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RESUMO

Lantana ftrifolia L. (Verbenaceae), conhecida popularmente como milho de grilo,
calmante de pomba e uvinha do mato, € uma planta arbustiva utilizada na medicina
popular na forma de infusbes e xaropes para o tratamento de diversas
enfermidades. Estudos encontrados na literatura relatam o potencial antimicrobiano
dos compostos presentes nas folhas desta planta, o que despertou o interesse para
um estudo mais detalhado do perfil quimico e avaliacao do potencial antifungico dos
extratos etanodlicos e fracoes das folhas e frutos de L. trifolia. Adicionalmente, foi
realizado um estudo comparativo do perfil quimico e farmacolégico dos extratos e
fracoes de diferentes espécimes coletados em Pontal/SP e PeirépolissMG. No
ensaio para avaliagdo da atividade antifungica foi observado que as fragées acetato
de etila apresentaram bons resultados para as trés linhagens de Candida avaliadas
(C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata), com destaque para as fragdes acetato de
etila oriundas dos frutos coletados em Pontal e Peirépolis e n-butanol dos frutos de
Peiropolis que apresentaram valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) de
1,46, 2,93 e 2,93 ug mL~', respectivamente, contra C. glabrata, préximos do controle
positivo anfotericina (0,5—1,0 yg mL~"). Os extratos e fracdes foram avaliados quanto
a citotoxicidade, e a partir dos resultados foram calculados os indices de seletividade
(IS), que permitiu inferir que as fragées mais ativas no ensaio antifungico foram mais
seletivas contra a cepa de C. glabrata do que para as células saudaveis. Com auxilio
de técnicas quimiometricas e através do uso de redes moleculares (Global Natural
Products Social Molecular Networking - GNPS) foi possivel analisar o perfil quimico
das fragbes, assim como fazer a anotacdo de 29 compostos fendlicos
(fenilpropanoides e flavonoides), sendo que nove sado biomarcadores indicados
pelas variaveis importantes para projecdao (VIP) e pela analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLS-DA). O estudo quimico da fracao acetato de etila
das folhas coletadas em Peir6polis levou ao isolamento do flavonoide escutelareina-
7-O-apiosideo e do acido protocateuico, e o estudo da fracao n-butanol das folhas
de Peiropolis levou ao isolamento do fenilpropanoide verbascosideo que também foi
anotado pelas redes moleculares. Com as analises de cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) da fracdo hexano das folhas
de Peirdpolis foi possivel realizar a identificacdo de 16 compostos, dentre eles
terpenos, acidos graxos e seus derivados. Dessa forma, o presente trabalho
comprova o potencial antifungico de L. trifolia e contribui com o conhecimento
quimico e biolégico de espécies presentes no territorio brasileiro que séao utilizadas
na medicina tradicional.

Palavras-chave: Lantana trifolia, quimiometria, redes moleculares e atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

Lantana trifolia L. (Verbenaceae), popularly known as milho de grilo, calmante de
pomba and uvinha do mato, is a shrubby plant used in folk medicine in the form of
infusions and syrups to treat several illnesses. Studies found in the literature report
the antimicrobial potential of the compounds present in the leaves of this plant, which
aroused our interest for a more detailed study aiming to evaluate the chemical profile
and the antifungal potential of the extracts from the L. trifolia leaves and fruits.
Further, it was performed a chemical and pharmacological comparison between
ethanol extracts and fractions of leaves and fruits from different specimens collected
in Pontal/SP and Peir6polis/MG. In the antifungal activity assay was observed that
the ethyl acetate fractions presented a highest activity against the three Candida
strains evaluated (C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata), with emphasis on the
ethyl acetate fraction of the fruits collected in Pontal and Peirépolis and n-butanol
fraction from fruits collected in Peirépolis, which presented minimum inhibitory
concentration (MIC) values of 1.46, 2.93 and 2.93 ug mL~', respectively, against C.
glabrata, that were close to the positive control amphotericin (0.5—1.0 ug mL™"). The
extracts and fractions were evaluated as cytotoxicity and used to calculate the
selectivity index (SI), which allowed us to notice that the most active fractions in the
antifungal assay were more selective against C. glabrata strain than healthy cells.
Furthermore, chemometric techniques and molecular networks (global natural
products social molecular networking - GNPS) gave support to analyze the chemical
profile of the fractions, as well as to annotate 29 phenolic compounds
(phenylpropanoids and flavonoids); among then 9 biomarkers were indicated by the
variable importance in projection (VIP) and partial least-squares discriminant analysis
(PLS-DA). The chemical study of the ethyl acetate fraction from leaves collected in
Peiropolis allowed the isolation of the flavonoid scutellarein-7-O-apioside and
protocatechuic acid, as well as the study of the n-butanol fraction from leaves
collected in Peiropolis allowed the isolation of the phenylpropanoid verbascoside,
which was also annotated by the molecular networks. Additionally, gas
chromatography-mass spectrometry analysis (GC-MS) of hexane fractions from
leaves collected in Peirépolis allowed the identification of 16 compounds, including
terpenes, fatty acids and derivatives. Therefore, the present work proves the
antifungal potential of L. trifolia and contributes to the chemical and biological
knowledge of this species present in the Brazilian territory that are used in medicine
folk.

Keywords: Lantana trifolia, chemometrics, molecular networks, antimicrobial activity.
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1 INTRODUGAO

Os produtos naturais sdo empregados pelo homem ha milhares de anos
na sua alimentacao, protecdo, cuidados primarios de saude e entre outros. A
utilizacao de plantas medicinais desde a antiguidade pode ser comprovada
pela tabua de Nippur, que data aproximadamente 2500 a.C. considerada o
texto medicinal mais antigo em que esta descrito o uso de aproximadamente
250 plantas para fins medicinais. O manuscrito Codex Badianus, escrito em
1552 por Martin de la Cruz, inclui 249 plantas medicinais originarias dos povos
pré-colombianos e conhecido como o primeiro livro médico das américas
(Gomez, 2008; Soriano-Castell et al., 2021). Cabe destacar que registros
arqueoldgicos relataram a presenca de plantas medicinais nos dentes de
fosseis de Neandertais (Weyrich et al., 2017).

A “historia naturalis brasiliae” publicada em 1648 na Europa, é um dos
primeiros livros que retratam a fauna, flora, topografia e outras caracteristicas
do territério brasileiro da época, assim como as suas enfermidades, venenos,
antidotos e o uso de plantas medicinais pelos indigenas, sendo considerado o
primeiro livro sobre a histéria natural completa da América do Sul (Pinto et al.,
2002).

O conhecimento sobre o uso dos recursos naturais € o somatério da
contribuicao de diversas culturas e a transmissao para as préximas geracoes,
fazendo parte de uma das mais antigas praticas medicinais. A utilizacao destes
recursos associada aos conhecimentos e costumes tradicionais de diferentes
grupos étnicos serve como fonte inspiracdo de pesquisas na area de quimica
dos produtos naturais e no desenvolvimento de novos farmacos (Brasil, 2006).

A Dra. Tu Youyou (Academia de Medicina Tradicional Chinesa, Pequim,
China), inspirada pelos relatos populares da planta Artemisia annua que era
utilizada no tratamento de febres intermitentes, descobriu o produto natural
artemisinina (1) (Figura 1) que, apds diversos experimentos e ensaios clinicos,
se tornou um medicamento empregado no tratamento da malaria. Esta
descoberta Ihe rendeu o prémio Nobel de fisiologia ou medicina em 2015 (Tu,
2016).
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Figura 1- Estrutura quimica da artesiminina

Artemisinina (1)

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 60% da
populacdo mundial utiliza produtos naturais no tratamento de doencas, sendo
que em alguns paises o0 uso desses produtos estd inserido no sistema de
saude publica. No Brasil, 0 emprego de plantas e fitoterapicos esta incorporado
no sistema unico de saude (SUS). Em 2006, por meio do decreto n® 5.813, foi
criada a politica nacional de plantas medicinais e fitoterapicos, cujo objetivo é
garantir o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos
no pais (Brasil, 2006; Organiza¢do Mundial de Saude, 2015).

Em 2010 foi implementado o Programa Farmécia Viva, cujo objetivo é a
producéo de fitoterapicos levando em consideracao todos os processos como
cultivo de plantas medicinais, coleta, armazenamento e preparo de
fitoterapicos. Na segunda edicdo do Formuldrio de Fitoterdpicos da
Farmacopeia Brasileira publicado em 2021, esta incluso 85 monografias, cada
uma sobre uma espécie de planta com propriedades medicinais, descrevendo
0 modo de preparo e as indicacbes para consumo, bem como as
contraindicacdes (Brasil, 2021).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou em 2022
uma cartilha informativa sobre o uso de plantas medicinais e fitoterapicos,
considerando o risco do consumo destes produtos sem o auxilio de um
profissional especializado. Tais informacgdes sao extremamente relevantes, pois

o consumo inadequado de algumas plantas pode gerar sérios riscos a saude.
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Desta forma, fica destacada a importancia de estudos para identificagdo correta
das espécies, confirmacao da eficacia, avaliagdo da toxicidade e entre outros
(Brasil, 2022).

1.1 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais, também conhecidos como metabdlitos
especializados (ME), podem ser encontrados em plantas, microrganismos,
fungos e animais. Estes compostos sao produtos do metabolismo secundario
dos seres vivos, ou seja, ndo SAa0 essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento, porém sado produzidos de acordo com a interacdo e/ou
adaptacao do organismo com o ambiente em que esta inserido (Gobbo-Neto;
Lopes, 2007).

Os ME sao conhecidos por sua diversidade estrutural e potencial para
atividades biologicas, e a biossintese geralmente é afetada pelas condicoes
ambientais de onde o organismo esta inserido, como a presenca de radiagao
solar, temperatura, presenca de agua, estagdes do ano, nutrientes, presenca
de predadores e entre outros (Gobbo-Neto; Lopes, 2007). Estes compostos
podem ser classificados de acordo com as vias metabdlicas das quais foram
produzidas, existem mais de 2.140.000 metabdlitos e dentre as classes mais
estudadas estdo os terpenos, alcaloides e flavonoides (Croteau; Kutchan;
Lewis, 2000; Pant; Pandey; Dall, 2021).

Terpenos, também conhecidos como isoprenoides, conta com mais de
29 mil compostos identificados até o momento e podem ser classificados de
acordo com o numero de unidades de isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno) (2)
presentes em sua estrutura (Figura 2). Os hemiterpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, tetraterpenos ou
carotenoides e politerpenos, apresentam uma, duas, trés, quatro, cinco, seis,
oitos e mais que oito unidades de isopreno, respectivamente (Croteau;
Kutchan; Lewis, 2000).

Esta classe apresenta uma grande diversidade de compostos assim

como uma vasta gama de atividades bioldgicas. Dentre estes, cabe destacar o



21

diterpeno com propriedades anticAncer paclitaxel (3) (Figura 1) (Croteau;
Kutchan; Lewis, 2000).

Figura 2 — Estrutura quimica do isopreno e paclitaxel.

CHs

)\/CH
H,cZ N2

Isopreno (2)

Paclitaxel (3)

A segunda classe de ME, que merece destaque devido ao seu potencial
farmacolégico, € a dos alcaloides que possui nitrogénio em sua estrutura,
contando com mais de 27 mil metabdlitos identificados (Kukulu-Koch; Widelski,
2017). Dentre compostos estdo a atropina (4), utilizada geralmente em exames
oftalmolégicos para dilatar a pupila, a vimblastina (5) e a vincristina (6),
utilizadas como quimioterapicos, e a morfina (7) que apresenta potentes
propriedades analgésicas (Figura 3) (Croteau; Kutchan; Lewis, 2000).
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Figura 3 - Estrutura quimica da atropina, vimblastina, vincristina e morfina.

| o

atropina (4) vinblastina (5) : Ry = CO,CHz; Ry = H
vincristina (6) : Ry = CO,CH3; R, = CHO

morfina (7)

Por fim, os compostos fendlicos contam com mais de 8 mil metabdlitos
identificados e estdo presentes em varias frutas e vegetais do cotidiano, por
exemplo a catequina e a epicatequina presentes em uvas (Vitis spp) (Figura 4)
(Georgiev; Ananga; Tsolova, 2014) .

Figura 4 — Estrutura quimica (+)-catequina e (—)-epicatequina
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Os flavonoides sdao metabdlitos polifendlicos que merecem destaque,

pois dentre os compostos fendlicos sdo os mais abundantes com mais de
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4.500 compostos identificados. Estes compostos sdo formados por um nucleo
base de 15 atomos de carbono (2-fenil-benzopirano), constituido por dois anéis
benzeno (A e B), ligados a um anel heterociclico (C, Figura 5) (Croteau;
Kutchan; Lewis, 2000; Simpson e Amos, 2017).

De acordo com a substituicdo dos anéis A e B, os flavonoides séo
classificados em nove subclasses: chalconas, auronas, antocianinas, flavondéis,
dihidroflavonois, flavan-3-6is, flavonas, flavononas e isoflavononas (Figura 5)
(Croteau; Kutchan; Lewis, 2000).

Figura 5 - Classificagao de flavonoides

o} iiglﬁ
O C

Estrutura Geral

Chalconas Auronas Antocianina
O O O O
OH OH OH
(0] O
Flavonois Dihidroflavanois Flavan-3-6is

Y o™ o

Flavona Flavanona Isoflavona
Fonte: Adaptado de (Simpson e Amos, 2017).

Muitas atividades biol6gicas ja foram descritas para os flavonoides,

como propriedades antioxidante, antiviral e antimicrobiano. Dentre esses
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compostos estd o crofelemer (10) (Figura 6), que é uma proantocianidina
oligomérica extraida do latex da casca da Croton lechleri, que foi aprovado pelo
FDA no alivio de diarreias (Frampton, 2013).

Cabe destacar o potencial antifungico que diversos flavonoides
demonstraram com valores de concentragdes inibitérias minimas (CIM)
menores que 100 ug mL~', como a quercetina 3-O-beta-glucosideo (11) (CIM
7,8 ug mL-") (Figura 6) contra cepa Candida albicans (Seleem; Pardi; Murata,
2017).

Figura 6 - Estrutura do cromofeler e quercetina 3-O-beta-glucosideo.
R

OH

Cromofeler (10) Quercetina 3-O-beta-glucosideo (11)

1.2 CEPAS DE CANDIDA

Candida € um agente patogénico fungico que pertence a microbiota de
cerca 50-70% dos seres humanos saudaveis (Pappas et al., 2018). As
espécies do género Candida podem ser responsaveis por varias doencas
infecciosas, sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade de
pessoas imunocomprometidas (Soliman et al., 2017).

Em pessoas com a imunidade comprometida, a capacidade da Candida
spp. causar candidiase é estimada em 80-95%, algo que também pode
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acontecer durante tratamentos quimioterapicos. Dentre as consequéncias da
infeccdo oral pode ocorrer dificuldades para engolir (disfagia), perda de peso
ou até candidiase sistémica (infeccdo invasiva do sangue) (Seleem; Pardi;
Murata, 2017).

A taxa de mortalidade da forma sistémica ou também conhecida como
invasiva é cerca de 35-60% entre as pessoas imunocomprometidas. Pelo
menos 15 espécies de Candida spp. podem causar doengas em humanos, mas
grande parte das infeccdes sdo causadas pelas seguintes cepas: Candida
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida
krusei e casos de infecgbes por Candida auris que € um patdégeno emergente e
foi reportado em mais de 39 paises (Jallow; Govender, 2021; Pappas et al.,
2018; Seleem; Pardi; Murata, 2017).

As cepas de Candida spp. sdo capazes de formar biofilmes, o que as
torna resistentes a muitos tratamentos, sendo o padrao realizado com trés tipos
de farmacos antifingicos, tais como polienos (anfotericina B) (12),
equinocandinas (caspofungina) (13) e azoles (fluconazol) (14) (Figura 7)
(Pappas et al., 2018; Rodrigues; Silva; Henriques, 2013).

Figura 7 - Farmacos utilizados no tratamento contra Candida spp.
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A resisténcia das espécies de Candida ao tratamento tem se tornado um
problema, pois torna cada vez mais dificil a selecdo de um medicamento para o
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tratamento eficaz (Pappas et al., 2018; Rodrigues; Silva; Henriques, 2013).
Neste contexto, torna-se necessaria a busca de compostos com propriedades
antifingicas, especialmente propriedades anti-Candida.

Uma forma de superar o problema descrito acima é por meio de estudos
bioguiados de produtos naturais, levando em consideracdo o uso na medicina
tradicional, estratégia que pode ser utilizada para orientar e guiar a descoberta
de novos farmacos (Newman; Cragg, 2020).

Segundo o levantamento realizado por (Newman; Cragg, 2020), dos
1394 farmacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) entre os
anos de 1981 e 2019, cerca de 66% (Figura 8) foram baseados em produtos
naturais ou derivados dos mesmos. Estes farmacos foram classificados como:
produto natural inalterado(N) (5,1%), produto natural botanico (fitoterapicos) (N
B) (1%), derivado de produto  natural  (ND) (27,5), farmaco sintético  (S)
(33,3%), sintético com grupo farmacoférico de produto natural (S*) (14,8%),
sintético inspirado em produto natural (S/NM) (15,7%) e sintético com grupo
farmacoforico inspirado em produto natural (S*/NM) (14,8%).

Figura 8 - Classificagao dos farmacos aprovados no periodo de 1981 a 2019.

