0,1575 8,9692 +Na
12 kaempferol-3-0-sophroside 610,1542 0,8047 7,6819 +Na
maltose 342,1162 -0,0315 0,7611 +Na
nicotiflorin 594,1582 -0,2313 8,9947 +Na
sorocein A 630,2316 6,2382 10,2413 +Li
sorocein B 658,2236 3,2819 8,9643 +H
4-amino-2-hydroxy-5-{[1-hydroxy-1-(5- 36,1494 15049 13,6023 +H
13 0X0-6-bicyclo[4
maltose 342,1162 -0,0048 0,7614 +Na
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octadeca-9,11-dienoic_acid

280,2399

-0,3763

11,8411

+NH4

rutin

610,1540

0,6294

7,6765

+Na

Fonte: Elaborado pela AUTORA, 2021.

Tabela 14 - Compostos detectados no modo negativo via UPLC-MS/MS das 13 fragdes obtidas de plantulas
de S. bonplandii.

Massa Observed  Masserror  Observed

Fracdo Nome do Composto observada (Da) m/z (mDa) RT (min) Aduto
3-o-feruloylquinic_acid 368,1129 367,1056 2,1269 0,7003 -H
epicatechin 290,0764  349,0903 -2,6300 0,7227 +CH3COO
maltose 342,1163  341,1090 0,0585 0,7660 -H, +Cl, +HCOO
quinic_acid 192,0631  191,0558 -0,3131 0,8158 -H
e A 320,2379  319,2307 27937 14,4200 -H
3-o-feruloylquinic_acid 368,1124  367,1052 1,6977 0,7020 -H
maltose 342,1160  341,1087 -0,2179 0,7634 -H, +Cl, +HCOO
p-coumaric_acid 164,0467 163,0394 -0,6776 1,3731 -H
p-hydroxybenzoic_acid 138,0311  197,0449 -0,6121 1,6054 +CHsCOO
quinic_acid 192,0629  191,0556 -0,5114 0,6620 -H
amentoflavone 538,0917  537,0844 1,6603 2,7979 -H
ethyl salicylate 166,0625 211,0607 -0,4500 2,7104 +HCOO
maltose 342,1157  341,1085 -0,4714 0,7616 -H
NCGC00180731-02 446,1430  505,1569 0,6236 2,7207 +CH3COO
p-coumaric_acid 164,0466  163,0393 -0,7644 2,2390 -H
p-hydroxybenzoic_acid 138,0309  137,0236 -0,7888 2,4316 -H
guercetin 304,0556  363,0694 -2,7069 3,1607 +CHs;COO
quinic_acid 192,0627 191,0554 -0,7228 0,6674 -H
é?éhg’g:joxy'ka“ra”'lg' 3202378 319,2306 26972 14,6840 -H
amentoflavone 538,0920 537,0847 1,9938 2,7840 -H
caryophyllene 1 204,1888  239,1582 0,9509 12,2993 +Cl
chlorogenic_acid 2 354,0950 353,0877 -0,1175 2,8484 -H
maltose 342,1157  341,1085 -0,4621 0,7629 -H
NCGC00180731-02 446,1424  505,1563 -0,0229 4,0478 +CH3COO
p-coumaric_acid 164,0466  223,0605 -0,7374 3,2829 +CHsCOO
p-hydroxybenzoic_acid 138,0309 137,0236 -0,7860 2,4032 -H
quercetin 304,0556  363,0694 -2,7406 3,1524 +CH3;COO
quinic_acid 192,0627  191,0554 -0,7178 0,6710 -H
14-oxy-a-muurolene 218,1698  277,1837 2,71382 13,1722 +CH;COOQO
16-hydroxy-kauran-19- 320,2382  319,2309 30465 14,1922 -H
oic_acid
gt'r(];rgfthoxyphe”y') 152,0831  211,0970 -0,5901  4,4831 +CH;COO
caffeic_acid 180,0413  179,0341 -0,9147 6,3470 -H
chlorogenic_acid 354,0953  353,0880 0,2044 3,6758 -H
epicatechin 290,0786  289,0713 -0,4332 51627 -H
indole 117,0570  116,0497 -0,8927 3,6677 -H
maltose 342,1157  341,1084 -0,4991 0,7617 -H
nicotiflorin 594,1592 593,1519 0,7064 8,9567 -H
p-coumaric_acid 164,0466 223,0604 -0,7708 3,2908 +CHsCOO
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peonidin_3-O- 4631249  522,1387 08273  4,0979 +CHsCOO
glucoside_cation

