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RESUMO

ESTUDO DO PERFIL QUIMICO E DA ATIVIDADE INSETICIDA DE Parahancornia
amapa NO CONTROLE DE Atta sexdens. As formigas cortadeiras dos géneros Afta e
Acromyrmex constituem importantes pragas agricolas no Brasil, especialmente em
plantios de Pinus e Eucalyptus, em raz&o da intensa desfolha associada ao cultivo do
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Embora o controle quimico seja
amplamente empregado, muitos inseticidas convencionais apresentam baixa
biodegradabilidade e elevado impacto ambiental, o que tem estimulado a busca por
estratégias alternativas de controle baseadas em produtos naturais. Nesse contexto,
este estudo teve como objetivo avaliar o potencial inseticida de Parahancornia amapa
(Apocynaceae) no controle de formigas Atta sexdens. Foram realizadas extragdes dos
metabdlitos das folhas e das cascas utilizando hexano e etanol. Observou-se que o
extrato hexanico das folhas e o extrato etandlico das cascas apresentaram atividade
inseticida significativa. Com base nesses resultados, o extrato etandlico das cascas,
que apresentou 70% de atividade, foi selecionado para o fracionamento bioguiado,
resultando inicialmente em uma fragdo metandlica mais ativa (=90%). Essa fragéo foi
posteriormente submetida a particao liquido-liquido, originando subfragdes organica e
aquosa. A partir da subfragdo organica, foi possivel o isolamento e a caracterizagéo
estrutural de trés compostos inéditos para a espécie, pertencentes a classe dos
benzopiranos: um pterocarpano, um cromano e um dimero. Os compostos isolados
apresentaram atividade inseticida moderada, entretanto, a maior atividade foi
observada para a subfracdo aquosa, que apresentou 68% de mortalidade, sugerindo
elevado teor de taninos condensados. A comparagao entre os resultados dos
compostos isolados, a subfracdo aquosa e a fragao original indicou que a atividade
inseticida mais pronunciada esta associada a atuacdo conjunta dos metabdlitos
presentes na amostra, corroborando com a hipétese de efeito sinérgico.
Adicionalmente, a analise do perfil quimico da espécie por UHPLC-QTOF-MS/MS
permitiu a anotagdo de diversos metabdlitos secundarios, incluindo as classes de
flavonoides, catequinas, cumarinas, iridoides, acidos fendlicos, pterocarpanos,
lignanas, benzopiranos e terpenos. Os resultados obtidos ampliam o conhecimento
do perfil quimico de P. amapa, ainda pouco explorado na literatura, bem como de seu
potencial bioldgico, destacando sua relevancia como uma fonte promissora para o

controle sustentavel de formigas cortadeiras.
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ABSTRACT
STUDY OF THE CHEMICAL PROFILE AND INSECTICIDAL ACTIVITY OF
Parahancornia amapa IN THE CONTROL OF Atta sexdens. Leaf-cutting ants of the
genera Atta and Acromyrmex are important agricultural pests in Brazil, especially in
Pinus and Eucalyptus plantations, due to the intense defoliation associated with the
cultivation of the symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus. Although chemical
control is widely used, many conventional insecticides exhibit low biodegradability and
high environmental impact, which has encouraged the search for alternative control
strategies based on natural products. In this context, this study aimed to evaluate the
insecticidal potential of Parahancornia amapa (Apocynaceae) in the control of Atta
sexdens ants. Metabolites from leaves and bark were extracted using hexane and
ethanol. The hexane extract from the leaves and the ethanolic extract from the bark
showed significant insecticidal activity. Based on these results, the ethanolic bark
extract, which exhibited 70% activity, was selected for bioguided fractionation, initially
resulting in a more active methanolic fraction (=90%). This fraction was subsequently
subjected to liquid-liquid partitioning, yielding organic and aqueous subfractions. From
the organic subfraction, three compounds previously unreported for the species were
isolated and structurally characterized, belonging to the benzopyran class: one
pterocarpan, one chroman, and one dimer. The isolated compounds showed moderate
insecticidal activity; however, the highest activity was observed for the aqueous
subfraction, which exhibited 68% mortality, suggesting a high content of condensed
tannins. The comparison among the results obtained for the isolated compounds, the
aqueous subfraction, and the original fraction indicated that the most pronounced
insecticidal activity is associated with the combined action of the metabolites present
in the sample, supporting the hypothesis of a synergistic effect. Additionally, the
analysis of the chemical profile of the species by UHPLC-QTOF-MS/MS allowed the
annotation of several secondary metabolites, including flavonoids, catechins,
coumarins, iridoids, phenolic acids, pterocarpans, lignans, benzopyrans, and terpenes.
The results obtained expand the knowledge of the chemical profile of P. amapa, which
remains scarcely explored in the literature, as well as its biological potential,
highlighting its relevance as a promising source for the sustainable control of leaf-

cutting ants.
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1 INTRODUGAO

1.1 Formigas cortadeiras dos géneros Acromyrmex e Atta

As formigas cortadeiras conhecidas popularmente como quenquéns
(Acromyrmex) e sauvas (Atta) sé&o insetos pertencentes a classe Insecta, ordem
Hymenoptera, familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae e tribo Attini. Essas espécies
sao amplamente distribuidas no continente americano, com maior ocorréncia na
regiao neotropical (NICKELE et al., 2013) abrangendo desde o sul dos Estados Unidos
até a Argentina (ARAUJO, 2024). A denominagdo popular de “formigas cortadeiras”
esta relacionada a eficiéncia desses insetos no corte de folhas frescas, que séo
utilizadas como substrato para o cultivo do seu fungo mutualista, essencial para o
desenvolvimento da colonia (CORREA et al., 2023; DELLA LUCIA et al., 2014).

Esses insetos séo classificados como eussociais, pois apresentam uma
estrutura social altamente organizada e complexa em suas coldnias, incluindo o cultivo
de jardins de fungo, a manutencgao de elevados niveis de higiene e um comportamento
caracterizado por divisdo de trabalho adaptada a cada casta especifica (DELLA LUCIA
et al., 2014). Essa complexidade torna o manejo mais desafiador em comparagao com
outras espécies de insetos (ARAUJO et al., 2022).

Dessa forma, as formigas dos géneros Acromyrmex e Atta constroem
ninhos subterraneos extensos, compostos por centenas de camaras interconectadas
e por trilhas que se abrem a superficie do solo (ZANETTI et al., 2014). No interior dos
ninhos, existem duas castas: temporaria e permanente. A casta temporaria é
composta por individuos férteis que sao as fémeas aladas (i¢gas ou tanajuras) e os
machos alados (bitus), os quais surgem em determinadas épocas do ano para realizar
0 voo nupcial, responsavel pela formacado de novas coldnias. Apds o acasalamento,
0os machos morrem, enquanto as fémeas fecundadas (futuras rainhas) fundam novos
ninhos. Ja a casta permanente é formada pela rainha e pelas operarias, sendo estas
responsaveis por desempenhar diversas tarefas essenciais para o funcionamento da
colénia, como forrageamento, defesa, cuidado com o fungo e com a prole (FIGURA
1.1) (CORREA et al., 2023; DELLA LUCIA et al., 2014; NICKELE et al., 2013).



FIGURA 1.1 - Formigas cortadeiras e seu fungo simbionte. Fonte: Arantes, (2015).

Diante disso, as formigas-cortadeiras sao consideradas uma das
principais pragas herbivoras em sistemas agricolas e florestais no Brasil, sendo
responsaveis por danos que comprometem a produtividade e geram prejuizos
econdmicos significativos (CORREA et al., 2023). A intensa atividade de corte e
transporte de material vegetal para os ninhos pode resultar na rapida desfolha de
plantas jovens, no enfraquecimento de arvores em areas de reflorestamento e na
reducdo do rendimento de culturas comerciais. Em sistemas de monocultura, como
plantacdes de Pinus e Eucalyptus, o impacto dessas pragas tende a ser ainda mais
severo, uma vez que as condigcdes ambientais homogéneas e a ampla disponibilidade
de recursos vegetais favorecem sua proliferagao e atividade. Estudos indicam que as
formigas-cortadeiras podem causar danos substanciais a vegetagédo, chegando a
consumir aproximadamente 17% da producédo florestal em sistemas tropicais
(MASIULIONIS; SAMUELS, 2025; NICKELE et al., 2013).

Diante desse cenario, as formigas tém sido alvo de numerosos estudos
voltados ao desenvolvimento de estratégias de controle eficazes, com énfase em
abordagens que minimizem o0s impactos ambientais e promovam o0 manejo

sustentavel dessas pragas.
1.2 Fungo mutualista das formigas cortadeiras Leucoagaricus

gongylophorus

O cultivo do fungo Leucoagaricus gongylophorus no interior dos ninhos

€ uma caracteristica das formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex
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(ARAUJO et al., 2022). Esse fungo, pertencente a ordem Agaricales (Basidiomycota),
familia Lepiotaceae e género Leucoagaricus, estabelece com as formigas uma relagéao
mutualistica obrigatoria. Devido a intensa interdependéncia entre esses dois
organismos, qualquer interrupgdo no sistema simbidtico compromete seriamente a
sobrevivéncia de toda a colénia (NICKELE et al., 2013).

Nessa associagdo, ambas as espécies se beneficiam, assim, as
formigas fornecem ao fungo fragmentos vegetais que servem como fonte de alimento
e ainda garantem sua proteg¢ao contra parasitas. Em contrapartida, o fungo degrada o
material vegetal principalmente por meio de enzimas como polissacaridases e
proteinases, tornando os nutrientes assimilaveis principalmente para a rainha e as
larvas (ZANDONAI, 2022; NICKELE et al., 2013; SILVA et al., 2005).

A propagacéao do L. gongylophorus ocorre de forma vertical, durante o
VOO nupcial, as rainhas jovens e ja fecundadas, carregam na cavidade bucal in6culos
do fungo cultivado no ninho de origem. Ao se estabelecerem no solo, iniciam novos
ninhos, garantindo a perpetuagao do fungo simbionte (FIGURA 1.2) (NICKELE et al.,
2013).

FIGURA 1.2 - Fungo simbionte (Leucoagaricus gongylophorus) a partir da visao
interna de um formigueiro na Unesp-Rio Claro. Fonte: Pio, (2024).

Além da interagdo mutualistica, diversos outros microrganismos também
estado presentes no interior dos formigueiros, influenciando a dinadmica desse sistema
simbidtico. Dentre eles, destaca-se o fungo parasita do género Escovopsis
(Ascomycota: Hypocreales), considerado o principal antagonista da simbiose. Esse
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microrganismo representa uma ameaca significativa ao jardim fungico, pois secreta
compostos capazes de degradar as células do fungo, comprometendo seu
crescimento (ARAUJO et al., 2022; ZANDONAI, 2022). Por outro lado, um importante
aliado das formigas sdo as bactérias filamentosas (actinobactérias) do género
Pseudonocardia, que vivem aderidas a cuticula das operarias, estas produzem
metabdlitos com propriedades antifungicas capazes de inibir o desenvolvimento do
Escovopsis. (DELLA LUCIA et al., 2014; ZANDONAI, 2022).

Adicionalmente, também ha a presencga de leveduras negras, como as
do género Phialophora, que atuam como antagonistas da relagao entre as formigas e
as bactérias do género Pseudonocardia. Essas leveduras podem interferir na eficacia
da defesa microbiana contra patdogenos. Também sao frequentemente encontrados
nos ninhos diversos fungos filamentosos oportunistas, oriundos tanto do substrato
vegetal coletado pelas formigas quanto do solo ao redor do formigueiro (NICKELE et
al., 2013).

1.3 Métodos de controle de formigas cortadeiras

O controle de insetos pragas na agricultura € uma questao de grande
importancia, especialmente no caso das formigas cortadeira, que sao consideradas
pragas de dificil manejo (ARAUJO et al., 2022). Diante disso, diversos métodos de
controle sao utilizados com o objetivo de reduzir a atividade das formigas e preservar
a produtividade das lavouras. Entre as principais estratégias utilizadas, destacam-se
os métodos de controle mecanico, biolégico e quimico (FERNANDES et al., 2007).