SINM Pf
16% 5% NB

ND
25%

Produto natural inalterado (NJ);

Medicamento botanico (fitoterdpicos) (NB);

Derivado semissintético de produto natural (ND);

Farmaco totalmente sintético (S);

33% Farmaco sintético com grupo farmacofdrico de produto natural (5*);
Sintético com grupo farmacofdrico inspirado em produto natural (S*/NM)

Sintético inspirado em produto natural (“imitacdo de produto natural”) (S/NM)
Adaptado de: Newman e Cragg, 2020.
Dos medicamentos com propriedades antifungicas, cerca de 20,6%

foram inspirados, derivados de produtos naturais ou possuem Qrupos
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farmacoforicos inspirado em produto natural. Atualmente existem mais dois
compostos inspirados em produtos naturais (PN) com potencial antifiungico um
que se encontram em estudos clinicos de fase lll: a rezafungina (15) que é
inspirada no esqueleto de equinocandinas e a enfumafungina (16), que € um
triterpeno que conduziu a semissintese do ibrexafungerp (17), aprovado para o
tratamento da candidiase vulvovaginal em dezembro de 2020 pelo FDA (Figura
9) (Newman; Cragg, 2020; Scynexis, 2020).

Figura 9 - Estruturas da enfumafungina, ibrexafungerp e acetato de
rezafungina.

Enfumafungina (16) Ibrexafungerp (17)

Dentro deste contexto, muitas plantas sdo conhecidas pelo potencial
antifangico, sendo uma delas a Lantana trifolia L., onde um estudo de um
flavonoide (umuhengerina 18) (Figura 10) isolado das folhas dessa planta
apresentou CIM 20,0 ug mL~' em ensaios realizados in vitro contra Candida
tropicalis (Rwangabo et al., 1988).



Figura 10 — Estrutura Umuhengerina
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Umuhengerina (18)

1.3 Lantana trifolia L.
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Lantana trifolia € um pequeno arbusto que pode chegar a dois metros de

altura, com pequenas flores e frutos esféricos roxos (Figura 11), nativa das

regides de clima tropicais da Africa, América e Asia, esta planta é conhecida

popularmente como milho de grilo, fruta de grilo, camomila de pomba e uvinha

do mato (Silva; Schaefer; Silva, 2020).

Figura 11 - Lantana trifolia L.
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Relatos populares descrevem o uso da L. trifolia na medicina tradicional
na forma de infusdes e xaropes para o tratamento de angina, hepatite, lepra,
malaria, tosses, gripes, asma, sinusite, dor de ouvido, febre, dor de estémago e
como calmante (Dzoyem; Kuete, 2013).

Estudos prévios relatam diversas atividades para Lantana trifolia como
anti-inflamatéria, analgésica (Silva et al., 2005; Uzcategui et al., 2004),
antimicrobiana (Rwangabo et al., 1988), antipirética (Silva et al., 2005),
antibacteriana (Julido et al., 2009), e possui propriedades sedativas (Julido et
al., 2010). Além disso, Rwangabo et al. (1988) relatou o potencial antifungico
do produto natural umuhengerina, um flavonoide que foi isolado das folhas de
Lantana trifolia em ensaios in vitro contra Candida tropicalis.

Em 2018, o Nucleo de Pesquisa em Compostos Bioativos (NPCBio),
realizou ensaios in vitro com fracbes hexano, acetato de etila, n-butanol e
hidrometandlica das folhas e frutos de dois espécimes desta planta, sendo que
as fracdes acetato de etila tanto das folhas quanto dos frutos dos dois locais
apresetaram valores de CIM na faixa 2,93 a 93,75 ug mL~, contra as cepas C.
albicans, C. tropicalis e C. glabrata, o que salienta a importancia desta espécie
como fonte de compostos com propriedades antifiingicas (VALERIO, 2018).

Os metabdlitos especiais relatados na literatura para Lantana trifolia
fazem parte das classes dos terpenos, esterdides, flavondides, e glicosideos
feniletandides (Julido et al., 2010; Rwangabo et al., 1988). Dentre os terpenos
que foram descritos nos 6leos essenciais extraidos das folhas de L. ftrifolia,
estao o B-bourboreno (19) e o éxido de cariofileno (20), ja nas flores o B-pineno
(21) e o sabineno (22), e em ambos os 6rgaos da planta (folhas e flores)
biciclogermanocreno (23) e allo-aromadendreno (24) (Figura 12) (Julido et al.,
2009; Montanari, 2010).
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Figura 12 - Terpenos identificados no 6leo essencial das folhas e/ou flores de
L. trifolia.

H

éxido de cariofileno (20) 3-pineno (21)

3-bourboreno (19)

sabineno (22) R-bourboreno (23) allo-Aromadendreno (24)

Dentre os compostos fendlicos identificados nas folhas de L. trifolia
estdo os flavonoides umuhengerina (18), escutelareina-7-O-D-apiosideo (25),
5,6,4’,5-tetrahidroxi-7,3’-dimetoxiflavona (26), apigenina-7-O- B-D-apio-(1—2)-
B-D-apiosideo (27), escutelareina-7-O-D-glucosideo (28), sorbifolineo (29), os
fenilpropanoides betaniosideo F (30), verbascosideo (31), martinosideo (32),
samiosideo (33), e os acidos organicos como o acido vanilico (34), acido
protocatecuico (35), acido 4-hidroxibenzoico (36), acido cafeico (37) e acido p-

cumarico (38) (Figura 13) (Julido et al., 2010).
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Figura 13 - Compostos fendlicos identificados nas folhas L. trifolia.

R3 33 Ry= CHj3; Ry=R3=R4=R5=0CHj;
39 Ry=R-D-apiose; Ro= H; Rz= OH; R4=H; R5=0OH
40 R1=CH3; R2=OCH3; R3=OH R4=OH, R5=OH
R4O O 41 R,=R-D-apiose(1 — 2) R-D-apiose; R,=H; R3=OH; R4=Rs=H
Rs 42 Ry=R-D-glucose; Ry,=H; R3=OH: R,=H; R5=OH
43 R1=CH3; R2=H; R3=OH R4=H; R5=OH

Rs
OH O OH
(0) 0) OH
0]
R;O
X 0 OH OH
0 0 44 R,=H; R,=R-D-apiose; R3=H
HO 45 R=H; Ry=H; R3=H
46 R1=CH3; R2=H; R3=H
47 R4=H; Ry=H; R3=R-D-apiose
R,O OR;
R, COOH OH X _~COOH
48 Ry=H; R,=0OCH3
49 R1=H; R2=OH 51 R1=OH
50 R{=R,=H 2Rq=
HO 1=R2 HO 52 Rq=H
R, Ri

Fonte: Adaptado de Julido, 2010

Com base no que foi exposto, esse trabalho propde a continuidade de
pesquisas ja realizadas pelo NPCBio, consistindo no estudo quimico bioguiado
dos extratos etandlicos das folhas e frutos de L. trifolia e avaliacdo do seu
potencial antifungico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o perfil quimico e avaliar o potencial antifungico dos extratos
obtidos das folhas e frutos de L. trifolia L., bem como realizar a comparacao

quimica e farmacolégica das folhas e frutos de espécimes diferentes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar o extrato em etanol das folhas e frutos de L. trifolia;

e Particionar o extrato etandlico das folhas e frutos com solventes de
polaridade crescente;

e Avaliar o potencial antifungico in vitro das folhas e frutos contra Candida
albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata;

e Avaliar a citotoxicidade das fragdes;

e Comparar os compostos e potencial antifangico in vitro das folhas e
frutos de L. trifolia, e avaliar através de técnicas quimiométricas de
analises multivariadas (PCA e HCA), a semelhanca ou diferenca entre
0Ss espécimes.

e Aplicar a técnica de desreplicagdo para realizar a identificagdo e/ou
anotacdo estrutural dos compostos ja conhecidos, presentes nas
fracoes.

e Realizar o fracionamento bioguidado das folhas de L. trifolia.



33

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Reagentes e solventes

Acido acético (CAS 64-19-7) - Vetec.

Acido férmico (CAS 64 -18-6) - Vetec.

Acido fosfomolibdico (CAS 51429-74-4) - INLAB.

Difenilborinato de 2- aminoetila (NP) (CAS 524-95-8) - SigmaAldrich.
Acido sulfarico (CAS 7664-93-9) - Quemis PA ACS.

Anisaldeido (CAS 123-11-5) - Sigma Aldrich PA.

Anidrido acético (CAS 108-24-7) - Synth PA.

Acetonitrila (CAS 75-05-8) - Sigma Aldrich HPLC.

Etanol (CAS 64-17-5) - LS Chemicals PA.

Etanol (CAS 64-17-5) - Merck HPLC.

Metanol (CAS 67-56-1) - Sigma Aldrich HPLC.

Metanol deuterado (CAS 811-98-3) - Deutero.

Polietilenoglicol-4000 (PEG) (CAS 25322-68-3) - Vetec Quimica Fina
LTDA.

Vanilina (CAS 121-33-5) - Vetec.

Os solventes hexano (CAS 110-54-3), acetato de etila (CAS 141-78-6),
metanol (CAS 67-56-1) e n-butanol (CAS 71-36-3) utilizados para
desenvolver este trabalho foram das marcas Vetec, Proquimios e Merck.

3.1.2 Materiais e reagentes utilizados nos ensaios antimicrobianos

Microplacas estéreis de 96 pocos.

Incubadora para microareofilia.

Céamara de anaerobiose.

Caldo triptona de soja (TSB) e caldo Schaedler suplementado.
Solugao aquosa de resazurina a 0,01% (m v-7).

Agar Sabouraud.

Solucgéao salina 0,85%.
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e (Caldo RPMI.
e Anfotericina B (controle positivo para as leveduras), diluida em caldo
para obter a concentragdo de 8 ug mL-' a 0,031 ug mL-".

3.2 EQUIPAMENTOS

e Balanca analitica — Shimadzu, modelo Ax200.

e (Céamara de luz ultravioleta com irradiagdo de luz no comprimento de
onda de 254 e 365 nm.

e Moinho de facas da marca Tecnal (modelo TE-648).

e Rotaevaporador da marca Buchi (modelo R-100), com banho
termostatico Buchi (modelo B-100) a 40 °C e refrigeracdo a 6 °C.

e (Cromatografia liquida ultra-rapida da shimadzu, acoplada a
espectrébmetro de massas micrOTOF-QIl da Bruker Daltonics, com
ionizagao por eletrospray (UFLC-DAD-IES(+)-EM/EM (micrOTOF-QII),
no Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais e Sintéticos (NPPNS) da
FCFRP/USP em Ribeirdao Preto.

e (Cromatografo liquido de alta eficiéncia semipreparativo, o sistema
utilizado foi o modelo SHIMADZU LC-6AD com degaseificador DGU-
20A5E, sistema de bomba binario LC-6AD, coletor de fragcbes FRC-10A,
detectores de UV/VIS por arranjo de diodos (DAD, modelo SPD-M20A),
modelo ELSD-LTII), na rede de laboratérios multiusuarios da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU)

e Espectrébmetro de ressonancia magnética nuclear (RMN) Bruker
Ascend™ 400 Avance Il HD (9,2 Tesla) na rede de laboratérios
multiusuarios da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), operando
em frequéncias de 400 MHz para os nucleos de hidrogénio e 100 MHz
para o carbono. Os experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando o
solvente residual como padréo interno (dmeoH = 49,00).

e Espectrémetro de ressonancia magnética nuclear (RMN) Bruker modelo
AscendTM 600 Avance Ill HD (14,1 Tesla) do Instituto de Quimica da
Unesp/Araraquara, operando em frequéncia de 600 MHz para os
nucleos de hidrogénio e 150 MHz para os nucleos de carbono. Os
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experimentos foram realizados a 25 °C, utilizando o solvente residual
como padrao interno (dMeOH = 49,00) .

® Equipamento MPLC-ELSD-DAD modelo X2 Reveleris® da
Biichi equipado com um sistema de bombas quaternario, pressao
maxima de trabalho 17 bar (243 psi), acoplado ao detector de arranjo de
diodos e espalhamento de luz, do Instituto de Quimica da
Unesp/Araraquara.

e Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE), modelo Ultimate3000,
Dionex® equipado com dois sistemas de bombas, amostrador
automatico, acoplado aos detectores de arranjo de diodos (DAD), do
Instituto de Quimica da Unesp/Araraquara.

e Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE), modelo Acquity QSM
HClass da marca Waters, composto de bomba quaternaria, com
amostrador automético, forno de coluna e detector de arranjo de diodos
(PDA) acoplado ao espectrémetro de Massas Xevo G2-XS QTof - fonte
de ionizacdo eletrospray (ESI), do Instituto de Quimica da
Unesp/Araraquara.

e Cromatografo a gas acoplado a detector de ionizacao de espectrometria
de massas (CG-EM) Schimadzu, modelo QP2010. Foi utilizada uma
coluna capilar do tipo uma coluna capilar do tipo ZB-5MS (30m x
0,25mm x 0,25um), no NPPNS da FCFRP/USP em Ribeirdo Preto.

e Leitor de microplacas Glomax (Promega).

3.3 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

A coleta do material vegetal foi realizada em dois locais, as 10h: 1)
Peiropolis/MG (19°44°17”S; 47°44°41”0), nos dias 16 de novembro de 2015; 09
de dezembro de 2018 e 31 de marco de 2019. 2) Pontal/SP (20°43°'18.858"S;
47953'30.58870), no dia 22 de dezembro de 2015. Apos as primeiras coletas
foram preparadas exsicatas, uma para cada local de coleta, identificadas pela
especialista Dra. Fatima Regina Gongalves Salimena (Universidade Federal de

Juiz de Fora) e depositadas no Herbario Uberlandense da Universidade
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Federal de Uberlandia, com o numero 74.121 para o local 1 e 73.929 para o
local 2.

O material vegetal coletado foi separado de acordo com o ponto de
coleta e dividido em duas partes: 1- as folhas da planta e 2- frutos. O material
foi pesado e secado a temperatura ambiente durante 7 dias e pesado

novamente.
3.4 EXTRA(;AO POR MACERA(;AO

O processo de extracdo das folhas e frutos secos e triturados da L.
trifolia foi realizado por maceragdo com etanol, na proporcao de 4:1 (solvente
:material vegetal, m/v), a temperatura ambiente por um periodo de 3 dias. Apéds
esse periodo, a solugao obtida foi filtrada com papel de filiro e os extratos
foram concentrados separadamente utilizando evaporador rotativo sob pressao
reduzida a 40 °C, o processo foi repetido cinco vezes para cada érgao da
planta (Imbenzi et al., 2014).

3.5 EXTRACAO LiQUIDO - LIQUIDO DOS EXTRATOS

Os extratos obtidos no item 3.4 foram solubilizados em metanol:agua
(9:1), a solugéo obtida foi filtrada com papel de filtro e em seguida as solucdes
foram submetidas a extracdo liquido — liquido com diferentes solventes

organicos em ordem crescente de polaridade (Figura 14).
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Figura 14 - Fluxograma da extracao liquido-liquido.

EE
1. Solubilizar MeOH:H,0 (9:1)
2. Filtrar
Residuo Solugdo MeOH:H,0O
5 x Hexano
Fragcao Hexano Solugdo MeOH:H,O
5 x AcOEt
Fragéo Acetato de Etila Solugao MeOH:H,0
5 x n-BuOH
Fracao n-Butanol Fragdo Hidrometandlica

3.6 TRIAGEM FITOQUIMICA DOS EXTRATOS E FRACOES

Para analise das classes de produtos naturais presentes nos extratos
etandlicos e fragdes, foi utilizada a cromatografia em camada delgada (CCD) e
foram utilizados alguns reveladores quimicos como anisaldeido, vanilina,
NP/PEG, acido fosfomolibdico e liebermann — burchard, apdés o
desenvolvimento das CCD com a fase movel. As placas foram aspergidas com
o revelador, e aquecidas (somente o revelador NP/PEG nao foi aquecido)
(Wagner e Bladt, 2001).

e ANISALDEIDO:
Solugdo com anisaldeido: acido acético:metanol:acido sulfdrico na proporcéao
0,5:10:85:5.

Utilizado como revelador universal (Jork, et al., 1990).
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e VANILINA SULFURICA:

Solugao de vanilina em etanol 1% (m/v) com solugao de &cido sulfurico 10%
em etanol (v/v).

Indica a presenca de esteroides, triterpenos, saponinas e compostos
fendlicos (Jork, et al., 1990).

e ACIDO FOSFOMOLIBDICO:

Solucéo de acido fosfomolibdico em etanol 20% (m/v).

Indica a presenca de substancias redutoras (antioxidantes), esteroides,
acidos biliares e seus conjugados, lipidios, acidos graxos e seus derivados
(Jork, et al., 1990).

e LIEBERMANN-BURCHARD:

Solugdo com anidrido acético:acido sulfurico:etanol na proporcéo 5:5:50,
sob banho de gelo.

Indica terpenos e esteroides (Wagner e Bladt, 2001).

e NP/PEG:

Solugédo com 10 mL de NP 1% em metanol e 8 mL de solu¢do de PEG 5%
em etanol.

Indica a presenca de flavonoides, carboidratos e antocianidinas (Jork, et al.,
1990).

Foram utilizadas como fase estacionaria placas comerciais de silica gel
60 com indicador de fluorescéncia (UVzs4) (0,2 mm, Macherey-Nagel), e como
fase mével hexano:acetato de etila (3:2), acetato de etila:acido acético: acido
férmico: metanol (10:1:1:2,3). acetato de etila:acido acético: acido formico:agua
(10:1:1:2,3).
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3.7 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios para determinar atividade antifangica foram realizados no
Laboratério de Ensaios Antimicrobianos (LEA), Universidade Federal de
Uberlandia com a colaboragéao do Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins e o
Prof. Dr. Luis Carlos Scalon Cunha.