quinic_acid 192,0625  191,0553 -0,8400 2,8690 -H
13(2)(s)-hidroxy-17(3)- 636,094  681,2077 46649 56000 +HCOO
etoxifeoforbideo

4-amino-2-hydroxy-5-[[1-

hydroxy-1-(5-0x0-6- 326,1485 385,1624 0,7480 5,8299 +CH3;COO
bicyclo[4

caffeic_acid 180,0413  179,0340 -0,9381 5,1700 -H
chlorogenic_acid 2 354,0943  353,0871 -0,7496 42681 -H
epicatechin 290,0785  289,0712 -0,5785 51712 -H

ethyl salicylate 166,0622  225,0760 -0,8188 3,9930 +CHsCOO
glicosilato_quercetina-3-a- 448,0979  493,0961 -2,6580  4,8370 +HCOO
raminosideo

kaempferol_3- 7562127  755,2054 13647 54241 -H
rutinoside_4-glucoside

kaempferol-3-0-sophroside 610,1530  609,1457 -0,3652 5,1523 -H
maltose 342,1159  341,1086 -0,2878 0,7615 -H
manghaslin 756,2123  755,2050 0,9963 51854 -H
mee)fg‘;’i’ég'my”ce“”'g"o' 494,033  539,1015 27333 48369 +HCOO, -H, +Cl
NCGC00180731-02 446,1422 4451349 -0,2726 4,3966 -H
p-coumaric_acid 164,0468  223,0607 -0,5004 3,2518 +CHsCOO
piperitol 356,1235 4151374 -2,4678 5,6081 +CHs;COO
quercetin-3-O-glc-1-3- 772,2066  771,1993 03818 51524 -H,+Cl
rham-1-6-glucoside

quinic_acid 192,0624  191,0552 -0,9496 3,7382 -H
13(2)(s)-hidroxy-17(3)-

stoxifeaforbiden 636,3000  681,2982 5,2274 6,3614 +HCOO
é?c'h;’g[joxy'ka“ra”'lg' 320,381  319,2308 29796 14,1894 -H
3—0Tferuloquuinic_acid 368,1103  367,1030 -0,4213 43183 -H
4-amino-2-hydroxy-5-[[1-

hydroxy-1-(5-0x0-6- 326,1493  385,1631 1,4658 6,2993 +CHsCOO
bicyclo[4

chlorogenic_acid 2 354,0949  353,0876 -0,2286 3,7363 -H
kaempferol 3- 7562130  755,2057 17119 6,2408 -H
rutinoside _4-glucoside

maltose 342,1154  341,1081 -0,8184 0,7616 -H
NCGC00385380 626,1489  625,1417 0,6395 57611 -H
nicotiflorin 594,1552  653,1691 -3,2663 54430 +CHsCOO
p-coumaric_acid 164,0464  163,0391 -0,9438 7,2463 -H
piperitol 356,1237  415,1376 -2,2754 5,6075 +CH3COO
quercetin-3-O-gle-1-3- 772,087  771,2014 25041 51098 -H
rham-1-6-glucoside

quinic_acid 1 192,0624  191,0551 -0,9783 4,0803 -H

rutin 1 612,1694  611,1621 0,3580 5,3978 -H
sorocein A 630,2192 629,2119 -6,2013 5,7500 -H
13(2)(s)-hidroxy-17(3)- 636,3003 681,985 55072  6,5652 +HCOO
etoxifeoforbideo

