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RESUMO

O género Cnidoscolus, pertencente a familia Euphorbiaceae, é conhecido popularmente
como cansancao ou favela e esta distribuido em diversos paises da América. No Brasil,
esta presente principalmente no dominio fitogeografico Caatinga e possui varias espécies
amplamente utilizadas por comunidades tradicionais. No entanto, hd poucos estudos
quimicos e farmacolégicos sobre 0 género e ndo ha a descricdo de trabalhos envolvendo
a anotacdo de compostos por Molecular Networking. Visando ampliar o conhecimento
quimico sobre as espécies C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius foram realizadas
analises, envolvendo os extratos das folhas e caules, de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada & espectrometria de massas
com ionizacdo por eletrospray (CLAE-IES-EM/EM), anélise de componentes principais
(ACP) e o isolamento de alguns metabdlitos por cromatografia em coluna filtrante. A
atividade microbiana dos extratos de C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius frente as cepas
Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram avaliadas para a determinacdo da
Concentracdo Inibitdria Minima (CIM). A ACP dos dados de RMN de hidrogénio dos
extratos revelou que o perfil quimico das espécies é semelhante. A andlise das classes
metabolicas presentes nas espécies de Cnidoscolus por CLAE-IES-EM/EM (modos
positivo e negativo) com consequente construcdo de redes moleculares das espécies
estudadas, levou a desreplicacdo de compostos fendlicos com a anotacdo de 40
flavonoides (da classe dos flavonois, flavanois, flavonas e flavanonas) e 4 &cidos
hidroxicinamicos. Os metabdlitos isolados por cromatografia filtrante foram
caracterizados por RMN como pertencentes a classe dos esteroides (sitosterol,
estigmasterol, campesterol e fucosterol). O extrato etandlico das folhas de C. bahianus
apresentou atividade antimicrobiana moderada e os demais ndo apresentaram atividade
para as cepas testadas.

Palavras-chaves: 1. Cnidoscolus. 2. flavonoides glicosilados. 3. esteroides. 4. Molecular

Networking. 5. Global Natural Products Social Molecular Networking.



ABSTRACT

The genus Cnidoscolus belongs to the Euphorbiaceae family, is popularly known as
cansancao or favela, and is distributed in several countries in America. In Brazil, this
genus is mainly present in the Caatinga phytogeographic domain and has several species
widely used by traditional communities. However, there are few chemical and
pharmacological studies on this genus and there are no works description involving the
annotation of compounds by Molecular Networking. In order to expand the chemical
knowledge about the species C. bahianus, C. urniger and C. vitifolius, Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) and high performance liquid chromatography coupled to electrospray
ionization mass spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS), principal component analysis (PCA),
analyzes were performed involving extracts from leaves and stems, and some metabolites
were isolated by filter column chromatography. The antimicrobial activities of C.
bahianus, C. urniger and C. vitifolius extracts against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus strains were evaluated to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). The PCA of the 'H NMR data of the extracts revealed that the
chemical profile of the species is similar. The analysis of the metabolic classes of the
compounds from Cnidoscolus species by HPLC-IES-MS/MS (positive and negative
modes) with consequent construction of molecular networking of the studied species led
to the dereplication of phenolic compounds with the annotation of 40 flavonoids (class of
flavonols, flavanols, flavones and flavanones) and 4 hydroxycinnamic acids. The
metabolites isolated by filter chromatography were characterized by NMR as belonging
to the steroid class (sitosterol, stigmasterol, campesterol and fucosterol). The ethanolic
extract of C. bahianus leaves showed moderate antimicrobial activity and the others
showed no activity for the tested strains.

Keywords: 1. Cnidoscolus. 2. flavonoids glycosides. 3. steroids. 4. Molecular

Networking. 5. Global Natural Products Social Molecular Networking.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Familia Euphorbiaceae

Euphorbiaceae (Ordem Malpighiales) esta entre as maiores familias de plantas
angiospermas distribuidas nas regiGes tropicais e temperadas de todo o planeta,
especialmente nos continentes africano e americano (WEBSTER, 1994;: SATIRO e
ROQUE, 2008; CREPALDI et al., 2016). As especies desta familia sdo altamente
diversificadas na estrutura vegetativa, representadas principalmente por arvores, arbustos
e ervas. De acordo com dados da literatura, é constituida por 299 géneros com 8.000
espécies, agrupadas em 47 tribos e em sete subfamilias: Phyllanthoideae, Oldfieldoideae,
Peroideae, Cheilosoideae, Alcalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae (ESSER,
2012; KUBITZKI, 2014).

A familia Euphorbiaceae estd amplamente distribuida em diversos lugares do
mundo e destaca-se pela diversidade de espécies em diferentes ecossistemas. Acalypha,
Chamaesyce, Cnidoscolus, Croton, Euphorbia, Hevea, Jatropha, Manihot, Phyllantus,
Ricinus e Tragia estdo entre os géneros mais representativos (RAI et al.,2012). Como
consequéncia de sua diversidade, incluem inGmeras espécies economicamente
importantes, como por exemplo, Ricinus communis L. (mamona), Manihot esculenta
Crantz (mandioca) e Hevea brasiliensis Willd. Ex. A. Juss (seringueira), entre outras
(MWINE e VAN DAMME, 2011).

As espécies pertencentes a esta familia destacam-se na medicina tradicional por
serem utilizadas no tratamento e controle de inimeras doencas, contribuindo para a satde
de individuos de diversas comunidades em todas as partes do mundo. Nesse contexto,
destaca-se 0 género Cnicoscolus devido ao potencial e diversidade farmacologica,
associada a producdo de um amplo espectro de metabdlitos secundarios (BIJEKAR e
GAYATRI, 2014; SHARMA et al., 2017).

1.2. Género Cnidoscolus Pohl

Algumas das espécies de Euphorbiaceae fazem parte do género Cnidoscolus Pohl,
caracteristico de regides neotropicais, que inclui cerca de 70 espécies (WEBSTER, 1994;
OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2018). México e Brasil representam os paises com maior



diversidade de espécies de Cnidoscolus (LEON-DE LA LUZ et al., 1999; GOMES et al.,
2014). No Brasil, por exemplo, o género é representado por 43 espécies (Tabela 7,
Apéndice A, pagina 110) com distribuicdo em diferentes areas fitogeogréficas, incluindo
a ocorréncia de 23 espécies no Cerrado e 18 oriundas da Caatinga (THE PLANT LIST,
2013; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2018; MOURA et al., 2019; FLORA DO BRASIL,
2022). A principal caracteristica do género Cnidoscolus € a presenca de tricomas
urticantes distribuidos por toda parte vegetativa e floral e quando estimulados provocam
fortes dores localizadas (MELO e SALES, 2008).

Diversos estudos etnofarmacologicos no Brasil mostraram um grande numero de
espécies vegetais do género Cnidoscolus, popularmente conhecidas como urtiga,
faveleiro, faveleira ou favela e utilizadas por comunidades tradicionais para o tratamento
de varias doencas (GOMES et al., 2014). As principais indicacdes, incluem acéo anti-
inflamatdria, antitumoral, anti-séptico, para o tratamento de infeccBes renais, infeccéo
vaginal, lesdes dermatoldgicas e oftdlmicas, hematomas, contus@es, fraturas, apendicite,
hemorragia, antibiotico, feridas, verrugas, laxante, diurético, disenteria, diabetes, insonia,
Glcera e reumatismo (GOMES et al., 2014; JIMENEZ-ARELLANES et al., 2014;
PEREZ-GONZALEZ et al., 2017; MOURA et al., 2019).

Apesar de existir um nimero limitado de estudos quimicos para as espécies deste
género, na literatura foram descritas varias classes de compostos bioativos (metabélitos
primarios ou secundarios) distribuidos em diferentes partes das plantas. Peixoto Sobrinho
et al. (2012) investigaram as caracteristicas fitoquimicas e a atividade microbiana de
extratos organicos de quatro espécies do género Cnidoscolus (C. infestus, C. pubescens,
C. quercifolius e C. urens) e relataram a presenca de metabdlitos secundarios como,
antocianinas, antraquinonas, cumarinas, flavonoides, esteroides lignanas, saponinas,
taninos, triterpenos e xantinas, que estdo entre as principais classes de metabolitos
secundarios isolados do género (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2018; MOURA et al., 2019).

Ohta et al. (1994) isolaram os compostos diterpénicos metil favelina (1), favelina
(2) e deoxofavelina (3) do extrato metandlico da casca do caule de C. phyllacanthus,
relatados também para a espécie C. souzae (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2018). De acordo
com Paula et al. (2016) também foram isolados do extrato hexanico da casca do caule de
C. phyllacanthus, uma mistura de triterpenos 34-O-nanoil-lupeol (4), 34-O-cinamoil-
lupeol (5), 34-O-diidrocinamoil-lupeol (6), a mistura de esteroides sitosterol (7) e
estigmasterol (8) e do extrato etandlico da casca do caule, os diterpenos metil favelinha e
deoxofavelina (Figura 1).
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Figura 1. Estruturas dos compostos isolados da casca do caule de C. phyllacanthus (OHTA et al., 1994,
PAULA et al., 2016).

Em estudo realizado por Yuan et al. (2007) foram isolados 26 compostos a partir
do extrato etanolico das partes aéreas de C. texanus: 15 flavonoides (9-23), 3 cumarinas
(24-26), 3 derivados de &cidos cumaricos (27-29), 4 triterpenos (30-33) e um fitosterol
(34). Os flavonoides (9), (10), (12), (14) e (15) séo os mais abundantes e apresentam
potencial para serem utilizados como marcadores quimicos para distinguir os taxons do
género Cnidoscolus. Na Figura 2 séo apresentadas as estruturas dos compostos isolados

de C. texanus.
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Figura 2. Estruturas quimicas dos compostos isolados de C. texanus (YUAN et al., 2007).

Zapata-Estrella et al. (2014) relataram o isolamento da substancia 7-
deoxynimbidiol (35) (Figura 3) a partir do extrato etandlico das raizes da espécie C.
souzae. Este metabolito havia sido isolado previamente de Celastrus hypoleucus

(Celastraceae) e relatado por apresentar atividade anti-tumoral.
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Figura 3. Estrutura quimica do composto isolado de C. souzae (ZAPATA-ESTRELLA et al., 2014).

Em estudo realizado por Pérez-Gonzélez et al. (2017) foram descritos a analise
fitoquimica, atividade bioldgica e o isolamento dos compostos moretenol (36), acetato de
moretenil (37), kaempferol-3,7-dimetil éter (38) e 5-hidroxi-7-3",4’-trimetoxi-flavanona
(39) a partir do extrato cloroférmio:metanol das partes aéreas de C. chayamansa (Figura
4).
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Figura 4. Estruturas quimicas dos compostos isolados de C. chayamansa (PEREZ-GONZALEZ et al.,
2017).

Além das analises fitoquimicas descritas, foram realizados estudos
farmacologicos envolvendo diversos extratos, fracbes ou compostos isolados de
diferentes espécies do género Cnidoscolus. Utilizando-se modelos experimentais in vivo
ou in vitro, foram confirmadas diversas atividades bioldgicas como antioxidante,
hipoglicémica, hepatoprotetora, hipocolesterolémica, citotoxica, antianémica,
antinociceptiva, anti-inflamatoria e antimicrobiana (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2011;



GARCIA-RODRIGUEZ et al., 2014; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2018; MOURA et al.,
2019).

Tendo em vista que o estudo fitoquimico contribui significativamente para o
conhecimento dos constituintes quimicos e do potencial farmacolégico em espécies
vegetais, as plantas medicinais provaram ser uma importante fonte na busca de novos
medicamentos. O género Cnidoscolus ainda é amplamente inexplorado e apresenta pouca
literatura em relagdo a investigacéo de compostos bioativos e atividades biologicas. Dessa
forma, destaca-se neste trabalho o estudo das espécies Cnidoscolus bahianus (Ule) Pax

& K.Hoffm, Cnidoscolus urniger (Pax) Pax e Cnidoscolus vitifolius (Mill.) Pohl.

1.2.1. Cnidoscolus bahianus (Ule) Pax & K.Hoffm.

Conhecida popularmente por “favela-branca”, “favela-brava”, “favela-de-
galinha” e “cansangdo branco”, C. bahianus (Figura 5) é uma arvore (2-7 metros de
altura) facilmente reconhecida pela presenca de tricomas urticantes nos frutos, ramos e
folhas (ovais e com margem denteada). Ocorre em areas de caatinga, sobre solos argilosos
ou argilo-arenosos, presente em diversos Estados, principalmente, no Nordeste do Brasil
(MELO e SALES, 2008; HURBATH et al., 2016). No entanto, ndo ha estudos quimicos

e bioldgicos para esta espécie.

Figura 5. Cnidoscolus bahianus coletada na cidade Tanque Novo/BA (saida da cidade para Botupord).
Fonte: Cellini C. Oliveira, 2016.



1.2.2. Cnidoscolus urniger (Pax) Pax

Cnicoscolus urniger (Figura 6) conhecida popularmente como “cansangdo”, ¢ um
subarbusto ou arbusto (0,8-1,5 metros de altura), apresenta tricomas urticantes (2-9,5 mm
de comprimento) nos ramos, peciolos, laminas foliares, inflorescéncias, periantos e
frutos. Facilmente séo reconhecidas pelo perianto (involucro) nas flores e pelos estames
completamente livres. A espécie tem ocorréncia restrita ao Brasil (Bahia, Pernambuco e
Piaui) e também ndo possui estudo quimico e bioldgico (MELO e SALES, 2008;
HURBATH et al., 2016).

Figura 6. Cnidoscolus urniger coletada na cidade de Tanque Novo/BA (BA 156). Fonte: Cellini C.
Oliveira, 2016.

1.2.1.3. Cnidoscolus vitifolius (Mill.) Pohl

Cnidoscolus vitifolius (Figura 7) é conhecida pelo nome vernacular de
“cansan¢do” (Ceara, Goids, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Pernambuco),
“favela” (Pernambuco) e “urtiga” (Ceard), apresenta-Se COMo um arbusto ou arvoreta
(0,6-4 metros de altura), com a presenca de tricomas urticantes nas laminas foliares,
peciolos, ramos, inflorescéncias e frutos. Ocorre na Argentina e no Brasil com
predominancia em solos arenosos e areno-argilosos (MELO e SALES, 2008; HURBATH
et al., 2016).



Figura 7. Cnidoscolus vitifolius coletada na cidade de Acretina/GO (25km de Santo Ant6nio da Barra km
314, BR 060, as margens da rodovia). Fonte: Cellini C. Oliveira, 2016.

Brum et al. (1998) isolaram a partir do extrato diclorometano do caule de C.
vitifolius, a mistura de esteroides sitosterol, estigmasterol e campesterol (40), acido 3-
acetilaleuritolico (41), 3-f-acetil-lupeol (42), cinamoil-lupeol (43) e 3-f-hexanoil-lupeol

(44) (Figura 8).



(44)

Figura 8. Estruturas quimicas dos compostos isolados de C. vitifolius (BRUM et al., 1998).

Conforme descrito anteriomente, ndo foram encontrados na literatura estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos das espécies C. bahianus e C. urniger e ha poucas
informagdes sobre o potencial fitoquimico de C. vitifolius. Os estudos quimicos
envolvendo as espécies de Cnidoscolus evidenciam a presenca de compostos bioativos
distribuidos em diferentes partes das plantas, como os flavonoides, esteroides, triterpenos
e diterpenos sdo as principais classes encontradas no género. Com relacdo as
investigacGes farmacoldgicas, as espécies de Cnidoscolus mostram que as atividades
antioxidante, antibacteriana e antinflamatoria também sdo comuns para espécies do
género (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2018). Nesse sentido, faz-se necessaria a realizagdo

de estudos fitoquimicos e bioldgicos para as espécies mencionadas.



1.3. Produtos Naturais (PNs): fonte de moléculas bioativas

Historicamente, substancias quimicas derivadas de animais, plantas e micro-
organismos tém sido utilizadas para tratar doencas. Plantas e micro-organismos produzem
substancias bioativas Unicas, conhecidas como produtos naturais, possuindo ampla
diversidade estrutural e funcional (MOLINARI, 2009).

Os produtos naturais sdéo amplamente definidos como um conjunto de pequenas
moléculas produzidas por organismos vivos que nao estdo envolvidas com o metabolismo
priméario (PYE etal., 2017; MUHAMMAD et al., 2020). Esses compostos sdo produzidos
pelo metabolismo secundério e utilizados pela humanidade para o tratamento medicinal
desde os tempos imemoriais (DUTTA et al., 2019).

Os primeiros registros do uso medicinal de plantas foram datados em 2600 a.C, e
documentam o uso de extratos de plantas na Mesopotamia. O registro mais conhecido da
medicina egipcia ¢ o “Papiro de Ebers” relatando o uso de mais de 700 remédios, a
maioria a base de plantas. Da mesma forma, a Medicina Tradicional Chinesa e a Medicina
Tradicional Indiana (Ayurveda) tém sido extensivamente documentadas ao longo dos
séculos (CRAGG e NEWMAN, 2013).

No mundo ocidental antigo, os gregos contribuiram significativamente para o
desenvolvimento racional do uso de plantas medicinais. Dioscorides, medico grego (100
d.C.) registrou durante suas viagens com o exército romano, a coleta, 0 armazenamento
e 0 uso de ervas medicinais. Galeno (130-200 d.C.) professor de farmacia e medicina
publicou 30 livros sobre prescri¢des e formulas complexas usadas na composicdo de
medicamentos (GURIB-FAKIM, 2006; CRAGG e NEWMAN, 2013).

Os compostos derivados de plantas sdo atualmente empregados na terapia
moderna e desempenham papel fundamental na sintese de moléculas mais complexas
(DUTRA et al., 2016). Esses compostos sdo utilizados como: i) fonte direta de agentes
terapéuticos; ii) fonte de matéria-prima para o desenvolvimento de drogas complexas,
semi-sintéticas; iii) prototipos para o delineamento de moléculas; iv) como marcadores
taxonémicos para descoberta de novos medicamentos (CALIXTO, 2019).

Diversos farmacos clinicamente utilizados sdo derivados de produtos naturais
provenientes de plantas, dentre eles destaca-se a morfina (45), vimblastina (46),
vincristina (47), quinina (48) e artemisinina (49) (Figura 9) (KINGSTON, 2011).
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Figura 9. Exemplos de farmacos derivados de plantas. Adaptado de KINGSTON (2011).