3.7.1 Determinacao da atividade antifungica

O ensaio antifungico das fracbes das folhas e frutos de L. trifolia, foi
realizado de acordo com a CLSI, utilizando o método de microdiluicdo em
caldo.

3.7.1.1 Microrganismos

Para a determinacdo da atividade antifUngica das amostras, foram
utilizadas as seguintes cepas padrdao provenientes como: Candida albicans
(ATCC 28366), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida glabrata (ATCC
15126).

3.7.1.2 Preparo do indculo

Foi utilizado o meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI)
contendo L-glutamina sem bicarbonato de sédio (pH 7,0) e complementado
com &cido morfolinepropanossulfénico 165,0 mM (ambos de Sigma). O método
espectrofotométrico foi utilizado para preparar o inéculo a 530 nm, e as
medi¢cdes foram comparadas com uma escala de 0,5 McFarland para obter
uma concentragdo de 5 x 108 UFC mL" (unidades formadoras de coldnias).
Foram realizadas diluicdes com RPMI até atingir 5 x 102 UFC mL"' em solugéo
de trabalho. Solugdes de fraccées (192.000 ug mL-1) foram preparadas em
dimetil sulféxido (DMSO) e diluidas a 12.000 ug mL-1 em meio RPMI.
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3.7.1.3 Preparo dos controles

Para o controle positivo, foi utilizado o farmaco anfotericina B, sendo
diluida em caldo para obter a concentragdo de 8 ug mL-' a 0,031 pg mL-".
Para a validacdo dos ensaios, o controle anfotericina B foi testado frente a
cepas de referéncia Candida krusei e Candida parapsilosis, para se obter uma
faixa de CIM entre 0,5 a 2,0 pg mL-' para validagdo da metodologia e dos
resultados para as demais leveduras segundo o CLSI M27-A3 (2008).

Foram realizados os controles de esterilidade do meio de cultura (caldo
RPMI), do inéculo (que apresentou crescimento devido a auséncia de agentes
antimicrobianos), de esterilidade dos antifungicos, de esterilidade dos extratos
e do solvente (DMSO), que é o controle negativo. O controle do solvente foi
realizado para que nao haja duvidas a respeito da inibicdo do crescimento do
microrganismo, pois em algumas concentracbes o0 solvente pode levar a

inibigdo do crescimento microbiano.

3.7.1.4 Método da microdiluicdo em caldo e determinagdo da concentragéo
inibitéria minima

A determinacao da CIM foi realizada em placas de microdiluicdo com 96
pocos, onde foram feitas diluigbes seriadas em concentragbes de 3000 a 1,46
ug mL-". O meio de cultura utilizado foi o caldo RPMI tamponado com MOPS e
pH final de 7,2. Nas microplacas, foram realizadas diluicbes seriadas, com
volume final no pogo de 200 pL. Para o controle positivo, foi realizado o mesmo
processo com concentragdes de 8 a 0,031 pg mL-". Para controle negativo, a
concentracao utilizada foi de 1% a 10% v/v.

Apo6s a montagem das microplacas, estas foram incubadas por 48 horas
a 37 °C, decorrido este periodo foi determinada a CIM através do uso do
revelador resazurina. A leitura foi realizada observando-se a mudanca da
coloragao da resazurina, onde a presenca da cor azul representou auséncia de
crescimento, enquanto a cor vermelha foi interpretada como presenca de

crescimento fungico.
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3.8 DETERMINAGAO DA CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade das fracoes FoPe Hex, FoPe AcOEt, FoPe nBut, FrPe
AcOEt, FrPe nBut, FoPo Hex, FoPo AcOEt, FrPo AcOEt, FrPo nBut foram
avaliadas através da realizacdo de um ensaio MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich), utilizando células Vero naive,
como previamente descrito (Oliveira et al. 2018; S. Silva et al. 2019) com
algumas modificagdes. As células foram semeadas a uma densidade de 1 x
10% células em placas de 96 pogos no dia anterior ao ensaio. Em seguida, as
células foram tratadas com cada fracdo em concentracdes que variaram de 375
a 0,73 yg mL". Apos 72 horas, foi efetuado um ensaio de MTT e a absorbancia
foi medida a 560 nm no leitor de microplacas Glomax (Promega). A
concentragao citotdxica de 50% (CCso) foi calculada com o Prism (Graph Pad).

3.9 ANALISE DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA ULTRA-RAPIDA ACOPLADA

A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (UFLC-EM)

As analises foram realizadas no Nucleo de Pesquisas de Produtos
Naturais e Sintéticos (NPPNS) da FCFRP/USP em Ribeirdo Preto sob a
supervisdo do Professor Dr. Norberto Peporine Lopes.

As fracoes foram solubilizadas em metanol/agua (8/2, v/v) e injetado o
volume de 12 pL na concentracdo de 10 mg mL-', a fase moével utilizada foi um
gradiente de acetonitrila (ACN) e agua (H20) acidificados com &cido férmico
(HCO2H) (0,1% v/v) (Tabela 1) com fluxo de 0,5 mL min-', temperatura 402 C, e
como fase estacionaria foi utilizada coluna de fase reversa Cis Ascentis®
Express C18 (2,7 um 15 cm x 4,6 mm). A ionizacao foi realizada com gas
nebulizante a 5,5 bar, sendo o0 gas secante aquecido a 220 °C com fluxo de 10
L min~, e no capilar foi aplicado 3,5 KV no modo positivo.
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Tabela 1- Sistema de eluicao gradiente para analise em UFLC-EM.

Tempo (min) Bomba A (H20 + 0,1% HCO2zH) Bomba B (ACN + 0,1%

HCO2H)
0,01 95% 5%
60,0 0% 100%
65,0 0% 100%
70,0 95% 5%
75,0 95% 5%

A aquisicdo dos dados foi realizada no software da Bruker, Compass
Dataanalysis versao 4.3.

O erro em ppm, foi calculado com o auxilio da equacao abaixo, onde a
massa experimental € a massa observada nos espectros de massas de cada

composto e a massa exata foi obtida no ChemDraw Ultra 16.0.

Erroppm= massa experimental - massa exata 108 Equacao 1
massa exata

3.10 QUIMIOMETRIA

Esta parte do trabalho foi realizada em colabora¢cdo com o Professor Dr.
Leonardo Gobbo Neto — NPPNS, Departamento de Fisica e Quimica,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Séao
Paulo.

3.10.1 Processamento de dados

Os dados foram convertidos para o formato .mzxmL utilizando o
programa ProteoWizard-MSconvert (verséo 3 para Windows, Proteowizard
Software Foundation, Palo Alto, CA, EUA) e carregados para o MzMine™
(versdo 2.51 para Windows, BMC Bioinformatica, Reino Unido) (KATAJAMAA,;
MIETTINEN; ORESIC, 2006) para deconvolucao, agrupamento de isétopos e
alinhamento de dados (Tabela 2). Subsequentemente, a matriz de dados (.csv)
contendo dados quantitativos MS1 foi utilizada na andlise estatistica
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multivariada, e o ficheiro .mgf com dados de perfil de fragmentagédo e a matriz

de dados (.csv) contendo dados quantitativos MS1 selecionados para varredura

MS2 foi utilizada na Rede Molecular.

Tabela 2 - Parametros utilizados no MzMine™ software para o pré
processamento dos dados obtidos pela ionizacdo no modo positive
UFLC-DAD-IES(+)-EM/EM (micrOTOF-QII) analises.

Raw data methods/ Deteccéo dos espectros EM':

Peak detection

Peak list methods

Scans: Retention Time: 0-65 min?; MS level: MS1
Mass Detector: Centroid - Noise level = 1.0 E3
Deteccéo dos espectros EM?:

Scans: Retention Time: 0-65 min?; MS level: MS2
Mass Detector: Centroide - Noise level = 1.0 E?
Construcdo do cromatograma de EM':

Scans: Retention Time: 0-65 min?; MS level: MS1

Minimum time span (min) = 0.01; Minimum height =
1.5 E3; m/z tolerance = 0,005 m/z or 10.0 ppm

Deconvolucao espectral dos cromatogramas:

Baseline cut-off: Minimum peak height = 2.1 E3; Peak
duration = 0.01-4.0; Baseline level = 2.0 E3

Agrupamento de isétopos :
my/z tolerance = 0.005 m/z or 10 ppm; Retention time

tolerance = 0.3 min?, Maximum charge = 2;
Representative isotope= most intense.
Alinhamento:

Join aligner: m/z tolerance = 0.005 m/z or 10 ppm;
Weight for m/z = 75; Retention time tolerance = 0.2
min; weight for RT = 25

Filtro:

Peak list rows filter: Keep only peaks with MS2 scan
(GNPS): OK
Reset the peak number ID: OK

Os dados (bruto e mzXML) foram depositados no conjunto de dados
MassIVE (http://massive.ucsd.edu, numero MassIVE: MSV000091744). Todas

as redes podem ser acessadas, pelo link disponivel no apéndice A.
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3.10.2 Analise estatistica multivariada

Os dados da matriz de dados foram centrados e escalados para a
Variancia de Pareto e submetidos a andlise estatistica supervisionada,
realizada na SIMCA P 13.0.3.00 (Umetrics AB Malmd, Suécia). Analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi realizada utilizando
informacao de bioatividade obtida a partir dos ensaios in vitro. Os modelos
foram validados pela ferramenta de validacdo cruzada, utilizando as
abordagens leave-1/7-out e permutacdo em bruto. O grafico de pontuagao
representa a correlacdo entre as amostras e o grafico de carga entre as
variaveis.

Para cada modelo PLS-DA, os biomarcadores foram determinados
utilizando o grafico VIP e o grafico de coeficiente, selecionando variaveis com
VIP > 1 e valores de coeficiente positivos. O grafico VIP indica a importancia
das variaveis para a projecao do grupo num modelo estatistico e as variaveis
com valores VIP superiores a 1 sdo importantes para a separa¢dao dos grupos.
O gréfico Coeficiente contém os coeficientes de regressao que representam os
vetores de previsdo para os Y (atividades biolégicas) selecionados, em que 0s

valores positivos correspondem aos biomarcadores ativos.

3.11 REDES MOLECULARES

Os dados que foram processado no programa Mzmine™ (.csv e .mgf) e
o arquivo metadata foram carregados na plataforma Global Natural Products
Social - GNPS (http:/gnps.ucsd.edu) (Wang et al., 2016), e foi criado o Feature
Based Molecular Network .

Os dados foram agrupados com tolerancia 0,02 Da para massa de ions
precursores e tolerancia dos fragmentos de EM/EM. Para a construcao de
arcos, estas foram filtradas para ter uma pontuacao de cosseno acima de 0,7, e
combinacdo de mais de 3 picos combinados e outro com mais de 6 picos
combinados, e arcos entre dois nds, pelo menos, nas 10 pontuacdes de
cosseno mais elevadas (parametro K). O tamanho méaximo de um aglomerado

foi fixado em 130. Os espectros foram pesquisados em bibliotecas espectrais
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do GNPS, considerando pontuagdes acima de 0,7 e no minimo 3 e 6 picos
combinados. A visualizagcdo grafica foi realizada com auxilio do programa
Cytoscape 3.2 (Shannon et al., 2003).

3.12 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

As analises de cromatografia liquida de média pressdo (MPLC) foram
realizadas no Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia (NuBBE), na
Universidade Estadual Paulista sob a supervisdo do Prof. Dr. Alberto José
Cavalheiro.

A amostra foi injetada a partir da dispersdo em fase sélida, utilizando
como suporte silica-C18. A separacgao foi realizada empregando um gradiente
etanol/agua, fluxo de 20 mL min~" e coluna de separacao silica-C18 (18 x 3,0
cm x 40 um, 80 g). Sistema de cromatografia Reveleris™ Flash, equipado com
a coluna Reveleris™ silica-C18 (80 g), deteccao: UV e ELSD.

As fases moéveis utilizadas foi um gradiente (Tabela 3 e 4) de etanol
(EtOH) e agua (H20) acidificados com acido formico (HCO2H) (0,1% v/v) com
fluxo de 20,0 mL min—".

Tabela 3 - Sistema de eluicdo gradiente para analise em MPLC da Fracao
FoPeAcOEt-C2.

Tempo (min) Bomba A (H20) Bomba B (EtOH)
0,01 95% 5%
151,0 60% 40%
180,0 49% 51%
277,0 22% 78%
290,0 0% 100%

380,0 0% 100%
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Tabela 4 - Sistema de eluicao gradiente para analise em MPLC FoPenbut-C2.

Tempo (min) Bomba A (H20 + 0,1% HCO:zH) Bomba B (EtOH + 0,1%

HCO2H)
0,01 95% 5%
151,0 95% 5%
180,0 20% 80%
277,0 0% 100%
290,0 0% 100%

3.13 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA

As fracGes obtidas no item 3.11, foram analisadas por cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (CLUE). Esta parte do trabalho foi realizada no
NuBBE, na Universidade Estadual Paulista sob a supervisdo do Prof. Dr.
Alberto José Cavalheiro.

Uma aliquota de 5 uL de cada fracao foi injetada, a fase movel utilizada
foi um gradiente de EtOH e H20, acidificados com HCO:z2H (0,1% v/v) (Tabela
5), com fluxo de 0,5 mL min~!, na temperatura de 40°C, como fase estacionaria
foi utilizada uma coluna de fase reversa Kinetex® C1s (50 x 2,1 mm x 2,6 um).
Os cromatogramas foram registrados a 254 nm e os espectros no UV-Vis foram
adquiridos na faixa de 200 a 600 mm. O processamento dos dados foi
realizado com o software Chromeleon 6.8 (Dionex).

Tabela 5 - Sistema de eluicao gradiente para analise em CLUE-DAD.

Tempo (min) Bomba A (H20 + 0,1% HCOzH) Bomba B (EtOH + 0,1%

HCOzH)
0,01 95% 5%
15,0 0% 100%
20,0 0% 100%

25,0 95% 5%
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3.14 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas na rede de Laboratérios Multiusuarios (RELAM) na Universidade
Federal de Uberlandia.

As fracbes coletadas na andlise (3.12), foram solubilizadas com a
mesma proporgao de solvente da fase movél inicial de cada andlise, e injetado
o volume de 20 uL. A fase movel utilizada foi um gradiente (Tabela 6 e 7) de
metanol (MeOH) e agua (H20) acidificados com acido férmico (HCOzH) (0,1%
v/v) com fluxo de 1,0 mL min' para coluna analitica e 2,0 para coluna
semipreparativa.

Como fase estacionaria para as andlises de CLAE, foram utilizadas as
respectivas colunas:

e Analitica Phenomenex Lunna C1s (250 mm x 4,6 mm, 5 um)

e Semipreparativa Phenomenex Synergi Hydro-RP C1s 80 A Axia Packed

(100 x 21,20 mm, 4 uym).

Tabela 6 - Sistema de eluicao gradiente para analise em CLAE fragdo 32 — 33.

Tempo (min) Bomba A (H20 + 0,1% HCO2zH) Bomba B (MeOH + 0,1%

HCO2H)
0,01 55% 45%
20,0 30% 70%
25,0 0% 100%
30,0 0% 100%
35,0 55% 45%

Tabela 7 - Sistema de eluicao gradiente para analise em CLAE fragédo O - 5.

Tempo Bomba A (H20 + 0,1% HCO:2H) Bomba B (MeOH + 0,1%

(min) HCO2H)
0,01 90% 10%
30,0 0% 100%
40,0 90% 10%

45,0 90% 10%
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3.15 ANALISE DE CLUE-EM

As analises de CLUE-EM das fracdes obtidas nos itens 3.11 e 3.13,
foram realizadas no NuBBE, no instituto de Quimica na Universidade Estadual
Paulista.

As fragbes foram solubilizadas em acetonitrila e injetado o volume de
10 L na concentragdo de 1 mg mL-', a fase movel utilizada foi um gradiente de
acetonitrila (ACN) e agua (Hz20) acidificados com acido formico (HCO2H) (0,1%
v/v), com fluxo de 0,5 mL min -' (Tabela 8) no cromatégrafo liquido UPLC
Acquity H-Class 12060 em coluna Acquity UPLC HSS T3 C18 (100,0 mm x 2,1
x 1,8 um).

Tabela 8- Sistema de eluicao gradiente para analise em CLUE-EM.

Tempo (min) Bomba A (H20 + 0,1% HCO2zH) Bomba B (ACN + 0,1%

HCO2H)
0,01 95% 5%
14,0 0% 100%

A aquisi¢éo dos dados foi realizada no software Software MassLynx, da
Waters.

O erro em ppm, foi calculado com o auxilio da equagéao abaixo, onde a
massa experimental € a massa observada nos espectros de massas de cada

composto e a massa exata foi obtida no ChemDraw Ultra 16.0.

Erroppm= massa experimental - massa exata 108 Equacgéo 1
massa exata
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3.16 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN), foram
realizados no espectrometro Bruker Model Ascend™ 400 Avance Ill HD (9.2
Tesla) presente no do laboratério multiusuario do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), operando em frequéncias de 400
MHz para os nucleos de hidrogénio e 100 MHz para o carbono. E
Espectrometro de RMN Bruker modelo AscendTM 600 Avance Il HD (14,1
Tesla) do Instituto de Quimica da Unesp/Araraquara, operando em frequéncia
de 600 MHz para nudcleos de hidrogénio e 150 MHz para os nudcleos de

carbono. As fragdes foram solubilizadas em metanol deuterado (CD3OD).