3-o-feruloylquinic_acid 368,1101  367,1028 -0,6525 45716 -H
chlorogenic_acid 2 354,0949  413,1088 -0,1611 6,0123 +CHs;COO
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kaempferol_3-

oY . 756,2123  755,2051 1,0465 6,5146 -H

rutinoside_4-glucoside
kaempferol-3-0-sophroside 610,1545 609,1472 1,1062 6,3452 -H
NCGC00180731-02 446,1419 4451347 -0,4923 6,0124 -H, +Cl, +HCOO
nicotiflorin 594,1588  593,1515 0,3429 6,5138 -H
p-coumaric_acid 164,0462  163,0389 -1,1740 7,2418 -H
quinic_acid 192,0626  191,0553 -0,8361 4,1068 -H
rutin_1 612,1693  611,1620 0,2745 59275 -H
sorocein A 630,2193  629,2121 -6,0192 6,1049 -H
xanthone 196,0515  241,0497 -0,8903 5,9280 +HCOO
14-oxy-a-muurolene 218,1698 277,1837 2,7682 13,0422 +CHsCOO
3-o-feruloylquinic_acid 368,1105 367,1032 -0,2561 5,3554 -H
catechin_monogallate 1 442,0936  487,0918 3,5724 6,7501 +HCOO
kaempferol_3- 7562117 7552044 03806  7,2812 -H
rutinoside_4-glucoside
manghaslin 756,2120  755,2047 0,6875 7,4373 -H, +Cl
NCGC00385380 626,1485  625,1412 0,1960 7,0850 -H

9 n-heptanal 1 114,1037  159,1019 -0,7813 5,6050 +HCOO
PR100456 Quercetin-3,4-
O-di-beta-glucopyranoside
_Que3 4-di-Glc_Quercetin 626,1493  625,1421 1,0273 6,3838 -H
3,4-diglucoside
quercetin-3-O-glc-1-3- 772,2075  771,2003 13399  6,8718 -H
rham-1-6-glucoside
quinic_acid 1 192,0626  191,0553 -0,8252 0,6763 -H
14-0xy-a-muurolene 218,1698  277,1837 2,7526 13,0428 +CH;COO
3-o-feruloylquinic_acid 368,1106  367,1033 -0,1766 6,8929 -H
catechin_monogallate 1 442,0931  487,0913 3,0637 6,8078 +HCOO
hex-3-enyl_formate 1 128,0828  187,0967 -0,9144 5,7193 +CH;COO
kaempferol_3-o- 7402169  739,2096 05154  7,7858 -H

10 rhamninoside
kaempferol-3-0-sophroside 610,1533  609,1460 -0,0931 8,2566 -H
manghaslin 756,2134  755,2061 2,0690 7,4336 -H
n-methylglaucine 370,1986  429,2125 -3,2322 6,5830 +CH3;COO
quinic_acid 192,0626  191,0554 -0,7396 0,6886 -H
rutin 610,1537  609,1464 0,2820 7,4019 -H
14-oxy-a-muurolene 218,1697  277,1836 2,6598 13,0348 +CH;COO
0-hydioxy-karan-18- 3202378 319,2305 26557 141702 -H
4-ipr-benzenemethanol 150,1035  195,1017 -1,0142 7,3070 +HCOO
hyperoside 464,0949  463,0876 -0,5559 8,2725 -H
kaempferol-3-0-sophroside 610,1540 609,1468 0,6537 8,3392 -H