No periodo de 1940 a 2020, a utilizacdo de PNs e derivados representaram uma
parte substancial no mercado farmacéutico e inimeras publica¢bes enfatizaram que 0s
PNs continuam a desempenhar um papel altamente significativo no processo de
descoberta e desenvolvimento de medicamentos (NEWMAN e CRAGG, 2016; HASSAN
et al.,, 2019 NEWMAN e CRAGG, 2020). Varios medicamentos aprovados pela
instituicdo regulatoria FDA (Food and Drug Administration) dos EUA vieram direta ou
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indiretamente de estudos com PNs, que fornecem ampla diversidade estrutural de novas
entidades quimicas (PATRIDGE et al., 2016).

Newman e Cragg (2020) realizaram uma revisao abrangendo as fontes de agentes
terapéuticos aprovados no periodo de 1 de janeiro de 1981 a 30 de setembro de 2019
(Figura 10) e reforgaram a contribuicdo dos PNs na descoberta e desenvolvimento de

farmacos.

S*/NM, 207, 5 B, 346, 18.4

E——

S*, 65,3.2

‘\B 14,08

S/NM, 217, 11.5

ND, 356, 18.9

S, 463, 24.6
=B =N NB ND S S/NM =S S*/NM =)

Figura 10. Medicamentos aprovados de 01 de janeiro de 1981 a 30 de setembro de 2019: B: agente
bioldgico; N: produto natural; NB: produto natural “botanico”; ND: derivado de produto natural; S:
totalmente sintético; S/NM: sintético que imita produto natural; S*: sintese total, mas o farmacéforo é
derivado de produto natural; S*/NM: sintese total, mas o farmacéforo imita produto natural; V: vacina
(NEWMAN e CRAGG, 2020).

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do mundo, com mais de 50.000 espécies
de plantas superiores (CALIXTO, 2019). O aproveitamento e exploracdo racional dessas
espécies de plantas é alcancado através de estudos fitogquimicos e farmacoldgicos
associados a ensaios biolégicos que contribuem para a descoberta, confirmacdo de
substancias relatadas na literatura e identificacdo de novos compostos bioativos (SILVA
et al., 2010). Nesse cenario, destaca-se a Euphorbiaceae, uma das familias mais ricas em
nimero de espécies vegetais apresentando representantes em diferentes dominios

fitogeogréaficos do Brasil.

1.4. Flavonoides

Os flavonoides sé@o compostos polifenolicos amplamente encontrados em plantas,
possuem cerca de 9.000 compostos diferentes descritos na literatura e desempenham
papel essencial em diversos processos bioldgicos. Esses metabdlitos sdo considerados
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biologicamente ativos por apresentarem efeito antioxidante, propriedades
antimicrobianas e antiflamatérias (PANCHE et al., 2016; BAKER, 2022; SHEN et al.,
2022).

Os flavonoides s&o provenientes de biossintese a partir da combinacdo de duas
vias (chiquimato e acetato) que originam as diferentes formas de flavonoides (52-60)
(HEINRICH et al., 2012) (Figura 11).

HO. O, OH OH
= SCoA + SCoA J——
\O\/\”/ SCon N
[¢] o o [e] o [e]

3

acido-p-cumaroil-CoA (50) malonilcoenzima A (51)
SCoA
T
OH
chalconas (52) (53
OH OH
isoflavonoides (54) flavanonas (55) di-hidroflavondis (56) flavandiois (57)

flavonas (58) flav0n0|s (59) catequmas

Figura 11. Biossintese dos flavonoides. Adaptado de Heinrich et al., 2012.

Os flavonoides que ocorrem como agliconas e glicosideos constituem o principal
grupo de compostos fendlicos presentes nas plantas e sdo responsaveis, junto aos
carotenoides e as clorofilas, pelas cores azul, roxo, amarelo, laranja e vermelho nas
plantas (EVANS, 2009; COSME et al., 2020). Esses compostos também séo alvo de
estudos metaboldmicos baseados em espectrometria de massa (EM) devidos as fungdes

gue exercem nas plantas e potenciais beneficios a satde (AKIMOTO et al., 2016).

Essa classe de compostos esta envolvida em processos de adaptacdo das plantas
durante condicGes de estresse, como protecdo contra herbivoros e microrganismos e
protecdo contra a exposicao a radiacdo UV e Visivel, acdo alelopatica, atragdo de animais
polinizadores e inibicdo de enzimas (SIMOES et al., 2017).
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A estrutura quimica dos flavonoides é constituida por trés anéis fendlicos
formados por 15 carbonos (C6-C3-C6), que consiste em dois anéis aromaticos
(denominados anéis A e B) unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico
oxigenado (denominado anel C) (Figura 12) (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2020).

(61)

Figura 12. Esqueleto bésico da estrutura dos flavonoides (VERRI JR. et al., 2012).

As principais classes de flavonoides sdo chalconas (52), isoflavonas (54),
flavanonas (55), flavonas (58), flavonois (59), flavanondis, flavan-3-ols, antocianidinas e
auronas (VERRI JR. et al., 2012). A classificagdo dos flavonoides é baseada no estado de
oxidacdo e no padrdo de substituicdo do anel heterociclico central, enquanto 0s compostos

individuais dentro de uma classe diferem no padréo de substituicdo dos anéis A e B.

1.5. Triterpenos e esteroides

Os terpenos constituem uma vasta classe de metabdlitos secundarios derivados de
unidades de isoprénicas (Cs) e biosintetizados através de duas rotas metabdlicas: acido
mevaldnico e desoxixilulose-fosfato. As estruturas que apresentam esqueletos de carbono
(Cs)n sdo classificadas como hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos
(C1s), diterpenos (Czo), sesterterpenos (Czs), triterpenos (Cso), esteroides (Cis-Cso) e
tetraterpenos (Cao). A biossintese dos terpenos ocorre a partir da conversdo do difosfato
de isopentenila (IPP) para difosfato de dimetalalila (DMAPP), reacdo catalisada por meio
da isomerase do IPP (DEWICK, 2011; RENDA et al., 2021) (Figura 13).
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Figura 13. Uma visdo geral da biossintese dos terpenos a partir do difosfato de isopentenila (IPP). Adaptado de

DEWICK, 2011.

As vias do mevalonato e do metileritritol fosfato sdo responsaveis pela biossintese

de terpenos e esteroides. Os triterpenos e esteroides séo formados pela via do mevalonato,

enquanto a maioria dos outros terpenos (Cio, Cz20, Cs0) s&o0 derivados do metileritritol
fosfato (DEWICK, 2011).

Os triterpenos sdo um dos grupos de metabdlitos secundarios mais abundantes,

com mais de 14.000 estruturas conhecidas. Esses compostos desempenham funcdes

importantes na defesa e no desenvolvimento das plantas (CARDENAS et al., 2019).

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado as diversas propriedades dos triterpenos, como
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atividade anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatoria, anti-aterosclerotica e antiviral
(NAZARUK e KLUCZYK, 2015).

O lupeol (Figura 14), um triterpeno pentaciclico da classe dos lupanos, é
encontrado em muitas plantas. Diversos estudos indicaram que o lupeol possui diversas
atividades farmacoldgicas benéficas, incluindo acao antioxidante, anti-inflamatoria, anti-

hiperglicémica, antidislipidémica e antimutagénica (TSAI et al., 2016).

/

///
~
0
%

(64)

Figura 14. Estrutura do lupeol. Adaptado de TSAI et al., 2016.

Os esteroides podem ser considerados metabolitos dos triterpenos, uma vez que
se originam do cicloartenol (derivado da ciclizacdo do esqualeno), com a perda de trés
grupos metila (SIMOES et al., 2017). Os fitoesterdis, os compostos esteroides das
plantas, sdo componentes estruturais das membranas biolégicas e desempenham funcgdes
regulatérias importantes. Esses compostos sdo precursores dos hormonios vegetais, 0s
brassinosterdides (BS), regulando o crescimento e o desenvolvimento das plantas; e estdo
diretamente envolvidos na transducdo de sinal transmembrana por meio da formagdo de
microdominios lipidicos de membrana (VALITOVA et al., 2016).

Os fitoesterois sdo compostos por 27 a 29 atomos de carbono, diferenciando-se na
configuracdo do esqueleto basico, na cadeia lateral ou por seus grupos polares. Mais de
250 fitoesterdis foram identificados, sendo os mais abundantes o campesterol, o
estigmasterol e o sitosterol. Os esteroides podem ser encontrados em tecidos vegetais na
forma livre e conjugada (FENG et al., 2020). Estudos realizados in vitro e em animais
mostram que estes compostos apresentam diversos efeitos bioldgicos tais como, atividade
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quimiopreventiva, antioxidante, anti-inflamatoria, anti-diabética, anti-aterosclerética e
cardioprotetora (SALEHI et al., 2021).

1.6. Metaboldémica de Plantas

A abordagem classica na descoberta de PN bioativos geralmente comeca com a
triagem biologica de extratos brutos, seguida de procedimentos de fracionamento até o
isolamento e a identificacdo do(s) composto(s) bioativo(s). No entanto, 0s processos
classicos de isolamento de PN sdo frequentemente demorados e muitas vezes ineficientes
para descobrir novos compostos, levando ao re-isolamento e re-identificacdo de
compostos conhecidos. A associacdo de ferramentas analiticas a tratamentos

nAa

computacionais e estatisticos, conhecidas como ferramentas "dmicas"”, constitui um
poderoso aliado para 0s quimicos de produtos naturais (DEMARQUE et al., 2020).

Os estudos metabolomicos séo considerados uma das abordagens mais avangadas
em relacdo ao mapeamento quimico de um organismo da biodiversidade (FIEHN, 2002;
BINO et al., 2004 e FUNARI et al., 2013). Estes estudos englobam a investigacdo de
alteracfes metabdlicas de diversos organismos em resposta aos diferentes fatores fisicos
(luz UV, calor, desidratacdo, clima, regido, etc.), quimicos (farmacos e agrotdxicos) ou
bioldgicos (agentes patogénicos) (FUNARI et al., 2013; KUMAR et al., 2016, LIU e
LOCASALE, 2017).

As estratégias de analise metabol6mica podem ser divididas em abordagens nédo
direcionadas (untargeted) e direcionadas (targeted) cada uma com suas vantagens e
limitacBes. O experimento ndo direcionado concentra-se na andlise simultanea de
centenas a milhares de metabolitos de uma variedade de classes, presentes em uma
amostra, incluindo compostos desconhecidos. 1sso pode ser benéfico para a triagem de
biomarcadores (ZAMBONI et al., 2015; CAJKA e FIEHN, 2016).

Entretanto, os principais desafios dessa abordagem estdo no tempo necessario para
processar as extensas quantidades de dados brutos gerados, as dificuldades em identificar
e caracterizar pequenas moléculas desconhecidas, a dependéncia da cobertura analitica
intrinseca da plataforma empregada e a tendéncia para a deteccdo de moléeculas
abundantes (ROBERTS et al., 2012).

Por outro lado, a metaboldmica direcionada envolve a analise de um pequeno
numero de metabolitos quimicamente caracterizados e bioquimicamente selecionados.
Através do uso de padrdes internos, a analise pode ser realizada de maneira quantitativa
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ou semi-quantitativa (ROBERTS et al., 2012). Como a metabolémica direcionada
envolve a deteccdo de um pequeno numero de metabdlitos com propriedades especificas,
requer instrumentos altamente sensiveis e precisos, aléem de um bom conhecimento da

natureza quimica dos metabdlitos (RAI et al., 2013).

Na pesquisa de produtos naturais, diferentes estratégias analiticas sdo usadas para
determinar a composicdo quimica de uma amostra vegetal, incluindo a analise de
metabolitos alvos (anélise qualitativa e quantitativa de um ou poucos metabdlitos
relacionados a uma reacdo metabolica especifica), perfil metabdlico (identificacdo e
quantificacdo de certos metabolitos associados a uma via metabolica especifica) e
fingerprinting metabolico (uma anélise rapida e global utilizada para classificar as
amostras) (FIEHN, 2002; WECKWERTH e KAHL, 2013).

Inimeros métodos analiticos tém sido utilizados para caracteriza¢do quimica de
extratos vegetais, destacando-se os métodos de espectroscopia direta, como ressonancia
magnética nuclear (RMN) ou espectrometria de massa de alta resolucdo (EMAR). No
entanto, devido a diversidade quimica dos produtos naturais, os metabdlitos geralmente
precisam ser separados por cromatografia antes da deteccdo. Neste sentido, a
espectrometria de massa (EM) acoplada a cromatografia em fase gasosa ou liquida (CG-
EM e CL-EM, respectivamente) tem sido utilizada amplamente (HALBWIRTH et al.,
2019).

1.7. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a Espectrometria
de massas (EM)

Diante da extensa diversidade de propriedades fisico-quimicas dos PNs houve a
necessidade de utilizar diferentes técnicas analiticas e/ou a combinagdo entre elas,
visando separacdo de compostos, reprodutibilidade e ampla cobertura do metaboloma
(ASZYK et al., 2018). A hifenagdo CLAE-EM facilita a analise de misturas complexas
como em extratos vegetais, geralmente ndo requer etapas de derivatizagdo e amostras de
diferentes matrizes biologicas em faixas desiguais de concentracdo podem ser analisadas
usando CLAE-EM (ALVAREZ-RIVERA et al., 2019).

A ionizacdo por eletrospray (IES) € a principal fonte de ionizacdo usada em

estudos metaboldmicos empregando CLAE-EM. Essa técnica de ionizacdo branda
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apresenta capacidade de produzir um grande nimero de ions por meio da transferéncia de
carga em solucdo e geralmente forma ions moleculares intactos que auxiliam na

identificacéo inicial de uma amostra (ZHOU et al., 2013).

As andlises por IES podem ser realizadas nos modos de ionizagao positivo (IES™)
e negativo (IES"), dependendo da polaridade da tensdo aplicada. Os compostos basicos
podem ser ionizados no IES™ através da producdo de adutos protonados ([M+H]),
enquanto compostos acidos fornecem melhores espectros no IES™ formando adutos
desprotonados ([M-H]) (ALLWOOD e GOODACRE, 2009; STECKEL e
SCHLOSSER, 2019).

Os analisadores de massa mais empregados em CL-EM s&o os do tipo quadrupolo
simples (Q), por tempo de voo (TOF), armadilha de ions (IT) e ressonancia ciclotronica
de ions com transformada de Fourier (FT-ICR) (WU et al., 2013). Cada um desses
analisadores pode ser usado independentemente, ou podem ser acoplados em
configuracBes hibridas, técnica descrita como espectrometria de massa sequencial
(tandem mass spectrometry) (OLSHINA e SHARON, 2017).

A espectrometria de massas sequencial ou EM/EM refere-se a combinacao de dois
ou mais experimentos de espectrometria de massas. Em um experimento EM/EM os ions
analisados em um primeiro estagio da analise (EM1) sdo submetidos a fragmentacdes, 0s
produtos sdo coletados e analisados em um segundo estagio, 0 EM2 (GROSS, 2017). Os
espectrometros de massa sequenciais mais empregados incluem o Triplo Quadrupolo
(QgQ ou TQ), Quadrupolo-Armadilha de ions Linear (Q-Trap), Triplo Quadrupolo Linear
OrbiTrap (LTQ Orbitrap), Quadrupolo-Tempo-de-Voo (QTOF) (WU, 2013).

O avango de técnicas analiticas hifenadas de separacéo e detec¢do, como CL-EM,
permitiu a identificacdo estrutural de metabolitos secundarios em misturas complexas e a
obtencéo do perfil metabolico de espécies vegetais, através de uma ferramenta conhecida
como desreplicacdo, evitando o isolamento de compostos conhecidos na literatura,
associada a pesquisa em bibliotecas de dados de espectrometria de massas (FRAIGE et
al., 2017).
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1.8. Desreplicacao

Cronologicamente, a utilizagdo do termo “desreplicacdo” foi primeiramente
relatada em 1978. No entanto, somente em 1993 que estudos comecaram a Ser
implementados nesse campo e no final do século passado e inicio dos anos 2000, a
desreplicacdo passou a ser utilizada em processos de triagem bioldgica, identificacao
taxondmica, com o auxilio de técnicas hifenadas como a CL-EM e implementacdo de
bibliotecas e bases de dados de EM permitindo a busca de perfil metabdlico, estruturas
quimicas e formulas moleculares de diversas substancias (GAUDENCIO e PEREIRA
2015).

O perfil metabdlico das plantas é quimicamente diversificado mesmo entre
individuos de uma mesma espécie vegetal. A abordagem classica para a busca e
descoberta de novas substancias requer procedimentos demorados com etapas
extenuantes e complexas de purificacdo, isolamento e elucidagdo estrutural, que por
diversas vezes resultam na separacdo compostos conhecidos (HUBERT et al., 2014).
Algumas estratégias, como a desreplicacdo, surgiram visando acelerar a identificacdo de
compostos presentes em um extrato vegetal ou fracdo purificada, minimizando tempo,
esforco e custo (SILVA et al., 2019).

O processo de desreplicacdo é usado para a identificacdo rapida de PNs
conhecidos, além de ser importante para direcionar o isolamento de compostos bioativos
de interesse. Essa abordagem faz uso de instrumentacéo analitica hifenada, cada uma com
suas proprias vantagens, sensibilidade, resolucdo e escala, como CL-UV, CL-EM e CL-
RMN, utilizando rotinas computacionais complexas associadas a bancos de dados para
obter o perfil metabolico global de PNs (LANG et al., 2008; SILVA et al., 2019).

Como diversas plantas séo reconhecidas por comunidades tradicionais devido a
sua acdo etnofarmacoldgica e/ou quimiopreventiva, a desreplicacdo pode fornecer
informagdes quimicas de extratos vegetais sem a necessidade do processo de isolamento,
auxiliando na busca de novas substancias bioativas (QIU et al., 2012; SILVA etal., 2019).
A identificacdo de moléculas conhecidas é observada pela comparagdo de dados
espectrais obtidos em bases de dados, desenvolvidas para auxiliar no processo de
desreplicacdo. Dentre as bases de dados mais relevantes e disponiveis, estdo: MassBank,
Metlin, Respect, NIST, PubChem e GNPS (YANG et al., 2013; GAUDENCIO e
PEREIRA 2015; ALLARD et al., 2016; FOX RAMOS et al., 2017).
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1.9. Molecular Networking (MN)

Molecular Networking é uma abordagem organizacional moderna com exibicdo
visual dos dados de espectrometria de massa sequencial (EM/EM). Foi introduzida em
2012 para a andlise de metabolitos de um conjunto de colénias microbianas vivas, que
permitiu 0 mapeamento da diversidade quimica dos micro-organismos atraves da EM néo
direcionada (WATROUS et al., 2012).