3.177 CROMATOGRAFIA. EM FASE GASOSA ACOPLADA A

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

As analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), foi realizada em colaboracdo com o Professor Dr. Norberto
Pepporine Lopes — NPPNS, Departamento de Fisica e Quimica, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo.
Cromatografo a gas acoplado a espectrometria de massas, (CG-EM)
Schimadzu, modelo QP2010. Foi utilizada uma coluna capilar do tipo ZB-5MS
(30m x 0.25mm x 0.25um) A analise foi realizada utilizando nitrogénio como
gas de arraste com fluxo de 1,12 mL min-'. As temperaturas do injetor e
detector foram de 280 °C, respectivamente. O volume de injeg¢ao foi de 1,0 uL
de solugédo em diclorometano. Foi utilizado o modo de injegéo splitless (1:10). A
temperatura do forno foi inicialmente mantida a 60°C por trés minutos e depois
aumentada a uma velocidade de 6°C min-' até 300°C, mantida durante 19 min.
Os espectros de massa foram obtidos por ionizacéo de eletrons (El) a 70 eV.
Todos os picos registados foram identificados por comparacao dos espetros de
massa com os disponiveis nas bibliotecas NIST e WILLEY.



50

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 COLETA, PREPARO DOS EXTRATOS E EXTRAGAO LIQUIDO- LIQUIDO

DAS FOLHAS E FRUTOS DE L. trifolia

Os dados da coleta vegetal dos dois locais foram expressos em gramas
na Tabela 9, ap6s foram preparados os extratos por maceracao com etanol a
temperatura ambiente (Tabela 10).

A diferenca na composi¢do de produtos naturais pode variar de acordo
com o ambiente em que a planta se encontra, fatores como incidéncia de luz,
recursos hidricos, presenca de predadores, horario de coleta entre outros
(Gobbo-Neto; Lopes, 2007), desta maneira foi possivel observar que o
rendimento dos extratos do material vegetal coletado em Peirdpolis foi maior do
que os extratos do material coletado em Pontal, 0 que pode estar relacionado

com a quantidade de metabdlitos presentes em cada espécime.



Tabela 9— Dados da coleta do material vegetal.
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. Data de Massa in Massa seca Massa seca
Amostra Material vegetal Local de coleta coleta natura (g) @) (%)
FoPo Folhas 2200 1025 46,6
FrPo Frutos Pontal 22/12/15 1600 727 45.4
FoPe C1 16/11/15 2000 797 39,8
FoPe C2 Folhas 09/11/18 715 225,3 31,5
FoPe C3 Peirépolis 31/03/18 625 309,0 49,4
FrPe C1 P 16/11/15 1380 362 26,2
FrPe C2 Frutos 09/11/18 885 278,3 31,4
FrPe C3 31/03/18 175 67,2 38,4
Tabela 10— Dados da massa em gramas e rendimento da extragdo com etanol.
. Extrato do material vegetal (g)
Extracao n.
FoPo FrPo FoPe C1 FoPe C2 FoPe C3 FrPe C1 FrPe C2 FrPe C3

12 27,4 12,2 25,4 10,3 7,7 13,5 7,3 1,9

28 30,2 8,8 25,7 6,1 7,5 12,6 2,9 1,8

32 11,7 7,5 12,6 49 7,2 9,8 2,7 1,2

42 10,9 7,3 7,3 3,3 6,6 8,5 2,1 1,0

52 8,1 4.6 6,6 2,9 3,2 5,1 1,9 0,9

Total 88,2 40,4 77,1 27,5 32,3 49,5 17,0 6,9

Rendimento % 8,6 5,6 9,7 12,2 10,5 13,7 6,1 10,3
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Os extratos etandlicos obtidos das folhas e frutos da L. trifolia foram
solubilizados em metanol:agua (9:1, v/v) e fracionados através da extracao
liquido-liquido com os solventes de polaridade crescente: hexano, acetato de
etila e n-butanol.

Analisando os rendimentos (Tabela 11), € possivel observar que as
fracbes mais polares obtiveram um maior rendimento, 0 que pode sugerir a

presencga de compostos mais polares do que compostos com baixa polaridade.



Tabela 11- Rendimento e massa em gramas da extracao liquido — liquido dos extratos.
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Fracao FoPo FrPo FoPe - C1 FoPe - C2 FoPe - C3 FrPe - C1 FrPe - C2 FrPe - C3
Extrato 50,36 10,01 50,97 27,46 31,22 10,48 17,01 6,95
Residuo 13,43 (26,7) 2,61 (26) 19,54 (38,3) 1,16 (4,2) 6,71 (21,5) 2,48 (23,7) 2,66 (156) 1,78 (25,6)
Hexano 1,69 (3,4) 0,48 (4,8) 1,03 (2) 225(8,2) 0,68 (2.2 0,11 (1) 1,97 (11,6) 0,48 (7)
eAt‘i’;tam de 45 90 (25,6) 1,20 (12) 788 (155)  4,15(15,1) 7,96 (25,5) 0,20 (2) 4,86 (28,6) 1,51 (21,7)
n-butanol 14,76 (29,3) 2,08 (20,8)  588(11,5) 12,51 (456) 10,33(33,1) 1,01 (9,6)  5,13(30,1) 2,26 (32,5)
Metanol

Agua 7,57 (15) 3,64 (36,4) 16,64(32,7) 7,38(26,9) 553(17,7)  6,68(63,7) 2,39(14,1) 0,91 (13,2)

Legenda : Massa em gramas (porcentagem)
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4.2 TRIAGEM FITOQUIMICA

Foi realizada a triagem fitoquimica com os extratos etandélicos das folhas
e frutos da L. trifolia, para analise das classes de metabdlitos presentes nos
extratos (Tabela 12, as amostras foram solubilizadas em metanol, aplicadas em
placas de CCD e a fase movel utilizada foi hexano:acetato de etila (6:4). Ap6s o
desenvolvimento das cromatoplacas, elas foram reveladas com reveladores
quimicos que sugerem a presenca de determinadas classes metabdlitos
secundarios. Nao foram utilizados reveladores especificos para classe de
alcaloides, pois estudos anteriores, realizados durante a pesquisa de mestrado
da autora, os extratos ndo revelaram com reveladores especificos, sugerindo
que esta classe de metabdlitos ndo esta presente na planta (Valério, 2018).

Como pode ser observado na Tabela 13, todos os extratos, exceto as
fracoes hexano, apresentaram compostos pertencentes a classe dos
flavonoides, sendo sugerida essa classe de compostos pelo surgimento de
fluorescéncia verde, amarelo ou laranja, a depender da estrutura, quando

exposto a luz ultravioleta (A = 365 nm) ap6s aspersao do revelador NP/PEG.

Tabela 12- Triagem fitoquimica dos extratos etandlicos das folhas e frutos

Amostra NP/PEG  Anisaldeido  Vanilina Acido fosfomolibdico
EEFoPo + + + +
EEFrPo + + + +
EEFoPe + + + +
EEFrPe + + + +
EEFoPe-C2 + + + +
EEFrPe-C2 + + + +
EEFoPe-C3 + + + +

EEFrPe-C3 + + + +




Tabela 13 - Triagem fitoquimica das fracoes das folhas e frutos

Fracées NP/PEG Liebermann-Burchard:
FoPo Hex - +
FoPo AcOEt + +
FoPo nBut + +
FoPo HM + +
FrPo Hex - +
FrPo AcOEt + +
FrPo nBut + +
FrPo HM + +
FoPe Hex - +
FoPe AcOEt + +
FoPenBut + +
FoPe HM + +
FrPe Hex - +
FrPe AcOEt + +
FrPe nBut + +
FrPe HM + +
FoPeHex-C2 - +
FoPeAcOEt-C2 + +
FoPenbut-C2 + +
FoPeHM-C2 + +
FrPeHex-C2 - +
FrPeAcOEt-C2 + +
FrPenbut-C2 + +
FrPeHM-C2 + +
FoPeHex-C3 - +
FoPeAcOEt-C3 + +
FoPenbut-C3 + +
FoPeHM-C3 + +
FrPeHex-C3 - +
FrPeAcOEt-C3 + +
FrPenbut-C3 + +

FrPeHM-C3 + +
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4.3 AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A resisténcia microbiana aos medicamentos utilizados tradicionalmente
nos tratamentos de infec¢des fungicas, tem se tornado um problema de saude
publica global, e torna cada vez mais necessaria a busca de compostos com

propriedades antimicrobianas (Padilha et al., 2010; Pappas et al., 2018).

4.3.1 Avaliacao da atividade antifungica

A atividade antifungica foi expressa em CIM (Tabela 14) e com estes
valores pode-se classificar a atividade dos extratos como boa para valores
menores que 100 ug mL', moderada para 100-500 pug mL™', baixa para 500—
1000 pg mL' e acima de 1000 pg mL' pode ser considerada inativa (Holetz et
al., 2002).
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Tabela 14— Avaliacao da atividade antifungica de folhas e frutos de L. trifolia.

Fracoes a CIM (ng mbL-1) c
C. albicans C. tropicalis C. glabrata
FoPo Hex 750 750 46,87
FoPo AcOEt 23,43 93,75 5,86
FoPo nBut 3000 3000 >3000
FoPo HM 750 750 750
FrPo Hex >3000 >3000 375
FrPo AcOEt 93,75 93,75 1,46
FrPo nBut 93,75 93,75 >3000
FrPo HM >3000 >3000 >3000
FoPe Hex 375 750 46,87
FoPe AcOEt 46,87 93,75 11,72
FoPenBut >3000 >3000 46,87
FoPe HM >3000 >3000 >3000
FrPe Hex >3000 >3000 375
FrPe AcOEt 93,75 93,75 2,93
FrPe nBut 46,87 93,75 2,93
FrPe HM >3000 >3000 >3000
FoPeHex-C2 500 500 1000
FoPeAcOEt-C2 15,6 31,25 15,6
FoPenbut-C2 500 500 500
FoPeHM-C2 1000 1000 1000
FrPeHex-C2 500 500 500
FrPeAcOEt-C2 15,6 31,25 31,25
FrPenbut-C2 500 500 500
FrPeHM-C2 1000 1000 500
FoPeHex-C3 15,6 500 500
FoPeAcOEt-C3 250 31,25 65,5
FoPenbut-C3 15,6 500 500
FoPeHM-C3 500 500 500
FrPeHex-C3 500 500 500
FrPeAcOEt-C3 15,6 31,25 31,25
FrPenbut-C3 15,6 62,5 31,25
FrPeHM-C3 500 500 500

aC. albicans (ATCC 28366); °C. tropicalis (ATCC 13803); °C. glabrata (ATCC 15126).
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As fracOes acetato de etila apresentaram boa atividade para todas as
linhagens de Candlida avaliadas com CIM menores que 100 pg mL, exceto a
fracdo FoPeAcOEt-C3 que apresentou atividade moderada contra a cepa C.
albicans. As fragoes FrPoAcOEt (1,46 ug mL"), FrPeAcOEt (2,93 ug mL") e
FrPenBut (2,93 pg mL") merecem destaque, pois apresentaram valores de
CIM contra C. glabrata préximos ao controle positivo anfotericina B (0,5-1,0 ug
mL") (Tabela 15), também é possivel notar que estes valores de CIM séo
menores que os valores considerados promissores para compostos isolados
(MIC < 10 pg mL") (Rios e Recio, 2005), o que ressalta o alto potencial
antifangico destas fragoes.

As fracOGes n-butanol apresentaram diferentes valores de CIM, o que
pode estar relacionado com a composicdo dos metabdlitos produzidos de
acordo com o local e/ou época do ano em que o material vegetal foi coletado.

Tabela 15- Controle das leveduras.

Microrganismos Anfotericina ( ug mL™")
C. krusei ATCC 6258 1,0
C. parapsilosis ATCC 22019 0,5

4.4 AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE

As fracdes mais ativas no ensaio antifungico contra as cepas de
Candida, foram selecionadas para avaliacdo da citotoxicidade (FoPo Hex,
FoPo AcOEt, FrPo AcOEt, FrPo nBut, FoPo Hex, FoPo AcOEt, FoPo nBut,
FrPe AcOEt e FrPe nBut) (Tabela 16). Segundo (Rios e Recio, 2005), extratos
que apresentam valores de CIM menores que 100 pg mL", podem ser
considerados promissores.

A citotoxicidade foi expressa em concentragao citotoxica onde 50% das
células sao viaveis (CCso), € com esses valores foi possivel calcular o indice de
seletividade (IS) com auxilio da equacao abaixo (Case et al., 2006).

[CCso]
IS = Log [CIM]

Equacgao 2
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Tabela 16— Ensaio citotoxicidade e indice de seletividade das fragdes da planta
Lantana trifolia.

Indice de seletividade

Frago i g n— ;
. C. tropicalis C. glabrata

FoPo Hex 181,1 - 0,62 - 0,62 0,59
FoPo AcOEt  163,7 0,84 0,24 1,45
FrPo AcOEt 43,88 -0,33 -0,33 1,48
FrPo nBut 302,3 0,51 0,51 -

FoPo Hex 169,9 -0,34 - 0,64 0,56
FoPe AcOEt 37,83 —-0,09 -0,39 0,51
FoPe nBut 88,49 - - 0,28
FrPe AcOEt 84,41 -0,05 - 0,05 1,46
FrPe nBut 89,59 0,28 - 0,02 1,49

a|S = log [CCso)/[CIM], C. albicans, °C. tropicalis, ¢C. glabrata.

Os valores de IS demostram a seletividade do extrato ou fragdo em inibir
o crescimento de uma célula saudavel ou o crescimento dos microrganismos.
Segundo (Case et al., 2006), valores de IS positivos e proximos a 2
apresentam maior seletividade contra os microorganismos, enquanto valores
negativos demonstram maior citotoxidade. Trés fracoes (FoPo AcOEt, FrPo
nBut, FrPe nBut) foram mais seletivas contra C. albicans do que contra células
Vero, e duas fragdes (FoPo AcOEt e FrPo nBut) foram mais ativas contra C.
tropicalis do que para células Vero, enquanto a maioria das fracdes mostrou
maior seletividade contra a cepa C. glabrata do que contra as células Vero.

De forma geral, as fragdes apresentaram maior seletividade contra os
fungos, com destaque para os valores de IS contra o microorganismo
C. glabrata, na faixa 0,28 — 1,49, demonstrando maior seletividade dessas
fracOes contra os fungos do que contra as células saudaveis. Estes resultados
mostram que as fragdes de L. trifolia sdo uma fonte promissora de compostos
antifangicos devido a baixa citotoxidade associada com boa atividade

antifangica.
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4.5 QUIMIOMETRIA

O extrato vegetal é constituido por uma mistura complexa de diversos
metabdlitos e, para facilitar o processo de anotacdo e/ou identificacdo dos
compostos presentes nessa mistura, pode ser utilizada a desreplicagcdo que
visa a anotacdo de compostos que ja foram relatados na literatura (Cordell e
Shin, 1999).

A desreplicacdo é uma etapa importante, pois nao necessita dos
compostos isolados, podendo ser realizado com misturas, o que torna a
pesquisa menos onerosa, ja que economiza recursos que seriam utilizados no
processo de purificacdo. Dentre as técnicas utilizadas na desreplicacao
encontram-se as técnicas hifenadas, que consistem no acoplamento de duas
ou mais técnicas analiticas. Um exemplo é cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas que une um processo analitico de separacao e um
detector espectométrico que permite a determinacdo dos ions moleculares
protonados presentes nas amostras (Funari et al., 2013).

Devido a atividade promissora de algumas fracdes, o perfil quimico da
planta L. trifolia foi analisado por UFLC-DAD-IES (+)-MS/MS, analises
quimiométricas, e redes moleculares utilizando a plataforma GNPS.

Embora analises visuais dos cromatogramas e espectros de massas
permitam reconhecer as diferencas entre as fracoes, foram realizadas analises
quimiométricas para auxiliar nesse processo, sendo elas a andlise de
agrupamentos hierarquicos (HCA, do inglés hierarchical component analysis) e
andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés:
partial least squares).

A HCA permite observar a separacdo de grupos de acordo com a
similaridade do perfil quimico entre amostras, sem classifica-las. As amostras
foram agrupadas em forma de dendrograma (Figura 15), onde a distancia entre
as amostras indica as suas semelhancas e/ou diferengas, quanto menor a
distancia maior a semelhanca entre elas (Correia e Ferreira, 2007).

O dendrograma demonstra que as fracbes foram reunidas de acordo
com o solvente utilizado na extracao liquido-liquido. Assim como é possivel
observar que as amostras FrPeAcOEt (2,93 upgmL') e FrPoAcOEt
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(1,46 ug mL™"), que apresentaram menores valores de CIM contra C. glabrata,
estdo préximas no dendrograma, mostrando assim uma certa similaridade
entre 0s seus compostos.

As duas fracdes n-butanol dos frutos, que apresentaram valores de CIM
diferentes contra a cepa C. glabrata, sendo que a fragcdo FrPenbut apresentou
uma boa atividade (2,93 pgmL™') e a FrPonbut foi considerada inativa
(>3000 pg mL-"), estas fracbes estdo distantes entre si no dendrograma, o
que mostra que elas apresentam diferencas significativas entre os seus

metabdlitos, 0 que corrobora a diferenca significativa entre os valores de CIM.
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Foi realizada a PLS-DA para a atividade antifungica contra as trés cepas
de Candida: C. albicans (ATCC 28366) (Figura 16), C. tropicalis (ATCC 13803)
(Figura A1), e C. glabrata (ATCC 15126) (Figura A2), utilizando os resultados
obtidos nos ensaios e 0s correlacionando com os dados processados a partir
do perfil quimico das amostras.

Para cada ensaio as amostras foram classificadas em grupos de acordo
com os valores de atividades, os modelos estatisticos construidos foram de
PLS-DA, a fim de encontrar os discriminantes (Hits-Bioativos) dos grupos de
amostras que possuiram maior atividade. Esta analise permite a determinacgao
de variaveis (biomarcadores) relacionadas com a atividade antifingica.