O controle quimico é o método mais frequentemente utilizado, sendo as
iscas granuladas a principal forma de aplicagdo, seguidas por técnicas de
termonebulizagdo de liquidos e gases e pelo uso de pds secos. As iscas sao
geralmente formuladas a partir de um substrato atrativo a base de polpa citrica
desidratada, combinado a principios ativos téxicos, como fipronil, deltametrina e a
sulfluramida (FIGURA 1.3) (NICKELE et al., 2013).
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FIGURA 1.3 - Estruturas quimicas dos principios ativos toxicos: fipronil, deltametrina
e sulfluramida.
A sulfluramida destaca-se devido a sua eficacia no controle de muitas
espécies de sauvas (ZANETTI et al., 2003). No entanto, seu uso continuo e
disseminado tem levantado preocupacdes ambientais, isso se deve ao fato de que,
ao se degradar no ambiente, a sulfluramida da origem ao sulfonato de perfluorooctano
(PFOS) (FIGURA 1.4), um poluente altamente persistente no meio ambiente (GUIDA
et al., 2023).
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FIGURA 1.4 - Estrutura quimica do sulfonato de perfluorooctano.

O PFOS é caracterizado por cadeias longas de carbono totalmente
fluoradas, nas quais a ligagao carbono-fluor (C-F) confere alta estabilidade quimica a
molécula. Como consequéncia, esse composto apresenta resisténcia a processos
naturais de degradacdo, como hidrolise, fotdlise e biodegradacdo, podendo
permanecer no ambiente por longos periodos. Além disso, o PFOS possui potencial

de bioacumulagdo na cadeia alimentar, € toxico para organismos aquaticos e



terrestres e pode ser transportado a longas distancias por correntes atmosféricas e
hidricas (GUIDA et al., 2023; NASCIMENTO et al., 2018).

Diante dos riscos associados ao uso de inseticidas convencionais, tanto
para a saude humana quanto para os ecossistemas, torna-se fundamental o
desenvolvimento de estratégias de controle mais especificas, eficazes e
ambientalmente seguras para o manejo de formigas cortadeiras. Nesse contexto,
abordagens baseadas em manejo integrado de pragas e no uso de tecnologias menos
agressivas ao meio ambiente configuram alternativas promissoras para conciliar a
protecdo das lavouras com a preservacdao ambiental (MASIULIONIS; SAMUELS,
2025).

1.4 O potencial inseticida de plantas como alternativa de controle

A busca por compostos inseticidas de origem natural fundamenta-se
principalmente na ampla diversidade da flora brasileira e no fato de que os metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas sdo, em geral, biodegradaveis, apresentam
menor persisténcia no ambiente e tendem a apresentar menor toxicidade quando
comparados aos inseticidas sintéticos (CAMPOS et al., 2019).

As plantas produzem compostos provenientes do metabolismo primario,
indispensaveis ao seu crescimento e desenvolvimento, desempenhando funcdes
relacionadas a geragao de energia, ao armazenamento de nutrientes e a manutengao
dos processos vitais. Paralelamente, sintetizam metabdlitos secundarios que, embora
nao estejam diretamente envolvidos nas funcgdes fisioldgicas basicas, exercem papel
crucial na defesa contra herbivoros e patégenos, bem como na adaptagdo as
condi¢cbes ambientais. Em virtude dessas propriedades, tais substancias representam
a base quimica dos inseticidas botanicos (BIGI et al., 2004; CORREA; SALGADO,
2011; VELASQUES et al., 2017).

Atualmente, diversos metabdlitos secundarios de diferentes classes
quimicas ja sdo empregados na agricultura, sendo obtidos a partir de plantas, fungos
e bactérias. Entre os principais exemplos de inseticidas naturais de origem vegetal,
destacam-se a piretrina, extraida das flores do Chrysanthemum cinerariaefolium
(Asteraceae); a azadiractina, proveniente do 6leo das sementes da Azadirachta indica
(Meliaceae) e o alcaloide nicotina, isolado das folhas de Nicotiana tabacum
(Solanaceae) (FIGURA 1.5) (ISMAN, 2006; VELASQUES et al., 2017).
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FIGURA 1.5 - Estruturas quimicas de inseticidas naturais de origem vegetal.

No contexto do controle de formigas cortadeiras, como as sauvas (A.
sexdens), e de seu fungo simbionte (L. gongylophorus), a literatura reporta diversas
substancias de origem vegetal com atividade biolégica frente a esses organismos.
Entre os compostos descritos, destacam-se o alcaloide ricinina, isolado de Ricinus
communis, bem como limonoides e triterpenos presentes em Cipadessa fruticosa e
Cedrela fissilis, com acéao inseticida sobre as formigas. Além disso, extratos obtidos
de Sesamum indicum demonstram atividade antifungica frente ao fungo simbionte
(NEBO, 2013). Desse jeito, esses compostos apresentam caracteristicas favoraveis
para o controle sustentavel de pragas, como baixa toxicidade para mamiferos,
reduzido impacto ambiental, alta biodegradabilidade, auséncia de fitotoxicidade e
disponibilidade em fontes vegetais abundantes (CAMPOS et al., 2019; SHUBHAM
TARASING et al., 2025).

1.5 Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae Juss. s.l., conhecida popularmente como
dogbane (erva-do-diabo), é considerada uma das maiores familias do reino vegetal
(EL-KASHEF et al., 2021). Evidéncias filogenéticas sugerem que sua origem ocorreu

no sul da Africa ha cerca de 34 milhdes de anos, seguida por eventos de disperséo



que possibilitaram sua ampla distribuicdo por regides como Australia, Peninsula
Aréabica, Africa Oriental, Madagascar e Américas (PEREZ-LOPEZ et al., 2023).

As espécies da familia ocorrem predominantemente em regides tropicais
e subtropicais, embora também estejam presentes em areas de clima temperado (EL-
KASHEF et al., 2021). Atualmente, a Apocynaceae compreende aproximadamente
424 géneros e mais de 4.600 espécies, organizadas em cinco subfamilias:
Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e Asclepiadoideae
(FERNANDES et al., 2018; BHADANE et al., 2018). Essa familia apresenta ampla
diversidade de habitos de crescimento, incluindo arvores, arvoretas, arbustos e lianas.
Uma caracteristica marcante é a presenca de latex branco e viscoso, amplamente
distribuido nos tecidos vegetais e associado a mecanismos de defesa (RIBEIRO et
al., 1999).

No Brasil, a Apocynaceae esta representada por cerca de 77 géneros e
754 espécies, distribuidas em diferentes formagdes vegetais. A Mata Atlantica
concentra a maior diversidade, com 367 espécies, evidenciando a relevancia
ecologica da familia nesse bioma (COUTINHO; LOUZADA, 2018).

Diversas espécies apresentam importancia econémica, medicinal e
cultural. O género Aspidosperma Mart., por exemplo, € amplamente explorado na
industria madeireira, devido a elevada qualidade de sua madeira (COUTINHO;
LOUZADA, 2018). Outras espécies sdo utilizadas na medicina tradicional, como
Hemidesmus indicus, empregada no tratamento de infecgdes urinarias; Carissa edulis,
utilizada no combate a malaria; Wrightia tinctoria e Nerium indicum, tradicionalmente
aplicadas no tratamento de infecgdes cutaneas (BHADANE et al., 2018).

Do ponto de vista fitoquimico, a familia Apocynaceae destaca-se pela
expressiva diversidade de alcaloides, configurando-se como um dos grupos vegetais
mais ricos em metabdlitos secundarios nitrogenados. Dentre esses compostos, os
alcaloides inddlicos sao particularmente abundantes, apresentando diversidade
estrutural e atividade biologica, com papéis significativos tanto nas interagdes
ecolégicas quanto em aplicagdes farmacéuticas (DEY et al., 2017; BHADANE et al.,
2018).Um exemplo é a vincristina, isolada de Catharanthus roseus, utilizada no
tratamento da leucemia (COUTINHO; LOUZADA, 2018). Além dos alcaloides, a
familia também produz uma variedade de outros metabdlitos secundarios, como
terpenoides, esteroides, flavonoides, glicosideos, iridoides e lignanas (ABE et al.,
1984; BHADANE et al., 2018; MELO et al., 2021a).
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1.6 Espécie Parahancornia amapa (Huber) Ducke

A espécie Parahancornia amapa pertence a familia Apocynaceae e ao
género Parahancornia, o qual é composto por sete espécies, dentre as quais se
destacam: Parahancornia amara, Parahancornia amapa, Parahancornia krukovii,
Parahancornia negroensis, Parahancornia oblonga, Parahancornia peruviana e
Parahancornia surrogata (JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, FLORA E
FUNGO DO BRASIL 2026).

A espécie Parahancornia amapa (Huber) Ducke, popularmente
conhecida como “amapa”, “mapa” ou “amapazeiro”, foi descrita e formalmente
reconhecida em 1922 pelo botanico Adolpho Ducke (1876-1959), com sua publicagao
registrada nos Arquivos do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JARDIM BOTANICO
DO RIO DE JANEIRO, FLORA E FUNGO DO BRASIL, JBRJ 2026; HENRIQUE et al.,
2014). Trata-se de uma arvore frutifera de grande porte, podendo alcancar entre 40 e
50 metros de altura. A espécie é tipica da regido amazdnica brasileira, com ocorréncia
nos estados do Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia, Roraima e Maranhao
(HENRIQUE et al., 2014; SILVA et al., 2016), além de estar presente em outros paises,
como as Guianas, Suriname e na Venezuela (SILVA et al., 2011). Sua caracterizagao
taxondmica esta bem estabelecida, conforme apresentado na TABELA 1.1.

TABELA 1.1 - Classificagdo taxonémica de Parahancornia amapa (Huber) Ducke.

Parahancornia amapa Ducke

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia Apocynaceae
Género Parahancornia
Espécie Parahancornia amapa (Huber) Ducke.

Fonte: Adaptada de Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Flora e Funga do Brasil (2026).

A espécie apresenta grande relevancia para as comunidades
tradicionais da Amazénia, sendo utilizada tanto na alimentagao quanto em tratamentos
fitoterapicos para doengas respiratérias e gastrointestinais. Além disso, produz um
exsudato branco (latex), popularmente conhecido como "leite de amapa"”, que constitui

uma suspensao distinta da seiva elaborada e € amplamente utilizado no tratamento
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de Ulceras internas, dores estomacais, hepatite e sifilis (HENRIQUE et al., 2014;
DAVID,2023) Além do uso medicinal, sua madeira é altamente valorizada pela sua
qualidade, sendo comumente utilizada na fabricacédo de compensados (FIGURA 1.6)
(SILVA et al, 2011).

FIGURA 1.6 - Exsicata de Parahancornia amapa (Huber) Ducke, espécime depositado

em herbario, utilizada para documentagao botanica da espécie. Fonte: Jardim Botanico
do Rio de Janeiro. Flora e Funga do Brasil (2026).

1.7 Constituintes quimicos da espécie Parahancornia amapa

Levantamentos bibliograficos mostram que os principais metabdlitos
identificados em P. amapa incluem triterpenos pentaciclicos, compostos feniletanoides
e um alcaloide inddlico. Na TABELA 1.2 encontram-se descritos os compostos ja

identificados em P. amapa.
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TABELA 1.2 - Constituintes quimicos de P. amapa.

24 23

Triterpenos pentaciclicos

Composto Referéncia

R=H
R=Ac

R= 3B-O-acil-lupeol (cadeias C20, C22, C24 e C26)

R= 3B-O-(3-hidroxiacil)-lupeol (cadeias com C16,
C18, C20, C22, C24 e C26)
R=3B-0-(3,5-dihidroxiacil)-lupeol (cadeias com C14 e
C16)

(SOBRINHO et al., 1991)

R= Derivados acetilados de 33-O-(3-hidroxiacil)-lupeol
e 33-0-(3,5-dihidroxiacil)-lupeol (acetilagdo em C-3'
e/ou C-5' do acil)
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TABELA 1.2 - Constituintes quimicos de P. amapa (continuagao).
29

Z
Z
~
2

ISETD

3

RO

24 23

Triterpenos pentaciclicos
Composto Referéncia
R=H; R1=H; R2=CHs
R =Ac; R1=H; R2=CHs
(SOBRINHO et al., 1991)

R =Ac; R1 = CHs; R2 = CHs

R =Ac; R1 = CH3; Ro= CHs3

6 5

Feniletanoides
Referéncia

Composto

R= Glc; Ri=H
R= Glc- (Ac)s; R1=H
(CARVALHO et al., 2008)
R=H; R1 =H

R=H; R1= OCHs
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TABELA 1.2 - Constituintes quimicos de P. amapa (continuagao).