O experimento de MN possibilita a analise metabolémica e a descoberta de novos
compostos, com a visualizacao e interpretacao de agrupamentos de compostos de acordo
com semelhancas em padrdes de fragmentacdo (Figura 15) (WATROUS et al., 2012;
QUINN et al., 2017).
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Figura 15. Representacdo esquematica de como as redes moleculares sdo geradas. Adaptado de
WATROUS et al., 2012.

O fundamento de MN ¢é o alinhamento espectral em pares utilizando algoritmos
de similaridade baseados em vetores denominados de cosseno em combinagdo com
bibliotecas espectrais para comparar o grau de similaridade entre os espectros EM/EM
dos conjuntos de dados obtidos para uma determinada matriz. Os espectros de
fragmentacdo EM/EM com valores idénticos ou deslocados pela mesma diferenca de
razdo m/z sdo comparados com espectros de bases de dados, em seguida, ocorre o
alinhamento dos espectros EM/EM e uma rede de relagdes espectrais é obtida formando

0 MN. Os agrupamentos resultantes do MN permitem a visualizacdo, correlacdo e
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comparacdo sistematizada de moléculas idénticas, analogos e familias de compostos,
acelerando o processo de desreplicacdo de produtos naturais (GUTHALS et al., 2014;
LYU etal., 2019).

Embora diversos bancos de dados de PNs como, PN - Dicionario de Produtos
Naturais, AntiBase e MarinLit auxiliem na desreplicagdo, esses recursos ndo estdo
disponiveis gratuitamente. As bases de dados MassBank, Metlin, mzCloud e ReSpect
hospedam espectros de EM/EM mas apresentam limitacdo em relacdo as analises de
espectros individuais e de arquivos CL-EM. Com o advento do MN, foi apresentado ao
publico a partir de 2013 a plataforma comunitaria Global Natural Products Social
Molecular Networking (GNPS), para analisar dados de EM de produtos naturais (WANG
etal., 2016).

O GNPS é a maior plataforma de armazenamento, andlise e disseminacdo de
conhecimento para dados de espectrometria EM/EM, que permite o compartilhamento
comunitario de espectros, anotacdo continua de dados depositados e curadoria de
espectros de referéncia (bibliotecas espectrais) e dados experimentais de extratos
vegetais, culturas microbianas a uma variedade de amostras humanas e ambientais
(WANG et al., 2016; QUINN et al., 2017).

A plataforma apresenta a capacidade de analisar um conjunto de dados e efetuar
a comparagdo com os dados disponiveis na biblioteca espectral, alimentada por mais de
3000 nucleos de CPU no Centro de Espectrometria de Massa Computacional da
Universidade da Califérnia em San Diego (UCSD) (WANG et al., 2016).

O GNPS fornece a pesquisadores de mais de 150 paises a possibilidade de
deposicao de conjuntos de dados através do Repositdrio de Dados do Ambiente Virtual
Interativo de Espectrometria de Massa (MassIVE), desenvolvido para facilitar e
incentivar o intercambio de dados de EM, realizar a desreplicacdo online e a construcao
das RMs. Além disso, pode ser acessado em qualquer dispositivo conectado a internet,
tornando qualquer conjunto de dados publico e acessivel para analise (WANG et al.,
2016; ARON et al., 2020).

No processo de construgdo do MN, o GNPS utiliza o algoritmo MS-Cluster e
alinha cada espectro EM/EM em um conjunto de dados e atribui uma pontuacéo,
denominada cosseno (valor que representa a similaridade espectral de EM/EM entre dois

nos em um MN, pontuacéo de cosseno igual a 1 representa espectros idénticos e igual a 0
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indica nenhuma similaridade). As razdes m/z idénticas e semelhantes sdo agrupadas
utilizando o cosseno em um Unico agrupamento de consenso (n6) devido a similaridade
de seus ions fragmentos. Cada espectro de consenso é consultado em bancos de dados da

biblioteca espectral atribuindo-se uma molécula conhecida (ARON et al., 2020).

Aron e colaboradores (2020) fornecem um protocolo para gerar um MN, de acordo
com as seguintes etapas principais (Figura 16): (i) coleta dos dados de EM/EM, (ii)
conversao dos arquivos de dados EM/EM para um formato apropriado, (iii) carregamento
de dados no repositorio publico MassIVE, (iv) envio do trabalho “job” para a plataforma
GNPS e visualizagdo do MN obtido. A coleta e o0 processamento dos dados de EM/EM
variam de acordo com o equipamento utilizado, ha um protocolo de conversao dos dados
para um formato adequado (.mzXML, .mzML ou .mgf) e a visualizacdo da analise de MN

geradas pelo GNPS pode ser visualizada no proprio navegador ou pelo software livre

Cytoscape.
Int. | Step 1 Steps 2-19 Sleps 20-31 Steps 32
Collect MS” spectra Convert data files Upfqaac;;?: © Submit Job to GNPS v-av;;[n;::ﬁu “
Definicdo de Conversédo Carregamento Escolha dos Visualizagdo
pardmetros dos dados de dos dados no arquivos para do MN no
para aquisigéo EM/EM GNPS andlise e GNPS ou no
dos espectros definicdo dos Cytoscape
de EM/EM pardmetros

Figura 16. Fluxograma do protocolo para a construgdo de MN. Adaptado de ARON et al., 2020.

1.10. Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN) e Analise de Componentes Principais
(ACP)

Os dados de RMN e EM em combinacdo com analise multivariada sao
ferramentas importantes na avaliagdo qualitativa e quantitativa de compostos presentes
em espécies vegetais e outros organismos (MAULIDIANI et al., 2012). A quantificacdo
de dados espectroscopicos utiliza abordagens capazes de analisar um conjunto de
espectros simultaneamente. Entre os métodos desenvolvidos houve a aplicacdo da técnica
estatistica denominada analise de componentes principais (ACP) (STOYANOVA E
BROWN, 2001).
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ACP é uma técnica estatistica (ndo supervisionada, ou seja, nao requer
conhecimento sobre o conjunto de dados) bem conhecida, que tem sido usada
extensivamente para analisar, comparar conjuntos de dados, reduzir suas dimensoes, e
permitir a visualizacdo de agrupamentos de similaridade ou diferenca, identificando
variacdes nos dados através dos componentes principais (PC1 e PC2). A ACP ¢ exibida
na forma grafica como “scores” cada uma das PCs compreende parte da variancia dos
dados, com a representacdo desses dados em uma coordenada (STOYANOVA E
BROWN, 2001; WARD et al., 2007). O PC1 ¢ utilizado para minimizar a distancia total
entre os dados e maximizar a variancia dos pontos projetados, a PC2 seleciona os dados
também de forma semelhante (LEVER et al., 2017).

Assim como a espectrometria de massas a RMN de *H desempenha um papel
fundamental na metabolémica de amostras vegetais por proporcionar a aquisi¢do de
conjuntos de dados, oriundos de matrizes complexas para a obtencdo de perfis
metabdlicos e possibilitando analises qualitativas e quantitativas com o uso de
ferramentas estatisticas como a ACP usada para detectar areas espectrais responsaveis
pela separacdo dos dados analisados (CHOI et al., 2004; WOLFENDER et al., 2009).

1.11. Atividade Antibacteriana

O controle de doencas infecciosas estd ameacado pelo aumento constante do
namero de microrganismos resistentes a agentes antimicrobianos (OKEKE et al., 2005).
A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais é um problema de
importancia global (SABO e KNEZEVIC, 2019). De acordo com a Organizac¢do Mundial
de Saude (OMS), a resisténcia aos antibioticos leva a custos médicos mais altos,
internacOes hospitalares prolongadas e aumento da mortalidade. A resisténcia aos
antibidticos ocorre quando bactérias se modificam em resposta ao uso desses
medicamentos (WHO, 2019). Deste modo, tornou-se necessario o desenvolvimento de
novas terapias antibioticas.

A espécies vegetais sdo um potencial reservatério para a descoberta de novos
farmacos antimicrobianos para combater microrganismos resistentes a maltiplas drogas
(ULLAH et al., 2016). As propriedades antimicrobianas nas plantas sdo atribuidas a

presenca de compostos ativos, por exemplo, fendis, alcaloides, flavonoides, quinonas,
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terpenoides, 6leos essenciais, taninos, lignanas dentre outros metabolitos secundarios
(CHANDRA et al., 2017).

Véarios métodos podem ser usados para determinar a atividade antimicrobiana in
vitro de um extrato ou de um composto puro. Os métodos mais conhecidos e simples séo
de difusdo em agar, macrodiluicdo e microdiluicdo em caldo (BALOUIRI et al., 2016).
Para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), diversos estudos tém utilizado
0 método de microdiluicdo em placas, seguindo as normas descritas pelo Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI, 2012) (MANETTI et al., 2010; KOOLEN et al.,
2013; PARAGINSKI et al., 2014; GARZON et al., 2015).

No sentido de buscar contribuir para a analise metabolémica das espécies C.
bahianus, C. urniger e C. vitifolius, que apresentam pouco ou nenhum estudo fitoquimico
e bioldgico descrito na literatura, decidiu-se investigar as diferencas entre os extratos
dessas espécies por meio da ACP com dados de RMN de 'H, aplicar a desreplicagdo de
compostos presentes nos extratos utilizando a ferramenta de MN, realizar o isolamento de

substancias e a analise da atividade antimicrobiana dos extratos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo quimico das espécies pertencentes
ao género Cnidoscolus (C. bahianus (Ule) Pax & K.Hoffm, C. urniger (Pax) Pax, C.
vitifolius (Mill.) Pohl), utilizar a abordagem de redes moleculares e analisar a atividade
antibacteriana dos extratos afim de promover a contribuicdo metabolémica das espécies

estudadas.

2.2. Objetivos Especificos

e Comparar os extratos das espécies C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius através
da anélise quimiométrica de componentes principais (ACP);

e Realizar a desreplicacdo dos extratos das espécies de Cnidoscolus através da
andlise dos dados de CLAE-IES-EM/EM pela plataforma Global Natural Products
Social Molecular Networking (GNPS);

e Caracterizar o perfil quimico dos extratos das espécies C. bahianus, C. urniger e
C. vitifolius por CLAE-IES-EM/EM;

e Auvaliar a atividade antibacteriana dos extratos das espécies C. bahianus, C.
urniger e C. vitifolius.

e Isolar e a identificar de metabdlitos secundarios presentes nas folhas de C.
bahianus, C. urniger e C. vitifolius por ressonancia magnética nuclear uni- e

bidimensional e espectrometria de massas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Instrumentagéo e solventes

Na preparacdo dos extratos vegetais (partes aéreas e caule) foram utilizadas estufa
de ventilagio, moinho de facas e evaporador rotativo da marca IKA® RV10. Nos
procedimentos cromatogréficos utilizou-se solvente grau P.A. das marcas Synth, Neon e
Biograde. As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas com
solventes grau HPLC da J.T. Baker. Nas analises de ressonancia magnética nuclear foram
usados solventes deuterados (CDCls e CD30D) da Cambridge Isotopes Laboratories Inc.
(CIL).

3.2. Procedimentos Cromatograficos

As analises por cromatografia em camada delgada analitica e preparativa foram
realizadas em placas de silica gel 60 GF254 suportadas em aluminio e os reveladores
usados nestas analises foram a luz ultravioleta (A = 254 nm) ¢ vanilina sulfurica. O
fracionamento dos extratos e isolamento de compostos foram feitos com silica gel 60 (70
— 230 mesh) e colunas de vidro com variagdo do diametro e altura conforme a massa da

amostra.

3.3. Analises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As amostras foram preparadas em CDCIs e/ou CD3OD com padrdo interno
referéncia TMS (0,05% v/v) no Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear da
Universidade Federal de Goias do IQ/UFG. Os espectros de RMN de *H, HSQC, HMBC
e DOSY foram adquiridos no espectrémetro Bruker Avance 111 (500,13 MHz para H e

com campo aplicado de 11,76 Tesla).
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3.4. Analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a

Espectrometria de Massas por lonizac¢éo Eletrospray

As analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas de alta resolucdo foram realizadas em um espectrometro de massas Thermo
Scientific Q Exactive Focus CLUE-EM/EM, utilizando-se fonte de ionizacdo HESI
(com voltagem de 3500 V). Os espectros foram adquiridos no modo negativo e positivo
de ionizacdo em uma faixa entre m/z 100 e m/z 900 e temperatura do capilar de 320°C,
acoplado a um sistema de UHPLC Dionex UltiMate 3000 no Centro Regional para o
Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagdo da UFG (CRTI — UFG). Os perfis
cromatogréficos foram obtidos usando-se uma coluna ACE de fase reversa C18 (100 x
4,6 mm — 3,0 um) e como fase mével foi usada uma mistura de acetonitrila (ACN) e
agua deionizada (acidificada com acido férmico 0,1% v/v) com fluxo de 1,0 mL/min. O
método utilizado iniciou-se o gradiente com ACN/H20 (0:100) por 50 min, 60:40 por 10
min e 0:100 por 10 min esta proporcéao foi mantida até o final da corrida cromatogréafica
em 70 min. O preparo das amostras foi realizado em uma concentracdo de 1,0 mg/mL,
dissolvidas em metanol e filtradas em filtros PVDF 0,45 um, com volume de injecdo de

10 pL para cada amostra.

3.5. Andlise de amostra da espécie C. bahianus por CG-EM

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM) foi realizada no Nucleo de Estudos e Pesquisas Tdxico-Farmacoldgicas (NEPET)
— Faculdade de Farmécia — UFG, em um cromatografo a gas acoplado a um
espectrometro de massas GCMS-QP2010Plus (Shimadzu Corporation, Japdo). A coluna
utilizada no forno foi a DB-5MS (30 m x 0,25 mm id x 0,25 pm; espessura de filme). As
condicBes cromatograficas empregada foram as seguintes: temperatura inicial do forno
de 100 °C e gradiente com 100 °C por 5 min; 8 °C/min até 300 °C e mantido por 8 min,
totalizando 38 min, volume de inje¢do 1 pL, injecdo modo Splitless, a temperatura do
injetor foi de 300 °C, gas de arraste (hélio) com fluxo de 1,0 mL/min. Os parametros
operacionais do espectrdmetro de massas foram os seguintes: temperatura da interface e
da fonte de ions, 250 ° C; ionizacdo por impacto de elétrons, 70 eV; o intervalo de m/z
50-800.
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3.6. Analises dos extratos das folhas das espécies C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius
por CLAE-IES-EM/EM e redes moleculares

Os extratos das folhas de C. bahianus (CBAEF, CBEF), C. urniger (CUMF) e C.
vitifolius (CVAEF, CVEF) foram analisados por CLAE-IES-EM/EM. A rede molecular
classica foi criada na plataforma GNPS, utilizando-se os dados de CLAE-IES-EM/EM
adquiridos nos modos negativo e positivo de ionizacdo. As redes moleculares no modo
classico foram construidas utilizando o algoritmo fornecido pelo GNPS, o MSCluster
(para a criacdo dos espectros de consenso), de acordo com 0s parametros: valores de
tolerdncia de 1,0 para as massas do ion precursor e 0,05 para o ion fragmento. O valor da
pontuacédo de cosseno foi mantido em 0,7 e no minimo 5 ions fragmentos em comum. As
redes moleculares foram visualizadas no software Cytoscape versdo 3.7.2, style “ripple”,
onde os espectros de massa dos ions precursores sao representados por nos e as arestas

(conexdes) indicam o grau de similaridade entre os mesmos, dado pelo valor de cosseno.

3.7. Analise Quimiométrica dos dados de RMN dos extratos das folhas e caule das
espécies C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius

As amostras foram preparadas pela solubilizacdo de 12,50 mg dos extratos e 500
pL de metanol deuterado (CD3OD) em tubos concéntricos de 2 mL. Apdés 1 min de
agitacdo em vortex, a mistura foi centrifugada por 5 minutos a 14500 RPM. Os
sobrenadantes foram transferidos para tubos de RMN de 5 mm de didmetro e analisados
imediatamente. Os experimentos de RMN de *H foram conduzidos no LabRMN do 1Q-
UFG utilizando um espectrémetro Bruker Avance 111 500 de 11,75 T (500,13 MHz para
o H), equipado com sonda BBI (Double Resonance Broadband) para amostras em

solucéo.

As andlises foram realizadas a 25 °C e foram acumuladas 64 promediac6es (NS).
A sintonia e a homogeneidade do campo magnético foram ajustadas automaticamente.
Foi utilizada a sequéncia de pulsos zgpr para aquisicdo dos espectros com supressao do
sinal da agua, com um tempo de espera de 5 segundos. O ganho do receptor foi fixo em
64 para todas as amostras, para permitir a comparacgdo das intensidades dos sinais. Os
espectros foram adquiridos com 64 k pontos, numa janela espectral de 20 ppm, o que

levou a um tempo de aquisicéo de 3,277 segundos. Experimentos 2D de HSQC-editado
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e HMBC (*H-13C) foram realizados para auxiliar na identificagdo. O experimento de
DOSY (diffusion ordered spectroscopy) foi realizado com gradiente de campo variando
de 2 a 98%, com tempo de difusdo (d20) de 80 ms e pulso de gradiente (p30) 1 ms.

Os espectros foram processados no software TopSpin 4.0. A fase e a linha de base
foram ajustadas automaticamente e, quando necessario, manualmente. O espectro de
difusdo foi processado usando-se o software GNAT 1.2. Para a analise quimiométrica, 0s
dados foram exportados com 16 k pontos e foram retiradas as regides de ruidos, da agua
e do metanol, resultando em 7594 pontos. Os dados foram reduzidos a buckets (bins) de
10 variaveis gerando, assim, uma matriz de 760 variaveis e 8 amostras. As ACP foram
feitas com os dados centrados na média, usando-se o software The Unscrambler.