Nas figuras 16, A3-A4, Apéndice A, é possivel observar a separacao
entre dois grupos de amostras, o grupo A que sado as fragcdes que
apresentaram CIM menores que 100 pg mL~" e esta representado pela cor
vermelha, e o grupo B que representa as fragbes com CIM maiores que 100
ug mL—' e estad representado na cor azul, as Figuras 17 (Figuras A5-A7,
Apéndice A) serviram para analisar a separagdo dos discriminantes entre as
amostras (em vermelho), ou seja, o que esta em vermelho € o que diferencia
as amostras mais ativas das demais. Esses discriminantes foram selecionados
utilizando os graficos de variaveis importantes para projecao (VIP), e foram
selecionadas as primeiras 30 variaveis (Figuras 18, Figuras A8-A9, Apéndice
A) (Tabelas A1- A3, Apéndice A), que se mostraram importantes para a

projecdo das fragdes mais ativas (grupo A, CIM 0 - 100 pg mL™").
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Figura 16 — PLS-DA atividade antifungica contra Candida albicans (ATCC
28366).
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Figura 17 - PLS-DA atividade antifungica contra Candida albicans (ATCC
28366).
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and Q?(cum), 0.829.
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Figura 18 - Variaveis Importantes para a Projecéo (VIP) obtida através do PLS-
DA, supervisionado de acordo com as fragdes ativas e inativas contra Candida
albicans (ATCC 28366).
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4.6 REDES MOLECULARES

Para a construgdo das redes moleculares foi utilizado a plataforma de livre
aceso e gratuita GNPS (do inglés Global Natural Products Social Molecular
Networking), essas redes sao formadas a partir de dados de espectrometria de
massas, avaliando o padrdo de fragmentacdo e comparando com dados de
bibliotecas espectrais, a fim de reconhecer padrbes de fragmentacdo de classes
metabdlicas, fungdes organicas e substituintes (Pilon et al., 2021).

O GNPS utiliza algoritmos que organiza cada espectro e realiza a
comparacao com espectros disponiveis nas bibliotecas, a plataforma se baseia na
similaridade entre esses espectros, que é calculado de acordo com o valor de
cosseno, quanto maior esse valor maior a similaridade entre os espectros (Pilon et
al., 2021).

A Figura 19 demonstra de forma resumida um pouco sobre como as redes
moleculares sédo elaboradas, onde os nodos representam 0s espectros consensos
(conjuntos de espectros do mesmo ion), € 0s arcos que conectam os nodos
representam a similaridade entre esses, esse processo visa facilitar a identificagao

e/ou anotacao de metabdlitos (Pilon et al., 2021).

Figura 19 — Resumo da elaboragéo das redes moleculares

Mesma Substancia Dados de EM? sio KNODOéformado pelo Acima de um valor
em Diferentes comparados espectro consenso e estabelecido de
Amostras (R;) (mesmo precursor e EM?) similaridade, os nodos
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. ex.amostras1, 2, 3) sdo conectados por arcos
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d1 o AGRUPAMENTO

Amostra 2
m/z 70%
$ A cor e largura dos arcos
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Espectro Consenso 1 it de similaridade
- Mix dos espectros 2 8 98 8 entreos nodos
11.0 11.5 min. m/z dasubst.1,2,3 NQDO 3- Consenso 3 /‘

Fonte: (Pilon et al., 2021).

As redes moleculares resultantes (RM) (Figuras 20 — 21,A10-A11, Apéndice
A) revelaram o agrupamento de classes de metabdlitos, contando com 1614 nodos
unidos por 3320 arcos, diferentes cores foram atribuidas aos nodos, considerando

aspectos que permitem avaliar a correlacdo dos metabdlitos presentes no local de
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coleta e a correlagcdo com a maioria dos seus compostos (nodos) com algumas
diferencas na concentracdo destes de acordo com cada local, onde o roxo
representa Peirdpolis e o amarelo Pontal. A abundancia relativa dos ions foi
representada pelo tamanho do nodo (quanto maior o tamanho, maior a intensidade
do ion precursor), e a largura dos arcos que conecta 0s nodos representa os valores
de cosseno, ou seja, quanto maior a espessura da linha maior a similaridade (Figura
20).

Figura 20 — Representacdo do redes moleculares das fragbes de Lantana trifolia
usando ionizacao por eletrospray no modo positivo e filtrado de acordo com o local
de coleta

Sinais das inje¢des do branco foram removidos. As cores dos nodos representam o local de coleta,
onde roxo representa Peirépolis e amarelo Pontal.
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Além disso, para avaliagdo da rede molecular foi utilizado como filtro a
atividade antifingica de cada cepa de Candida, onde os nodos foram coloridos de
acordo com os valores de CIM: sendo rosa para a faixa 1 a 5 pyg mL", azul para
valores menores que 100 pg mL" e cinza para valores acima de 100 ug mL™', esses
filtros sugerem alguns nodos que podem ser importantes para a atividade bioldgica,
pois 0s compostos/nodos presentes tanto nas amostras inativas quanto nas ativas, é
possivel sugerir que estes nado influenciam na atividade antifungica, uma vez que
estes nodos estao presentes em ambas amostras (Figura 21, A12-A13, Apéndice A)

E importante ressaltar que estas sdo projecdes de bioatividade, mas podem
ser utilizadas como guia para regides/metabdlitos a serem exploradas. Neste caso,
os nodos do aglomerado coloridos de rosa e azul sugerem compostos com maior

potencial antifungico.

Figura 21 - Representacdo da rede molecular filtrada de acordo com os valores de
CIM contra Candida glabrata.
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A rede molecular revelou diversas classes de metabdlitos presentes no
género Lantana, tais como compostos fendlicos com propriedades antifingicas e
alguns deles como o acido clorogénico, que de acordo com a literatura apresentou
CIM 80 ug mL" contra C. albicans (Sung e Lee, 2010).

Com as redes moleculares foi possivel realizar a anotagdo de vinte e nove
compostos (Tabela 17) (Figura 22). Entre estes compostos estdo nove
biomarcadores que foram indicados pelo VIP e pela analise PLS-DA, sao eles acidos
fendlicos como &cido clorogénico (39), acido 4-coumaroilquinico (43), e acido 5-
cafeoil chiquimico (44), flavondides como apigenina 7-glucuronideo (54),
escutelareina (55), chisosplenitina B (57), tricina (62), crisosplenol D (63), e

fenilpropanoides como verbascosideo (31) (Figura 23).



Tabela 17— Anotacao dos compostos nas fracées de L. trifolia por redes moleculares.

[M+H]*

Erro?

Formula

Numero (min) (m/2) (ppm) COSSeno . - cular Anotacao GNPS Referéncias
Q. . GNPS Library Spectrum
b
39a 6,68 355,1039 4,2 0,92 C16H1809 Acido clorogénico CCMSLIB00005778073
- . GNPS Library Spectrum
b
39b 8,83 355,1034 2,8 0,97 C16H1809 Acido clorogénico CCMSLIB00005778073
— GNPS Library Spectrum
b
40a 8,35 595,1662 0,8 0,86 C27H30015  Vicenina ll CCMSLIB00000845378
— GNPS Library Spectrum
b
40b 9,01 595,1664 1,2 0,80 C27H30015  Vicenina ll CCMSLIB00000845378
2-(3,4-dihidroxiphenil)-5,7-
345 nhchoxtb (ndroxmetl)  CPS LIBRARY
41 9,45 611,1613 1,0 0,76 C27H30016 o;<a{n-2-il]-8-[345-trihidroxi-6- SPECTRUM
) A L T CCMSLIB00005745962
(hidroximetil)oxan-2-illchromen-4-
ona
— GNPS Library Spectrum
- b
42a 10,39 565,1542 -1,8 0,79 Co6H28014  Vicenina | CCMSLIB00005721165
— GNPS Library Spectrum
- b
42b 11,37 565,1527 -4,4 0,80 Co6H28014  Vicenina | CCMSLIB00005721165
Q. G GNPS Library Spectrum
43 10,82 339,1081 2,1 0,87 C16H180s Acido 4-p-coumaroilquinico CCMSLIB00000854975
Q. e GNPS Library Spectrum
44 11,18 337,0927 2,7 0,93 C16H160s Acido 5-cafeoil chiquimico CCMSLIB00000848306
2-(3,4-dihidroxifenil)-5-hidroxi-7-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5- :
45 11,47 581,1503 0 0,87  CosHesOrs  trihidroxi-6-[(3,4,5-trihidroxioxan- ~ GNrS Library Spectrum

2-il) oximetilJoxan-2-iljJoxichromen-
4-ona

CCMSLIB00000845835
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47a

47b

31a

31b

48

49

50

51

52

53

54

12,19
12,95
15,01
14,11
15,01

13,01

13,24

13,56

15,60

15,92

15,97

16,15

479,0803
479,1542
479,1550
625,2123
625,2123

369,1197

435,1353

433,1132

579,1720

449,1093

433,1135

447,0922

3,5

1,3
0,4
-0,63
-0,63

4,6

15,4

0,7

2,1

3,3

1,38

0,84
0,82
0,85
0,87
0,84

0,90

0,72

0,96

0,95

0,96

0,97

0,93

C21H18013
Ca23H26011
Ca3H26011
C29H36015
C29H36015

C17H2009

C21H22010

C21H20010

C27H30014

C21H20011

C21H21010*

C21H18011

Miquelianina

Calceolariosideo BP
Calceolariosideo BP
Verbascosideo®
Verbascosideo®

Ester metilico do  é&cido

clorogénico

3,4,5-trihidroxi-6-(4-
hidroxifenoxi)oxan-2-iljmetil (E)-3-
(3,4-dihidroxifenil)prop-2-enoato

Isovitexina

Apigenina-7-O-neohesperidosideo

Kuromanina

Calistefina

Apigenina 7-glucuronideo

GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000845058
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000848884
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000848884
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005716581

GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00005716581

GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000847734

GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000846362

GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000578385
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000213886

GNPS
SPECTRUM
CCMSLIB00000408919

LIBRARY

GNPS

SPECTRUM
CCMSLIB00000409184
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000848637

LIBRARY
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56

32

57

58

59

60

61

62

63

64

65

18,13

18,25

18,61

19,33

19,48

20,21

20,61

20,98

21,84

23,15
24,29

31,65

287,0558

317,0659

653,2430

375,1092

345,0974

287,0560

317,0667

301,0714

331,0819

361,0927
331,0825

315,0869

4L
o

4,8

1,4

3,5

3,5

2,3

2,1

2,5
3,9

1,9

0,91

0,85

0,76

0,85

0,81

0,94

0,89

0,90

0,83

0,77
0,87

0,85

C15H100s

Ci6H1207

C31H40015

C19H180s

C1sH1607

C15H100s

Ci6H1207

C16H12086

C17H1407

C1sH160s
C17H1407

C17H140s

Escutelareina

3-O-Metilquercetina

Martinosideo

Chisosplenitina B

5;3'_DihidrOXi-6,7,4'-

trimetoxiflavona

Luteolina

6-metoxiluteolina

Chrysoeriol

Tricina
Chrysosplenol D
Cirsiliol

Velutina

GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00003272852

GNPS LIBRARY
SPECTRUM
CCMSLIB00000231342
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000848397
GNPS LIBRARY
SPECTRUM
CCMSLIB00006525506
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00003323918
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000578417
GNPS LIBRARY
SPECTRUM
CCMSLIB00000231342
GNPS LIBRARY
SPECTRUM
CCMSLIB00000257836
GNPS LIBRARY
SPECTRUM
CCMSLIB00005778067
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000848806
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000847486
GNPS Library Spectrum
CCMSLIB00000213961

a Erro relativo em ppm, PRepresenta diferentes isdbmeros e/ou estérecisomeros (ex., catequina, que pode ser catequina ou epicatequina).
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Figura 22 - Estrutura dos compostos anotados pelo redes moleculares
OH OH

OH

OH OH
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Figura 23 — Estrutura dos biomarcadores determinado pela anélise PLS-DA e
anotacao utilizando redes moleculares.
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A Figura 24 representa a ampliacdo de um cluster da rede molecular, que
consta com 42 nodos e 123 arcos, na figura esta representado o mesmo cluster,
porém de acordo com os valores CIM que apresentou no ensaio contra cada cepa
de Candida. Neste cluster é possivel observar a anotacdo de alguns compostos

fendlicos.
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Figura 24 - Representacado da rede molecular filtrado pelos valores de CIM contra
C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata.

Nota: 2Candida albicans, PCandida glabrata e ¢Candida tropicalis

O perfil quimico das fracdes mais ativas de L. trifolia pode explicar a atividade
anti-Candida observada nestas amostras, pois as fracbes enriquecidas em
compostos fendlicos mostraram resultados relevantes contra as espécies Candida.
Em particular, os acidos fenélicos e flavonéides que possuem potencial reconhecido
em inibir o crescimento de espécies de Candida em baixas concentracées (Martins
et al., 2015).

Além das redes moleculares, mostradas anteriormente foram feitas algumas
andlises com as fragées das duas Ultimas coletas realizadas Peirépolis, onde foi
possivel observar a presenca de 1736 nodos unidos por 3224 arcos, foi utilizado
como filtro as datas de coleta do material vegetal (Figura 25). Foi possivel realizar a
anotacao dos mesmos vinte e nove compostos anotados nas redes anteriores, uma
vez que a espécie € a mesma, mudando somente a intensidade desses compostos
em relacdo as datas de coleta, pois periodos diferentes do ano podem interferir nas
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4.7 FRACIONAMENTO DA FRACAO FOPEACOET-C2

A fracado FoPeAcOEt-C2 (1,6 g) foi selecionada para fracionamento por
cromatografia liquida de média pressdo (MPLC) (Figura 26), por causa da sua
atividade antifungica que apresentou valores de CIM promissores, sendo
menores que 100 pg mL' contra as trés cepas de Candida avaliadas (15,6;
31,25 e 15,6 respectivamente C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata). O
fracionamento foi realizado, com coluna C18 (18 x 3,0 cm x 40 um, 80 g) e
como fase mével foi utilizado um gradiente de etanol e 4gua com fluxo de 20,0

mL min~1.

Figura 26- Cromatograma MPLC da fracdo FoPeAcOEt-C2
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As 164 fragdes coletadas foram analisadas por UPLC e reagrupadas de
acordo com a similaridade do perfil cromatografico, resultando em 26 fracoes
(Figura 27). Nos tubos de ensaio em que foram coletadas as fragbes 6 a 18
ocorreu a formacao de um precipitado, que foi separado do sobrenadante com
auxilio de uma centrifuga. As fragdes foram submetidas ao ensaio antifungico
(Tabela 18) e, com os valores de CIM, foi possivel observar que houve uma
reducao da atividade antifungica, que antes do fracionamento era considerado
como uma boa atividade para algumas fracoes passaram para atividade
moderada, essa diminuicdo da atividade pode ocorrer considerando que
algumas misturas de compostos produzem efeitos mais pronunciados do que
os compostos isolados, essas interacdes sao conhecidas como efeito sinérgico
(Casanova e Costa, 2017).
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Figura 27- Fluxograma das fracdes da FoPeAcOEt-C2

FoPeAcOEt-C2
1649
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Tabela 18- Atividade antifungica das Fracoes FoPeAcOEt-C2.

CIM (pg mL™")

Fracoes . . . —— .
Candida albicans?  Candida tropicalis®  Candida glabrata’
FoPeAcOEt-C2 15,6 31,25 15,6
0-5 250 62,5 15,62
6-18 31,25 250 62,5
19-31 62,5 250 62,5
32-46 250 >500 500
47-54 500 500 500
55-58 >500 >500 >500
59-64 62,5 250 31,25
65-67 31,25 62,5 15,62
68-69 31,25 125 31,25
70-75 31,25 125 31,25
76 500 500 >500
77-79 500 >500 >500
80-81 250 >500 250
82-84 500 >500 500
85 125 500 250
86-89 125 250 500
90-91 250 500 125
92-94 125 250 125
95-103 250 >500 125
104-107 62,5 125 125
108-123 125 250 62,5
124-131 62,5 250 125

aC. albicans (ATCC 28366); °C. tropicalis (ATCC 13803); °C. glabrata (ATCC 15126).