Alcaloide inddlico (HENRIQUE et al., 2014)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver alternativas para o controle da formiga cortadeira Atta
sexdens a partir de produtos naturais derivados de Parahancornia amapa, visando
reduzir os danos causados por essa praga agricola, bem como minimizar os impactos

ambientais associados ao uso de inseticidas convencionais.

2.2 Objetivos especificos

o Obter extratos de cascas e folhas da espécie Parahancornia amapa,;

o Avaliar a atividade inseticida e fungicida dos extratos, fragdes e compostos
isolados de P. amapa frente a formiga A. sexdens e seu fungo simbionte L.
gongylophorus;

o Isolar e caracterizar compostos bioativos por UHPLC- QTOF- MS/MS e RMN;

o Analisar o perfil quimico dos extratos de P. amapa por UHPLC- QTOF- MS/MS.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta do material botanico de Parahancornia amapa

As folhas e cascas da espécie de planta P. amapa foram coletadas em
setembro de 2023 na comunidade de Auto Guajara, localizada no municipio de
Abaetetuba, estado do Para, Brasil (coordenadas geograficas: 1°68'70"S;
48°86'03"W). A identificacdo botanica da espécie foi devidamente realizada, e o
material vegetal foi depositado no Herbario Prof? Marlene Freitas da Silva, da
Universidade do Estado do Para, sob o numero de registro MFS10805 (FIGURA 3.7).

s >
W
L Ny

(a) (b)
FIGURA 3.7 - (a) Coleta das cascas e folhas da espécie P. amapa e (b) Folhas

coletadas da espécie P. amapa. Fonte: Anderson Pires (imagem capturada durante a coleta).

3.1.1 Obtengdo dos extratos vegetais de folhas e cascas de
Parahancornia amapa

As folhas e cascas foram inicialmente secas em estufa com circulagao
de ar, a 40 °C durante trés dias. Apdés a secagem completa, 1000 g de cada material
vegetal foi triturado em moinho de facas e submetido a extragdo com dois solventes
de diferentes polaridades (hexano e etanol). A extragao assistida por homogeneizagao
foi realizada utilizando um agitador mecénico de hélice (RW20 digital lka), com
agitacdo a 1200 rpm a 28°C. Para cada solvente, a extragado foi conduzida ao longo
de trés dias, com renovacao diaria do solvente, totalizando seis dias de extracéo para

cada amostra vegetal.

15



Os extratos obtidos a partir da casca PAC_E Hex (hexano) e
PAC_E_EtOH (etanol) e das folhas PAF_E_Hex (hexano) e PAF_E_EtOH (etanol)
foram filtrados em papel de filtro e, posteriormente, concentrados em evaporador
rotativo BUCHI (Rotavapor® R-215, banho de aquecimento B-491, bomba de vacuo
V-700 e controle de vacuo V-850). Em seguida, cada extrato foi transferido para
recipientes individuais e armazenado em refrigerador, a fim de evitar contaminacéao e
degradagao dos compostos. Foi realizado o calculo do rendimento dos extratos, e
foram direcionados para ensaios biolégicos. Os esquemas representativos das etapas
descritas estdo apresentados na FIGURA 3.8 e FIGURA 3.9 e o fluxograma da
extracdo na FIGURA 3.10.

FIGURA 3.9 - Esquema do processo de extracdo da amostra.

Material vegetal
(P. amapa)
1000g

Hexano

Extrato hexanico Torta

Extrato etandlico

FIGURA 3.10 - Fluxograma da extragédo de folhas e cascas de P. amapa.
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3.2 Ensaios biolégicos

3.2.1 Atividade tdéxica sobre operarias médias de Atta sexdens

ApOs a etapa de extragao, realizou-se uma triagem dos extratos por meio de
ensaios de toxicidade utilizando operarias de A. sexdens. Essa etapa teve como
objetivo identificar o extrato com bom potencial inseticida, a fim de direcionar o
processo de fracionamento bioguiado até o isolamento dos compostos com atividade
bioldgica. As fragbes obtidas ao longo do fracionamento também foram submetidas a
ensaios, permitindo o acompanhamento da atividade inseticida em cada etapa do
processo.

Dessa forma, os ensaios de ingestdo com as operarias A. sexdens foram
realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), campus de Rio Claro, sob a orientagdo do Prof. Dr. Odair Corréa
Bueno.

Para a realizagdo dos bioensaios, foram utilizadas formigas operarias
provenientes de col6nias mantidas em condi¢cdes laboratoriais (FIGURA 3.11). A
manutengao das colbnias incluiu o fornecimento diario de folhas de Eucalyptus sp.,
Hibiscus sp. e Ligustrum sp., além de flocos de aveia, farinha de milho e,

eventualmente, outras plantas atrativas as sauvas, como folhas de amoreira.

FIGURA 3.11 - Formigueiro mantido em condig¢des laboratoriais na UNESP - Rio Claro.
Para os experimentos, selecionaram-se operarias com massa corpérea

entre 15 e 25 mg. Considerando que as formigas foram mantidas isoladas do
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formigueiro, sem contato com o fungo simbionte e com os substratos vegetais que
compdem sua dieta natural, foi fornecida uma dieta artificial sélida, previamente
descrita por (BUENO et al., 1997). A dieta foi preparada a partir da dissolugéo de 5 g
de glicose, 1 g de peptona bacteriologica, 0,1 g de extrato de levedura e 1,5 g de agar
bacteriologico em 100 mL de agua destilada. Apds o preparo, a solugao foi esterilizada
em autoclave a 120°C e 1 atm por 15 min e, em seguida, vertida em placas de Petri
com 10 cm de didametro.

Paralelamente, foram pesados 100 mg de cada extrato vegetal em
frascos de vidro, aos quais foram adicionados 1 mL de solvente, obtendo-se uma
concentracao final de 100mg/mL, sendo metanol utilizado para os extratos polares e
cloroférmio para os extratos apolares. As amostras foram homogeneizadas em
agitador tipo vortex e posteriormente incorporadas a dieta artificial ainda em estado
liquido. Para o grupo controle, foi preparada uma dieta composta apenas pela
formulacéao artificial acrescida do solvente correspondente, sem adicdo de extrato.
Apods a solidificagéo, as dietas foram embaladas com filme plastico e armazenadas
sob refrigeragao até o momento de utilizagéo.

Os bioensaios foram conduzidos em placas de Petri (10 cm de diametro)
forradas com papel filtro. Em cada placa foram disponibilizados aproximadamente 0,4
a 0,5 g da dieta experimental (controle ou contendo extrato), acondicionada sobre
papel aluminio. Em seguida, dez formigas foram transferidas para cada placa. Cada
tratamento foi realizado em quintuplicata.

As placas foram mantidas em estufa do tipo B.O.D., sob temperatura
controlada de 24 + 1°C e umidade relativa superior a 70 %. A dieta foi renovada a cada
24 horas, e os papéis filtro foram substituidos sempre que necessario, especialmente
quando danificados pelas formigas, a fim de evitar contaminagbes e assegurar
condic¢des higiénicas adequadas. A mortalidade das operarias foi avaliada diariamente
ao longo de um periodo total de 21 dias.

Esse ensaio também foi realizado para as fracdes obtidas, utilizando-se
a concentracao de 50 mg/mL, bem como aos compostos isolados na concentragao de

1 mg/mL.
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3.211 Analise dos dados de toxicidade de Afta sexdens

A analise dos dados foi realizada a partir das determinagbes das
porcentagens acumuladas de formigas vivas por dia para cada tratamento,
possibilitando a construcédo das curvas de sobrevivéncia. Posteriormente, o tempo de
sobrevivéncia mediano foi determinado e as curvas de sobrevivéncia foram
comparadas por meio do teste ndo paramétrico log rank, com nivel de significancia de
5 %, utilizando o software GraphPad Prisma, verséo 3.0.

Nos bioensaios em que os extratos foram solubilizados em metanol ou
cloroférmio, cada tratamento foi comparado ao respectivo grupo controle, constituido
por dieta artificial acrescida apenas do solvente correspondente, a fim de verificar a
existéncia de diferencas estatisticamente significativas na sobrevivéncia das operarias

ao longo do periodo experimental.

3.2.2 Atividade  antimicrobiana com o fungo Leucoagaricus
gongylophorus

ApOs a etapa de extragao, realizou-se uma triagem dos extratos por meio
de ensaios antimicrobianos com o fungo L. gongylophorus. Essa etapa teve como
objetivo identificar o extrato com bom potencial fungicida, a fim de direcionar o
processo de fracionamento bioguiado até o isolamento dos compostos com atividade
bioldgica. As fragbes obtidas ao longo do fracionamento também foram submetidas a
esse ensaio.

Diante disso, as analises da atividade antifungica foram realizadas pelo
método de difusdo em agar por poco, utilizando como microrganismo o fungo L.
gongylophorus (FF2006). Este foi isolado do jardim de fungos de A. sexdens e mantido
em placa Petri contendo meio de cultura sélido especifico (MIX), composto por 20 g
extrato de malta, 17 g agar, 5 g digestdo enzimatica de gelatina e 2 g extrato de
levedura, e incubado em estufa tipo B.O.D a 25 °C durante 28 dias.

Apoés o periodo de incubagao, iniciou-se 0 ensaio com a preparagao do
in6culo. Para isso, foram adicionados 5 mL de solugéo salina de NaCl a 0,9 % (m/v),
previamente esterilizada em autoclave a 121 °C e 1 atm por 20 minutos, diretamente
sobre 0 meio de cultura contendo o fungo, com a finalidade de remover os conidios. A
suspensao obtida foi transferida, com auxilio de pipeta, para tubos Falcon de 15 mL e
mantida em repouso por aproximadamente 3 minutos, visando a decantagcdo das

particulas de maior tamanho.
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Posteriormente, a suspensao salina contendo o fungo foi adicionada ao
caldo Sabouraud, previamente preparado na concentragao de 39 g/L e esterilizado em
autoclave a 121 °C e 1 atm por 20 minutos, na proporgédo de 1:5 (uma parte da
suspensao para cinco partes do caldo), sendo a mistura distribuida em frascos de 20
mL. Os frascos foram incubados em estufa tipo B.O.D. a 25 °C por um periodo de 15
dias, com o objetivo de promover o crescimento do fungo.

Em placas de Petri previamente preparadas contendo meio de cultura
MIX, foram realizados orificios de aproximadamente 6 mm de didmetro. Em seguida,
1 mL do indéculo foi pipetado sobre a superficie do meio, tomando-se o cuidado de néo
permitir o escoamento para o interior dos orificios. O inéculo foi distribuido
uniformemente com o auxilio de uma alg¢a de drigalski previamente esterilizada. Apds
esse procedimento, as placas permaneceram em repouso por 30 minutos, permitindo
a absorg¢ao do excesso de umidade pela superficie do agar.

Durante esse periodo, as amostras dos extratos vegetais foram
preparadas na concentragdo de 100 mg/mL utilizando dimetilsulfoxido (DMSO) como
solvente. Em seguida, foram aplicados 50 pyL da amostra no interior do orificio, fechou-
se as placas de Petri com papel filme e foram incubadas em B.O.D. a 25 °C por um
periodo de 15 dias. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas. Como controle
negativo, utilizou-se apenas o solvente DMSO, por ser considerado nao tdxico para
0S organismos em baixas concentragoes.

Esse ensaio também foi realizado para fragdes, utilizando-se uma

concentracao de 50 mg/mL.