3.8. Coleta do material vegetal e preparacao dos extratos

O projeto de pesquisa foi cadastrado no Sistema Nacional do Patrimdnio Genético
e Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o nimero de cadatro A4DFFBE.
As folhas e caule de C. bahianus (CB) foram coletadas em 11 de janeiro de 2016 na
cidade Tanque Novo/BA (saida da cidade para Botupora), as folhas de C. urniger (CU)
foram coletadas em 11 de janeiro de 2016, na cidade de Tanque Novo (BA 156) no Estado
da Bahia e as folhas e caule de C. vitifolius (CV) foram coletadas em 10 de junho de 2017,
na cidade de Acreuna/GO (25km de Santo Ant6nio da Barra, km 314, BR 060, as margens
da rodovia) no Estado de Goias, pela Dra. Cellini Castro de Oliveira. As espécies foram
identificadas pelo Prof. Dr. Marcos José da Silva do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFG. Uma exsicata de cada foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Goias,
Unidade de Conservacdo, PRPPG, sob o numero de registro 339 (C. bahianus), 338 (C.
urniger) e 334 (C. vitifolius). Apos a coleta, as partes aéreas foram secas em estufa de
circulacdo de ar a 40 °C, por 24 horas. Apds a secagem, foram trituradas e submetidas a
extragdes sucessivas do tipo maceracdo a temperatura ambiente, com renovacdo do
solvente (hexano, acetato de etila, metanol e etanol) a cada 24 horas (Figura 17). Os

extratos foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo sob pressao reduzida.
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Cnidoscolus
(Material Vegetal)

(folha e caule secos )

- Maceragdo exaustiva com hexano (500 mL)

- Troca do solvente a cada 24h

- Evaporador rotativo

Extrato Material
hexanico vegetal

Maceragdo com AcOEt
‘ ‘ (500 mL)

Extrato acetato de Material
etila vegetal
Maceracdo com
}— etanol/metanol
Extrato (500 mL)

etanolico/metanolico

Figura 17. Fluxograma de obtencdo dos extratos das espécies C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius.
Fonte: autoria propria.

3.9. Analise Fitoquimica das espécies C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius

Os extratos (1 mg de amostra) das trés espécies foram aplicados em placas
cromatogréficas de Silica Gel 60 F2s4 com suporte de aluminio e eluidos em diferentes
sistemas de solventes conforme descrito por Wagner e Bladt (2001), para evidenciar 0s
principais grupos de metabdlitos secundarios (Tabela 1). As placas cromatogréficas
foram visualizadas em cadmara de ultravioleta nos comprimentos de 254 e 365 nm.
Tabela 1. Sistemas de elui¢do e reveladores utilizados para caracterizagdo dos principais metabolitos

secundarios dos extratos de C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius por cromatografia em camada delgada
(WAGNER e BLADT, 2001). (continua)

Grupo

D Eluente Revelador
metabdlico

Tolueno:acetato de
etila:dietilamina

(70:20:10)

Alcaloides gerais Dragendorff

Acetato de etila:acido
Antocianinas férmico:acido acético glacial: Anisaldeido-sulfarico
agua (100:11:11:26)

Tolueno:éter etilico (1:1 saturado

Ali 0,
com &cido acético 10%) KOH etanolico 10%

Cumarinas
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Tabela 1. (continuacéo)

Grupo

o Eluente Revelador
metabdlico

AcOEt:acido formico:acido

) o o Acido borico/Acido
Flavonoides acético glacial:agua

(100:11:11:26) citrico
Mgno, sesqui e Tolueno:acetato de etila (93:7) Vanilina sulfdrica
iterpenos
Saponinas Cr:é)t?rfglr r:éﬁaa((:éioaazcitzlcg) Anisaldeido-sulfarico
T doany o Lieberman-Burchard

3.10. Estudo quimico dos extratos de C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius

Os extratos das folhas e caules de C. bahianus (CBHF, CBAEF, CBEF, CBAEC,
CBEC), C. urniger (CUMF, CUEC) e C. vitifolius (CUHF, CVAEF, CVEF) que
apresentaram as maiores massas foram submetidos a cromatografia em coluna filtrante
Silica Gel 60. As amostras, CBHF e CUMF, apresentaram separacdo de compostos e

foram submetidas a novas purificacoes.

3.10.1. Estudo quimico do extrato hexanico das folhas de C. bahianus (CBHF)

Uma aliquota do extrato CBHF (1 g) foi submetida a cromatografia em coluna
filtrante, utilizando Silica Gel 60 (70 - 230 mesh) como fase estacionaria e hexano e
acetato de etila em gradiente (0 a 100% acetato de etila), obtendo 330 fracGes de
aproximadamente 10 mL cada coletadas manualmente. As fragdes foram analisadas por
CCD usando como fase movel a mistura de hexano:AcOEt em gradiente crescente de
polaridade e reunidas em 21 subfracdes de acordo com os perfis cromatograficos. A
subfragdo Sf. 11 foi submetida a CCDP e analisada por RMN de 'H e CG-EM, resultando
no isolamento de uma mistura de esteroides em CBHF-11.2. No esquema apresentado na
Figura 18 é mostrado o procedimento experimental para a obtencdo da mistura de
esteroides CBHF-11.2.
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CBHF
(g

CC Silica Gel 60
H=20 cm, $=2,0 cm
Gradiente: Hexano:AcOEt

330 Fracoes

CCD (silica gel G,
Hexano:AcOEt em
gradiente),
Anisaldeido

21 Subfragdes

CCDPI(silica gel G,
Hexano:Eter etilico 25%
e Hexano:AcOEt 20%)

St 11

|

CBHF-11.2
(5.6 mg) CG-EM

Figura 18. Fluxograma de isolamento da mistura de esteroides CBHF-11.2 da espécie C. bahianus.

3.10.2. Estudo quimico do extrato metandlico das folhas de C. urniger (CUMF)

Uma aliquota do extrato CUMF (519,5 mg) foi submetida a cromatografia em
coluna, utilizando Silica Gel 60 (70 - 230 mesh) como fase estacionaria e hexano e acetato
de etila em gradiente (0 a 100 % acetato de etila e 95 % acetato de etila a 20 % metanol),
obtendo 234 fra¢des de aproximadamente 10 mL cada coletadas manualmente. As fragdes
foram analisadas por CCD usando como fase mével a mistura de hexano:AcOEt e
AcOEt:MeOH e reunidas em 34 subfracdes de acordo com os perfis cromatogréaficos. A
subfracdo Sf. 18 foi submetida a CCDP e analisada por RMN 1D e 2D, resultou no
isolamento do esteroide CUMF-18.2. No esquema apresentado na Figura 19 é mostrado

0 procedimento experimental para a obtencdo de CUMF-18.2.
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CUMF
(519.5 mg)

CC Silica Gel 60
H=20 cm, $=2,0 cm
Gradiente: Hexano:AcOEt

234 Fragdes

CCD (silica gel G,
Hexano:AcOEt e
AcOEtMeOH em
gradiente),
Vanilina sulfurica

34 Subfragdes

CCDP (silica gel G,
Hexano:AcOEt 10% e
AcOEt:MeOH 5%)

SIf. 18

CUMF-18.2 AN
(2,0 mg)

Figura 19. Fluxograma de isolamento do esteroide CUMF-18.2 da espécie C. urniger.

3.11. Ensaio Antimicrobiano dos extratos das folhas e caule de C. bahianus, C.
urniger e C. vitifolius frente aos microorganismos Escherichia coli e Staphylococcus
aureus

Os ensaios para avaliagdo da atividade antibacteriana foram realizados na
Universidade CEUMA - S&o Luis do Maranhdo. A atividade antibacteriana foi
determinada utilizando o método de microdiluigdo em caldo, descrito pelo Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI), para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) em condic6es de aerobiose. Os extratos foram diluidos de forma seriada
e distribuidos em pocos de microplaca (TPP, Suica). No primeiro pogo foram adicionados
150 pL do caldo de Mueller-Hinton e 50 pL de cada extrato. Foram testadas
concentragdes variando de 50 a 0,098 mg/mL. Posteriormente foram inoculados 10 pL
da suspensdo do microrganismo teste (Escherichia coli 042 ou Staphylococcus aureus
ATCC 6538), com turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland. As placas foram
incubadas a 35°C por 24h. O teste foi realizado em triplicata. Apds o periodo de incubacao
foram adicionados 50 pL do indicador de éxido-reducdo resazurina sodica (Sigma-
Aldrich®; 0,03%). Apos incubagdo por 40 minutos, alteracfes da cor azul para a cor résea
foram consideradas como crescimento microbiano. A CIM foi definida como a menor

concentracdo capaz de inibir o metabolismo bacteriano.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 sdo apresentadas as massas do material vegetal e rendimentos dos
extratos das folhas e caule obtidos nas extracfes com diferentes solventes, conforme os
dados relacionados na Figura 17 (péagina 31), para as trés espécies de Cnidoscolus a
temperatura ambiente. Os rendimentos dos extratos obtidos podem ter sido influenciados
por diversos fatores como a quantidade de material vegetal pulverizado, constituicdo

quimica da planta, método extrativo e a polaridade dos solventes utilizados.

Tabela 2. Massa e rendimento dos extratos obtidos das folhas e caule de C. bahianus, C. urniger e C.
vitifolius.

Espécie Massa do mat_erial Extratos Massa dqs extratos (g)
vegetal pulverizado (Rendimento %)
CBHF 1,6821 (7,69)
21,8655 g (folha) CBAEF 0,7208 (3,30)
Cnidoscolus CBEF 0,1798 (0,82)
bahianus CBHC 1,3786 (1,55)
88,9258 g (caule) CBAEC 1,4057 (1,58)
CBEC 1,1290 (1,27)
72,4043 g (folha) CUMF 25,4560 (35,16)
Cnidoscolus CUHC 1,8581 (4,29)
urniger
43,3209 g (caule) CUAEC 0,6914 (1,60)
CUEC 1,5710 (3,63)
CVHF 4,5098 (4,91)
Cnidoscolus 91,7795 g (folha) CVAEF 2,8049 (3,06)
vitifolius CVEF 2,8970 (3,16)
150,0000 g (caule) CVEC 11,3185 (7,55)

Legenda: Folhas de C. bahianus: CBHF — extrato hexanico, CBAEF — extrato acetato de etila, CBEF —
extrato etandlico; Caule de C. bahianus: CBHC — extrato hexanico, CBAEC — extrato acetato de etila,
CBEC - extrato etandlico; Folhas de C. urniger: CUMF — extrato metanolico; Caule de C. urniger: CUHC
— extrato hexanico, CUAEC — extrato acetato de etila, CUEC — extrato etanélico; Folhas de C. vitifolius:
CVHF — extrato hexanico, CVAEF — extrato acetato de etila, CVEF — extrato etandlico; Caule de C.
vitifolius: CVEC — extrato etandlico.
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4.1. Anadlise fitoquimica dos extratos das espécies C. bahianus, C. urniger e C.

vitifolius

A analise fitoquimica preliminar dos extratos (Tabela 3) das trés espécies indicou
a presenca de metabolitos secundarios relevantes para o género Cnicoscolus, como,
antocianinas, cumarinas, flavonoides, terpenos (mono, sesqui e diterpenos), saponinas,
triterpenos e esteroides. Os extratos das espécies analisadas apresentaram perfis
fitoquimicos semelhantes em relacédo as classes de metabolitos avaliadas e ndo houve a

deteccdo da classe quimica alcaloides em nenhum dos extratos.

Tabela 3. Resultado da triagem fitoquimica realizada nos extratos das espécies C. bahianus, C. urniger e
C. vitifolius.

C. bahianus C. urniger C. vitifolius
Grupo

metabdlico
L = 0 oo © L o 9 oluw Y uw o
T ¢ w I Y Qs I 4 o| ¥ u w
m 53 @ @ 5 @D 2 35 2> 5 =2 >
O g © o § o|o O g ©|L g O O
Alcaloides - - - ..
Antocianinas -+ o+ -+ o+ o+ -+ o+ -+ o+
Cumarinas -+ o+ -+ o+ o+ -+ o+ -+ o+ o+
Flavonoides -+ o+ -+ o+ o+ -+ o+ -+ o+

Mono, sesqui e
diterpenos

Saponinas  + + + + + 4+ 4+ + + + + + + +

Triterpenos e
esteroides

Legenda: - = auséncia; + = presenca

Um ndmero limitado de espécies do género Cnidoscolus tiveram seus estudos
fitoquimicos descritos na literatura, entre os estudos quimicos realizados envolvendo as
Cnidoscolus, pode-se encontrar substancias bioativas em diferentes partes destas plantas.

As classes quimicas flavonoides, mono, sesqui e diterpenos, triterpenos, saponinas,
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cumarinas e esteroides (YUAN et al., 2007; PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012; PAULA
et al., 2016; OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2018) se destacam e sdo consideradas comuns
para 0 género, fato que corrobora com o resultado de caracterizacdo fitoquimica
observado neste trabalho. Em razdo da similaridade verificada entre os extratos quanto a
analise fitoquimica realizou-se a andlise de componentes principais para 0s extratos

obtidos em acetato de etila, etanol e metanol.

4.2. Andlise de componentes principais (ACP) dos extratos das folhas e caule de C.

bahianus, C. urniger e C. vitifolius

O progresso recente no estudo metaboldomico de plantas tem sido auxiliado pelo
desenvolvimento de técnicas de andlise e elucidacdo estrutural como a RMN e a vasta
quantidade de dados produzidos por esta técnica resultou no aumento do uso de
algoritmos que possibilitam a interpretacdo dos mesmos, como a analise de componentes
principais (ACP) (ROCHA et al., 2018). Considerando a analise fitoquimica preliminar
realizada (Tabela 3) e o perfil quimico dos extratos das espécies de Cnidoscolus
(CBAEF, CBEF, CBEC, CUMF, CUEC, CVAEF, CVEF e CVEC) obtidos com a
utilizac&o da técnica de RMN de *H (Figura 20 e Apéndice B, pagina 114), foi realizada

a analise quimiométrica destes dados para auxiliar na comparacao dos extratos.
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Figura 20. Espectros de RMN de *H (500 MHz, CD30D) dos extratos das folhas e caules das espécies de Cnidoscolus. Legenda: CBAEF- extrato acetato de etila das folhas de
C. bahianus, CBEF- extrato etanolico das folhas de C. bahianus, CBEC- extrato etanélico do caule C. bahianus, CUMF- extrato metandlico das folhas de C. urniger, CUEC-
extrato etandlico do caule de C. urniger, CVAEF- extrato acetato de etila das folhas de C. vitifolius, CVEF- extrato etanolico das folhas de C. vitifolius, CVEC- extrato etandlico

do caule de C. vitifolius.
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A ACP é uma anélise quimiomeétrica ndo-supervisionada de reconhecimento de
padrdes e a tendéncia de agrupamento de dados encontrando similaridades ou diferencas
que permitem avaliar e visualizar variagdes contidas em grupos de amostras (LEVER et
al., 2017). No gréafico de scores da PC1 x PC2 (Figura 21) observou-se uma variancia de
71% (54% PC1 e 17% PC2). Os espectros de RMN de *H dos extratos revelaram
semelhancas em relacéo ao perfil quimico e formaram os agrupamentos: CBEF e CUMF
(1), CBAEF e CVAEF (Il) e CBEC e CVEF (l11) (Figura 21a) e apresentaram a maior
variancia dos dados devido as diferencas nas intensidades dos sinais com deslocamentos
quimicos em 1,30 ppm (sinal caracteristico de hidrogénios de grupo metileno - CHa,
comum em extratos de plantas) e 3,77 ppm (sinal caracteristico de hidrogénios
carbindlicos de carboidratos) em relacdo as amostras CVEC e CUEC que se mostraram
mais dispersas. As amostras CBAEF e CVAEF exibiram menores quantidades de sinais
na regido caracteristica de hidrogénios de carboidratos por serem amostras menos polares,
ao contrario da amostra CUEC, extrato polar, apresentou menor quantidade de sinais em

1,30 ppm, conforme observado na Figura 20.
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Figura 21. Grafico de scores (a) e loadings (b) da analise de componentes principais (PC1 versus PC2)
dos espectros de RMN de 'H dos extratos das folhas e caule das espécies de Cnidoscolus. Legenda: CBAEF-
extrato acetato de etila das folhas de C. bahianus, CBEF- extrato etandlico das folhas de C. bahianus,
CBEC- extrato etandlico do caule C. bahianus, CUMF- extrato metanoélico das folhas de C. urniger, CUEC-
extrato etandlico do caule de C. urniger, CVAEF- extrato acetato de etila das folhas de C. vitifolius, CVEF-
extrato etandlico das folhas de C. vitifolius, CVEC- extrato etandlico do caule de C. vitifolius.

Os deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de *H dos extratos das espécies
de Cnidoscolus foram definidos segundo as regifes em 61 0 a 1,5 (sinais atribuidos aos
hidrogénios de grupos alifaticos), on 3,0 a 5,0 (sinais caracteristicos de hidrogénios
carbinolicos de carboidratos), on 6,0 a 8,0 (sinais caracteristicos de hidrogénios de
aromaticos). As diferencas observadas nos espectros de RMN de 'H (Figura 20) se
devem a polaridade dos solventes utilizados, metanol e etanol extrairam maior quantidade
de compostos aromaticos, em relacdo aos extratos obtidos em acetato de etila.