O precipitado obtido durante o fracionamento, foi submetido a analise
por CLAE no modo analitico utilizando uma coluna de fase reversa (C18) com
detector de DAD, o que possibilitou a visualizagdo de um unico sinal (tr 10,6

min) no cromatograma (Figura 28).
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Figura 28- Cromatograma CLAE em 254 nm do precipitado da fracdo 6-18.
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O espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ('H) (Figura
37, Tabela 19) apresentou seis sinais na regido referentes aos hidrogénios
aromaticos, sendo os sinais 6,94 e 7,88 ppm dos quatro hidrogénios do anel B.
No espectro de RMN '3C (Figura 29, Tabela 18), foram observados 9 sinais de
carbonos aromaticos: Anel A, 6 145,8 (C-5), 130,1 (C-6), 150,6 (C-7), 93,4 (C-
8) e 149,2 (C-9); Anel B: & 121,2 (C-1°), 127,4 (C-2’ e C-6'), 114,9 (C-3’ e C-5),
160,6 (C-4’), além de um sinal caracteristico de carbonila 6 182,3, sendo este
composto identificado como o flavonoide escutelareina-7-O- apiosideo. Com o
auxilio do mapa de contorno HMBC (Figura 30-32), foi possivel observar a
correlacao do hidrogénio anomérico & 5,75 (H-1") com o carbono & 150,6 (C-7),
com essa correlacao foi possivel confirmar a posicdo que a apiose esta ligada
na aglicona (Carbono C-7).
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Tabela 19 — Dados de RMN de 'H e '3C (400/100 MHz, CD3OD) do precipitado
em MeOD

Posicao OH &¢ ¢SH ¢Sc¢
a mult.® (Jem Hz) amulit.P (J em Hz)
2 164,7 164,5
3 6,65 (s) 101,3 6,8 (s) 102,8
4 182,3 182,7
5 145,8 147,2
6 130,1 131,1
7 150,6 - 151,9
8 6,96 (s) 93,4 6,8 (s) 94,6
9 149,2 1494
10 105,0 105,9
1’ 121,2 121,7
2 7,88 (d; 8,9) 1274 7,9(d, 8,8) 128,9
3’ 6,94 (d; 8,9) 1149 6,9 (d, 8,8) 116,4
4 160,6 161,6
5 6,94 (d; 8,9) 1149 6,9 (d, 8,8) 116,4
6 7,88 (d; 8,9) 1274 7,9(d, 8,8) 128,9
Apiose
17 5,75 (d; 2,7) 107,4 5,6 (d;3,2) 108,08
2 4,42 (d; 2,7) 76,1  43(d;3,2) 76,56
3" 78,8 79,28
4 3,97:419(d;9,7) 740  3,7:4,0(d; 9,6) 75,16
5” 3,70 62,6 3,4 (m) 62,84

aDeslocamentos quimicos em ppm estabelecidos em relagao ao solvente residual
bMultiplicidade: s (simpleto), d (dupleto), ¢(JULIAO et al., 2010).
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Figura 29- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30OD)
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Figura 30- Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CD30D)
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Figura 31- Mapa de contorno HMBC (400 MHz, CD30OD)
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Figura 32- Ampliacdo mapa de contorno HMBC (400 MHz, CD30OD)
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A fracdo 0-5 (Figura 33) foi submetida a analise por CLAE no modo
semipreparativo utilizando uma coluna de fase reversa (C1s), 0 que possibilitou
a separagao do composto (35) (fr 19,0 min). O solvente presente nesta fragao
foi removido através de evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40 °C. O
composto obtido (2 mg) foi solubilizado em metanol (1,0 mg mL™") e analisado
por CLAE analitico (ir 9,0 min), utilizando uma coluna de fase reversa (C18),
para avaliar se o procedimento cromatogréfico foi eficiente (Figura 34).

Figura 33— Cromatograma CLAE em 254 nm da fracao 0-5
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Figura 34- Cromatograma CLAE em 254 nm do pico 3 da frag&do 0-5
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O composto (49) (&r 2,0 min) (Figura 35) foi analisado por espectrometria
de massas em alta resolugdo, modo negativo, que possibilitou estabelecer a
férmula molecular C7HsO4~. O sinal referente a molécula desprotonada foi
observado em m/z 153,0206 [M — HJ, calculado para 153,0193 (A 8,5 ppm)
(Figura 35).

Figura 35- EM-IES-(-) em alta resolucao do pico 3 da fragao 0-5
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A andlise comparativa dos dados de RMN 'H, com valores disponiveis
na literatura (Silva et al., 2021), permitiu confirmar a estrutura do acido fendlico
como 4&cido protocatecuico (35) (Tabela 20) (Figura 36 — 38). Os
deslocamentos quimicos para RMN 'H e constantes de acoplamento do
composto confirmam a presencga do acido protocatecuico. Os sinais 6,67 d (J =
8,0 Hz) e os dois hidrogénios em 7,42 ppm (m) na regido caracteristica de
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos evidenciam o anel aromatico

trissubstituido do acido.

Tabela 20- Dados de RMN de 'H e '3C (600/150 MHz, CDsOD) do &cido
protocatecuico em MeOD

Posicao OH oc CSH ¢d¢
a mult.® (Jem Hz) amuit.P (J em Hz)
1 - 123,0 - 127,6
2 7,42 (m) 117,15 7,33 (d, 8,0) 118,2
3 - 145,44 - 147,0
4 - 150,78 - 150,5
5 6,79 (d, 1,8) 115,14 6,67 (d, 1,8) 115,8
6 7,42 (m) 117,15 7,29 (dd, 8,1 ¢ 1,8) 123,8
7 - 170,5 - 173,7

aDeslocamentos quimicos em ppm estabelecidos em relagao ao solvente residual
bMultiplicidade: s (simpleto), d (dupleto), ¢(Julido et al., 2010). (CD3OD 600 e 150 MHz)-
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Figura 37- Espectro de RMN de Dept (150 MHz, CDsOD)

© ¥ < ¢l <
~ NE
o n ™M NN
n <+ NN H —
— — H o~
Vo ~ L

49.00 MeOD

48.35
48.06

/
\

Figura 38— Mapa de contorno HMBC 600 MHz, CDsOD

i

Gavine_Pico3.24.ser

{7.44,117.04

{ .81,123.242@
{7.45,123.51}
{6.81,145.582@
{7.45,150.92@

{7.45,170.131@

1
|

T T T T T T T T T T T T T T T
88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 6.2 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 4.0

f2 (ppm)

105
;110
;115
;120
;125
;130
;135
;140
;145
;150
;155
;160
;165
;170

175

~180

89

f1 (ppm)



90

Os dois compostos isolados foram submetidos ao ensaio antifungico
(Tabela 21) e, ao comparar os valores de atividade, foi possivel observar que o
acido protocateuico apresentou valor de CIM maior que a fracdo de origem,
onde observa-se a perda da atividade antifungica. Enquanto ao composto
escutelareina-7-O-apiosideo, que foi isolado da fracdo 6-18, observa-se um
aumento significativo da atividade antifungica em relacao a fracao, destacando-
se o valor de CIM contra a cepa C. glabrata que foi 1,91 pg mL"', segundo
Holetz et al (2002), valores até 10 ug mL"' considerados promissores para

compostos isolados, o que destaca o potencial antifungico desse composto.

Tabela 21- Atividade antifingica dos compostos isolados da fracao
FoPeAcOEt-C2.

Fracoes CIM (ug mL-1)
C. albicans C. tropicalis C. glabrata
FoPeAcOEt-C2 15,6 31,25 15,6
0-5 250 62,5 15,62
Escutel_are;ma-?-o- 15.6 31.25 1,95
apiosideo
Acido protocatecuico >500 >500 >500

4.8 FRACIONAMENTO DA FRAGAO FoPenbut-C2

A fracao FoPenbut-C2 (1,8 g), foi selecionada para o fracionamento por
cromatografia liquida de média pressao (MPLC) (Figura 39), por ser a fracao
com o maior rendimento em massa, o fracionamento foi realizado com coluna
C18 (18 x 3,0 cm x 40 um, 80 g) e como fase movel foi utilizado um gradiente
de etanol e agua acidificado com 0,1% de HCO2H, com fluxo de 20,0 mL min~".



91

Figura 39- Cromatograma MPLC da fracao FoPenbut-C2
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As 124 fragdes coletadas foram analisadas por UPLC e reagrupadas de
acordo com a similaridade do perfil cromatografico, resultando em 30 fracbes
(Figura 40). As fragbes foram enviadas para ensaio biolégico para avaliar o seu
potencial antifungico (Tabela 22).

Com o resultado do ensaio antifungico das fragcdes FoPenbut-C2, foi
possivel observar que o valor de CIM que antes era 500 ug mL' (atividade
moderada), teve um decréscimo nos valores, ou seja, as fracoes foram mais
ativas do que a fracdo de origem, o que demonstra que o fracionamento foi
eficaz. Pode-se observar a fracdo 32-33 que apresentou os valores
31,25 ug mL-', 15,62 e 15,62 para as cepas C. albicans, C. tropicalis e C.

glabrata, respectivamente.
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Tabela 22 - Atividade antifungica das Fracdes FoPenbut-C2

CIM (pg mL™")
Fracoes
C. albicans C. tropicalis C. glabrata
FoPenbut-C2 500 500 500
4-20 >500 >500 >500
21-23 >500 >500 >500
24-28 >500 >500 >500
29-30 62,5 250 15,62
31 500 62,5 15,62
32-33 31,25 15,62 15,62
34 500 62,5 15,62
35-41 500 62,5 31,25
42 62,5 125 15,62
43 62,5 250 15,62
44-45 125 250 250
46-47 62,5 250 31,25
48 125 250 31,25
49-50 31,25 125 15,62
51-56 125 250 62,5
57 250 62,5 125
58 500 250 125
59 125 250 62,5
60-61 250 250 62,5
62-63 125 62,5 15,62
64-66 125 62,5 31,25
67 250 250 125
68-69 62,5 125 250
70 250 500 500
71-72 >500 500 500
73-76 125 250 125
77 >500 >500 >500

78-89 250 >500 >500
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Figura 40- Fluxograma das fracdes da FoPenbut-C2
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A fracdo 32-33 (Figura 41) foi submetida a analise por CLAE no modo
semipreparativo utilizando uma coluna de fase reversa (C1s), 0 que possibilitou
a separagao do composto (31) (&r 11,4 min). O solvente presente nesta fragao
foi removido através de evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40 °C. O
composto obtido (10 mg) foi solubilizado em metanol (1,0 mg mL") e analisado
por CLAE analitico (ir 6,4 min), utilizando uma coluna de fase reversa (C18),

para avaliar se o procedimento cromatogréfico foi eficiente (Figura 42).

Figura 41- Cromatograma da fracdo 32-33 (254 nm) em coluna semipreparativa
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Este composto foi anotado previamente pelas redes moleculares
realizado pelo GNPS, e com as analises de RMN comparativas foi possivel
validar a anotacéao realizada anteriormente.

A andlise comparativa dos dados de RMN 'H, com valores disponiveis
na literatura (Silva et al., 2021), permitiu confirmar a estrutura do glicosideo
feniletanoide verbascosideo (31) (Tabela 23) (Figura 43 - 45). Os
deslocamentos quimicos 'H e constantes de acoplamento do composto
confirmam a presenga do fenilpropanoide verbascosideo, também denominado
acteosideo. Os protons anoméricos a 4,39d (J=7,9 Hz) € 520d (J = 1,8 Hz)
confirmam a presenca dos grupos glucose e ramnose, respectivamente. Os
sinais a 7,61 d (J = 16,0 Hz) e 6,29 d (J = 16,0 Hz) sao tipicos para a dupla
ligacdo entre H-7' e H-8' do grupo cafeoil, e os sinais a 6,71 d, 6,58 dd (J = 8,1;
2,1 Hz) e 6,68 d evidenciam o anel aromatico trissubstituido para o aglicona do
verbascosideo (Silva et al., 2021).

O verbascosideo foi analisado por espectrometria de massas em alta
resolucdo, modo negativo, que possibilitou estabelecer a formular molecular
C29H36015, onde o sinal referente a molécula desprotonada foi observado em
m/z 623,1998 [M — HJ, calculado para C29H35015-, 623,1981 (A 2,7 ppm)
(Figura 46 - 47), com a analise do ion molecular protonado por EM sequencial
(EM/EM) no modo negativo foi possivel observar algumas fragmentagdes
caracteristicas desse fenilpropanoide (Figura 48), como os fragmentos m/z 461
e 161, que podem ser atribuidos a eliminagao da cafeoil, e a eliminagao neutra
da unidade glicosidica a partir do ion m/z 461 observa-se a formacéao do
fragmento de m/z 315 (Valério et al., 2023)



Tabela 23 - Dados de RMN de 'H de 31 (CDsOD).
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Posicéao Experimental (SILVA et al., 2021)
oH22 mult’ (Jem &2 mult.b (Jem Hz)
Hz)
Aglicona
1
2 6,71d 6,72d (1,7)
3
4
5 6,68d 6,70 d (8,0)
6 6,58 dd (8,1;2,1) 6,59 dd (8,0; 1,7)
7 2,79 m 2,82 1d(7,3; 3,5)
8 4,09-4,01 m 4,07; 3,75
Cafeoll
1
2’ 7,07 d (2,0) 7,08d (1,7)
3
4
5 6,79d (8,2) 6,80d (8,2)
6’ 6,97, dd (8,2) 6,98 dd (8,2; 1,7)
7 7,61d (15,9) 6,30 d (15,8)
8’ 6,29 d (15,9) 7,61d (15,9)
9
Glucose 17 4,39d (7,9) 4,40d (7,9)
2" 3,41 m 3,411(8,4)
3” 3,831(9,2) 3,841 (9,2)
4” 4,93 m 4,941t (9,4)
5” 3,68-3,50 m 3,54 d (3,7)
6”a 3,68-3,50 m 3,56 s
6” b 3,68-3,50 m 3,63s
Ramnose
17 5,20d (1,8) 5,21d (1,8)
2 3,93 dd (3,3; 1,8) 3,94 m
3” 3,65-3,50 (m) 3,60m
4” 3,30 m 3,30d (9,5)
5 3,68-3,50 m 3,58 d (6,3)
6 1,10 d (6,20) 1,11d (6,2)

a Deslocamento quimico em ppm em relagdo ao solvente residual, ® multiplicidade e J em Hz
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Figura 43- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30OD)
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Figura 44— Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30OD)
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Figura 45- Ampliagao do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsQOD)
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Figura 46- Espectro EM-IES-(—) em alta resolugdo composto verbascosideo
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Figura 47— Espectro EM/EM-IES-(-) do composto verbascosideo
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Figura 48- Proposta de fragmentacdo para o glicosideo feniletanoide
verbascosideo (31).
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Além do composto 31, foi possivel obter uma mistura de compostos,
apos a submissao da fragao 32-33 (Figura 41) CLAE no modo semipreparativo.
O solvente presente na mistura fracao foi removido através de evaporador
rotativo sob presséo reduzida a 40 °C. A mistura (10 mg) foi solubilizada em
metanol (1,0 mg mL™") e analisado por CLAE analitico (tr 7,0 min), utilizando
uma coluna de fase reversa (C18), onde foi possivel observar que a separagao
nao foi eficiente (Figura 49). Essa mistura foi submetida a analise de CLUE-EM
e RMN (Figuras 50 - 53).

Figura 49- Cromatograma da mistura em coluna analitica.
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A partir da andlise em alta resolucdo no modo negativo da mistura, foi
possivel observar a presenca de dois ions, sendo o primeiro do verbascosideo
(m/z 623,1998) (tr 4,02 min) e de um composto com m/z 755,2385, que
possibilitou estabelecer a formular molecular Cs4H44O19. O sinal referente a
molécula desprotonada foi observado em m/z 755,2385 [M — HJ-, calculado
para Ca4H43019™, 755,2404 (A 2,5 ppm) (Figura 53).

No RMN de hidrogénio (Figuras 51 — 53) foi possivel observar sinais
caracteristicos do composto verbascosideo na mistura, e além desses sinais a
amostra apresenta sinais caracteristicos de hidrogénios anoméricos de
acucares, como a apiose e ramnose. Apds a analise dos espectros nao foi
possivel identificar de forma exata qual o isdbmero presente nessa mistura,
betaniosideo F (30) ou o samiosideo (33) (Figura 54), ambos ja foram
identificados  previamente nas folhas da planta Lantana trifolia
(Juli&o et al., 2010).

Esses dois fenilpropanoides apresentam a mesma formula molécular
Cs4H44019, ou seja, mesma massa molecular, a Unica diferenga entre eles, esta
na posicdo em que o agucar apiose esta ligado, sendo no composto 30 essa
ligacdo da apiose ocorre na posicao 2 da ramnose (Figura 54), enquanto no
composto 33 a apiose esta ligada na posicao 4 (Figura 54).

Figura 50- Espectro EM-IES-(—) em alta resolucao
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Figura 51- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3OD)
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Figura 52— Ampliagdo na regidao dos hidrogénios anoméricos do espectro de
RMN de 'H (600 MHz, CD30D)
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Figura 53 - Ampliacao dos sinais de metila caracteristicos da ramnose do
espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD3sQOD)
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Figura 54 — Estrutura Samiosideo e Betaniosideo F
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O verbascosideo e a mistura coletada da fracdo 32-33, foram
submetidos a ensaio antifungico (Tabela 24), e ao comparar os valores de CIM,
foi observada a melhora do potencial antifungico, sendo mais ativos do que a
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fracdo de origem FoPenbut-C2. Ambos apresentaram melhoras significativas
nos valores de CIM, principalmente contra a cepa C. albicans (7,81 pug ML’
para ambos), o que demonstra que o fracionamento foi eficaz na melhora da

atividade antifungica.

Tabela 24 - Atividade antifungica dos compostos isolados da fracido FoPenBut-
Cc2.

Fracoes CIM (ug mL-1)
C.albicans C. tropicalis C. glabrata
FoPenbut-C2 500 500 500
32-33 31,25 15,62 15,62
Verbascosideo 7,81 31,25 31,25
Mistura 7,81 250 62,5

4.9 ANALISES CG-EM

As fracoes FoPeHex-C2 e FoPeHex-C3, foram selecionadas para
analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas devido
a diferenca entre as atividades antifingicas dessas fracdes (Tabela 25). E
importante ressaltar que estas fracfes sédo derivadas do extrato do mesmo
espécime, ou seja, foram coletadas no mesmo local com a diferenca nas datas

de coleta.

Tabela 25 — Atividade antifungica das fragcdes hexano das folhas

. CIM (pg mL™")
Fracoes i I
C. albicans C. tropicalis C. glabrata
FoPeHex-C2 500 500 1000
FoPeHex-C3 15,6 500 500

A fracdo FoPeHex-C2 apresentou atividade moderada (500 pg mL™)
contra as cepas C. albicans, C. tropicalis e baixa contra C. glabrata, ja a fracao
FoPeHex-C3 demonstrou atividade moderada contra as cepas C. tropicalis e C.

glabrata (500 pg mL'), mas teve uma boa atividade contra a cepa C. albicans
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(15,6 pg mL"), o que despertou o interesse em comparar o perfil quimico
dessas fracdes por CG-EM (Figura 63) (Holetz et al., 2002).