3.2.2.1 Analise dos dados de atividade antimicrobiana frente ao fungo
Leucoagaricus gongylophorus

Apo6s o periodo de incubacdo, as placas foram avaliadas quanto a
uniformidade do crescimento fungico e a presencga de possiveis contaminantes. Em
seguida, procedeu-se a leitura dos resultados por meio da medi¢cdo dos halos de

inibicao, utilizando-se uma régua milimetrada sobre fundo branco.
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3.3 Analise do perfil cromatografico dos extratos e fragcées de

Parahancornia amapa por HPLC-PDA

O extrato PAC_E_EtOH foi selecionado para o estudo por apresentar
boa atividade inseticida frente a formiga A. sexdens. Inicialmente, seu perfil
cromatografico foi avaliado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para
a analise, o extrato foi solubilizado em metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich®) na
concentracdo de 10 mg/mL. Em seguida, a amostra foi filtrada utilizando filtros de
seringa (PTFE; 25 mm x 0,45 ym) e acondicionada em vials.

As analises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia SHIMADZU® Prominence, composto por trés bombas de solvente (LC-
20AR), auto-injetor (SIL-10AF), controlador de sistema (CBM-20A), detector UV-Vis
com arranjo de diodos (SPD-M20A), desgasificador (DGU-20A) e software
LabSolutions™, versao 5.90. A separacao cromatografica foi realizada utilizando uma
coluna analitica Phenomenex® Gemini C18 (250 x 4,6 mm; 5 pym).

As fases méveis empregadas foram agua ultrapura Milli-Q® (linha A) e
acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich®) (linha B). A eluigao foi conduzida por meio de
um gradiente exploratério (TABELA 3.3), com fluxo de 1 mL/min, volume de injecao de
5 pL e monitoramento do sinal no comprimento de onda (A) de 215 nm e 254 nm.

O perfil cromatografico obtido permitiu direcionar as etapas
subsequentes de fracionamento do extrato. As fragdes resultantes foram analisadas
sob mesmas condi¢cdes cromatograficas do extrato bruto, possibilitando a comparacéao
direta entre os perfis, a identificagdo dos constituintes majoritarios e a avaliagao da
simplificacdo da fragao em relagao ao extrato inicial.

TABELA 3.3 - Método gradiente exploratério utilizado na analise cromatografica do
extrato PAC_E_EtOH e das fragbes obtidas.

Tempo (min) H20 (%) ACN (%)
00,00 95 5
40,00 0 100
45,00 0 100
47,00 95 5
60,00 95 5

21



3.4 Fracionamento do extrato PAC_E_EtOH

O extrato PAC E EtOH (40 g) foi submetido a um primeiro
fracionamento por cromatografia em coluna de adsorgéo, utilizando silica gel (70-230
mesh) como fase estacionaria. A coluna empregada apresentava aproximadamente
46 cm de comprimento e 5 cm de diametro interno.

A eluigao foi realizada sob pressao ambiente, empregando-se solventes
em ordem crescente de polaridade como fase movel: hexano, acetato de etila, metanol
e agua (TABELA 3.4). Esse procedimento resultou na obtengdo de quatro fragdes
distintas, denominadas: PAC_F_Hex (hexano), PAC_F_AcOEt (acetato de etila),
PAC_F_MeOH (metanol) e PAC_F_H20 (agua). O fluxograma do fracionamento esta
representado na FIGURA 3.12.

As fragcdes obtidas foram concentradas em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida, com temperatura controlada entre 35-40 °C, transferidas para
frascos de vidro, pesadas, armazenadas sob refrigeracdo. Em seguida, as fragdes
PAC_F_AcOEt e PAC_F_MeOH foram direcionadas aos ensaios bioldgicos, com o
objetivo de avaliar sua atividade inseticida e/ou fungicida, orientando, assim, possiveis
etapas subsequentes de fracionamento. Além disso, os perfis cromatograficos de
ambas as fragdes também foram analisados por HPLC- PDA.

TABELA 3.4 - Fragdes obtidas por cromatografia em coluna por adsorgéo em silica e

respectivas fases moveis utilizadas.

Fragoes Sistema de eluigao
PAC_F_Hex 100% Hexano
PAC_F_AcOEt 100% Acetato de etila
PAC_F_MeOH 100% Metanol
PAC_F_H20 100% Agua

22



PAC_E_EtOH

| Cromatografia em coluna de adsorgao |
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FIGURA 3.12 - Fluxograma do fracionamento do extrato PAC_E_EtOH.

3.4.1 Fracionamento da fracdo PAC_F_MeOH

A fragcdo PAC_F_MeOH apresentou o melhor resultado nos ensaios de
toxicidade frente as formigas e atividade moderada no ensaio fungicida, sendo,
portanto, selecionada para a continuidade do estudo. Em seguida, procedeu-se a
particao liquido-liquido da fragao utilizando um funil de separacédo de 2000 mL. Para
isso, 4 g da amostra foram solubilizados em 400 mL de agua destilada e, em seguida,
adicionou-se cloroférmio na mesma proporgéao (1:1, v/v), realizando-se trés extragdes
liquido-liquido sucessivas. O fluxograma da particdo esta representado na FIGURA
3.13.

A fase organica obtida foi entdo submetida a um procedimento de
limpeza (clean-up) por meio de trés extragcbes com agua destilada, na mesma
proporgao (1:1, v/v), com o objetivo de remover impurezas hidrossoluveis.

Afase organica e a fase aquosa foram posteriormente concentradas sob
pressao reduzida, utilizando evaporador rotativo a 37 °C para a fase organica e 42°C
para a fase aquosa. As fragdes secas foram transferidas para recipientes individuais
e armazenadas sob refrigeracdo, a fim de minimizar riscos de contaminagdo e
degradagao dos compostos. Em seguida foram submetidas a analises de HPLC-PDA.

O procedimento descrito foi repetido trés vezes, totalizando 10 g de
material inicial submetido a particdo. Todas as etapas foram conduzidas em capela de
exaustdo, em conformidade com as normas de seguranga para manipulagdo de
solventes organicos volateis e tdxicos.

Adicionalmente, visando reduzir o impacto ambiental e o consumo
excessivo de solventes, todo o cloroférmio utilizado nas extragdes foi recuperado por

destilacao e reutilizado nas etapas subsequentes.
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FIGURA 3.13 - Fluxograma do fracionamento da fragdo PAC_F_MeOH.

3.4.2 Isolamento e caracterizagdo dos compostos da fracdo organica de
PAC _F MeOH

O isolamento dos compostos da fragdo organica (350 mg), obtida a partir
da particao liquido-liquido da fragdo PAC_F_MeOH, foi realizada por HPLC-PDA em
modo gradiente de elui¢ao, utilizando uma coluna analitica Phenomenex® Gemini C18
(250 x 4,6 mm; particulas de 5 pm). A composi¢cado da fase moével seguiu o gradiente
descrito na TABELA 3.5. O volume de injecdo empregado foi de 25 uL, com fluxo de
1 mL/min, concentracado de 20 mg/mL e o monitoramento cromatografico foi realizado
nos comprimentos de onda de (A) 215 e 254 nm.

TABELA 3.5 - Método gradiente de eluigdo para o isolamento de compostos da fragéo
organica de PAC_F_MeOH.

Tempo (min) H20 (%) ACN (%)
00,00 55 45
30,00 0 100
40,00 0 100
45,00 55 45
50,00 55 45

As fragdes coletadas durante o processo de purificagao por HPLC foram
concentradas em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e, posteriormente,
submetidas a analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e "*C{'H},
utilizando metanol deuterado (CD3;0OD) como solvente. As analises foram realizadas

em um espectrémetro Bruker® DRX operando a 14,1 T. Os espectros unidimensionais
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e bidimensionais obtidos foram processados e analisados com o software
MestReNova® (MNova®©).

Como complemento a elucidagdo estrutural, os compostos foram
analisados por um cromatégrafo liquido de ultraeficiéncia (Agilent 1290 Infinity Il)
acoplado a um espectrdbmetro de massas Agilent G6545B Q-TOF (Agilent
Technologies Inc.) equipado com uma fonte de ionizagao eletrospray (ESI). As fases
moveis foram constituidas por H20 (linha A) e ACN (linha B), ambas acidificadas com
0,1 % (v/v) de acido formico (FA). As analises foram realizadas utilizando a coluna
Agilent® Zorbax XDB-C18 (2,1 x 100 mm; particulas de 1,8 ym), volume de injecéo
de 3 L, fluxo de 0,3 mL/min, e empregando-se o método descrito na TABELA 3.6.
TABELA 3.6 - Método gradiente exploratério utilizado na analise por LC-MS/MS dos

compostos isolados de P. amapa.

Tempo (min) H,O + FA 0,1% ACN + FA 0,1%
00,00 0 100
09,00 0 100
10,00 95 5
12,00 95 5

Foram adquiridos os dados MS nos modos positivo e negativo de
ionizagao, utilizando o modo auto MS/MS, com monitoramento dos ions na faixa de
m/z 50-500. Ao longo da analise, as condi¢des de ionizagédo foram: pressdo do gas
nebulizador 35 psi, fluxo do gas de secagem de 12 L/min, temperatura do gas de
secagem de 350 °C, fluxo do sheath gas 10 L/min e temperatura do sheath gas de
300 °C. Os parametros da fonte foram ajustados para voltagem do capilar 2700 V,
voltagem do skimmer 60 V e voltagem do fragmentor 110 V. A taxa de aquisicéo dos
espectros foi de oito espectros por segundo. Os dados de LC-MS/MS foram adquiridos
e processados utilizando o soffware MassHunter Workstation, versao B.09.00 (Agilent
Technologies®©).

Em seguida, os mesmos foram direcionados aos ensaios inseticidas

frente a formiga A. sexdens, conforme metodologia descrita no item 3.2.1.
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3.5 Analise por UHPLC-QTOF-MS/MS dos extratos brutos e fragoes
de Parahancornia amapa

Para a analise do perfil quimico dos extratos brutos e das fragdes por
LC-MS/MS, foram preparadas solugdes estoque na concentragao inicial de 1 mg/mL,
utilizando solvente grau LC-MS LiChrosolv® (Sigma-Aldrich®). As solugbes foram
filtradas em filtros de seringa de PTFE com porosidade de 0,22um e, posteriormente,
diluidas até a concentragao final de 100ppm. Apds o preparo, as amostras foram
acondicionadas em vials apropriados para analise. Ao todo, foram analisadas dez
amostras.

As analises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de
ultra eficiéncia Agilent 1290 Infinity I, acoplado a um espectrémetro de massas Agilent
G6545B Q-TOF (Agilent Technologies Inc.), equipado com fonte de ionizagéo por
eletrospray (ESI). As fases méveis foram constituidas por H20 (linha A) e ACN (linha
B), ambas acidificadas com 0,1 % (v/v) de acido formico (FA). As analises foram
realizadas utilizando a coluna Agilent® Zorbax XDB-C18 (2,1 x 100 mm; particulas de
1,8 ym), volume de injecao de 3 L, fluxo de 0,3 mL/min, e empregando-se o método
descrito na TABELA 3.7.

TABELA 3.7 - Método gradiente exploratorio utilizado na analise por LC-MS/MS dos

extratos e fracbes de P. amapa.

Tempo (min) H,O + FA 0,1% ACN + FA 0,1%
00,00 95 5
18,00 0 100
22,00 0 100
23,00 95 5
28,00 95 5

Foram adquiridos os dados MS nos modos positivo e negativo de
ionizagao, utilizando o modo auto MS/MS, com monitoramento dos ions na faixa de
m/z 50-1500. Ao longo da analise, as condigdes de ionizagao foram: pressdo do gas
nebulizador 35 psi, fluxo do gas de secagem de 12 L/min, temperatura do gas de
secagem de 325 °C, fluxo do sheath gas 11 L/min e temperatura do sheath gas de 320
°C. Os parametros da fonte foram ajustados para voltagem do capilar 3100 V,
voltagem do skimmer 65 V e voltagem do fragmentor 110 V. A taxa de aquisi¢ao dos

espectros foi de trés espectros por segundo. Todos os dados de LC-MS/MS foram
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adquiridos e processados utilizando o soffware MassHunter Workstation, verséo
B.09.00 (Agilent Technologies©).