Por esse motivo, uma nova ACP foi construida retirando-se os dados espectrais
dos extratos obtidos em acetato de etila e os sinais proximos a 61 1,30 dos extratos obtidos
em metanol e etanol. No grafico de scores da PC1 x PC2 (Figura 22) observou-se uma
variancia dos dados de 69% (48% PC1 e 21% PC2). Os extratos do caule mostraram-se
mais dispersos, enquanto, os extratos das folhas se agruparam em Il (Figura 22), por
possuirem maior teor de carboidratos, com deslocamentos préximos a én 3,77 (Figura
23).
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Figura 22. Gréafico de scores (a) e loadings (b) da analise de componentes principais (PC1 versus PC2)
dos espectros de RMN de *H dos extratos metandlico e etandlico das espécies de Cnidoscolus. Legenda:
CBAEF- extrato acetato de etila das folhas de C. bahianus, CBEF- extrato etanolico das folhas de C.
bahianus, CBEC- extrato etanolico do caule C. bahianus, CUMF- extrato metandlico das folhas de C.
urniger, CUEC- extrato etandlico do caule de C. urniger, CVAEF- extrato acetato de etila das folhas de C.
vitifolius, CVEF- extrato etandlico das folhas de C. vitifolius, CVEC- extrato etanélico do caule de C.

vitifolius.
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Figura 23. Espectros de RMN de 'H dos extratos das folhas e caules obtidos com metanol e etanol, na
regido de 3,0 a 4,5 ppm (500 MHz, CD30D). Legenda: CBEF- extrato etanolico das folhas de C. bahianus,
CBEC- extrato etandlico do caule C. bahianus, CUMF- extrato metanolico das folhas de C. urniger, CUEC-
extrato etandlico do caule de C. urniger, CVEF- extrato etanolico das folhas de C. vitifolius, CVEC- extrato
etanolico do caule de C. vitifolius.

A comparagéo de espectros de RMN de 'H dos extratos das folhas (Figura 24)
mostrou a presenca de sinais caracteristicos de compostos aromaticos e de carboidratos.
Experimentos bidimensionais foram realizados com a amostra CBEF confirmando a
presenca de carbonos anoméricos fazendo a ligacdo de acguUcares com estruturas
aromaticas. Os hidrogénios anoméricos em ~ on 5,5, diretamente ligados a carbonos
préximos a 6n 100 conforme o experimento bidimencional HSQC e estdo correlacionados
via experimento HMBC com carbonos aromaticos em ~ 64 160 (Figura 25). Dessa
forma, observou-se que o extrato de folhas de CBEF foi 0 mais abundante em compostos
aromaticos ligados a carboidratos, sugerindo-se a presenca de flavonoides glicosilados.
Os extratos CUMF e CVEF também apresentaram sinais na regido de aromaticos,

entretanto, com menor intensidade.
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Figura 24. Espectros de RMN de 'H dos extratos das folhas de CUMF, CBEF e CVEF (500 MHz, MeOD).

Entre as amostras, o extrato CVEF apresentou um multipleto préximo a éx 5,3,
sinal caracteristicos de esteroides, com uma correlacdo caracteristica ao carbono proximo
a 130 ppm, no HSQC (Figura 26). Observou-se também que o extrato CVEF mostrou-se
mais abundante em composto com sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos,

metilénicos e metinicos.
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Figura 25. Experimentos bidimensionais de HMBC (azul) e HSQC-editado (CH2 em rosa e CH e CH? em vermelho) do extrato CBEF (500 MHz para *H e 125 MHz para *C,
MeOD).
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Figura 26. Experimentos bidimensionais de HMBC (azul) e HSQC-editado (CH, em rosa e CH e CH3; em vermelho) do extrato CVEF (500 MHz para *H e 125 MHz para

13C, MeOD).
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O extrato etandlico das folhas CBEF se mostrou mais promissor por apresentar
sinais caracteristicos de compostos arométicos mais intensos em relagdo as outras
amostras. No intuito de averiguar a presenca das substancias aromaticas, ligadas a
unidades de carboidratos nesta mistura complexa, foi realizado o experimento
espectroscopia de difusdo ordenada (DOSY), experimento que separa componentes com
diferentes difusdes em misturas complexas. Esta técnica representa uma ferramenta em

potencial em estudos envolvendo produtos naturais (YOU et al., 2021).

Na maioria dos casos, os espectros de RMN de *H de extratos vegetais apresentam
sinais (picos) sobrepostos, dificultando a precisdo da analise. Para resolver a sobreposi¢do
dos picos, geralmente, emprega-se o ensaio de DOSY, que aplica a supresséo seletiva de
sinais usando filtros de relaxamento proporcionando a extracdo de um espectro de RMN
de *H simplificado como menos sobreposicdes e a possibilidade de coletar informagGes
como a constante de acoplamento (MAHROUS e FARAG, 2015).

O experimento de DOSY do extrato CBEF apresentou-se, na regido caracteristica
de hidrogénios de carboidratos, como uma mistura de substancias, pois varias difusdes
foram observadas. Por sua vez, a regido caracteristica de hidrogénios de aromaticos
revelou a presenca de cinco substancias (possivelmente flavonoides glicosilados,
conforme observado na analise fitoquimica) como pode ser verificado na Figura 27. Uma
vez que 0s sinais apresentaram boa separacao, pode-se considerar que a técnica DOSY é

uma alternativa para analisar e distinguir sinais de compostos em uma mistura complexa.
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Figura 27. Espectro de difusdo (DOSY) por RMN de *H do extrato CBEF, com destaque para a presenca

dos sinais referentes a sete substancias observadas na regido caracteristica de compostos aromaticos.

Para o extrato em questdo nao foi possivel realizar experimentos referentes ao
isolamento de compostos, devido a pequena gquantidade de massa do extrato (0,1798 g)
obtido, para a busca das substancias aromaticas observadas no espectro. No entanto, é
possivel sugerir que os sinais verificados no espectro de DOSY podem ser da classe de
compostos fendlicos, como por exemplo, os flavonoides glicosilados, cuja presenca foi
observada na caracterizacdo fitoquimica, que sdo metabdlitos secundarios bastante
comuns e abundantes em espécies do género Cnidoscolus. Nesse sentido, com a
finalidade de averiguar 0s compostos presentes nos extratos das espécies C. bahianus, C.
urniger e C. vitifolius realizou-se 0 processo de desreplicacdo com a utilizacdo da
ferramenta conhecida por Molecular Networking (MN) utilizando-se os seus dados de

espectrometria de massas.

47



4.3. Anotacdo de metabdlitos secundarios presentes nos extratos das folhas de C.
bahianus, C. urniger e C. vitifolius por Molecular Networking e Espectrometria de
Massas

Com finalidade de detectar e identificar os compostos polares presentes nos
extratos das folhas e caules em acetato de etila, etanol e metanol das espécies C. bahianus,
C. urniger e C. vitifolius, realizou-se a andlise dos extratos por CLAE-IES-EM/EM. Os
perfis cromatogréaficos e fragmentacdo (EM/EM) obtidos, podem ser utilizados para
construir as redes de interagdes moleculares na plataforma GNPS. Inicialmente, foi
realizada a tentativa de andlise dos dados por Feature-Based Molecular Networking
(FBMN), método utilizado para visualizar e anotar compostos, permitindo uma andlise

quantitativa e a resolucdo de isdmeros (NOTHIAS et al., 2020).

No entanto, ndo foi possivel realizar a anélise pelo método mencionado devido a
dificuldades encontradas durante as etapas de pré-processamento dos dados. Dessa forma,
optou-se por realizar as analises no modo Classic Molecular Networking (CMN). Esta
abordagem apresenta um ndmero reduzido de etapas de pré-processamento de dados
(NOTHIAS et al., 2018; ARON et al., 2020). Em uma rede molecular cada nodo
representa uma molécula, enquanto os aglomerados (cluster) correspondem a moléculas
correlacionadas estruturalmente, baseadas na similaridade dos seus espectros de massas
e padroes de fragmentacio (CARABALLO-RODRIGUEZ; DORRESTEIN; PUPO,
2017).

Para a construcao das redes moleculares os extratos das folhas foram separados
em trés grupos: G1 (CBAEF, CBEF); G2 (CUMF) e G3 (CVAEF, CVEF), em seguida,
analisados nos modos negativo e positivo por CLAE-IES-EM/EM e os dados obtidos
usados para a construcdo de rede molecular classica (CMN). Os dados de CLAE-IES-
EM/EM no modo negativo e positivo das espécies de Cnidoscolus foram inseridos na
plataforma GNPS responsével pelo processamento e constru¢do das CMN. Os resultados

de cada modo de ionizagdo podem ser acessados nos seguintes enderecos eletronicos:
- Modo Negativo:

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=38d2df0cc7944488901c6530c8c4fal
5
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- Modo Positivo:

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=30f67eaf99d245dbbcd4e5b7aeab4baf

A rede molecular classica obtida através dos dados de espectrometria de massas
no modo negativo, visualizada pelo software Cytoscape, pode ser observada na Figura
28 assinalada com os “clusters” de interesse. Os compostos anotados a partir da rede
molecular construida com o auxilio de tabelas extraidas de artigos cientificos e das
bibliotecas GNPS, PubChem e Metlin foram dispostos na Tabela 8 e Figura 65
(Apéndice C, pagina 122).
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Para a identificacdo de flavonoides agliconas através de espectrometria de massas por
eletrospray, as fragmentacdes mais comuns requerem a clivagem de duas ligacdes C-C do anel
C, com a formagdo dos ions WA e B”* em que i e j indicam as posi¢des das quebras de
ligacdo (Figura 29). Os fragmentos sdo gerados pela reacdo Retro Diels-Alder (RDA) e
fornecem informac@es sobre 0 numero e tipo de substituintes nos anéis A e B (CUYCKENS e
CLAYES, 2004; HUANG et al., 2020)

14
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0,4A/ /
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Figura 29. Nomenclatura de ions formados a partir da fragmentacéo via reacdo RDA. Adaptado de CUYCKENS
e CLAYES, 2004.

Um total de 30 compostos foram anotados, incluindo flavondis (metabdlitos 65, 66, 70
e 76 a 89), flavanois (metabolitos 67 e 68), flavonas (metabolitos 69 e 73), flavanonas
(metabdlitos 71, 72, 74 e 75) e acidos hidroxicindmicos (metabolitos 90, 91, 92, 93 e 94).

No cluster I (Figura 30), a anotacdo do metabolito 65 apresentou o0 ion precursor m/z
287,05627 [M-H] e produziu os ions produtos m/z 259,06137 e m/z 125,02314 semelhantes ao
padréo de fragmentacdo do composto aromadendrina (Tabela 8, Apéndice C, pagina 122).
Com a diferenca de 15 Da (adicdo de uma hidroxila), o metabolito 66, observado no mesmo
cluster, apresentou o ion precursor m/z 303,05081 [M-H]" e ions produtos m/z 275,05716, m/z
259,06064, m/z 177,01851 e m/z 125,02364 semelhantes ao padrdo de fragmentacdo do

composto taxifolina conforme observado na comparacdo do espectro de fragmentacdo do
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metabolito 65 e 66 anotado e o espectro de referéncia da biblioteca do GNPS (BRITO et al.,
2021).
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Figura 30. Expansdo da rede molecular no modo negativo, mostrando o cluster | (a) com as anota¢Bes dos ndés m/z 287,05627 e m/z 303,05081. A figura abaixo ilustra a
comparacdo do espectro de fragmentacdo do flavonoide anotado como (b) aromadendrina e (c) taxifolina (espectro superior) com o espectro de referéncia da biblioteca do
GNPS (espectro inferior).
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As propostas de fragmentacdo para os metabdlitos 65 e 66 podem ser observadas nas
Figuras 31 e 32. Através fragmentos encontrados para o metabolito 1 verificou-se a perda de
uma molécula de CO (28 Da) gerando o fragmento m/z 259,06137 [M-H-CO]" e a perda do
fragmento [“*B7] gerou a m/z 125,02314 [**A7. Entre os fragmentos encontrados para o
metabolito 2 observou-se ions produtos m/z 275,05716 [M-H-CO] formado pela perda de CO,
m/z 259,06064 [M-H-CO-H20] formado pela perda de H>O, m/z 177,01851 [M-H-B™-H.0]
devido a perda do anel [B7] e de H20 e m/z 125,02364 [1*A7] fragmento observado pela perda
do anel [**B7]

14
B (anel) Mz 259

@

miz 125 m/z 161

m/z 287

Figura 31. Proposta de fragmentacdo do metabdlito 65 anotado como aromadendrina (FABRE et al., 2001).
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Figura 32. Proposta de fragmentacdo do metabdlito 66 anotado como taxofolina (FABRE et al., 2001).

No cluster Il (Figura 33a) observou-se a correlagdo entre os compostos 67 e 68. A
anotacdo do metabolito 67 verificou a presenca do ion precursor m/z 289,07190 [M-H] e as
sequintes fragmentagdes m/z 245,08179, m/z 205,04974, m/z 179,03403, m/z 165,01819, m/z
137,02338, m/z 125,02299, m/z 109,02824 semelhantes ao padrdo de fragmentacdo do
composto catequina/epicatequina (Tabela 8, Apéndice C, pagina 122). Com a diferenca de 15
Da (adi¢do de uma hidroxila), o metabélito 68, observado no mesmo cluster, apresentou o ion
precursor m/z 305,06696 [M-H]" e ions produtos m/z 261,07693, m/z 221,04482, m/z 219,06621,
m/z 179,03378, m/z 167,03400, m/z 165,01825, m/z 139,03981, m/z 137,02370 e m/z 125,02333,
semelhantes ao padréo de fragmentacdo do composto epigalocatequina conforme observado na
comparacdo do espectro de fragmentagdo do metabdlito 67 e 68 anotado e o espectro de
referéncia da biblioteca do GNPS (Figura 33b e 33c) (DING et al., 2018; SINGH et al., 2018;
YUZUAK et al., 2018).
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Figura 33. Expansdo da rede molecular (cluste 11) no modo negativo, (a) com as anotages dos nés m/z 289,07190
e m/z 305,06696. A figura ao lado mostra a comparacao do espectro de fragmentagdo do flavonoide anotado como
(b) catequina/epicatequina e (c) epigalocatequina.

O espectro de EM/EM do metabdlito 67 (Figura 34), anotado como
catequina/epicatequina (C15H140s, MM = 290,07904 g/mol), apresentou sinal do ion molecular
de m/z 289,07190 [M - H]". De acordo com a proposta de fragmentacdo (Figura 35), foram
originados ions fragmentos de m/z 245,08203 [M-H-CO3] com a perda de CO2, m/z 179,03403
[M-2H-CsHs02]" com o rompimento do anel B, m/z 165,01819 [*?A7] ion diagnostico
observado pela clivagem do anel C, m/z 137,02338 [*3A7] ion diagnostico gerado por RDA com
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a clivagem do anel C e m/z 109,02824 [M-H-CyHyO4] formado com o rompimento do anel B
(CUYCKENS e CLAYES, 2004), conforme a Tabela 8 (Apéndice C, pagina 122).
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Figura 34. Espectro de EM/EM e a fragmentacdo do metabdlito 67 anotado como catequina/epicatequina.
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Os flavonoides sdo produzidos em plantas principalmente na forma de glicosideos e as
ligagBes glicosidicas sdo facilmente clivadas de acordo com a fragmentacéo glicosidica padrdo
(HUANG et al., 2020). No cluster 111 (Figura 36) verificou-se a correlagéo entre 0s compostos
anotados 69 (flavona), 70 (flavonol), 71 (flavanona) e 72 (flavanona). O metabdlito 69, anotado
como apigenina 7-(3-p-cumaroil-glucosideo), apresentou o espectro EM/EM com ion
molecular de m/z 577,13519 [M-H]", apds a retrociclizagdo do anel C gerou os ions fragmentos
de m/z 431,09845 [}*A7, m/z 413,08783 [1*A-H.0] com a perda de uma molécula de HO (-
18,01056 Da), m/z 145,02850 [1*B], m/z 307,08295 [M-2H-C15HsOs7] com a perda da flavona,
m/z 269,04556 [M-H-C1sH17077] devido a perda do grupo substituinte cumaroil-glucosideo
ligado a flavona e o fragmento de m/z 163,03918 [M-H-C21H19097] com a perda da flavona

ligada ao anel glucosideo (Figura 37).

O espectro de EM/EM do composto 70 (Figura 38), anotado como kaempferol 3-(4-p-
cumaroil-glucosideo) apresentou ion molecular de m/z 593,12988 [M-H]" e ions fragmentos de
m/z 447,09335 [M-H-CoH7O2] observado pela eliminagdo do substituinte cumaroil, m/z
429,08264 [M-H-CoH702-H20]  devido a perda de H,O do substituinte glusosideo, m/z
370,23303 [M-H-CgH702-22X"-H,0] ion produto formado pela clivagem cruzada do anel do
grupo glucosideo (CUYCKENS e CLAYES, 2004) seguida pela liberagdo de uma molécula de
H-0, e 0 ion m/z 285,04022 [M-H-C16H17077]" formado pela aglicona do flavonol, conforme a
Tabela 8 (Apéndice C, pagina 122).

. Extrato ACOEt/EtOH de C. bahianus (folhas)

. Extrato MeOH de C. urniger (folhas)

. Extrato AcOEY/EtOH de C. vitifolius (folhas)

Figura 36. Expansdo da rede molecular (cluster I111) no modo negativo.
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Figura 37. Espectro de EM/EM (a) e a fragmentacdo do metabolito 69 (b) anotado como apigenina-7-(3-p-cumaroil-glucosideo) de m/z 577,13519 [M-H].
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Figura 38. Espectro de EM/EM (a) e a fragmentacdo do metabdlito 70 (b) anotado como kaempferol-3-(4-p-cumaroil-glucosideo) de m/z 593,12988 [M-H].

62



Os metabdlitos 71 (m/z 579,15100 [M-H]) e 72 (m/z 725,18317 [M-H]) estdo
correlacionados neste cluster e anotados como prunin-3-p-cumarato e prunin-3,6-di-p-
cumarato, respectivamente, apresentam uma diferenca de 146 Da que se refere ao fragmento
(cumaroil) [M-H-CgH70>7] e ions fragmentos em comum, como os ions de m/z 271 (fragmento
aglicona), m/z 163 (fragmento da clivagem da aglicona °*B-) e m/z 145 (fragmento cumaroil)
(Tabela 8, Apéndice C, pagina 122). O espectro de EM/EM do composto 71 (Figura 39)
apresentou ion molecular de m/z 579,15100 [M-H] e ions fragmentos de m/z 433,11484 [M-H-
CoH70, 7] observado pela eliminagio do substituinte cumaroil, m/z 415,10275 [**A7] e m/z
163,03926 [**B] gerados por RDA, m/z 307,08221 [M-H-C1sH110s7 indicado pela perda do
substituinte cumaroil-glucosideo, m/z 271,06119 [M-H-C1sH17077] formado pela aglicona do
flavonona, m/z 145,02835 [M-H-C21H210107] fragmento formado pela eliminagdo da flavonona
e do anel glucosideo e 0 ion m/z 119,04983 [1*B-] formado por RDA. Observou-se no espectro
de EM/EM do composto 72, de acordo com a Figura 40, o ion molecular de m/z 725,18317
[M-H]" e o ions de m/z 579,14954 [M-H-CgH7O] formado pela perda de um substituinte

cumaroil corroborando com a correlacédo entre 0 metabdlito 71 observada no cluster I11.