Na figura 55, é possivel perceber algumas diferencas no perfil
cromatografico das fracbes, sendo FoPeHex-C2 representado pelo
cromatograma em preto e FoPeHex-C3 pelo cromatograma em vermelho.
Assim, foi possivel observar que existe uma diferenca na intensidade de alguns
picos presentes nos cromatogramas das fragdes coletadas em estacées do ano

diferentes (primavera para FoPeHex-C2 e verao para FoPeHex-C3).

Figura 55 - Cromatograma (CG-EM) das fragbes FoPeHex-C2 e FoPeHex-C3
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Frag:éo FoPeHex-C2 em preto e FoPeHex-C3 em vermelho.

Foi realizada a identificacdo de alguns compostos presentes nessas
fracoes por meio de comparacdo com as bibliotecas NIST e Willey. Nessa
analise foram identificados, somente os compostos com indice de similaridade

maior ou igual a 90 % (Tabela 26).
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Tabela 26 — Compostos identificados das fragcdes FoPeHex-C2 e FoPeHex-C3

indice de similaridade

Numero ] Composto FoPeHex- FoPeHex- Biblioteca
(min) C2 C3
65 21,8 Espatulenol 90 90 Nist
20 21,9 Oxido de 90 90 Willey
cariofileno
66 25,1 Acido Miristico 93 93 Willey/Nist
67 25,8 Heptadecanoato 90 - Willey
de etilo
68 26,5 Neofitadieno 94 91 Willey
69 26,6 2- 91 90 Willey/Nist
Pentadecanona
70 27,2 aFitol 90 90 Willey
71 27,9 14b-Pregna - 90 Willey
72 28,0 Palmitato de 95 91 Willey
metilo
73 28,7 Acido 90 90 Nist
pentadecandico
74 29,1 Palmitato de 90 94 Willey
etilo
70 30,9 aFitol 92 93 Willey
75 31,3  2Acido linoleico 91 91 Willey
75 31,8  2Acido linoleico 90 90 Nist
76 32,2 Linoleato de 91 91 Willey
etilo

77 40,5 Esqualeno 90 - Nist/Willey
78 44,2 Vitamina E 91 90 Willey
79 54,8 Betulina - 90 Nist

aRepresenta diferentes isbmeros e/ou estéreoisomeros (ex., catequina, que pode ser catequina
ou epicatequina).
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Comparando os compostos em comum das duas coletas foi possivel
identificar 16 compostos (Figura 56), dentre eles terpenos, acidos graxos e
seus derivados, sendo que os compostos heptadecanoato de etilo (67) e
esqualeno (77) estao presentes somente na fracdo FoPeHex-C2, enquanto a
fracao FoPeHex-C3 que é a fragdo que apresentou melhores valores de CIM,
apresenta de diferente os compostos 14b-Pregna (71) e betulina (79). Ambos
compostos pertencem a classe dos terpenos, 14b-Pregna possui um estudo
que relata a atividade antiflingica (5,0 ug mL" contra C. albicans) do éleo
essencial de Eremomastax speciosa, onde o composto 71 é majoritario (Ibok et
al., 2023). A betulina apresenta diversas atividades biolégicas relatadas na
literatura, dentre elas a atividade contra cepa de Candida albicans, em que
apresentou ICso de 6,5 ug mL' (Ghaffari et al., 2012) .



Figura 56 — Compostos identificados por CG-EM
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5 CONCLUSAO

Através das coletas da planta Lantana trifolia L., realizadas em
diferentes datas, foi possivel fazer a extracdo por maceracdo com etanol das
folhas e frutos desta planta e posteriormente a extracao liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente, essas fracoes foram submetidas a ensaio
antifingico contra trés cepas de Candida (C. albicans, C. tropicalis e C.
glabrata).

As fracOes acetato de etila apresentaram boa atividade para todas as
espécies de Candida avaliadas (valores de CIM menores do que 100 ug mL™),
com destaque para as fracoes dos frutos FrPoAcOEt, FrPeAcOEt e FrPenBut
que apresentaram valores de CIM contra C. glabrata préximos ao controle
positivo (1,0 yg mL" contra C. krusei). A partir dos resultados de citotoxicidade,
foi calculado o indice de seletividade (IS) e, pela analise desses valores, foi
possivel observar que as fragcdes apresentaram maior seletividade contra o
fungo C. glabrata do que contra as células, ou seja, atividade antifungica foi
maior do que a citotoxicidade das fracoes.

As andlises quimiométricas permitiram a visualizagdo da separacdo das
fracbes mais ativas das inativas, possibilitando a sele¢cao de 30 biomarcadores
(ions) para cada cepa de Candida, ions estes que podem ter correlacao direta
com as atividades antifungicas.

As redes moleculares realizadas pelo GNPS permitiram a anotacao de
vinte e nove compostos, e a anotacao de nove biomarcadores indicados pelas
andlises quimiométricas.

O fracionamento da fracdo FoPeAcOEt-C2 permitiu o isolamento do
flavonoide escutelareina-7-O-apiofuranosideo e do &cido protocatecuico, e o
fracionamento da fracdo FoPenBut permitiu o isolamento do verbascosideo que
teve sua anotacao que foi realizada anteriormente pelo GNPS validada.

As fragdes FoPeHex-C2 e FoPeHex-C3, provenientes da planta coletada
no mesmo local, porém em diferentes estagdes do ano, apresentaram
diferentes atividades antifingicas (CIM de 500 pg mL' e 15,6 pg mL™,
respectivamente contra a cepa C. albicans). A andlise de CG-EM destas

fracOes permitiu verificar a presenca de 16 compostos da classe dos terpenos,
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esteroides acidos graxos e seus derivados, sendo que a fragcdo mais ativa
apresenta como diferenca a presenca dos compostos 71 e 79.

Dessa forma, o presente trabalho relata pela primeira vez a composi¢ao
quimica dos frutos da planta L. trifdlia, uma vez que estudos encontrados na
literatura relatam a composicdao das folhas e flores. Assim como comprova o
potencial antifingico da planta Lantana trifolia L., e contribui com o
conhecimento quimico e biolégico de espécies presentes no territorio brasileiro

que séao utilizadas na medicina tradicional.
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Figura A1 — PLS-DA atividade antifungica contra Candida tropicalis (ATCC
13803).
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Figura A2 — PLS-DA atividade antifungica contra Candida glabrata (ATCC
15126).
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Figura A3 - PLS-DA atividade antifungica contra Candida tropicalis (ATCC
13803).
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Discriminantes VIP (Vermelho), nimero de componentes, 5; R2X(cum), 0.775; R2Y(cum), 0.998
and Q?(cum), 0.834.

Figura A4 - PLS-DA atividade antifungica contra Candida glabrata (ATCC
15126).
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and Q?(cum), 0.879.
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Figura A5 - Variaveis Importantes para a Projecao (VIP) obtida através do PLS-
DA, supervisionado de acordo com as fra¢des ativas e inativas contra Candida
tropicalis (ATCC 13803).
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Discriminantes VIP (Vermelho), nimero de componentes 5; R2X(cum), 0.775; R2Y(cum), 0.998
and Q?(cum), 0.834.

Figura A6 - Variaveis Importantes para a Projecao (VIP) obtida através do PLS-
DA, supervisionado de acordo com as fragdes ativas e inativas contra Candida
glabrata (ATCC 15126).
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Figura A7 - Representacao da rede molecular filtrada de acordo com os valores

de CIM contra Candida albicans.
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Figura A8- Representacao da rede molecular filtrada de acordo com os valores

de CIM contra Candida tropicalis
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Tabela A1- 30 primeiras variaveis importantes para projecao e seus valores de

coeficientes para C. glabrata.

Variable D Variable ID Var ID Valores VIP Valores de coeficiente

(lon ID) (m/2) (tr)
571 331,081 22,1391 19,0837 2,96E-05
585 419,097 16,8665 14,2121 3,97E-05
558 361,092 21,9352 13,8825 2 BAE-05
635 347,076 18,7315 13,7627 3,03E-05
1505 321,207 355116 13,4415 1,00E05
722 345,097 26,1893 12,8692 1,43E-05
861 307,19 275808 12,3433 4,47E-05
1703 704,444 55,486 12,0368 1,48E-05
628 287,056 18,4525 10,5909 2,30E-05
1980 308,194 27,582 10,5463 3,11E-%
864 590,424 47,4782 10,2746 2 48E-06
862 634,45 47,3043  9,9057 1,98E-06
890 546,398 47,6585  9,14543 3,44E-06
880 639,405 47,2967  8,94126 1,39E-06
870 678,477 47,1315  8,83619 1,67E-06
907 551,354 47,6636  8,76536 3,02E-06
495 375,108 19,6451  8,61803 3,15E-05
1044 577,351 35,4568  8,39608 7,38E-06
943 507,329 47,8304  8,21567 5,09E-06
882 683,432 47,1198  8,14738 1,21E-06
1483 635,355 27,5827  8,04982 1,35E-05
848 271,061 23,3059  7,98253 3.99E-06
1498 291,195 352702  7.68221 6.77E-06
889 722,503 46,9476  7.41782 1.61E-06
345 278,123 2.85088  7.39275 9.69E-08
1091 621,306 62.3659  7.35355 1.49E-05
852 361,093 23.4624  7.3325 7.20E-06
897 727,458 46.956  7.02004 1.18E-06
582 422,253 15.6248  6.80388 2.12E-05

1078 463,301 47.9513 6.56429 4.41E7%
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Tabela A2 - 30 primeiras variaveis importantes para projecao e seus valores de

coeficientes para C. tropicalis

Variable ID Variable ID Valores de
(lon number) (m/2) Var D (ts) Valores VIP coeficiente
571 331,08133 22,139 16,5578 1,67E70°
1505 321,20686 35,512 12,9551 2,09E7%
1703 704,44418 55,486 12,687 1,47E70°
722 345,09732 26,189 12,0075 1,17E79°
429 339,10830 18,907 11,9787 4,77E705
558 361,09198 21,935 11,3465 1,49E70°
425 485,16539 18,907 10,7595 4,25E705
635 347,07630 18,731 10,6671 1,41E70°
864 590,42387 47,478 10,4133 5,25E06
862 634,45029 47,304 10,0554 4,84E06
357 355,10228 9,232 9,9608 2,91E7%
1980 308,19366 27,582 9,95903 1,48E70°
890 546,39788 47,659 9,24568 5,19E706
355 447,09204 16,492 9,16307 2,86E7%
880 639,40525 47,297 9,08544 3,90E706
870 678,47736 47,132 8,97543 4,07E706
907 551,35392 47,664 8,86116 4,77E706
350 342,13905 2,589 8,73 3,01E7%
943 507,32881 47,830 8,29172 5,80E06
882 683,43232 47,120 8,28189 3,31E706
430 339,10704 16,395 8,11835 3,18E7%
848 271,06150 23,306 8,08899 5,39E-06
1044 577,35118 35,457 7,98798 1,21E79°
591 337,09205 11,586 7,77555 2,81E%
628 287,05569 18,453 7,76853 8,44E706
415 339,10714 11,250 7,74461 2,48E7%
1091 621,30616 62,366 7,55794 1,48E70°
889 722,50325 46,948 7,53255 3,27E706
1768 335,22104 38,514 7,4817 6,32E76

1498 291,19471 35,270 7,32529 9,69E7%6
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Tabela A3 - 30 primeiras variaveis importantes para projecao e seus valores de

coeficientes para C. albicans.

Variable ID (lon Variable ID Valores de
number) (m/z) Var ID (tr) Valores VIP coeficiente
571 331,081 22,1391 15,0012 2,11E7%
1703 704,444 55,486 11,4687 2,08E7%
429 339,108 18,9074 11,3248 4,86E7%
864 590,424 47,4782 11,2848 6,00E6
722 345,097 26,1893 11,1504 1,40E70°
862 634,45 47,3043 10,9405 5,73E7%6
558 361,092 21,9352 10,236 1,60E70°
425 485,165 18,9074 10,1725 4,34E705
357 355,102 9,23193 9,99452 3,190
890 546,398 47,6585 9,91669 5,65E706
880 639,405 47,2967 9,88458 4,77E706
870 678,477 47,1315 9,84562 5,31E706
907 551,354 47,6636 9,51219 5,21E706
635 347,076 18,7315 9,41554 1,28E70°
355 447,092 16,492 9,26217 3,06E7%
882 683,432 47,1198 9,09952 4,52E706
848 271,061 23,3059 9,03937 6,80E-06
354 471,15 14,4565 8,81354 1,84E70°
943 507,329 47,8304 8,65238 5,98E706
889 722,503 46,9476 8,28702 4,44E706
350 342,139 2,58903 7,95263 2,88E7%
1980 308,194 27,582 7,90374 8,12E706
401 625,212 15,3182 7,85346 4,90E706
897 727,458 46,956 7,84914 4,01E706
415 339,107 11,2503 7,83667 2,75E705
1768 335,221 38,5137 7,79126 2,24E705
591 337,092 11,5858 7,59212 3,06E7%
852 361,093 23,4624 7,5369 1,04E705
628 287,056 18,4525 6,90405 6,48E7

1078 463,301 47,9513 6,84345 5,26E706
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Tabela A4 - Os codigos representam os nomes, tipo de fracao e local de coleta

da planta,
Fragéo Parte da planta Local Solvente
FoPo Hex? Hexano
FoPo AcOEt? Folhas Acetato de etila
FoPo nBut? n-butanol
FoPo HM? Pontal Hidrometandlica
FrPo Hex? Hexano
FrPo AcOE#? Frutos Acetato de etila
FrPo nBut? n-butanol
FrPo HM# Hidrometandlica
FoPe HexP
FoPe Hex C2¢ Hexano
FoPe Hex C3¢
FoPe AcOEt?
FoPe AcOEt C2°¢ Acetato de etila
FoPe AcOEt C34d Folhas
FoPe nBut®
FoPe nBut C2°¢ n-butanol
FoPe nBut C3¢
FoPe HMP
FoPe HM C2¢ Hidrometandlica
FoPe HM C3¢d Peirépoli
FrPe Hexb eiropolis
FrPe Hex C2¢ Hexano
FrPe Hex C3¢d
b
FrE;Pi?SIgEéZ . Acetato de etila
FrPe AcOEt C3¢d Frut
FrPe nBut? rutos

FrPe nBut C2¢
FrPe nBut C34
FrPe HMP
FrPe HM C2¢
FrPe HM C3¢

n-butanol

Hidrometandlica

2 Pontal/SP coleta 22/12/15. ¢ ¢ dPeirdpolis/MG, coletas

d31/03/19.

16/11/15, ©09/12/18,
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APENDICE B - ESPECTROS EM DOS COMPOSTOS ANOTADOS

Figura B1 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencado 8,8 min (composto

53b) FrPo AcOEt.
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Figura B2 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 10,2 min (composto

56a) FrPo AcOEt.
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Figura B4 -. EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 11,5 min (composto
56b) FrPo AcOEt.
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Figura B5 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 11,1 min (composto
58) FrPo AcOEt.
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Figura B6 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 12,2 min (composto
60) FrPo AcOEt.
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Figura B7 - EM -ESI-(+) do sinal com tempo de retengdo 12,6 min (composto
61a) FrPo AcOEt.
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Figura B8 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 15,0 min (composto
61b) FrPo AcOEt.
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Figura B9 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 14,9 min (composto
45b) FrPo AcOEt.
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Figura B10 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 13,5 min (composto
64) FrPo AcOEt.
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Figura B11 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 13.8 min (composto
45a) FrPo AcOEt.
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Figura B12 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 15,4 min (composto
66) FrPo AcOEt.
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Figura B13 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 15,9 min (composto
67) FrPo AcOEt.
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Figura B14 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 16,0 min (composto
68) FrPo AcOEt.
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Figura B15 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 18,1 min (composto
69) FrPo AcOEt.
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Figura B16 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 18,3 min (composto
70) FrPo AcOEt.
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Figura B17 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 18,3 min (composto
46) FrPo AcOEt.
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Figura B18 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 19,3 min (composto
71) FrPo AcOEt.
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Figura B19 - EM-ESI-(+) of the peak at retention time (Rt ) 19,4 min (composto
72) FrPo AcOEt.
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Figura B20 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 20,2 min (composto
73) FrPo AcOEt.
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Figura B21 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 20,6 min (composto
74) FrPo AcOEt.
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Figura B22 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 20,9 min (composto
75) FrPo AcOEt.
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Figura B23 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 21,7 min (composto
76) FrPo AcOEt.
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Figura B24 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 23,1 min (composto
77) FrPo AcOEt.
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Figura B25 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 31,4 min (composto
29) FrPo AcOEt.
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Figura B26 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de reteng¢édo 8,6 min (composto
53b) FrPe AcOEt.
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Figura B27 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 11,7 min (composto
56b) FrPe AcOEt.
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Figura B28 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 10,7 min (composto
5) FrPe AcOEt.
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Figura B29 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 11,0 min (composto
58) FrPe AcOEt.
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Figura B30 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 12,2 min (composto
60) FrPe AcOEt.
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Figura B31 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 12,9 min (composto
61a) FrPe AcOEt.
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Figura B32 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 15,0 min (composto
61b) FrPe AcOEt.
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Figura B33 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 15,0 min (composto
45b) FrPe AcOEt fracao
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Figura B34 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 12,9 min (composto
62) FrPe AcOEt.
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Figura B35 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 13,8 min (composto
45a) FrPe AcOEt.