3.5.1 Processamento dos dados obtidos por UHPLC-QTOF- MS/MS dos
extratos brutos e fragdes de Parahancornia amapa

Os dados obtidos nos modos de ionizag&o positivo e negativo foram
utilizados para a construcdo da rede molecular do tipo Feature-Based Molecular
Networking (FBMN) (FIGURA 3.14) com o objetivo de auxiliar na anotagdo dos
compostos presentes nas amostras. Inicialmente, os dados brutos adquiridos por
UHPLC-QTOF-MS/MS, utilizando o software MassHunter Workstation, foram gerados
no formato (.d). Em seguida, esses arquivos foram convertidos para o formato
(.mzML), necessario para o processamento em softwares de alinhamento e
tratamento de dados, por meio do programa MsConvert, ferramenta disponibilizada
pelo pacote ProteoWizard (CHAMBERS et al., 2012).

1. Conversdo dos dados

Tag i,

—. o | ’ —| MSConvert |—
By — —
==
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. =y
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FIGURA 3.14 - Fluxograma exemplificando as etapas de processamento dos dados.
Fonte: Adaptado de YOSHIOKA (2021).

Ap6s a conversdo, os dados foram submetidos ao pré-processamento e
alinhamento no soffware MS-DIAL (TSUGAWA et al., 2020). As informagdes
resultantes desse alinhamento foram entdo exportadas no formato (.msp), compativel
com a ferramenta MS-FINDER, a qual foi empregada para auxiliar no processo de
anotagao dos compostos por meio de fragmentacao in silico, sendo especialmente util
nos casos em que espectros de referéncia nao estdo disponiveis em bancos de dados
publicos (MALLMANN et al., 2023).
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Adicionalmente, os arquivos foram exportados no formato (.mgf) e
submetidos a plataforma GNPS para a execucgéao do fluxo de trabalho FBMN (WANG,
et al., 2016). Os parametros de filtragem adotados foram: tolerancia de massa para
ions precursores de 0,02 Da e para ions fragmentados de 0,05 Da. Para a construgao
da rede molecular, foi definido um minimo de quatro fragmentos compartilhados e
valor minimo de cosseno de similaridade de 0,7. Por fim, a rede molecular gerada foi
exportada para a plataforma Cytoscape, versao 3.8.2, para analise e visualizagao dos
dados (SHANNON et al., 2003).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos extratos brutos de folhas e cascas de

Parahancornia amapa

A etapa de extracao é fundamental para a determinagao e quantificagao
dos compostos ativos presentes em materiais vegetais. Variaveis como o tipo de
solvente e o tempo de extracdo influenciam diretamente tanto no rendimento do
processo quanto na qualidade dos compostos obtidos (WANG et al., 2014).

Na TABELA 4.8 sdo apresentados os rendimentos obtidos para cada
extrato, considerando-se a massa inicial de 1000 g de material vegetal.

TABELA 4.8 - Rendimento dos extratos brutos de folhas e cascas de P. amapa.

Extratos Massa final (g) Rendimento (%)
PAF_E_Hex 33,0 3,3
PAF_E_EtOH 339,0 34,0
PAC_E_Hex 14,3 1,4
PAC_E_EtOH 57,0 5,7

4.2 Anadlise e selecdao dos extratos e fragdbes de Parahancornia
amapa

O estudo teve inicio com a preparacao dos extratos a partir das cascas
e das folhas de P. amapa. Com o objetivo de conduzir o trabalho por meio de uma
abordagem bioguiada, esses extratos foram inicialmente submetidos a ensaios de
toxicidade utilizando operarias de A. sexdens, bem como a ensaios antifungicos com

fungo L. gongylophorus.
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Entre os extratos avaliados, aquele que demonstrou boa atividade
inseticida e/ou fungicida foi selecionado para a primeira etapa de fracionamento,
realizada por cromatografia em coluna de adsor¢do. As fragdes obtidas foram
novamente submetidas aos ensaios biolégicos, a fim de verificar a manutengao ou
intensificagao da atividade.

Posteriormente, a fragcdo que apresentou resultados promissores foi
direcionada a uma nova etapa de fracionamento, por meio da técnica de particao
liquido-liquido. Esse procedimento possibilitou o isolamento de compostos, os quais

foram novamente avaliados nos ensaios biolégicos.

4.2.1 Atividade toxica sobre operarias médias de A. sexdens

4.2.1.1 Extratos brutos de folhas e cascas de Parahancornia amapa

Os resultados obtidos para os extratos foram analisados por meio de
andlises graficas das curvas de sobrevivéncia e de tabelas que apresentam as
porcentagens acumuladas de mortalidade diaria, o tempo mediano de sobrevivéncia
(Md) e as interpretacdes estatisticas obtidas pelo teste de log-rank.

A FIGURA 4.15 apresenta o grafico com as curvas de sobrevivéncia das
operarias de A. sexdens, evidenciando o efeito dos diferentes extratos ao longo do
periodo experimental. De forma complementar, a TABELA 4.9 apresenta os valores
de mortalidade acumulada diaria, permitindo uma visualizagdo quantitativa detalhada

da progressao da mortalidade observada nos diferentes tratamentos.
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FIGURA 4.15 - Curva de sobrevivéncia de operarias A. sexdens submetidas aos
extratos brutos de folhas e cascas de P. amapa.
TABELA 4.9 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de

A. sexdens submetidas aos extratos brutos de folhas e cascas de P. amapa.

% Acumulada de mortalidade por dia Md

Tratamento

12 3 4 6 8 10 12 14 16 18 20 21

DP+Metanol 0000 O O O O 2 4 4 6 6 >21a
DP+Cloroférmio 0 0 0 0 0 0 O O O O 4 6 6 >21a
PAF_E_Hex 0O 00O 0O 2 20 38 64 88 100 100 100 14b
PAF EEtOH 0 0 0 0 0 O 8 20 24 32 36 40 42 >21b
PAC_E_Hex 0000 0O O 2 4 4 6 6 10 16 >21a
PAC E EtOH 2 2 2 4 10 20 22 34 40 58 64 68 70 16b

* Letras distintas em relagédo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste log rank (p< 0,05).

Apos o término dos 21 dias de experimento, e considerando os
resultados das analises estatisticas, verificou-se que, entre os extratos obtidos a partir
das folhas, o PAF_E_Hex destacou-se como o mais ativo. Esse extrato apresentou
diferencga significativa na mortalidade das operarias em comparagao ao controle, com
inicio da mortalidade a partir do 8° dia, seguido de aumento progressivo, atingindo

50% no 14° dia e 100% no 18° dia de avaliagdo. Em contraste, o PAF_E_EtOH
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demonstrou menor eficacia inseticida, alcangando 42% de mortalidade ao final dos 21
dias, ndo atingindo 50% de mortalidade durante o periodo analisado.

Em relacdo aos extratos obtidos das cascas, o PAC_E EtOH, quando
comparado com seu grupo controle, apresentou diferenga significativa na mortalidade,
com efeito observado ja no 1° dia de exposi¢cao e aumento gradual da mortalidade ao
longo do tempo, atingindo 50% no 16° dia e 70% no final do experimento. Por outro
lado, o PAC_E_Hex apresentou desempenho reduzido, nido diferindo de forma
significativa em relagé&o ao respectivo grupo controle.

Portanto, considerando os ensaios inseticidas realizados com os
extratos de P. amapa, verificou-se atividade biolégica relevante para o extrato
PAF_E Hex e PAC _E_EtOH. Diante desses resultados, o PAC _E EtOH foi

inicialmente selecionado para o prosseguimento dos estudos.

4.21.2 Fracdes obtidas do extrato PAC_E_ EtOH

Os resultados obtidos para as fragdes foram analisados por meio de
andlises graficas das curvas de sobrevivéncia e de tabelas que apresentam as
porcentagens acumuladas de mortalidade diaria, o tempo mediano de sobrevivéncia
(Md) e as interpretacdes estatisticas obtidas pelo teste de log-rank.

O primeiro fracionamento cromatografico do extrato PAC_E_EtOH

resultou na obtencao de quatro fragdes. No entanto, devido a necessidade de uma
quantidade minima de amostra para a realizagao dos bioensaios, apenas as fracoes,
PAC_F _AcOEt e PAC_F_MeOH foram avaliadas, uma vez que as demais nao
apresentaram massa suficiente para o teste.
Apds o término dos 21 dias de experimento, e considerando os resultados das
analises estatisticas, verificou-se que, a fragdo PAC_F _MeOH apresentou maior
atividade inseticida em comparagao ao respectivo grupo controle, atingindo 50% de
mortalidade no 13 ° dia e aproximadamente 90% ao final do periodo experimental. Em
contraste, a fracdo PAC_F_AcOEt, apresentou mortalidade acumulada de 38% ao
final dos 21 dias, ndo atingindo 50% de mortalidade durante o periodo analisado.
Esses resultados sao apresentados graficamente na FIGURA 4.16 e de forma
detalhada na TABELA 4.10.

31



100 ~—
90

80

70

e D P+Metanol
60

e PAC_F_Acoet
50

e PAC_F_MeOH

40

SOBREVIVENCIA %

30
20

10

1 2 3 4 6 12 15 18 21

DIAS
FIGURA 4.16 - Curva de sobrevivéncia de operarias A. sexdens submetidas as
fracdes do extrato PAC_E_EtOH.

TABELA 4.10 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de

A. sexdens submetidas as fracdes do extrato PAC_E_EtOH.

% Acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md*
1 2 3 4 6 9 12 15 18 21

DP+Metano 0 O O O O O O O O 4 >21a
PAC_F_AcOEt 0 0 O 0 0 O 12 18 30 38 >271a
PACF MeOH O O O O O 14 46 76 80 88 13b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste log rank (p< 0,05).

Com base nesses resultados, a fragcdo PAC_F_MeOH, que apresentou
o maior efeito inseticida, foi selecionada para a continuidade do estudo, com o objetivo

de isolar e identificar os compostos bioativos.

4.21.3 Compostos isolados da fragago PAC_F MeOH do extrato
PAC _E_EtOH

Os resultados obtidos para os compostos foram analisados por meio de
analises graficas das curvas de sobrevivéncia e de tabelas que apresentam as
porcentagens acumuladas de mortalidade diaria, o tempo mediano de sobrevivéncia
(Md) e as interpretagbes estatisticas obtidas pelo teste de log-rank.

De acordo com a TABELA4.11 e a FIGURA 4.17, os compostos isolados

da fase organica da particao liquido-liquido da fragdo PAC_F_MeOH apresentaram
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atividade inseticida moderada quando comparados ao grupo controle, ndo atingido
50% de mortalidade ao final do experimento. O composto pertencente a classe dos
pterocarpanos apresentou aproximadamente 41% de mortalidade ao final de 21 dias
de experimento. De forma semelhante, o composto da classe dos cromanos resultou
em cerca de 40% de mortalidade no mesmo periodo, enquanto o composto
pertencente a classe dos benzopiranos apresentou menor efeito, com
aproximadamente 25% de mortalidade ao término do ensaio.

Além da avaliagao dos compostos isolados, a fracdo aquosa obtida apds
a particao também foi submetida ao ensaio biolégico, apresentando atividade
inseticida relevante em comparagéo ao grupo controle, com mortalidade de 50% no
17° dia e 68% ao final dos 21 dias. Essa fracdo possivelmente é rica em compostos
fendlicos, especialmente taninos, os quais sdo amplamente reconhecidos na literatura
como importantes metabdlitos de defesa vegetal contra herbivoros. Taninos podem
exercer efeitos toxicos e adstringentes sobre insetos, principalmente devido a sua
capacidade de formar complexos com proteinas e enzimas digestivas, reduzindo a
assimilacdo de nutrientes e comprometendo o funcionamento do trato digestorio (EL-
ASWAD et al.,2023).