Conforme a Tabela 8 (Apéndice C, pagina 122), metabdlito 73 (m/z 607,14557 [M-H]
), anotado como derivado de apigenina, correlacionou-se diretamente com o composto 5 e
apresentou diferenca de massa de 30 Da correspondente a presenca do gurpo metoxila no anel
C, o composto 74 (m/z 621,16010 [M-H]") foi anotado como derivado de prunin devido a sua
correlacdo com os metabdlitos 71 e 72 e o metabdlito 75 (m/z 723,17200 [M-H]) foi anotado
também como derivado de prunin por apresentar em sua estrutura dois grupos cumaroil
(CoH702).
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Figura 39. Espectro de EM/EM (a) e a fragmentacdo do metabolito 71 (b) anotado como prunin-3-p-cumarato de m/z 579,15100 [M-H].
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Figura 40. Espectro de EM/EM (a) e a fragmentagdo do metabdlito 72 (b) anotado como prunin-3,6-di-p-cumarato de m/z 725,18317 [M-H]J-.
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O cluster 1V (Figura 41) exibiu a correlacéo entre metabolitos anotados da classe
flavondis. O metabolito 76 apresentou correlacdo direta com os metabolitos 77, 78, 79,
80, 81 e 81. O espectro de referéncia da biblioteca do GNPS e o perfil de fragmentacéao
(Figura 42) observado para o metabolito 76, m/z 447,09372 [M-H]", confirmam a
anotacdo como kaempferol-3-O-glucosideo, com a presenca dos ions fragmentos de m/z
284,03290 [M-H-CsH11067] formado pela eliminacéo do anel glucosideo e o ion de m/z
255,03026 [M-H-CsH1106™-CO]" indicado pela perda neutra CO de acordo com a Tabela
8 (Apéndice C, pagina 122).

. Extrato ACOEt/EtOH de C. bahianus (folhas)

. .. . Extrato MeOH de C. urniger (folhas)

. Extrato AcOEt/EtOH de C. vitifolius (folhas)

Figura 41. Expansdo da rede molecular (cluster 1) no modo negativo.
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Figura 42. Alinhamento de espectros (a) e fragmentacéo (b) do metabdlito 76 anotado como kaempferol-3-O-glucosideo.
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O metabdlito 77 (m/z 417,08295 [M-H]) anotado como kaempferol-3-a-L-
arabinopiranosideo possui a diferenca de 30 Da em relagcdo ao composto 76, que se refere
a auséncia do substituinte CH2OH do anel glucosideo e o 78 (m/z 431,09833 [M-H])
anotado como e kaempferol-3-hexosideo, possuem a diferenca de 16 Da devido a
auséncia de um substituinte OH. Verificou-se que os espectros de EM/EM de ambos
apresentaram picos de fragmentagdo com valores de m/z similares ao composto 76,
conforme a Tabela 8 (Apéndice C, pagina 122). O composto 79 apresenta m/z 463, 08853
[M-H] e anotagcdo como quercetina-O-hexosideo, apresenta mesma diferenca de massa
de 16 Da em relacdo ao metabdlito 76, entretanto difere na fragmentacéo, com a presenca
dos ions de m/z 300,02759, m/z 271,02634 e m/z 151,00278, de acordo com o espectro de
EM/EM e da proposta de fragmentacdo da Figura 43.
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Figura 43. Espectro de massas EM/EM (a) e a proposta de fragmentagdo (b) do metabodlito 79 anotado
como quercetina-3-hexosideo (FABRE et al., 2001).

Os metabolitos anotados 80 (m/z 577,15656 [M-H]") kaempferitrina, 81 (m/z
593,15155 [M-H]") kaempferol-3-O-rutinosideo, 82 (m/z 593,15137 [M-H]") kaempferol-
3-O-neohesperidosideo e 83 (m/z 609,14581 [M-H]) kaempferol-3-O-soforosideo
apresentam esqueleto basico de compostos da classe dos kaempferol, diferindo quanto ao
substituinte (pentose ou hexose) e na posicdo dos mesmos entre 0s anéis A e C. A
fragmentacdo destes metabolitos € semelhante e possui ions produtos em comum,
descritos na Tabela 8 (Apéndice C, pagina 122), como por exemplo a anotagdo 81 com
ions fragmentos de m/z 327,05154 [M-H-CeHsO™-CeH1104-CO]" referente a clivagem do
anel B, seguida pela perda da pentose e de CO, m/z 285,04047 observado pela perda do
grupo glucosideo, m/z 255,02820 [M-H-C12H2109-CO]" devido a perda dos grupos
hexose e de CO e o fon m/z 151,00275 [**A] formado por RDA (Figura 44).
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Os metabdlitos 84 (m/z 609,14630 [M-H]) e 85 (m/z 625,13922[M-H]") foram
anotados como quercetina-3-O-glucosideo-7-O-ramnosideo e quercetina-3-glucosil-
(1—6)-galactosideo, respectivamente. A fragmentacdo dos flavonois observados esta
descrita na Tabela 8 (Apéndice C, pagina 122), com a verificacdo do pico base de m/z
301,03522 [M-H-CeH1104-CeH11057] para a anotagdo 84 com perda das hexoses e m/z
301,03400 [M-H-C12H210107 para a anotacéo 85 com a perda do grupo glucosideo.

No espectro de massas EM/EM do composto 86 de m/z 739,20978 [M-H] anotado
como mauritianin, a fragmentacdo levou aos ions produtos de m/z 593,15411 [M-H-
CeH11047] correspondente a clivagem de um anel glucosideo, m/z 575,14423 [M-H-
CeH1104-H20] referente a perda de uma hexose e H>0, m/z 284,03275 [M-H-C1gH31013"
]” correspondente ao grupamento ramnopiranosil-galactopiranosideo e o ion de m/z
178,99738 [*?A] referente a clivagem do anel C, de acordo com a Figura 45. Com a
diferenca de uma hidroxila (16 Da) e fragmentacdo semelhante ao composto 86, o
metabolito 87 foi anotado como kaempferol-3-glucosil-(1—2)-ramnosil-(1—6)-

galactosideo (m/z 755,20392 ) conforme a Tabela 8 (Apéndice C, pagina 122).

O metabdlito anotado 88 (m/z 771,19897 [M-H]), derivado de quercetina,
apresenta diferenca de 16 Da (equivalente ao grupo hidroxila) em relacdo ao composto
84, anotado como quercetina-3-rutinosideo-7-galactosideo, a fragmentacéo observada no
espectro de EM/EM (Figura 46) mostrou a presenca dos ions fragmentos de m/z
591,14288 [M-H-CsH1104-H20]" correspondente a perda da hexose do anel A e de H20,
m/z 300,02786 [M-H-CgH1104- C12H21O9] referente a perda das hexoses e m/z
178,99678 [*?A°] correspondente a clivagem do anel C. Os metabdlitos 89 e 90 sdo
derivados de quercetina e foram anotados como quercetina-3-O-arabinosideo (m/z
433,07797 [M-H]) e quercetina-3,7-O-diramnosideo (m/z 593,15326 [M-H]),
respectivamente, possuem ion fragmento intenso de m/z 300,02768 [M-H-CsHoO4]
referente a perda da pentose para o composto 89 e de m/z 301,03516 [M-H- CgH1104-
CeH11047] correspondente a perda das hexoses para o composto 90, de acordo com a
Tabela 8 (Apéndice C, pagina 122).
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Figura 45. Espectro de massas EM/EM (a) e a proposta de fragmentagéo (b) do metabdlito 86 anotado como mauritianin.
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Figura 46. Espectro de massas EM/EM (a) e a proposta de fragmentacao (b) do metabdlito 88 anotado como quercetina-3-rutinosideo-7-galactosideo.
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O cluster V (Figura 47) demostrou a correlacdo entre metabdlitos anotados da classe de
compostos acidos hidroxicindmicos. Os metabolitos 91 (m/z 337,09259 [M-H]), 92 (m/z
353,08820 [M-H]), 93 (m/z 367,10361 [M-H]) e 94 (m/z 515,11871 [M-H]") foram anotados
como  &cido-5-p-cumaroilquinico,  &cido-3-O-cafeoilquinico,  &cido-3-O-cafeoil-4-O-
metilquinico e acido-1,5-dicafeoilquinico, respectivamente. Os metabdlitos observados
possuem estrutura molecular e padrdes de fragmentacdo similares com a presenca de ions
produtos de m/z 191 e m/z 173 de acordo com a Tabela 8 (Apéndice C, pagina 122). A Figura
48 mostra fragmentacdo do composto 91, &cido-5-p-cumaroilquinico, apresentou 0s ions
produtos de m/z 191,05542 [M-H-CoH70O2]  devido a perda da por¢do cumaroil, m/z 173,04463
[M-H-CgH;02-H,0] referente a perda da porcdo cumaroil e H20, entre os ions que também
confirmam as identidades dos metabolitos 92, 93 e 94, estdo m/z 163,03923 [M-H-C7H11057]
indica a presenga do &cido cumérico e m/z 119,04890 [M-H-C7H1105-H20]" que representa o
acido cumérico com a perda de H.O (CHANDRADEVAN et al., 2020).

. Extrato AcOEt/EtOH de C. bahianus (folhas)

. Extrato MeOH de C. urniger (folhas)

. Extrato ACOEY/EtOH de C. vitifolius (folhas)

Figura 47. Expanséao da rede molecular (cluster V) correspondente aos compostos anotados da classe dos &cidos
hidroxicindmicos presentes nos extratos das folhas de Cnidoscolus.
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A analise CLAE-IES-EM/EM e a abordagem por redes moleculares provaram ser
ferramentas eficazes para identificar e anotar diferentes compostos em extratos de plantas.
O estudo de desreplicacdo associado a abordagem em redes moleculares e dados de EM
no modo negativo, realizado com os extratos das folhas das espécies de Cnidoscolus,
revelou a anotacdo de metabdlitos da classe dos compostos fendlicos como os flavonoides
e acidos hidroxicinamicos. Em relacdo a andlise no modo negativo e a presenca de
compostos fendlicos nos extratos, destacou-se que os flavondis anotados como
kaempferol e quercetina estdo presentes em todos os extratos com destaque para 0s grupos
G1 (CBAEF, CBEF, CBEC) e G3 (CVAEF, CVEF, CVEC), no entanto, aromandendrina
e taxifolina foram anotadas somente para o grupo G3 (CVAEF, CVEF). Os flavanois
(catequina e epigalicatequina) foram anotados somente para o extrato CVEF (G3). As
flavonas (apigenina), flavanonas (prunin e derivados) e os acidos hidroxiciamicos foram

observados em todos os extratos.

Os dados CLAE-IES-EM/EM no modo positivo dos extratos das folhas das
espécies de Cnidoscolus também foram usados para a construcdo da rede molecular
classica e a anotacdo dos compostos obtida com o auxilio das bibliotecas do GNPS,
PubChem e Metlin encontra-se organizada na Tabela 9 (Apéndice C, pagina 137) e a
estrutura dos metabolitos obtidos podem ser observadas na Figura 66 (Apéndice C,
pagina 143). Verificou-se que os compostos anotados a partir dos dados no modo positivo
apresentaram compostos semelhantes em relacdo as anotacGes (classes, metabolitos e

fragmentacdes) observadas na analise com dados no modo negativo.

A rede molecular construida com os dados de EM no modo positivo apresentou a
anotacdo de 14 flavonoides, incluindo as flavonas (metabolitos 95 a 99) e os flavonois
(metabdlitos 100 a 108). A identificacdo e anotacdo de compostos por meio de redes
moleculares possui carater inovador para C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius por ndo
haver na literatura descrigdo semelhante para estas espécies. Um total de 44 metabolitos
foram anotados com base na comparacdo de seus dados de CLAE-IES-EM/EM e
categorizadas nas classes dos flavonoides e acidos hidroxicindmicos, demonstrando que

essas especies possuem um conteudo fendlico significativo.

Com relacdo a analise no modo positivo e a presenca dos flavonoides (flavona e
flavonol) presentes nos extratos, destacou-se que as flavonas (apigenina e luteolina)
anotadas foram observadas em todos os extratos presentes nos grupos G1 (CBAEF,
CBEF), G2 (CUMF) e G3 (CVAEF, CVEF). Os flavondis anotados foram observados
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em sua maioria em todos os extratos, no entanto, a mircetina foi anotado somente para o
grupo G1, o metabdlito 103 foi encontrado somente no extrato CUMF e 0 metabdlito 107
foi anotado para grupo G1.

4.4. Elucidacédo estrutural dos compostos utilizando as técnicas de RMN 1D e 2D,
CG-EM E CLAE-EM/EM

Os estudos fitoquimicos descritos na literatura para espécies do género
Cnidoscolus apresentaram a ocorréncia de diversas classes de metabdlitos, os
flavonoides, triterpenos, esteroides e diterpenos representam as principais classes de
compostos que foram isolados. C. phyllacanthus e C. souzae foram as Unicas espécies
que relataram a presenca de diterpenos. Visando a obtencdo desses compostos
diterpénicos caracteristicos das Cnidoscolus, iniciou-se o estudo quimico pelos extratos
hexanicos, devido a polaridade dos compostos alvo, seguidos por acetato de etila, etanol

e metanol.

Todos os extratos das espécies estudadas neste trabalho, exceto CBEF (por
apresentar pouca massa de extrato) e CVEC (devido a literatura apresentar estudo do
caule para a espécie C. vitifolius), foram analisados por cromatografia em coluna do tipo
filtrante (relacdo amostra/silica = 1 g/30 g) com o objetivo de se obter compostos
caracteristicos do género. No entanto, apenas os extratos CBHF e CUMF apresentaram
resultados a cerca do isolamento por coluna filtrante.

4.4.1. Estudo quimico do extrato hexanico das folhas de C. bahianus (CBHF)

O estudo quimico do extrato hexanico das folhas de C. bahianus resultou no
isolamento e identificacdo da mistura de esteroides (sitosterol, campesterol, estigmasterol
e fucosterol) (SONG, et al., 2021) denominada amostra CBHF-11.2 (Figura 49).
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29

sitosterol

fucosterol

Figura 49. Estrutura dos esteroides sitosterol, campesterol, estigmasterol e fucosterol obtidos em mistura
(amostra CBHF-11.2) e isolados a partir do extrato hexanico das folhas de C. bahianus.

O espectro de RMN de *H (Figura 50) da amostra CBHF-11.2, obtida do extrato
hexanico das folhas de CBHF, apresentou sinais caracteristicos de estruturas estereodais,
observou-se a presenca de um dupleto largo em 61 5,33 (d, J = 5,0 Hz) caracteristico do
hidrogénio He, de sinais de hidrogénios vinilicos em 81 5,10 (g, J = 6,9 Hz) atribuidos aos
hidrogénios (Hazs) e 61 5,01 (dd, J = 8,3 e 14,7 Hz) e atribuidos aos hidrogénios (Hz2 e
H23), da ligacdo dupla da cadeia lateral do fucosterol e estigmasterol, respectivamente,
um multipleto em 6n 3,56-3,48 (m, 1H), caracteristico hidrogénios Hs, das estruturas
esteroidais de campesterol, estigmasterol, sitosterol e fucosterol. Os sinais na regido de
o 0,54 a 2,33 séo correspondentes aos hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos
caracteristicos dos compostos mencionados, verificados na Tabela 4 (KOJIMA et al.,
1990; MOREAU et al., 2002; PAULA et. al., 2016).
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Tabela 4. Comparacdo de dados de RMN de *H da mistura de esteroides CBHF-11.2 e dados da literatura
dos esteroides campesterol, estigmasterol, sitosterol e fucosterol. Fonte: KOJIMA et al., 1990; MOREAU
etal., 2002; PAULA et. al., 2016

CBHF-11.2  campesterol estigmasterol  sitosterol fucosterol
Hidrogénios 3 (ppm), 8n (ppm), 8w (ppm), 3n (ppm), 31 (ppm),
Mult., J (Hz) Mult., J (Hz) Mult., J (Hz)  Mult,J(Hz) Mult., J (Hz)
3,56-3,48
Hs ) 3,51 (m) 3,51 (m) 3,52 (m) 3,53 (m)
m
He 5,33 (d, 5,0) 5,33 (d, 5,2) 533(d,52) 535(d,52) 535(d,5.2)
Has 0,68 (5) 0,67 (s) 0,69 (5) 0,67 (s) 0,68 (s)
Hio 1,00 (5) 1,00 () 1,00 (s) 1,00 (s) 1,00 (s)
Ha1 0,97 (d, 6,9) 0,90 (d, 6,6) 1,01(d, 6,6)  0,92(d,6,6) 0,98 (d, 6,4)
5,01 (dd, 8,3 5,00 (dd, 8,6,
H22, Has - - -
e 14,7) 5,2)
0,80 (d, 6,8, 1,01,
0,83(d, 6,9), 0,84 (d, 6,8, Hz) 0,80, 0,82 (d,
H2e, Ho7 Hz7), 0,85 (d, 1,02 (d, 6,8,
0,81(d, 6,9 0,79 (d, 6,8, Hx) 6,8, Has, H27)
6,8, Hze) Hze, H27)
Has 5,10 (q, 6,9) 0,77 (d, 6,6) - - 5,18 (q, 6,7)
Hao 0,85 (d, 7,9) - 0,76 (d,7,8)  084(d,7,8) 1,57(d,7,2)

Os compostos campesterol, estigmasterol, sitosterol e fucosterol presentes na
amostra CBHF-11.2, apresentam formulas estruturais semelhantes, ndo sendo possivel
diferencia-las nessa analise por RMN de *H. Desse modo, foi realizada a analise da
amostra por CG-EM, confirmando a presenca de quatro picos no cromatograma,

referentes as substancias mencionadas (Figura 51).
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Figura 51. (a) Cromatograma de ions totais da mistura dos esteroides obtidos por CG-EM da amostra
CBHF-11.2. (b) Expansédo do cromatograma de ions torais da mistura de esteroides com tempo de retencéo
dos compostos campesterol (33,102 min), estigmasterol (33,441 m min), sitosterol (34,435 min) e

fucosterol (34, 583 min).