11 . . +HCOO,
limonene_dioxide 168,1141  213,1123 -0,9508 7,3074 +CHsCOO
n-heptanal 1 1141035 173,1174 -0,9638 7,4103 +CH3COO
nicotiflorin 594,1587  593,1514 0,2297 8,9553 -H
n-methylglaucine 370,1997  429,2136 -2,1025 6,9003 +CH;COO
quinic_acid 192,0626  191,0553 -0,7785 0,6816 -H
soroceinb 1 658,2249  717,2387 4,5694 8,4561 +CH3;COO
14-oxy-a-muurolene 218,1698  277,1837 2,7318 13,0349 +CH;COO

12 16-hydroxy-kauran-19- 3202378  319,2306 26965 14,6849 -H

oic_acid
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kaempferol-7-O-hexoside 448,1001  447,0928 -0,4744 8,9281 -H
maltose 342,1159  341,1086 -0,2913 0,7616 -H
nicotiflorin 594,1589 593,1516 0,4491 8,9540 -H
quinic_acid 192,0625  191,0553 -0,8524 0,6734 -H
benzyl salicylate 228,0780  227,0707 -0,6590 9,2146 -H
13 maltose 342,1158  341,1085 -0,4228 0,7619 -H
p-coumaric_acid 164,0464  163,0391 -0,9451 11,0582 -H

Fonte: Elaborado pela AUTORA, 2021.
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APENDICE D — ANOTACAO MOLECULAR DOS EXTRATOS

BRUTOS DE C. ATROBRUNNEUM

Os resultados da analise dos dados de HPLC-MS/MS associados a plataforma do
GNPS, para cada fracdo (anélises em modo negativo e positivo, descritos nas Tabelas 15 e
16 respectivamente) forneceram o seguinte conjunto de moléculas (dados ipsis litteris),
permitindo a anotacdo de 24 e 14 compostos diferentes respectivamente para cada modo de

ionizacao.

Tabela 15 - Compostos detectados ho modo positivo via HPLC-MS/MS dos 8 extratos brutos de C.

atrobrunneum.
Ensaio Nome do composto m/z II;/IP/f/Ierro t(s) MQScore Aduto
5,6,7 Venlafaxine 277.107 3971.83 638.286 0.785 M+H
7,8 Trans-EKODE-(E)-Ib from NIST14 310.194 3182.33 298.220 0.772 M-H
5 L-Saccharopine from NIST14 275.206 697850 517.695 0.836 M+H
5,6 Cholic acid 375.172 512240 726.880 0.772 M+H-2H,0
5,6 9S-Hydroxy-10E,12Z,15Z-octadecatrienoic acid 295.045 6248.02 317.629 0.746 M-H
2,7 7,8-Dihydro-L-Biopterin 224.026 8689.97 451.431 0.827 M+H-H;0
5,6 Niflumic acid 281.178 6680.32 1.029.510 0.710 [M+H]

NCGC00381253-01_C22H29NO7_2H-Isoindole-2-
acetic acid, 7-carboxy-1,3-dihydro-6-methoxy-5-

56 methyl-4-[(3-methyl-2-buten-1-yl)oxy]-alpha-(1- 440.304 4251.63 1.509.646 0.739 M+Na
methylpropyl)-1-oxo-

5,6 MoNA:3485103 (9Z,12Z,15Z)-Octadecatrienoic acid 277.079 796.89  345.852 0.827 [M-H]

> % " Mefloquine hydrochloride 377423 449192 1588.792 0799  [M+H]

UT000156 4-HDoHE|4-hydroxy-

5,6 5E,7Z,10Z,13Z,16Z,19Z-docosahexaenoic acid|(+-)4- 345.063 5346.28 815.154 0.796 M-H
HDoHE
UTO000066 13-HPODE|13S-hydroperoxy-9Z,11E-
octadecadienoic acid|13-Hydroperoxyoctadeca-9,11-

5,6 dienoic acid|13(S)-HpODE|(92,11E)-(13S)-13- 309.256 6320.16 1.229.783 0.771 M-H
Hydroperoxyoctadeca-9,11-dienoate|(9Z,11E)-(13S)-
13-Hydroperoxyoctadeca-9,11