Ao comparar esses resultados com aqueles previamente obtidos para a
fracdo de origem PAC_F _MeOH, a qual apresentou aproximadamente 90% de
mortalidade, observou-se que nenhum dos sistemas avaliados isoladamente
(compostos ou fracdo aquosa) reproduziu o mesmo nivel de atividade inseticida.
Esses resultados sugerem que a elevada atividade observada para a fracao
PAC_F_MeOH esteja associada a atuagdo conjunta de diferentes metabdlitos
presentes na mistura, sendo compativel com a hipétese de um efeito sinérgico, o qual

€ parcialmente reduzido apds a separagao dos constituintes.
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TABELA 4.11 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de

A. sexdens submetidas aos compostos isolados da fragao organica de PAC_F_MeOH.

% Acumulada de mortalidade por dia Md
Tratamento
2 3 4 6 9 12 15 18 21
DP+Metanol 0 0 0 0 0 0 0 0 2 6 >21a

PAC_|_Pterocarpano
8 8 8 10 10 12 14 38 41 >21a

(Composto 1)
PAC_|_Benzopirano
0 0 0 2 4 4 8 16 25 >21a

(Composto 2)
PAC_| Cromano
(Composto 3)

PAC_F_H20_02 2 2 2 2 2 4 12 24 64 68 17b

0 0 0 0 2 6 18 36 40 >21a

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste log rank (p< 0,05).
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FIGURA 4.17 - Curva de sobrevivéncia de operarias A. sexdens submetidas aos

compostos isolados da fragao organica de PAC_F_MeOH.
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4.2.2 Atividade antimicrobiana com o fungo Leucoagaricus

gongylophorus

4.2.2.1 Extratos e fracbes de Parahancornia amapa

O ensaio antimicrobiano frente ao fungo simbionte L. gongylophorus foi
realizado por meio da técnica de difusdo em agar por pogo, utilizando, na triagem
inicial, os extratos brutos obtidos das cascas e das folhas de P. amapa. Nesse método,
a amostra, em concentracao conhecida, é introduzida no interior do pogo e difunde-se
pelo meio de cultura previamente inoculado com o fungo, formando um gradiente de
concentragéo e, na presencga de atividade antifungica, observa-se a formacao de um
halo de inibicdo ao redor do pogco (SCORZONI et al., 2016). Para a interpretacédo dos
resultados, considerou-se como indicativo de atividade antimicrobiana a formacéao de
halo de inibicdo com didmetro igual ou superior a 10 mm (AMPARO et al., 2020).

O ensaio foi realizado em ftriplicata e os resultados expressos como
meédia do didmetro do halo de inibigdo, acompanhada do respectivo desvio padrao.
Os valores obtidos encontram-se apresentados na TABELA 4.12, enquanto as
imagens dos ensaios estdo ilustradas na FIGURA 4.18.

TABELA 4.12 - Valores dos halos de inibicado dos extratos brutos de folhas e cascas

de P. amapa.
Extratos Média (mm) DP (mm)
Controle negativo 6,0 0,0
PAF_E_Hex 6,0 0,0
PAF_E_EtOH 8,8 2,5
PAC_E_ Hex 6,0 0,0
PAC_E_EtOH 11,0 0,6
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DMSO PAF_E_Hex PAF_E_EtOH PAC_E_Hex PAC_E_EtOH

FIGURA 4.18 - Avaliagdo da atividade antifungica dos extratos brutos de folhas e
cascas por meio do ensaio de difusdo em agar.

O controle negativo (DMSO) n&o apresentou halo de inibicdo frente ao
microrganismo, indicando que o solvente utilizado no preparo das solu¢gdées nao possui
atividade antimicrobiana. Dessa forma, pode-se afirmar que o DMSO n&o interferiu
nos resultados obtidos nos ensaios. Esse solvente € amplamente empregado no
preparo de solugdes de extratos vegetais em testes de difusdo em agar por pogos, em
razao de sua elevada capacidade de solubilizagcdo e da auséncia de atividade
antimicrobiana nas concentragdes usualmente empregadas (VALGAS et al., 2007).

Os resultados obtidos indicaram que o extrato PAC_E_EtOH apresentou
halo de inibicdo de 11,0 mm em relagdo ao controle. Os demais extratos avaliados
apresentaram halos de inibi¢cao inferiores a 10 mm, sendo que a maioria exibiu valores
meédios em torno de 6 mm, correspondentes ao diametro do préprio poco, o que indica,
segundo AMPARO et al.,2020, auséncia de atividade antifungica frente ao
microrganismo avaliado.

Esse mesmo ensaio foi realizado com as fragdes obtidas a partir do
fracionamento cromatografico por coluna de adsorgéo do extrato bruto PAC_E_EtOH,
especificamente as fragcdbes PAC_F_AcOEt e PAC_F_MeOH (TABELA 4.13 e FIGURA
4.19). Dentre essas, a fragdo PAC_F_MeOH apresentou atividade antifungica
moderada, com halo médio de inibicdo de 15,8 mm em relagdo ao controle. Em
contraste, a fragdo PAC_F_AcOEt apresentou halo inferior a 10 mm, ndo sendo

considerada ativa.
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TABELA 4.13 - Valores dos halos de inibigdo das fragdes do extrato PAC_E_EtOH.

Fragoes Média (mm) DP (mm)
Controle negativo 6,0 0,0
PAC_F_AcOEt 9,1 2,1
PAC_F_MeOH 15,8 1,9

DMSO || PACF_ACOEt || PAC_F_MeOH

FIGURA4.19 - Avaliagéo da atividade antifungica das fragdes do extrato PAC_E_EtOH

por meio do ensaio de difusdo em agar.

4.3 Perfil cromatografico obtido por HPLC-PDA

4.3.1 Perfil cromatografico do extrato PAC_E_EtOH

O extrato selecionado para o estudo foi PAC_E_EtOH, por apresentar
resultados promissores nos ensaios biolégicos, sendo entdo submetido a analise por
HPLC-PDA. A partir do perfil cromatografico obtido, foi possivel avaliar a distribuigao
dos constituintes da amostra nas condi¢des empregadas no metodo, o que contribuiu
para a definicdo da estratégia de fracionamento e para o planejamento das analises
subsequentes.

A

FIGURA 4.20 apresenta o cromatograma do extrato PAC_E_EtOH, no
qual se observa elevada complexidade da matriz, evidenciada pela baixa resolugéo
cromatografica e pela presenga de um pico largo distribuido ao longo de todo o
cromatograma. De acordo com MA et al.,2018, esse perfil sugere a presenga de
taninos condensados, os quais constituem misturas complexas de oligbmeros e

polimeros com diferentes graus de polimerizagdo. A elevada heterogeneidade
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estrutural desses compostos promove uma eluicdo continua ao longo do tempo,
impedindo a separagdo em picos individuais e resultando no chamado “pico nao
resolvido”.

Diante desse resultado, optou-se pela utilizagdo da cromatografia em
coluna de adsorgao em silica como técnica inicial de fracionamento, com o objetivo
de simplificar a matriz e permitir uma separagcado mais eficiente de seus constituintes.

A cromatografia em coluna de adsorgdo € amplamente empregada nas
etapas iniciais de fracionamento de extratos complexos, pois permite a separagao dos
constituintes com base nas diferentes interagdes fisico-quimicas entre as moléculas
da amostra e a superficie do material sélido que compde a fase estacionaria
(adsorvente) (ZHANG et al., 2018). A medida que a fase mével percola pela coluna,
0s compostos menos fortemente adsorvidos deslocam-se mais rapidamente e eluem
primeiro, enquanto aqueles com maior afinidade pela fase estacionaria permanecem
retidos por mais tempo, eluindo apenas com o aumento da forga eluente do solvente.
Dessa forma, ocorre a separagao progressiva dos constituintes do extrato ao longo da
coluna, permitindo a coleta de fragdes com menor complexidade quimica (DEBNATH
et al., 2025).
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FIGURA 4.20 - Perfil cromatografico do extrato bruto PAC_E_EtOH (215nm).

4.3.2 Perfil cromatografico das fragdes do extrato PAC_E_EtOH

Diante do perfil cromatografico observado para o extrato bruto,

procedeu-se ao primeiro fracionamento por cromatografia em coluna de adsorgdo. A
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partir de 40 g do extrato PAC_E EtOH, foram obtidas quatro fragcbes, cujos
rendimentos estao apresentados na TABELA 4.14.
TABELA 4.14 - Rendimento das fragcbes obtidas a partir do extrato PAC_E_EtOH.

Fragoes Massa final (g) Rendimento %
(PAC_F_Hex) 0,1 0,2
(PAC_F_AcOEt) 2,7 6,7
(PAC_F_MeOH) 36,1 90,0
(PAC_F_H20) 0,1 0,1

Com o objetivo de avaliar a eficacia do processo de fracionamento e
verificar a distribuicdo dos constituintes quimicos, as fracdes PAC_F_AcOEt e
PAC_F_MeOH selecionadas em fungdo do rendimento, foram submetidas a analise
por HPLC-PDA. Os perfis cromatograficos obtidos estdo apresentados na FIGURA
4.21.
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FIGURA 4.21 - (a) Perfil cromatografico da fragdo PAC_F _AcOEt e (b) Perfil
cromatografico da fragdo PAC_F_MeOH.

De acordo com os ensaios bioldgicos que orientaram o desenvolvimento
deste trabalho, a fracdo PAC_F_MeOH apresentou a melhor atividade bioldgica e foi
selecionada para a continuidade do estudo, visando ao isolamento dos compostos
bioativos. No entanto, a analise do seu perfil cromatografico revelou que essa fragao
ainda apresentava elevada complexidade, com comportamento semelhante ao do

extrato bruto.
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Diante desse resultado, apds a realizagcdo de diferentes testes
preliminares, optou-se pela aplicagdo de uma etapa adicional de fracionamento por
particdo liquido-liquido, utilizando cloroférmio como fase organica, com o objetivo de
promover a simplificacdo da fracéo e facilitar a separacao de seus constituintes. Trata-
se de uma técnica classica de pré-tratamento de amostras, amplamente empregada
devido a sua capacidade de gerar fragdes mais seletivas. O principio da técnica
baseia-se na diferenga de solubilidade dos analitos entre as fases aquosa e organica,
sendo a eficiéncia da extragdo determinada tanto pela afinidade do soluto pelo
solvente de extragdo quanto pelo numero de extracdes realizadas (QUEIROZ et al.,
2001).

A massa inicial utilizada nesse fracionamento foi de 10 g. Os
rendimentos obtidos a partir da particao liquido-liquido estdo apresentados na

TABELA 4.15, enquanto os perfis cromatograficos das subfragcbes
resultantes encontram-se ilustrados na FIGURA 4.22.

TABELA 4.15 - Rendimento das subfracdes obtidas a partir da fragdo PAC_F_MeOH.

Fracao Massa final (g) Rendimento (%)
CHCls (Fracao organica) 0,35 3,5
H20 (Fragao aquosa) 8,5 85,0
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FIGURA 4.22 - (a) Perfil cromatografico da fracdo organica em 254 nm, (b) Perfil

cromatografico da fragdo organica em 215 nm e (c) Perfil cromatografico da fragao

aquosa em 215 nm.

Diante disso, observou-se a eficacia da técnica de particdo liquido-
liquido na simplificagdo da fragdo PAC_F_MeOH. O perfil cromatografico obtido apds
essa etapa evidenciou uma reducao significativa da complexidade da amostra, com
melhor definicdo dos picos cromatograficos, o que viabilizou o prosseguimento do

estudo para as etapas de isolamento dos compostos.

4.3.3 Perfil cromatografico da fragdo orgénica de PAC_F MeOH e
isolamento dos compostos

Apés a particao liquido-liquido da fracdo PAC_F _MeOH, a subfracéo
cloroférmica apresentou caracteristicas adequadas para o isolamento e foi

direcionada ao HPLC-PDA.
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Durante o procedimento, a maioria das fragdes foram coletadas,
entretanto, em razdo da baixa massa obtida, apenas trés compostos apresentaram
quantidade suficiente para posterior caracterizacao estrutural. A deteccao foi realizada
nos comprimentos de onda de (A) 215 e 254 nm. O cromatograma representativo do
processo de isolamento esta apresentado na FIGURA 4.23 e a massa final dos

compostos isolados estdo apresentados na TABELA 4.16.
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FIGURA 4.23 - Perfil cromatografico de isolamentos dos compostos da fragéo
organica de PAC_F_MeOH.