De acordo com a biblioteca do equipamento (NIST Mass Spectral Library), os

espectros de massas obtidos através da analise mostraram a presenca dos ions moleculares
de m/z 400 (CogHsgO; campesterol; 95% de similaridade), m/z 412 (Ca9HagO;
estigmasterol; 92% de similaridade), m/z 414 (C29Hs00; sitosterol; 93% de similaridade)
e m/z 412 (C29Ha4g0; fucosterol; 86% de similaridade) (KORNPOINTNER, et al., 2021;
SIMONETTE, et al., 2021), representados na Figura 52.
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Figura 52. Espectros de massas dos componentes da amostra CBHF-11.2: (a) campesterol, (b)
estigmasterol, (c) sitosterol e (d) fucosterol.

4.4.2. Estudo quimico do extrato metanolico das folhas de C. urniger (CUMF)

O estudo quimico do extrato metandlico das folhas de C. urniger levou ao
isolamento e identificacio do composto CUMF-18.2. O espectro de RMN de ‘H (Figura
53) de CUMF-18.2 apresenta multiplos sinais na regido entre 61 2,30 e 0,65, sendo esta
regido caracteristica de hidrogénios dos grupamentos metinicos, metilénicos e metilicos,
comumente presente em compostos terpénicos. Os sinais observados em 64 1,00 (s, 3H,
Hie), 0,92 (d, 3H, J= 6,8 Hz, H21), 0,85 (d, 3H, J= 7,3 Hz, Hy9), 0,83 (d, 3H, J= 6,8 Hz,
H2e), 0,81 (d, 3H, J= 6,8 Hz, H27) e 0,68 (s, 3H, H1g) foram observados com integracao
para 3 hidrogénios, que sugerem a presenca de seis substituintes metilicos. A presenca de
sinais em 6w 5,33 (d, 1H, He) atribuido a presenca de hidrogénio olefinico, um multipleto
em oH 3,56-3,48 (m, 1H, Hs3) correspondente a um hidrogénio ligado ao carbono

carbindlico sdo caracteristicos de compostos de natureza estereoidal (Tabela 5).
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Figura 53. Espectro de RMN 'H (CDCIs/TMS, 500,13 MHz) do composto CUMF-18.2, com expansdes das regides: (a) 5,38-5,32 ppm, (b) 3,55-3,50 ppm e (c) 2,30-0,65 ppm.
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Tabela 5. Dados de RMN de H, HSQC e HMBC do composto CUMF-18.2. (continua)

Hidrogénios o (ppm) HSQC HMBC (ppm)
(Multiplicidade; J (Hz); (Ppm)
N° de hidrogénios)
H1 1,15 39,8 21,1; 42,3
H2 1,83 31,7 36,5; 71,8; 140,7
Hs 3,53 (m; 1H) 71,8 -
Ha 2,28 42,3 3177121192 1?:3’5;
Hs - 140,7 -
He 5,33 (d; 5,2; 1H) 121,7 31,9; 36,8; 42,3
H7 2,00 31,9 21,0; 50,2; 56,8
H38 1,57 24,3 -
Ho 0,93 50,2 -
Hio - 36,5 -
Hi 1,49 21,1 39,8; 50,2; 71,8
Hi2 1,99 39,8 56,8
His - 51,2 -
Hi4 0,98 56,8 24,3
His 1,25 28,2 29,2
Hie 1,85 37,2 31,9; 56,1
Hi7 1,09 56,1 12,0
His 0,68 (s; 3H) 12,0 39,7 ‘;%:; 56.1;
Hio 1,00 (s; 3H) 19,4 36,5; 37,3; 50,2;
H2o 1,35 36,1 23,1
H21 0,92 (d; 6,8; 3H) 18,1 34,0; 36,1; 56,1
Ha22 1,34 34,0 36,1
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Tabela 5. (concluséo)

Hidrogénios o (ppm) HSQC HMBC (ppm)
(Multiplicidade; J (Hz); (Ppm)
N° de hidrogénios)

Hos 1,15 26,1 -
Has 0,92 45,9 23,1; 34,0
Has 1,65 29,2 -
H2s 0,83; d; 6,8; 3H 19,8 19,0; 29,2; 45,9
Ha7 0,81; d; 6,8; 3H 19,0 19,8; 29,2; 45,9
Has 1,25 23,1 29,2;12,0
Hag 0,85; d; 7,3; 3H 12,0 23,1;45,9

O composto CUMF-18.2 foi identificado como sitosterol (Figura 54) a partir das

andlises dos espectros de HSQC (Figura 55) e HMBC (Figura 56), sendo possivel

estabelecer as correlacdes entre os hidrogénios e carbonos.

Figura 54. Estrutura do composto CUMF-18.2 isolado do extrato metandlico das folhas de C. urniger.
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Figura 55. Mapa de correlagdo HSQC para o composto CUMF-18.2 (sitosterol).
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Figura 56. Mapa de correlagdo HMBC para o composto CUMF-18.2 (sitosterol).
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A explicacdo para o fato da tentativa de isolamento de metabolitos presentes em
outros extratos ndo ter sido satisfatoria pode estar relacionada a massa de material vegetal
e a maneira como foi realizado o procedimento inicial de extragdo (extragéo direta com
diversos solventes), com o carreamento e espalhamento das substancias majoritarias,
gerando tracos desses compostos em todos 0s extratos produzidos e consequentemente a

obteng&o reduzida da massa dos extratos.

4.5. Ensaio Antimicrobiano dos extratos de C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius
frente aos microorganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus

O ensaio antimicrobiano in vitro frente aos micro-organismos Escherichia coli e
Staphylococcus aureus foi realizado para todos os extratos obtidos em hexano, acetato de
etila, etanol e metanol. Os resultados da atividade antibacteriana estdo apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6. Atividade antimicrobiana representada pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos
de Cnidoscolus frente as bactérias E. coli e S. aureus. (continua)

Extratos Concentracéo na CIM - E. coli CIM - S. aureus
placa (pg/mL) (ng/mL) (ug/mL)
CBHF 3120 3120 1560
CBAEF 2280 ~ 1140
CBEF 400 200 400
CBHC 3120 3120 1560
CBAEC 3120 3120 ~
CBEC 3120 3120 ~
CUMF 3120 3120 3120
CUHC 3120 3120 3120
CUAEC 3120 1560 3120
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Tabela 6. (concluséo)

Concentracéo na CIM - E. coli CIM - S. aureus
Extratos
placa (ug/mL) (Mg/mL) (ng/mL)

CUEC 2990 2990 ~

CVHF 3840 1920 1920
CVAEF 4060 2030 2030

CVEF 3300 1650 1650
CVEC 4340 2170 2170

Legenda: Folhas de C. bahianus: CBHF — extrato hexanico, CBAEF — extrato acetato de etila, CBEF —
extrato etanolico; Caule de C. bahianus: CBHC — extrato hexanico, CBAEC — extrato acetato de etila,
CBEC — extrato etanolico; Folhas de C. urniger: CUMF — extrato metandlico; Caule de C. urniger: CUHC
— extrato hexanico, CUAEC — extrato acetato de etila, CUEC — extrato etanélico; Folhas de C. vitifolius:
CVHF — extrato hexanico, CVAEF — extrato acetato de etila, CVEF — extrato etandlico; Caule de C.
vitifolius: CVEC - extrato etandlico.

Os resultados obtidos mostram que o extrato CBEF apresentou atividade
inibitéria moderada contra os microrganismos testados, possivelmente devido a presenca
de compostos fendlicos, esses metabdlitos secundarios sdo amplamente distribuidos em
plantas e apresentam atividade antimicrobiana (MADOXX e LAUR, 2010; BOUARAB-
CHIBANE et al., 2019). Para os outros extratos observou-se auséncia de atividade
inibitoria.

Estudos realizados com outras espécies do género Cnidoscolus demonstraram
atividade antimicrobiana frente cepas padrdes e isoladas, confirmando o uso
etnomedicinal destas plantas. Peixoto Sobrinho et al. (2012) avaliaram a atividade
antibacteriana do extrato metanolico e fragdes (hexanica, diclorometénica, acetato de etila
e metanolica) de C. quercifolius, utilizando o método de difusdo em agar, frente as cepas
Staphylococcus aureus, S. saprophyticus, S. coagulase, Enterococcus faecalis, E.
faecalis, Pseudomonas aeruginos, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, K. pneumoniae
e E. coli. O extrato metanolico e a fracdo diclorometéanica das cascas de C. quercifolius

foram ativos contra Staphylococcus sp. e S. aureus resistentes a meticilina (MRSA).

No estudo realizado por Rosas-Pifion et al. (2011) com o extrato aquoso e
etandlico das folhas de C. multilobus, utilizando o método de microdiluicéo, foi
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observada a inibicao do crescimento de Streptococcus mutans (CIM: 62,5 pg/mL para o
extrato aquoso e 15,6 pg/mL para o extrato etanolico) e Porphyromonas gingivalis (CIM:
500 pg/mL para o extrato aquoso e etanolico).

Adeniran et al. (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos
etandlicos das folhas, caule e raiz de C. aconitifolius, na concentragdo de 20 mg/mL,
usando o método de difusdo em &gar frente as cepas de Klebsiella oxytoca, E. coli,
Proteus spp., Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa. O extrato de folhas foi menos
ativo contra K. oxytoca e E. coli enquanto o extrato do caule foi menos ativo contra K.
oxytoca. Os extratos da raiz, folha e caule foram ativos frente a Proteus spp., B. subtilis

e P. aeruginosa.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou a contribuicdo ao estudo metabolémico das
espécies C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius. As analises de CLAE-IES-EM/EM e
Molecular Networking foram aplicadas no estudo dos extratos das espécies mencionadas
e permitiram a anotacao de flavonoides glicosilados e acidos hidroxicindmicos. As classes
quimicas flavonoides e esteroide sdo consideradas as mais comuns e abundantes para as
espécies do género Cnidoscolus. Este trabalho demostrou que a classe dos flavonoides foi
a gque apresentou maior diversidade estrutural para as espécies estudadas, com a anotagédo
de flavonais, flavanonas, flavonas e flavanois, sendo o primeiro estudo que descreve esses
compostos presentes nos extratos foliares. Observou-se também que a andlise por
Molecular Networking utilizando o modo negativo apresentou maior quantidade de
compostos anotados que a analise no modo positivo favorecendo o estudo de
desreplicacéo.

Os extratos das espécies C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius foram analisados
por RMN e comparados através da analise de componentes principais (ACP), revelando
a similaridade entre os extratos etandlico/metandlico das folhas para as trés espécies, com
o direcionamento da desreplicacdo flavonoides glicosilados e esteroides. O estudo
fitogquimico das partes aéreas de C. bahianus, por meio do isolamento por cromatografia
e elucidagéo estrutural por RMN e CG-EM levou a identificacdo de uma mistura de
esteroides (sitosterol, campesterol, estigmasterol e fucosterol). Do mesmo modo, o estudo
fitogquimico do extrato das folhas de C. urniger levou ao isolamento e identificacdo do
composto sitosterol.

O ensaio antimicrobiano in vitro dos extratos das espécies C. bahianus, C. urniger
e C. vitifolius frente as cepas bacterianas E. coli e S. aureus mostrou que somente o extrato
CBEF apresentou atividade inibitéria moderada contra os microrganismos testados.

Dessa forma, o estudo apresentado neste trabalho para C. bahianus, C. urniger e
C. vitifolius possibilitou a contribuicdo ao conhecimento quimico para 0 género
Cnidoscolus, visto que, na literatura ndo ha estudos sobre constituintes quimicos e de

desreplicagdo com abordagem em Molecular Networking para estas espécies.
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Apéndice A — Listagem das espécies do género Cnidoscolus distribuidas no Brasil.

Tabela 7. Espécies do género Cnidoscolus distribuidas no Brasil. Adaptado de The Plant List. (continua)

Espécies

Sinonimia

Cnidoscolus aculeatissimus (Colla) Fern.Casas

Cnidoscolus adenoblepharus Fern.Casas &

J.M.Pizarro
Cnidoscolus adenochlamys Fern.Casas
Cnidoscolus aurelii Fern.Casas
Cnidoscolus bahiana Pax & K.Hoffm.
Cnidoscolus bahianus (Ule) Fern.Casas
Cnidoscolus bahianus (Ule) Pax & K.Hoffm.
Cnidoscolus byssinus Fern.Casas
Cnidoscolus calcareus Fern.Casas
Cnidoscolus calyptratus Fern.Casas
Cnidoscolus calyptrodontus Fern.Casas
Cnidoscolus ceballosii Fern.Casas
Cnidoscolus cervii Fern.Casas

Cnidoscolus conicus Fern.Casas & J.M.Pizarro

Cnidoscolus froesii (Croizat) Fern.Casas

Cnidoscolus graminifolius Fern.Casas
Cnidoscolus halteris Fern.Casas
Cnidoscolus hamosus Pohl

Cnidoscolus hypokerinus Fern.Casas

Cnidoscolus horridus (Mill.Arg.) Pax &
K.Hoffm.; Jatropha aculeatissima Mart.;
Jatropha ferox Mll.Arg.; Jatropha horrida
Mill.Arg.

Jatropha bahiana Ule
Jatropha bahiana Ule

Jatropha bahiana Ule

Cnidoscolus pubescens (Pax) Pax; Jatropha

froesii Croizat; Jatropha pubescens Pax

Jatropha hamosa (Pohl) Mull.Arg.
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Tabela 7. (continuacao)

Espécies

Sinonimia

Cnidoscolus inaequalis Fern.Casas
Cnidoscolus infestus Pax & K.Hoffm.
Cnidoscolus leuconeurus Pax & K.Hoffm.
Cnidoscolus lombardii Fern.Casas
Cnidoscolus magni-gerdtii Fern.Casas

Cnidoscolus maracayensis (Chodat & Hassl.)

Fern.Casas
Cnidoscolus minarum Fern.Casas

Cnidoscolus mitis Fern.Casas

Cnidoscolus monsanto Fern.Casas

Cnidoscolus oligandrus (Mull.Arg.) Pax

Cnidoscolus paucistamineus (Pax) Pax
Cnidoscolus piranii Fern.Casas & J.M.Pizarro

Cnidoscolus populifolius Fern.Casas

Cnidoscolus pubescens Pohl

Cnidoscolus quercifolius Pohl

Jatropha leuconeura Pax & K.Hoffm.

Jatropha maracayensis Chodat &

Hassl.

Cnidoscolus oligandrus var. xerophilus
A.Mattos & Rizzini; Jatropha oligandra
Mull.Arg.;

Jatropha paucistaminea Pax

Cnidoscolus obtusifolius Pohl ex Baill.;
Janipha arborea Mart. ex Pohl;
Jatropha obtusifolia (Pohl ex Baill.) Mull.Arg.;
Jatropha obtusifolia var. pubescens (Pohl)
Mull.Arg.;

Cnidoscolus lobatus Pohl; Cnidoscolus
phyllacanthus (Mull.Arg.) Pax & K.Hoffm.;
Cnidoscolus repandus Pohl; Janipha
phyllacantha Mart. ex Pohl; Jatropha
phyllacantha Mull.Arg.; Jatropha phyllacantha
var. lobata (Pohl) Mull.Arg..
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Tabela 7. (continuacéao)

Espécies

Sinonimia

Cnidoscolus rupestris Fern.Casas

Cnidoscolus sellowianus Klotzsch ex Pax

Cnidoscolus spathulatus Fern.Casas

Cnidoscolus subinteger (Chodat & Hassl.) Pax &
K.Hoffm.

Cnidoscolus tridentifer Fern.Casas & J.M.Pizarro

Cnidoscolus ulei (Pax) Pax

Cnidoscolus urens (L.) Arthur

Cnidoscolus urentissimus Fern.Casas

Jatropha sellowiana (Klotzsch ex Pax) Pax &
K.Hoffm.

Jatropha subintegra (Chodat & Hassl.) Pax &
K.Hoffm.; Jatropha vitifolia f. subintegra
Chodat & Hassl.

Jatropha ulei Pax

Bivonea urens (L.) Arthur; Cnidoscolus
adenophilus (Pax & K.Hoffm.) Pax &
K.Hoffm.; Cnidoscolus herbaceus (L.)
I.M.Johnst.; Cnidoscolus marcgravii Pohl;
Cnidoscolus mexicanus Klotzsch ex Pax,
Cnidoscolus michauxii Cham. & Schltdl.;
Cnidoscolus osteocarpus Pohl; Cnidoscolus
urens subsp. adenophilus (Pax & K.Hoffm.)
Breckon; Cnidoscolus urens var. urens;
Cnidoscolus urens subsp. urens; Janipha urens
(L.) Poir. ex Pohl, Jatropha adenophila Pax &
K.Hoffm.; Jatropha herbacea L.; Jatropha
urens L.; Jatropha urens var. brachyloba
Mill.Arg.; Jatropha urens var. herbacea (L.)
Mill.Arg.; Jatropha urens var. marcgravii
(Pohl) Mull.Arg.; Jatropha urens f. osteocarpa
(Pohl) Mull.Arg.; Jatropha urens var.
osteocarpa (Pohl) Mull.Arg.; Jussieuia
herbacea Houst.; Manihot herbacea (L.)

Crantz; Manihot urens (L.) Crantz
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Tabela 7. (concluséo)

Espécies Sinonimia

. . Cnidoscolus urniger (Pax) Pax; Jatropha
Cnidoscolus urnigerus (Pax) Pax )
urnigera Pax;

Cnidoscolus vitifolius var. vitifolius; Jatropha
) o ) vitifolia Mill.; Jatropha vitifolia var. obtusifolia
Cnidoscolus vitifolius (Mill.) Pohl _ o
Mull.Arg.; Manihot spinosissima Mill. ex

Steud.
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Apéndice B — Espectros de RMN de *H dos extratos de C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius.

12.36 mg

463,82 MeOD

PROTON MeQD {C:\dados\pnZ\nmr} rmn 2
CBRAEF

)

W_JLMJ} lwtjmw e N \"I\MJ‘ W\“’/ \“‘) L‘

T

T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5
Figura 57. Espectro de RMN 'H (CDsOD/TMS, 500,13 MHz) do extrato acetato de etila das folhas de C. bahianus (CBAEF).