5,6 PR310626 Karakoline 379.281 2688.59 1.668.772 0.813 M+H
PR307073 Sinapic acid|3,5-dimethoxy-4-

4 hydroxycinnamic acid|3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxy-  224.149 4877.58 312.968 0.742 M-H
phenyl)prop-2-enoic acid

5,6 PR300518 Isotalatizidine 409.866 3899.37 1.861.117 0.721 M+H

7,8 K0008928 Diclofenac 294176  6162.18 178.285 0.790 [M+H]*
KNAO00419 sn-Glycerol 3-

4 phosphate|Glycerophosphoric acid|sn-Gro-1- 391.233 145,69  2.658.775 0.912 [M+H]

P|Glycerol-3-phosphate
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1,2 Cinnamic acid 149.068 53.64 3.142.675 0.721 [M+H]*
8-[(2-hydroxy-2-phenylethyl)amino]-1,3,7-trimethyl-
7,8 1,3[’$7-tr>i/hy dré’purf’ne_zﬁ%_ diyo%e ] YI© 328220 586418 295884 0797  M+H
1,2 2’0‘;/'3 Imethoxyisoflavone-/-glucoside (Wistin) - 298.967 662293 1814560 0.723  M-H
56 2[>[Z[2[5-(-hydroxypropyloxolan-2- 00463 463081 216048 0850  [MHK]*
yl]propanoyloxy]propyl]oxolan-2-yl]propanoic acid
56 10-Hydroxycamptothecin 361.198 523449 968.627 0.752 M-H
8 (£)-9-benzylidene-3-methyl-9H-indeno[2,1-clpyridin- 594 554 348699  1.170.420 0794  [M+Na]*
2-ium chloride
56 2,4-Di-O-methylolivetonide 575.077 32159  777.226 0.980 [2M+Na]
Fonte: Elaborado pela AUTORA, 2021.
Tabela 16 - Compostos detectados no modo negativo via HPLC-MS/MS dos 8 extratos brutos de C.
atrobrunneum.
. M/Z erro
Ensaio Nome do composto m/z PPM t(s) MQScore Aduto
methyl 2-{[4-(3-
5,6 methylbutoxy)phenyl]methylene}-3- 365.456 4624.84 2134.10 0.71323 M+H
oxobenzo[b]furan-5-carboxylat e
5,6 Cis-15-Tetracosenoic acid 365.556  4902.57 151545 0.71212 M+H
5,6 Pinolenic acid 275.369 6669.84 1683.86 0.82329 M-H
7,8 Linoelaidic acid 279.492 931.16 2415.84 0.79657 M-H
5,6 2-Arachidonoylglycerol 381.276 5257.27 732.83  0.70647 M+H
5,6 15-HETE 318.543 2152.09 1770.11 0.71473 M-H
5,6 Norfloxacin (Norxacin) 321.323 3692.14 1073.31 0.82471 [M+H]
NCGC00385489-01!3-[4-methyl-1-(2-
6 methylpropanoyl)-3- 253.106 7730.78 340.85  0.70031 [M-HO+H]*
oxocyclohexyl]butanoic acid
5,6 PR304854 Kainic acid 211.241 4017.13 471.25 0.87275 M-H
5,6 FFF00027 Coprostanone 385.476 5092.26 1570.87 0.70836 [M+H]*
5,6 Divarinol 151.075 6.67 311.75 0.70520 M-H
5,6 Cortisone 359.462 768.41 1369.76  0.73102 [M-H]
56 7-Hydroxy-3-Methylflavone 249.232 7326.03 1003.92 0.70064 M-H
3-(5-hydroxy-2,2,7,8-tetramethyl-6-oxo-
5,6 7,8-dihydropyrano[3,2-g]Jchromen-10- 386.429 1942.28 1865.07 0.70477 [M-H]

yl)hexanoic acid

Fonte: Elaborado pela AUTORA, 2021.
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