TABELA 4.16 - Massa final dos compostos isolados da fracdo organica de
PAC_F_MeOH.

Composto Massa final (mg)
Pterocarpano 3,5
Composto 1
Benzopirano 1,4
Composto 2
Cromano 3,1
Composto 3
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4.4 Metabodlitos isolados e caracterizados da fragcao organica de
PAC_F_MeOH

Foram isolados trés compostos, todos pertencentes a classe dos
benzopiranos, especificamente um cromano e um pterocarpano, conforme ilustrado
na FIGURA 4.24. Dentre esses compostos, todos sao relatados pela primeira vez
como produtos naturais, com excecao do cromano, previamente descrito apenas de
forma sintética.

A elucidacgao estrutural dos compostos foi realizada por meio de analises
de RMN de 'H e "C, complementadas por experimentos bidimensionais (COSY,
HMBC e HSQC), por experimento de NOE 1D e analises por LC-MS/MS.

Os espectros de RMN e de LC-MS/MS obtidos para cada composto
encontram-se apresentados no APENDICE A e B. Adicionalmente, os dados
espectrais foram comparados com aqueles descritos em estudos anteriores para
estruturas semelhantes, que sera exposto na secdo seguinte, reforcando a

confiabilidade das identificacbes propostas.

Pterocarpano- Composto 1
Benzopirano- Composto 2

0]

(0]

Cromano- Composto 3

FIGURA 4.24 - Estruturas isoladas e caracterizadas de P. amapa.

4.4.1 Pterocarpano (Composto 1)

O composto isolado da fragao organica proveniente da particao liquido-
liqguido da fragdo PAC_F_MeOH foi identificado como pertencente a classe dos
pterocarpanos e denominado, segundo a nomenclatura IUPAC, 3-(2,7-dimetoxi-

6a,11a-diidro-6H-benzofuro[3,2-cJcromeno-9-il)propan-1-ol (FIGURA 4.25). Os dados
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de RMN de 'H e *C (TABELA 4.17) foram comparados com aqueles descritos para

um composto estruturalmente semelhante reportado por AHMAD et al., 2006.

FIGURA 4.25 - Estrutura do composto 1.

A andlise do espectro de RMN de 'H revelou presenca de sinais de
hidrogénios aromaticos. Foram observados um dupleto em & 6,76 (H-4, d, J = 8,1 Hz,
1H) e um duplo dupleto em & 6,82 (H-3, dd, J=8,1 e 2,0 Hz, 1H), os quais esses dois
hidrogénios estdo em acoplamento orto, confirmado pela constante de acoplamento
J=8,1 Hz. Adicionalmente, o sinal em & 6,95, observado como um dupleto (H-1, d,
J=2,0 Hz, 1H), encontra-se em acoplamento meta com o hidrogénio H-3, & 6,82
evidenciado pela constante de J=2,0 Hz. Esses sinais foram atribuidos ao anel
aromatico A.

Além disso, foi observado, o sinal em & 6,73 (s/, 2H), integrando para
dois hidrogénios, os quais foram atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-10 do anel
aromatico D. A presenca de um unico sinal pode ser explicada pela elevada
similaridade do ambiente quimico em que o H-8 e H-10 se encontram, resultando em
deslocamentos quimicos muito proximos e sobreposigao dos sinais no espectro de
RMN de "H.

Na sequéncia, o mapa de contorno HMBC foi analisado com o objetivo
de atribuir os sinais dos demais carbonos dos anéis aromaticos, permitindo a
elucidagéo completa dos anéis A e D (FIGURA 4.26). A partir dessa analise, verificou-
se que dois carbonos do anel A (C-2 e C-4a) apresentam deslocamentos quimicos
mais elevados em relacdo aos demais, com valores de & 149,1 e & 147,6,
respectivamente, sugerindo a influéncia de grupos vizinhos retiradores de densidade
eletrdbnica. Comportamento semelhante foi observado para os carbonos do anel D (C-
7 e C-10a), que apresentaram deslocamentos em & 145,2 e & 147,5, igualmente

indicativos da presenga de substituintes com efeito retirador de densidade eletronica.
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FIGURA 4.26 - Principais correlagbes observadas no mapa de contorno HMBC H—C
do composto 1.

No espectro de RMN de 'H, também foram observados sinais
caracteristicos do anel heterociclico do esqueleto de pterocarpanos, em & 5,49 (H-
11a, d, J=6,3 Hz, 1H) e na regido & 3,49-3,44 (H-6a, m, 1H), os quais foram atribuidos
aos hidrogénios ligados aos carbonos localizados na juncdo entre os anéis B e C
(ARAUJO et al., 2008). Essa atribuicdo foi confirmada por meio da analise do mapa
de contorno COSY, no qual foi possivel visualizar o acoplamento entre esses dois
hidrogénios (FIGURA 4.27).

FIGURA 4.27 - Principais acoplamentos observados no mapa de contorno COSY do
composto 1.

A estereoquimica relativa entre o H-11a e H-6a foi determinada a partir
da analise conjunta da constante de acoplamento vicinal e do experimento de NOE
unidimensional. A constante de acoplamento observada (J = 6,3 Hz) é compativel com
uma relacao cis entre esses protons. Essa atribuicao foi corroborada pela observacao
de efeitos NOE entre H-11a e H-6a, indicando proximidade espacial e sugerindo que
ambos se encontram orientados na mesma face do anel, em uma configuracao

relativa cis.
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Duplo dupletos em & 3,84 (H-6a, dd, J= 11,1; 5,3 Hz, 1H) e & 3,75 (H-6p3,
dd, J= 11,1; 7,3 Hz, 1H) foram atribuidos aos hidrogénios oximetilénicos do anel B.
Esses sinais apresentam uma constante de acoplamento comum de J=11,1 Hz,
caracteristica de acoplamento geminal, indicando que H-6a e H-60 estédo ligados ao
mesmo atomo de carbono. Essa atribuicdo foi corroborada pela analise do espectro
bidimensional de HSQC, no qual ambos os prétons apresentam correlagdo com o
carbono em & 65,0 (C-6). Adicionalmente, o mapa de contorno COSY evidenciou o
acoplamento entre H-6a e H-6[3, bem como permitiu a identificacdo dos acoplamentos
com hidrogénios vicinais.

Diante disso, os hidrogénios (H-6a e H-6B) foram identificados como
diastereotopicos, em decorréncia da presenga de um centro estereogénico adjacente,
que gera ambientes quimicos distintos e, consequentemente, sinais separados no
espectro de RMN de "H. Além disso, experimento de NOE 1D possibilitou a atribuicdo
da configuragao relativa de cada hidrogénio (6 3,84, H-6a e & 3,75, H-6) fornecendo
evidéncias sobre sua orientagcado espacial na molécula.

Ainda analisando o espectro de RMN de 'H, também foi possivel
identificar a presenca de dois grupos metoxila na estrutura, evidenciados pelos
simpletos em & 3,82 (2-OMe, s, 3H) e & 3,85 (7-OMe, s, 3H), com ambos, integrando
para trés hidrogénios. A determinagao das posi¢oes foi realizada por meio da analise
do mapa de contorno HMBC, no qual as correlagbes observadas permitiram associar
o grupo metoxila em & 3,82 ao carbono em 6 149,1 (C-2) do anel aromatico A, bem
como o grupo em & 3,85 ao carbono em & 145,2 (C-7) do anel aromatico D (FIGURA
4.26).

Por fim, a presenga de uma cadeia lateral hidroxipropilica foi sugerida a
partir dos sinais observados no espectro de RMN de '"H em & 3,57 (t, J=6,5 Hz, 2H),
2,61-2,65 (m, 2H) e 6 1,89-1,77 (m, 2H). A confirmacao dessa cadeia foi confirmada
pela analise do mapa de contorno COSY e por meio do mapa de contorno HMIBC

possibilitou a determinacéo da posi¢cao dessa cadeia na estrutura.
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TABELA 4.17 - Dados de RMN de 'H, "*C {'H} e HMBC (CD;OD, 14,1T) do

composto 1.
Posicdo 613 C o 'H O 8C (Lit)  d 'H (Lit) HMBC

6,95 (d, J = 2,0 Hz, C-11a,C-4,C-3,C-
1 110,4 1H) 110,6 7,27 (sl) 11b,C-4a,C-2

1491 - 1491 -
6,82 (dd, J = 8,1; 2,0 -
3 119,7 Hz, 1H) 1195 7,25 (sl)

6,76 (d, J = 8,1 Hz, C-1,C-4a,C-2
4 116,1 1H) ; ]
4a 1476 - 1475 - -

5 - - . -

HB 3,75 e (dd, J (4,22, t J= C-6a,C-11a,C-6b
6 650 =11,1€5,3 Hz, 1H) 69,9 9,5 Hz)

Ha 3,84 (dd, J = 11,1 (4,33, dd, J= C-6a,C-11a,C-4a

e 7,2 Hz, 1H) 9,5: 4,1 Hz)

3,73-3,72, C-6,C-11a,C-6b,C-
6a 555 >49-3:44(m, 1H) 52,3 ﬁn) 11b,C-7
6b 129,8 - 1343 - -
7 1452 - ] ] )

6,86 (dd, J= C-7,C-9,C-6b,C-10
8 114,0 6,73 (sl,1H) 119,7  8,2; 1,1 Hz)
9 136,9 - 1456 - -
10 117,9 6,73 (sl,1H) 110,7 6,99 (s) C-7,C-9,C-6b,C-10
10a 1475 - 1476 - -
11 ; ; ] ;

549 (d, J = 6,3 Hz, 569 (dd, J= C-6a,C-6,C-1,C-
11a 89,0 1H) 89,6 6,2 Hz) 6b,C-11b,C-10a
11b 134,7 - 128,2 -
2.OCHs; 56,3 3.82(s,3H) 56,5 3,88 (s) C-2,C-1
7-OCHs 56,7 3.85(s, 3H) 56,4 3,82 (s) C-7,C-8

3,17-3,13  C-2,C-3',C-9,C-10
, 509 261-265(m, 2H) 362 o)
2 359 1,89-1,77 (m, 2H) ] ) C-1’, C-3", C-9

3,57 (t J = 6,5 Hz, C-1',C-2’

3 62,2 2H) . .

*Dados de RMN *& 'H (Lit.) e 6'3C (Lit.) de um composto em CDCI; (AHMAD et al.2006).

A estrutura proposta foi corroborada por meio da analise dos dados de

espectrometria de massas, obtidos no modo negativo de ionizagao. Nessa analise, foi

identificado o ion precursor de m/z 341,1405, correspondente a formula molecular

C,oH2,05, com erro de 0,14 ppm.

A partir do espectro de MS/MS e do mecanismo de fragmentagao
(FIGURA 4.28), observou-se o ion m/z 326, atribuido a perda radicalar de CHs (15
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Da), o ion base m/z 311, resultante da perda neutra de uma unidade CH,O (30 Da) e
o ion m/z 283, correspondente a perda neutra da cadeia lateral hidroxipropilica (58
Da).

by H
o)
QO
o o O
m/z 341 H2Cso
H,C«
2 \CH2

m/z 283

FIGURA 4.28 - Proposta de fragmentacéo do composto 1.

4.4.2 Benzopirano (Composto 2)

O composto isolado da fragdo organica proveniente da partigéo liquido-
liquido da fracdo PAC_F_MeOH foi identificado como pertencente a classe dos
benzopiranos e denominado, segundo a nomenclatura IUPAC, 2,11-dimetoxi-
6a,6b,12b,13a-tetraidro-6H,7H-furo[3,2-c:4,5-c] bis [1] benzopirano (FIGURA 4.29).
Os dados de RMN de 'H e "*C (TABELA 4.18) foram comparados com aqueles
descritos para um composto estruturalmente semelhante reportado por AHMAD et al.,
2006.
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FIGURA 4.29 - Estrutura do composto 2.

Na analise do espectro de RMN de 'H revelou a presenca de sinais de
hidrogénios aromaticos. O sinal & 6,79 (H-8, d, J=8,1 Hz) e o sinal 6 6,84 (H-7, dd,
J=8,1 e 1,9 Hz, 1H), estdo em acoplamento orto, conforme indicado pela constante de
acoplamento J=8,1 Hz. Ja o dupleto observado em & 6,95 (H-5, d, J=1,9 Hz, 1H)
apresenta acoplamento meta com o hidrogénio em & 6,84 (H-7), evidenciado pela
constante de J=1,9 Hz.