1.0

0.5 ppm
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12.14 mg

459.54 MeCD

PROTON MeOD {C:\dados\pn2\nmr} rmn 4
CVAEF

R

rtrr-~+— 7~ rr-—T-rT-rrrrerer T e e e
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 58. Espectro de RMN *H (CDsOD/TMS, 500,13 MHz) do extrato acetato de etila das folhas de C. vitifolius (CVAEF).
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12.75 mg

461,21 MeCD

PROTCON MeOD {C:\dados\pn2\nmr} rmn 3
CREC

| | | T T | | | | | | | | | | T |
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 59. Espectro de RMN 'H (CDsOD/TMS, 500,13 MHz) do extrato etandlico do caule de C. bahianus (CBEC).
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12.70 mg

468,51 MeQD

PROTON MeOD {C:\dados\pn2\nmr} rmn 3
CUEC

T T | | | | | | | | | | | | | |
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm

Figura 60. Espectro de RMN *H (CDsOD/TMS, 500,13 MHz) do extrato etandlico do caule de C.urniger (CUEC).
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12.56 mg

464.35 MeOD

PROTON MeOD {C:\dados\pnZ2\nmr} rmn 6
CVEC

I T T T T T T T T T T T T T T T T 1
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm

Figura 61. Espectro de RMN *H (CDsOD/TMS, 500,13 MHz) do extrato etandlico do caule de C.vitifolius (CVEC).
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12.32 mg

460.57 MeQD

PROTON MeCD {C:\dados\pn2\nmr} rmn 7
CUMF

S TVUD T N SUT N ) M .JU M"‘”

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm

Figura 62. Espectro de RMN *H (CDsOD/TMS, 500,13 MHz) do extrato metandlico das folhas de C.urniger (CUMF).
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PROTON MeOD {C:\dados\pnZi\nmr} rmn 1
CREF

/
| \\ [ J‘JL
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8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 63. Espectro de RMN *H (CD;OD/TMS, 500,13 MHz) do extrato etandlico das folhas de C.bahianus (CBEF).
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12.57

462.39 MeOD

PROTON MeOD {C:\dados\pn2\nmr} rmn 5
CVEF

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 64. Espectro de RMN 'H (CDsOD/TMS, 500,13 MHz) do extrato etandlico das folhas de C.vitifolius (CVEF).
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Apéndice C — Relacédo de compostos anotados na plataforma do GNPS/METLIN para os extratos das espécies de Cnidoscolus (modo negativo

e positivo).

Tabela 8. Compostos anotados na plataforma do GNPS/METLIN para os extratos das espécies de Cnidoscolus (modo negativo). (continua)

Tr Férmula M- Hf M=H Erpg
No. Anotagéo , m/z m/z EM/EM Grupos Referéncias
(min) ~ Molecular tedrica observada (ppm)
Cluster I — Flavonol
259,06137; G3
65 aromadendrina 18,55  CisH1206 287,05556  287,05627 0,55 ’ " (CVAEF, BRITOetal., 2021
125,02314
CVEF)
275,05716;
- 259,06064; G3
66 taxifolina 16,60  CisH1207 303,05050  303,05081 -0,71 177,01851:  (CVEF) BRITO etal., 2021
125,02364
Cluster Il — Flavanol
245,08203;
205,04974;
179,03403; a3 DING et al., 2018;
67 catequina/epicatequina 15,91  CisH140s 289,07121  289,07190 0,49 165,01819; (CVEF) YUZUAK et al.,
137,02338; 2018
125,02299;
109,02824
261,07693;
90378 gingH etal, 2018
68 epigalocatequina 12,2 C1sH1407 305,06613  305,06696 0,93 13903981  (CVEF) YUZUAK et al.,
. 2018
137,02;
125,02
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Tabela 8. (continuacéo)

Tr Férmula M= HI M=H Erro
No. Anotacao min) Molecular m/z m/z m EM/EM  Grupos Referéncias
(min) olecula tedrica observada (ppm)
Cluster 111 - Flavona, Flavonol e Flavanona
Gl
431,09845; (CBAEF,
413,08783; CBEF),
apigenina-7-(3-p- 36,91 307,08295; G2 BEZERRA, et al.,
69 cumaroil-glucosideo) CaoHzs012 - 577,13460  577,13519 007 569 04556:  (CUMF),  2016: METLIN
163,03918; G3
145,02850 (CVAEF,
CVEF)
447,09335;
429,08264; G2
70 ~ Kaempferol-3-(4-p- o750 oobe0n 59312952 59312988 0,80  370.23303; (CUMF). FELIPEetal, 2014;
cumaroil-glucosideo) ' G3 METLIN
285,04022, (CVEF)
145,02785
. Gl
433,11484; (CBAEF,
415,10275; CBEF)
307,08221, G2 ’
71 prunin-3-p-cumarato 37,87  C3oH28012 579,15025  579,15100 0,34 271,06119; GNPS; METLIN
' (CUMF),
163,03726; a3
O (cuner
’ CVEF)
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Tabela 8. (continuacéo)

] [M - HJ- [M — H]
No. Anotagéo (r;xrirn) l\ﬁg{erzullgr m/_z m/z (Er';r?) EM/EM Grupos Referéncias
u teérica  observada ‘PP

G1
579,14954; (CBAEF,
N 453,11853; CBEF),

72 prunin ’t'p 4557 CaoHuOwn 72518703 72518738 048 27106107, G2 GNPS; METLIN
cumarato 163,03891; (CUMF),
14502837  G3
(CVEF)
461,10968; G2
72 443,09683; (CUMF),

derivado de apigenina 37,54  C31H2013 607,14517  607,14557 0,65  299,05591; G3 GNPS
163,03905; (CVAEF,
145,02846  CVEF)
G1
om ol
74 derivadodeprunin 4273 CaHxO;  621,16082 62116010 -1,15  {gy’gagos’  CBEF), GNPS

’ G2
14502846
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Tabela 8. (continuacéo)

Tr Férmula M= HI M= Erro
No. Anotagéo : m/z m/z EM/EM Grupos Referéncias
(min)  Molecular tedrica observada (ppm)
Gl
577,13733; (CBAEF,
559,12506; CBEF),
: . 453,11935; G2 GNPS
75 derivado de prunin 4498  C3gH32014 723,17132  723,17200 0,77 269.04565. (CUME),
163,03883; G3
145,02846 (CVAEF,
CVEF)
Cluster 1V - Flavonol

Gl
(CBAEF,
CBEF),
kaempferol-3-O- 284,03290; G2

76 glucosideo 25,85  CaH200n 447,09274  447,09372 0,43 255,03026  (CUMF), DING et al., 2018
G3
(CVAEF,
CVEF)
Gl
(CBAEF,

kaempferol-3- a-L- 284,03271; CBEF), KUMAR et al.,

77 arabinopiranosideo 26,83  CxHis010  417,082017 417,08295 0,23 255 02901 G3 2017

(CVAEF,
CVEF)
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Tabela 8. (continuacéo)

) M- H| M- HJ|
No. Anotagéo Tr Formula m/z m/z Erro EM/EM Grupos Referéncias
(min)  Molecular tedrica observada (Ppm)
Gl
(CBAEF,
78 kaﬁg(%fselg;'f 2848 CaHaO1n  431,09782  431,09833  -0,04 2285%”%‘2%%’ C%%F)’ KUMQ';“ al.
(CVAEF,
CVEF)
G1
(CBEF),
. 300,02759: G2
79 q“herce“%a‘o' 2355 CaHxOw 46308765 46308853 071 27102634 (CUMF), KUMZQT?‘*‘ al.
exosideo 151,00278 G3
(CVAEF,
CVEF)
G1
(CBAEF,
80 kaempferitrina 2372  CzHxOw  577,15573  577,15656 0,28 ‘;%15”%3%‘;51’ C%%”’ GNPS; METLIN
(CVAEF,
CVEF)
327.05154,
g~ Kaempferol-3-O- 00 o oHOl 59315065 59315155 035 202040470 o AEE CHENetal., 2015
rutinosideo 255,02820;
15100275  CVEP)
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Tabela 8. (continuacéo)

Tr Formula M~ Hf MU e _
No. Anotagéo min Molecular m/z m/z m EM/EM Grupos Referéncias
(min) olecula teorica  observada (PP™M)
G2
oahepondosidenl 429,08,  (CUMP),
82 kaemr?fem'_?_o_ 2336 CxpHaO1s  593,15065  593,15137 0,17 284,03; G3 CHEN et al., 2015
idosi 179,00 (CVAEF,
neohesperidosideo EVER)
429,09;
300,03;
8 i 2L95 CaMuOn 60914556 60914581 041  oonid (CM. GNPSMETLIN
179,00;
151,00
Gl
quercetina-3-O- 463,08862; (((::EQE)F’
84 glucosideo-7-O- 19,98  C27H30016 609,14556 609,14630 1,21 446,08557; a3 : NEGRI et al., 2013
ramnosideo 301,03522 (CVAEF,
CVEF)
Gl
463,08942; (CBAEF,
quercetina-3-glucosil- ] 317,03076; CBEF), .
85 |6)galactosideo 2115 CoMwOw 62514047 62513922 1,02 3oy g GNPS; METLIN
(CVAEF,
CVEF)
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Tabela 8. (continuacéo)

T Fo I M- HJ M-HJ Erro
No. Anotagéo ' MO{ mul a m/z m/z m EM/EM Grupos Referéncias
(min) olecular tedrica observada (ppm)
. G2
gt s 0l SISAL cR, TAOa, 20m
86 galactF())piranosideo 21,36 Cs3H0010 739,20855 739,20978 1,66 284 ’03275_ G3 SHKONDROV e
. ' ' (CVAEF, KRASTEVA, 2021
(mauritianin) 178,99738 CVEF)
G2
‘I‘jcegf’lfe(ﬂg) 575,14014; (CUMF),
87 r?amnosil-(l—» 6)- 20,37 Csz3Ha002 755,20347  755,20392 0,59  284,03290; G3 DU et al., 2021
alactosideo 178,99727 (CVAEF,
g CVEF)
quercetina-3- 591,14288; G2
88 rutinosideo-7- 18,91  Cs3H002 771.19838  771,19897 0,76  300,02786; (CUMF) TANG et al., 2020
galactodsideo 178,99678
Gl
(CBAEF,
89 q‘;f;%f;‘gsa“fe(? 2534  CwoHisOn 43307709 43307797 077  300,02768 CE(;;E:%F)’ DU et al., 2021
(CVAEF,
CVEF)
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Tabela 8. (continuacéo)

T Fo I M- HJ M-HJ E
No. Anotacéo ' MO{ mul a m/_z m/z rro EM/EM Grupos Referéncias
(min) olecular tedrica observada (PPM)
Gl
(CBAEF,

quercetina-3,7-0O- 447,09372 CBEF),

90 ercetina s, 7 2513 CoMuOis 50315065 59315326 112 oo 28 OO0 GNPS: METLIN
(CVAEF,
CVEF)
Cluster V - Acido hidroxicinamico
Gl
(CBAEF,
191,05542;  CBEF),
4Cido-5-p- 17304463. G2 CHANDRADEVAN
N Cumarcilquinico 1815 CioHieOs - 337,09234  337,09259  -1.99 44303903 (cUMP), et al., 2020
11004890 = G3
(CVAEF,
CVEF)
G1
(CBAEF,
191,05548;  CBEF),
92 acido-3-O- 1641 CiHisOs 35308726 35308820 112 17203424, G2 gporq a1 2021

173,04488; (CUMF),
135,04480 G3
(CVAEF,
CVEF)

cafeoilquinico
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Tabela 8. (concluséo)

T Fo | M= HI M= HI E
No. Anotagao ! MO{ mul a m/z m/z M EM/EM  Grupos Referéncias
(min) —Molecular tesrica  observada (PP
Gl
(CBAEF,
193,04997; CBEF),
03 A edines 1732 CubxOy 36710201 36710361 042 ppioeid (L BRITOetal, 2021
134,03629 G3
(CVAEF,
CVEF)

353,08801; Gl
335,07758; (CBAEF,

2648 CxHxuO1 51511895 51511871 -1,53  191,05540: CBEF), DU et al., 2021
179,03423; G2
173,04456 (CUMF)

acido-1,5-
dicafeoilquinico
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Figura 65. Estrutura dos compostos anotados presentes nas folhas das espécies C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius utilizando dados de EM no modo negativo, verificados nas
bases de dados GNPS, PubMed e Metlin. (continua)
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Tabela 9. Compostos anotados na plataforma do GNPS/Metlin para os extratos das espécies de Cnidoscolus (modo positivo). (continua)

[M+H]" [M+H]"

No. Anotacdo TIr Formula m/z m/z Erro EM/EM  Grupos Referéncias
(min)  Molecular tesrica  observada (PP™)
Flavona
Gl
415,10205;
apigenina-C- 397.09143; (ggéFE)F’
glucosideo 379,07941; ’
95 (isovitexina)/ 2337 CauHxOw 43311347 43311185 -107  367,08185: (CL%F) ZHANG et al., 2018
kaer_npferol-3-_ 337,07114; G3 ’
ramnosideo (alfelina) ?%?;%%i%% (CVAEF,
’ CVEF)
Gl
(CBAEF,
genisteina-7-O- CBEF),
apiosil-(1—6)- i 433,11240; G2
96 Jlucosideo 2562 CoHzOu 56515573 56514948 -105 o i'eger’ cymp,  RENetal, 2016
(ambocina) G3
(CVAEF,
CVEF)
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Tabela 9. (continuacéo)

[M+H]"

[M+H]"

No. Anotacao T_r Formula m/z m/z Erro EM/EM Grupos Referéncias
(min)  Molecular tedrica observada (ppm)
Gl
(CBAEF,
CBEF),
apigenina-7-(3"-p- i 271,05984, G2 .
cumaroil-glucosideo) 369 CaMzOiz 57915025 579,14929 041 ‘| e cumpy.  GNPS: PubChem
G3
(CVAEF,
CVEF)
. G1
luteolina-5-O- (CBAEF, PANDEY e
glucosideo (a)/ CBEF),  KUMAR, 2016:
o8 'fjigglgzg(g)/ 2172 CxuHoOu  449,10839  449,10773 -0,10  287,05457 G2 ZHANG et al.,
g \ (CUMF),  2018; LYUetal.,
quercetina-3- G3 2021
ramnosideo (CVAEF
CVEF)
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Tabela 9. (continuacéo)

[M+H]"

[M+H]"

No. Anotacao T_r Formula m/z m/z Erro EM/EM Grupos Referéncias
(min)  Molecular tedrica observada (Ppm)

G1
(CBAEF,

apigenina-7-(3",6"-di- 27,05978; CEE;EZF)' GNPS: METLIN:

99 p-cumaroil- 4460  C39H32014 725,18703  725,18590 -1,55 165,05420; (CUMF) PubChem '
glucosideo) 147,04414 G3 '
(CVAEF,
CVEF)

Flavonol

G1
285.03873; (EEQFE)F’
257,04343; G2 ’

100 quercetina 20,28 C1sH1107 303,05048  303,04977 -0,39  229,05040; (CUMF) ZHANG et al., 2018
165,01826; G3 ’
137,02298 (CVAEF,
CVEF)
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Tabela 9. (continuacéo)

[M+H]"

[M+H]"

No. Anotacao T_r hl;olrmulla m/z m/z Erro EM/EM Grupos Referéncias
(min) olecufar teorica observada (ppm)
G1
(CBAEF,
quercetina-3-O- CEE;EZF)'
101 glucosideo 20,63  C21H20012 465,10330  465,10309 0,33 303,04999 ZHANG et al., 2018
. o (CUMF),
(isoquercitrina)
G3
(CVAEF,
CVEF)
mircetina-3- 369,06149; Gl
102 ramnosideo 19,83  CauH20012 465,10330  465,10211 -0,64  319,04514; (CBAEF, LYUetal, 2021
303,04980 CBEF)
kaempferol-3- 449,10675; G2 GNPS; METLIN;
103 sambubiosideo 24,70 CaeHaeO1s 581,15065 58114980 1,46 287,05478 (CUMF) PubChem
kaempferol-3-O-4-D- (CBG A%EF
104 © gf;ig;ﬁa%‘g;f‘jg') 3420 CwoHzOw 59514517 59514390 -2.13 21377%‘5‘1‘;2% CBEF),  RENetal, 2016
S ’ G2
(tilirosideo) (CUMF)
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Tabela 9. (continuacéo)

[M+H]"

[M+H]"

No. Anotagdo I Formula m/z m/z Erro EM/EM  Grupos Referéncias
(min)  Molecular tedrica observada (ppm)
Gl
(CBAEF,
449,10748; CBEF),
kaempferol-7- 431,09784; G2 GNPS; METLIN;
105 neohesperidosideo 21,61  Cy7H30015 595,16613  595,16530 1,39 287.05496. (CUME), PubChem
129,05472 G3
(CVAEF,
CVEF)
Gl
(CBAEF,
465,09946; CBEF), PANDEY e
quercetina-3-O- 449,10760; G2 KUMAR, 2016;
106 rutinosideo 19,92  Cuy7H30016 611,16121 611,16050 -1,16 30304977 (CUMF), NORAZHAR et al.,
287,05545 G3 2021
(CVAEF,
CVEF)
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Tabela 9. (conclusao)

[M+H]" [M+H]"

No. Anotacao T_r hl;olrmulla m/z m/z Erro EM/EM Grupos Referéncias
(min) olecufar teorica observada (ppm)
579,16864;
433,11273;

kaempferol-3- 415.10257: Gl

107 (AMOSEOAT 9300 CaHaOw 72522009 72522000 039 39700161 (CBAEF, NS METLIN:
mnosiceo 329,06506;  CBEF)
287,05472;
129,05484
G1
kaempferol-3- 449,10776; (ggég:’ GNPS: METLIN:
108 rutinosideo4- 20,43 CwHaOn  757,21912  757,21860 -153  303,05023; ’ ’ ’
glucosideo 28705536 .03 PubChem
' (CVAEF,
CVEF)
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Figura 66. Estrutura dos compostos anotados presentes nos extratos das folhas das espécies de C. bahianus, C. urniger e C. vitifolius utilizando dados de EM no modo positivo,
verificados nas bases de dados GNPS, PubMed e Metlin. (continuagéo)
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Figura 66. (conclusdo)

145