+MS, 13.8-13.9min #1623-1640
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Figura B36 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 15,9 min (composto
66) FrPe AcOEt.
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Figura B37 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 15,9 min (composto
67) FrPe AcOEt.
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Figura B38 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 16,1 min (composto
68) FrPe AcOEt.

Intens. 517, +MS, 16.0-16.1min #1892-1898]
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Figura B39 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 18,1 min (composto
69) FrPe AcOEt.
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Figura B40 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 18,2 min (composto
70) FrPe AcOEt.
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Figura B41 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retengcédo 18, 3 min (composto
46) FrPe AcOEt.
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Figura B42 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 19,3 min (composto
71) FrPe AcOEt.
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Figura B43 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 19,4 min (composto
72) FrPe AcOEt.
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Figura B44 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 20,1 min (composto

73) FrPe AcOEt.
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Figura B45 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 20,6 min (composto

74) FrPe AcOEt.
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Figura B46 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 21,0 min (composto

75) FrPe AcOEt.
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Figura B47 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 21,7 min (composto
76) FrPe AcOEt.
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Figura B48 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 23,1 min (composto
77) FrPe AcOEt.

Intens. {535,
(%] 361‘3935

x105]

+MS, 23.1-23.1min #2738-2744

25+

2.0

0.5+
271.0621

0.0 T L i T = T T T T
200 400 600 800 1000 1200 mz

Figura B49 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 24,2 min (composto
78) FrPe AcOEt.

Intens. fsgs
%] 3310838

x104

+MS, 24.2-24.2min #2870-2876

425.2503

203.1393
281.1386
125.0879

0.5
762.4229

613.2395
645.3277
o L 879.4167 948.4325

0.0-

I v T
200 400 600 800 1000 1200 mz



143

Figura B50 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de reteng¢édo 2,9 min (composto
53a) FoPo AcOEt.
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Figura B50 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 8,3 min (composto
2a) FoPo AcOEt.
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Figura B51 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 9,4 min (composto
2b) FoPo AcOEt.
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Figura B52 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 10,6 min (composto
3) FoPo AcOEt.
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Figura B53 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 10,6 min (composto
56a) FoPo AcOEt.
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Figura B54 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 10,6 min (composto
56a) FoPo AcOEt.
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Figura B55 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 11,3 min (composto
56b) FoPo AcOEt.
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Figura B56 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 11,1 min (composto
58) FoPo AcOEt.
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Figura B57 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 11,5 min (composto
59) FoPo AcOEt.
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Figura B58 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 12,9 min (composto
61a) FoPo AcOEt.
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Figura B60 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 14,9 min (composto
61b) FoPo AcOEt.
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Figura B61 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 13,5 mi (composto
64) FoPo AcOEt.
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Figura B62 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 13,9 min (composto
45a) FoPo AcOEt.
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Figura B63
(composto 45b) FoPo AcOEt.

Intens.

EM-ESI-(+) do

sinal com

tempo

retencao

14,9 min

+MS, 14.8-14.9min #1754-1760

1265.

%] 163.0397
x164

6

44 325.0927 4711511

625.2127
*
2
771.2146
129.0490 d. H i 571.1835 L 711.1946
o L, . PRV PR FOPIPOUTION W YT | PO By i . i .
200 400 600 800 1000 1200 mz

Figura B63 - EM-ESI-(+) do sinal com
(composto 69) FoPo AcOEt.
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Figura B64 - EM-ESI-(+) do

(composto 70) FoPo AcOEt.
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Figura B67 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 72) FoPo AcOEt.
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com tempo de retencdo 19,4 min
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Figura B68 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 73) FoPo AcOEt.
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Figura B69 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 75) FoPo AcOEt.
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Figura B70 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 76) FoPo AcOEt fragao
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Figura B73 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo

(composto 29) FoPo AcOEt.
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Figura B74 -

EM-ESI-(+) do

(composto 3) FoPe AcOEt.
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Figura B75 - EM-ESI-(+) do sinal com
(composto 56b) FoPe AcOEt.
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Figura B76 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 12,7 min
(composto 61a) FoPe AcOEt.
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Figura B77 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 14,9 min
(composto 61b) FoPe AcOEt.
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Figura B78 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 13,9 min
(composto 45a) FoPe AcOEt.
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Figura B79 -EM-ESI-(+) do

sinal

(composto 45b) FoPe AcOEt.

com tempo de
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Intens.

191. +MS, 14.8-14.9min #1746-1752
1%l 163.0394
x10 |
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Figura B80 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 13,0 min (composto
63) FoPe AcOEt.

Intens.
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Figura B81 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 15,9 min (composto
67) FoPe AcOEt.

'“‘9"/5- 231. +MS, 15.9-16.0min #1875-1881
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Figura B82 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencao 18,1 min (composto
69) FoPe AcOEt.

Intens.
x108

4

Intens.
[%]
x10%

44

Figura B83 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 18,1 min
(composto 70) FoPe AcOEt.

Figura B84 - EM-ESI-(+) of the peak at retention time (Rt ) 18,6 min
(composto 46) FoPe AcOEt.
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Figura B85 - EM-ESI-(+)
(composto 71) FoPe AcOEt.

do sinal

155

com tempo retencdo 19,3 min

Intens. [3g7.
x108 375‘.’1052
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163.0406
TR

0.0 cua bl i M
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Figura B86 - EM-ESI-(+) do
(composto 72) FoPe AcOEt.

sinal

T T T
800 1000 1200 mz

com tempo retencdo 19,4 min

Intens. {390,
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375.1062
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1.04 345.0951

0.0 L m il L
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200 400 600

Figura B87 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 74) FoPe AcOEt fracao

T T T
800 1000 1200 mz

com tempo retencdo 20,6 min

Intens. (247,

x104
305.1736

2.0+
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Figura B88 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 23.1

(composto 77) FoPe AcOEt.

Intens.

x1057]

1.254

1.00 +

Figura B89 -
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min

572. +MS, 23.1-23.1min #2730-2736)
361.0916
°
191.1500 271.0601 422.2874 511.1805
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EM-ESI-(+)

(composto 2a) FrPo nBut .

Intens.

[%T]

x104

2.5+

2.0

0.5+

do sinal

com tempo de

retencdo 8,2 min

113,

R

163.0406

190.0618

147.0475

210.1195
TR ) TP |

285.2771

s, ‘m ! ‘L\ il
4
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377.0970
il I

471.1534

447.1643
sl b g oot
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595.1674
L 4

489.1679 | J

Figura B90 -

100

200

EM-ESI-(+)

(composto 2b) FrPo nBut .

Intens.
[%]
x104

8-

do sinal

300

t
400

com tempo de

1 ¥
500 mz

retencdo 9,0 min
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Figura B91

EM-ESI-(+)

(composto 53a) FrPo nBut .

Intens.

e MS, 6.5-6.5min #766-771
1[0°4]< 163.0410
x
34
24
14 355.1031
324.1085
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do sinal com tempo de retencao
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6,5 min

Figura B92

EM-ESI-(+)

(composto 53b) FrPo nBut .

Intens.
(%]

5
5

0.5+

0.0

Figura B93 -

do sinal com tempo de retencéao

8,5 min

121. +MS, 8.5-8.8min #1008-1040|
163.0401
151.0362
355.1036
303.1353
‘ 211.0717
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EM-ESI-(+)

(composto 3) FrPo nBut .

Intens.
[%]

x10f

do sinal com tempo de retencao

9,4 min

147. S, 9.3-9.4min #1108-1119)
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Figura B94 -

EM-ESI-(+) do sinal

(composto 56a) FrPo nBut .

com tempo
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de retencdo 10,1 min

Intens.

o 168. +Ms, 10.0-10.1min #1185-1203
y 163.0400
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Figura B95 - EM-ESI-(+) do sinal

(composto 56b) FrPo nBut .

com tempo

de retencdo 11,2 min

Intens.
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Figura B96 - EM-ESI-(+) do sinal

(composto 5) FrPo nBut .

com tempo

de retencdo 10,7 min

Intens.
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Figura B99
(composto 61a) FrPo nBut .

Intens .

Figura B98 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 60) FrPo nBut .

Intens.

x104

!

Intens.

Figura B97 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo
(composto 58) FrPo nBut .
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de retencdo 11,0 min

s f200. VS, 10.9-11.2min #1293-1326
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com tempo de retengdo 12,0 min
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EM-ESI-(+) do sinal

T
1200 mz

com tempo de retencdo 12,9 min
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Figura B100 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 13,9 min
(composto 45a) FrPo nBut .

Inten/s. 293. S, 13.8-13.9min #1642-1648
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Figura B101 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 14,9 min
(composto 45b) FrPo nBut .

Intens. 335, +MS, 14.8-14.9min #1764-1770
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Figura B102 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencédo 15,9 min (composto
67) FrPo nBut .
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Figura B103 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencédo 15,9 min (composto

66) FrPo nBut .

+MS, 15.9min #1890
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Figura B104 - EM-ESI-(+) do sinal

(composto 68) FrPo nBut .

com tempo de retencdo 16 min

Intens. 353,
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Figura B105 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de

(composto 69) FrPo nBut .

retencdo 18,1 min
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Figura B106 - EM-ESI-(+) do
(composto 70) FrPo nBut .

sinal com

162

tempo de retencdo 18,3 min

|nte["/sj [a75. VS, 18.3min #2174
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Figura B107 - EM-ESI-(+) do
(composto 46) FrPo nBut .

sinal com

tempo de retencdo 18,2 min

Intens. 377,
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Figura B108 - EM-ESI-(+) do
(composto 71) FrPo nBut .
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Figura B109 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 19,5 min

(composto 72) FrPo nBut .

Intens. {519,

%]
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Figura B110 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retengéao 20,2 min (composto

73) FrPo nBut .
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Figura B111 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 77) FrPo nBut .

com tempo

de retencdo 23,1 min

Intens. fg5g. +MS, 23.1-23.1min #2745-2753
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Figura B112 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 24,3 min

(composto 78) FrPo nBut .
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5000

4000

3000+

2000

163.0501

285.2782

466.3090 525.2906

1000+

371.3134 584.2859

200 400 600

Figura B113 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 53b) FrPe nBut .
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Figura B114 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 3) FrPe nBut .
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1000 1200 mz
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Figura B115 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencédo 10,2 min (composto

56a) FrPe nBut .
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[%H
x104

0.8
163.0427

0.6

0.4+

285.2810

0.2+

0.0-4

200 400

Figura B116 - EM-ESI-(+) do
(composto 56b) FrPe nBut .
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Figura B117 - EM-ESI-(+) do

(composto 60) FrPe nBut .
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Figura B118 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 12,9 min

(composto 61a) FrPe nBut .
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Figura B119 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo
(composto 61b) FrPe nBut .
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y
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Figura B120 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo
(composto 45a) FrPe nBut .

de

retencao

13,9
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Intens. 156, +MS, 13.9-13.9min #1639-1645,
%] 163.0391
x104
6
325.0913
4
471.1504
642.2377
2
625.2098
‘ { { 564.3554 { 1266.4504
\‘\ - L“l L — L] " i ; , ,
200 400 600 800 1000 1200 mz



167

Figura B121 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 14,9 min
(composto 45b) FrPe nBut .
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Figura B122 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 15,6 min
(composto 65) FrPe nBut .
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Figura B123 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 16,0 min
(composto 66) FrPe nBut .
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Figura B124 - EM-ESI-(+) do
(composto 67) FrPe nBut .

sinal com tempo de

168

retencdo 15,9 min
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Figura B125 - EM-ESI-(+) do
(composto 68) FrPe nBut .

sinal com tempo de
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retencdo 16,1 min
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Figura B126 - EM-ESI-(+) do
(composto 69) FrPe nBut .

sinal com tempo de

T T
1000 1200 mz

retencdo 18,1 min
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Figura B127 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 18,3 min
(composto 70) FrPe nBut .
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Figura B128 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 18,2 min
(composto 46) FrPe nBut .
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Figura B129 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 19,3 min
(composto 71) FrPe nBut .
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Figura B130 - EM-ESI-(+) do
(composto 72) FrPe nBut .

sinal

170

com tempo de retencdo 19,5 min
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Figura B131 - EM-ESI-(+) do
(composto 73) FrPe nBut .

sinal com tempo de retengdo 20,2 min
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Figura B132 - EM-ESI-(+) do
(composto 75) FrPe nBut .
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Figura B133 - EM-ESI-(
(composto 76) FrPe nBut .

+)

171

do sinal com tempo de retencdo 21,8 min
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Figura B134 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retengdo

(composto 77) FrPe nBut .
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Figura B135 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 24,3 min

(composto 78) FrPe nBut .
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Figura B136 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 8,8 min
(composto 53b) FoPo nBut .
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Figura B137 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 8,3 min
(composto 2a) FoPo nBut .
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Figura B138 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 8,9 min
(composto 2b) FoPo nBut .
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Figura B139 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 9,3 min
(composto 3) FoPo nBut .
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Figura B140 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de reteng¢éao 10,0 min (composto
56a) FoPo nBut .
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Figura B141 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencéao 11,3 min (composto
56b) FoPo nBut .

Intens. 531,

x104
6

5

44

ol ‘I\.‘u‘ﬂ L

163.0392

2111777 325.0949

v bbb

411.1984

48&‘2582

565.1536
L 4

595.1650

u L

660.2554
. N

+MS, 11.2-11.3min #1323-1341

752.2737

200 400

1t
600

y T T
800 1000 1200 mz



174

Figura B142 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencédo 11,2 min (composto
58) FoPo nBut .
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Figura B143 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 11,5 min
(composto 59) FoPo nBut .
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Figura B144 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 12,1 min
(composto 60) FoPo nBut .
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Figura B145 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 12,7 min
(composto 61a) FoPo nBut .
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Figura B146 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencéao 14,8 min (composto
61b) FoPo nBut .
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Figura B147 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 13,9 min
(composto 45a) FoPo nBut .
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Figura B148 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 45b) FoPo nBut .
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com tempo de retencdo 14,9 min
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Figura B149 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 63) FoPo nBut .
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Figura B150 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 64) FoPo nBut .

com tempo de retencdo 13,5 min
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Figura B151 - EM-ESI-(+) do

(composto 67) FoPo nBut .

sinal com tempo de

177

retencdo 16,0 min
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Figura B152 - EM-ESI-(+) do
(composto 68) FoPo nBut .
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Figura B153 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de

(composto 69) FoPo nBut .
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Figura B154 - EM-ESI-(+) do sinal

(composto 70) FoPo nBut .
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Figura B155 - EM-ESI-(+) do
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(composto 46) FoPo nBut .
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Figura B156 - EM-ESI-(+) do sinal com
(composto 71) FoPo nBut .
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Figura B157 - EM-ESI-(+) do sinal com

(composto 72) FoPo nBut .
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Figura B158 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 21,8 min
(composto 76) FoPo nBut fracao
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Figura B159 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 77) FoPo nBut fracao
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Figura B160 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 2,9 min
(composto 53a) FoPe nbut .

Intens. 5.
x1059

+MS, 2.9-3.0min #338-353
144.0974
0.8
0.6
0.4+

0.2 595.1655
310.1276
i 480.2053 l
0.0 TN T Lo bl ol bl "

T T T T
200 400 600 800 1000 1200 mz

Figura B161 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 8,2 min
(composto 2a) FoPe nbut .
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Figura B162 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 11,8 min
(composto 2b) FoPe nbut .
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Figura B163 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 9,3 min

(composto 3) FoPe nbut .
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Figura B164 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo

(composto 56a) FoPe nbut .

de

retencdo 10,6 min
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Figura B165 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo

(composto 56b) FoPe nbut .
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Figura B166 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de

(co
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Figura B167 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de
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Figura B168 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de
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Figura B169 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 61b) FoPe nbut .
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Figura B170 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 64) FoPe nbut .
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Figura B171 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de reteng¢éao 13,9 min (composto
45a) FoPe nbut .
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Figura B172 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencdo 14,9 min
(composto 45b) FoPe nbut .
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Figura B173 - EM-ESI-(+) do
(composto 67) FoPe nbut .
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Figura B174 - EM-ESI-(+) do
(composto 69) FoPe nbut .
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Figura B175 - EM-ESI-(+) do sinal com

(composto 46) FoPe nbut .
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Figura B176 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 70) FoPe nbut .
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Figura B177 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 71) FoPe nbut .
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Figura B178 - EM-ESI-(+) do sinal com

(composto 72) FoPe nbut.
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Figura B180 - EM-ESI-(+) do sinal
(composto 77) FoPe nbut.
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Figura B181 - EM-ESI-(+) do sinal com tempo de retencéo 24,3 min (composto
78) FoPe nbut.
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APENDICE C — ESPECTROS DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR CG-
EM

Figura C1 - EM-IE r 21,8 min
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Figura C2 - EM-IE r 21,9 min
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Figura C3 - EM-IE & 25,1 min
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Figura C4 - EM-IE tr 25,8 min
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Figura C6 - EM-IE fr 26,6 min
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Figura C7 - EM-IE tr 27,2 min
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Figura C8 - EM-IE tr 28 min
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Figura C9 - EM-IE fr 28,7 min
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Figura C10 - EM-IE & 29,1 min

191

700e3

70

50

75

8

171

185 199 2)3

' I160I o I1&5I o

Figura C11 - EM-IE & 30,9 min
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Figura C13 - EM-IE tr 32,2 min
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Figura C14 - EM-IE fr 40,5 min
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Figura C15 - EM-IE fr 44,2 min

450e3

430

2%0



Figura C16 - EM-IE r 27,9 min

250000

193

22500
200000
175000
15000 4P
125000
10000
7500
50000

2500

50

71

75

4

149

Figura C17 - EM-IE fr 54,8 min
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