Na sequéncia, o mapa de contorno HMBC foi analisado com o intuito de
atribuir os sinais dos demais carbonos aromaticos, bem como identificar suas relagdes
com a vizinhanga. A partir do hidrogénio em 6 6,95 (H-5), observaram-se correlagdes
com os carbonos em 6 87,4 (C-4); 6 120,1 (C-7); & 133,6 (C-9); 6 147,1 (C-10) e ©
149,1 (C-6) (FIGURA 4.30). Dentre os carbonos aromaticos, os carbonos em & 147,1
(C-10) e & 149,17 (C-6) apresentaram deslocamentos quimicos elevados em
comparacgao aos demais, o que sugere a influéncia de grupos vizinhos retiradores de
densidade eletrénica. Analises semelhantes foram feitas para os hidrogénios em &
6,79 e O 6,84, investigando suas correlagcbes com os carbonos e conferindo maior

confiabilidade as atribuicbes dos deslocamentos quimicos.

FIGURA 4.30 - Principais correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC H—-C

do composto 2.
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No espectro de RMN de 'H, também foi observado o sinal em & 4,73 (H-
4, d, J=4,5 Hz) atribuido a um hidrogénio oximetileno, e o sinal na regiao 6 3,19 - 3,15
(H-3, m, 1H). Esses sinais foram associados aos prétons ligados aos carbonos
localizados na jung&o entre os anéis pirano e furano. Essa atribuigdo foi corroborada
pela analise do mapa de contorno COSY, no qual foi possivel observar o acoplamento
entre H-4 e H-3, assim como os acoplamentos com os sinais em 6 4,26-4,23 (H-2, m,
1H) e & 3,85-3,84 (H-2, m, 1H) (FIGURA 4.31). Ressalta-se que a constante de
acoplamento observada para o sinal em & 4,73 (J=4,5 Hz) é referente com uma
relacéo cis entre H-3 e H-4 na estrutura.

Posteriormente, por meio da analise do mapa de contorno HMBC, foram
observadas as principais correlagdes do sinal em & 4,73 com os carbonos em & 55,1
(C-3); 6 72,4 (C-2); 6 110,9 (C-5) e 6 133,5 (C-9) (FIGURA 4.30).

FIGURA 4.31 - Principais acoplamentos observados no mapa de contorno COSY do
composto 2.

Os sinais em & 4,26-4,23 (H-2, m, 1H) e & 3,85-3,84 (H-2, m, 1H) no
espectro de RMN de 'H apresentam-se como multipletos. A analise do mapa de
contorno HSQC revelou que ambos os protons estdo ligados ao mesmo atomo de
carbono, com deslocamento quimico em & 72,4 (C-2). Adicionalmente, o espectro
bidimensional COSY evidencia o acoplamento entre esses dois sinais. Dessa forma,
com base na andlise conjunta dos espectros, foi determinado que esses hidrogénios
geminais sao diastereotopicos, em decorréncia da presenca de um centro
estereogénico adjacente, o que justifica os diferentes deslocamentos quimicos
observados.

A presenca do sinal em & 3,86 (6-OCHs, s, 3H) corresponde a um grupo

metoxila. A determinagcao da posi¢cao desse substituinte foi realizada por meio da
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analise do espectro bidimensional HMBC, no qual foram observadas correlacées com
os carbonos em 6 149,1 (C-6) e & 110,9 (C-5).

Com base no conjunto de atribuicées realizadas, foi proposto que a
molécula isolada corresponde a uma estrutura dimérica simétrica. Essa hipdtese
fundamentou-se, principalmente, na observagcdo de um sinal em & 55,5 ppm (C-3),
atribuido a um carbono trissubstituido, cujo hidrogénio associado apresenta
integragdo correspondente a um Unico proton no espectro de RMN de 'H.
Adicionalmente, o valor de deslocamento quimico desse carbono € indicativo da
auséncia de heteroatomo adjacente, e a inexisténcia de correlagbes adicionais
envolvendo esse sinal no mapa de contorno HMBC reforga a proposta de simetria
estrutural. Diante dessas evidéncias, a amostra foi submetida a analise por LC-
MS/MS, a qual corroborou a proposta estrutural sugerida ao revelar um ion precursor
de m/z 341,1359, no modo positivo de ionizagdo. Esse valor € compativel com uma
estrutura dimérica simétrica, apresentando férmula molecular C20H2005 e erro de
massa de 0,73ppm.

A analise do espectro de MS/MS e da proposta de fragmentagao
(FIGURA 4.32) revelou inicialmente a formacgao do ion fragmento m/z 323, atribuido a
perda de uma molécula de H20 (18 Da). O ion m/z 291, associado a perda conjunta
de Hz (2 Da) e de um grupo CH20 (30 Da). Ja o ion m/z 137 originou-se a partir de
um rearranjo de hidrogénio seguido da perda de 186 Da.

/
o

RS-

m/z 341 m/z 323

+O—

m/z 323

m/z 137

FIGURA 4.32 - Proposta de fragmentagdo do composto 2.
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TABELA 4.18 - Dados de RMN de 'H e C {'H} e HMBC (CD;OD, 14,1T) do

composto 2.
13
Posicao C 5 'H d 13C (Lit.) O 'H (Lit) HMBC
1 - - - - -
Ha 3,85-3,82 (4,22, t, J=9,5 C-4,C-9
2 724 1) 69,9 Ho)
HB 4,26-4,24 (4,33, dd, J=
(m, 1H) 9,5: 4,1 Hz)
3 55/ 3’18'13|’_|1)5 (M 5p3  @373372,m %409
4,73 (d, J=4,5 569 (dd, J=6,2  C-2,C-3,C-9
4 874 iz A1) 89,6 He)
110, 6,95 (d, J=1,9 C-7, C-8, C-9, C-10
5 9 iz, 1H) 110,6 7,27 (sl)
6 1‘29’ - 149,1 - -
120, 6,82(dd, J=8,1 C-9, C-5, C-6, C-8,
’ 1 e19HZ 1H) 1195 7,25 (s/) C-10
o 116, 6,79 (d, J=8,1 ) ] C-9, C-5, C-6, C-10
1 Hz, 1H)
133, ]
9 p - 128,2 -
0 190 . 147,5 : ]
6-OCHs 56,4 3,86 (s, 3H) 56,5 3,88 (s) C-5,C-6
1" ; ; ; ; -
. Ha 3,85-3,82 (4,22, t, J=9,5 C-4,C-9
2 72,4 1) 69,9 H)
HB 4,26-4,24 (4,33, dd, J=
(m, 1H) 9,5: 4,1 Hz)
3 551 3’18'f|j)5 (M 503  @73372,m ©2% C4C9
. 4,73 (d, J=4,5 5,69 (dd, J=6,2 C-2',C-3,C-9
4 87,4 iz AH) 89,6 He)
. 110, 6,95(d, J=1,9 C-7,C-8, C-9, C-
5 9 Mz, 1H) 110,6 7,27 (sl) "5
6 1‘29’ - 149,1 ; -
. 120, 6,82 (dd, J=8,1 C-9, C-5, C-6, C-
’ 1 e19Hz 1H) 1199 7,25 (s/) 8, C-10’
g 116, 679(d, J=8,]1 ] ] C-9, C-5, C-6', C-
1 Hz, 1H) 10°
. 133, )
9 p - 128,2 ;
100 40 i 147,5 i -
6-OCHs 56,4 3,86 (s, 3H) 56,5 3,88 (s) C-5, C-6'

*Dados de RMN *§ 'H (Lit.) e 6'3C (Lit.) de um composto em CDCI; (AHMAD et al., 2006).
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4.4.3 Cromano (Composto 3)

A substancia metil 2,2-dimetil-6-cromanocarboxilato (FIGURA 4.33) pertence a
classe dos cromanos e foi isolada da fragao organica obtida a partir da partigao liquido-
liquido da fragcdo PAC_F_MeOH. Os dados de RMN de 'H e "*C (TABELA 4.19) foram
comparados com aqueles descritos para o cromano sintético correspondente,
conforme reportado por BATISTA et al.,2008.

FIGURA 4.33 - Estrutura do composto 3.

No espectro de RMN de 'H, foram inicialmente observados sinais de
hidrogénios aromaticos. O dupleto em & 6,79 (H-8, d, J=8,4 Hz, 1H) e um duplo dupleto
em & 7,70 (H-7, dd, J=8,4 e 2,3 Hz, 1H) indicam hidrogénios em acoplamento orto,
conforme evidenciado pela constante de acoplamento J=8,4 Hz. O sinalem & 7,77 (H-
5, d, J=2,3 Hz, 1H), observado como um dupleto, apresenta acoplamento meta com o
hidrogénio em & 7,70 (H-7), confirmado pela constante J=2,3 Hz. Esse conjunto de
sinais & caracteristico de um anel aromatico trissubstituido.

A analise do espectro bidimensional de HMBC, permitiu realizar a
atribuicdo dos demais sinais de carbono do sistema aromatico e sua vizinhanga. Tendo
como o ponto de partida o hidrogénio em & 7,77 (H-5), foram observadas correlagées
de longa distancia com os carbonos em & 26,1 (C-4), 6 115,3 (C-8), 6 122,0 (C-6),
130,2 (C-7), 5 161,4 (C-10) e 8 169,0 (C-6a) (FIGURA 4.34). Analises analogas foram
realizadas para os demais hidrogénios aromaticos, permitindo a confirmagao das

atribui¢cdes propostas.
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FIGURA 4.34 - Principais correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC H—C
do composto 3.

Dentre os carbonos correlacionados, o sinal em & 161,4 (C-10) foi
atribuido a um carbono ndo hidrogenado, cujo deslocamento quimico elevado é
compativel com a presenga de um grupo vizinho retirador de densidade eletrénica. O
sinal observado em & 169,0 (C-6a) também corresponde a um carbono né&o
hidrogenado e, por situar-se na regido caracteristica de carbonos carbonilicos, indica
a presenga de um grupo carbonila na estrutura.

Ainda com base nos dados do espectro unidimensional de RMN de 'H,
foram observados sinais referentes a porgao alifatica da molécula, incluindo um
simpleto em & 1,26 (H-11 e H-12, s, 6H), além de sinais na regidao 6 1,76-1,71 (H-3,
m, 2H) e 6 2,71-2,66 (H-4, m, 2H). Os hidrogénios metilénicos em & 1,76-1,71 €
2,71-2,66 a3presentam correlacdo no mapa de contorno COSY, evidenciando
acoplamento entre eles e confirmando que se encontram em posi¢des vicinais na
estrutura (FIGURA 4.35). Em relagdo ao simpleto em & 1,26, que integra para seis
hidrogénios, este indica a presenga de dois grupos metila equivalentes, os quais
apresentam os mesmos deslocamentos quimicos tanto no espectro de RMN de 'H
quanto no de *C (d 29,1).

FIGURA 4.35 - Principal acoplamento observado no mapa de contorno COSY do
composto 3.
Diante disso, a analise do mapa de contorno HMBC permitiu estabelecer

a posicao dos grupos metila na estrutura, bem como definir a sua vizinhanga (FIGURA
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4.34). Foram observadas correlagbes com os carbonos em 6 44,6 (C-3), & 26,1 (C-4)
e com um carbono nao hidrogenado em & 71,46 (C-2), indicando que ambos se
encontram ligados a esse carbono. Esse conjunto de correlagbes ja descrita &
compativel com a presenca de um anel cromano na estrutura da molécula.

Por fim, foi observado um simpleto em & 3,84 (6-OCHs, s, 3H),
integrando para trés hidrogénios, atribuido aos hidrogénios de um grupo metoxila. A
posicao relativa desse grupo foi definida a partir das correlagdes observadas no
espectro de HMBC, permitindo completar a elucidagao estrutural da molécula.

A analise por espectrometria de massas permitiu a identificacéo do ion
precursor de m/z 221,1169 no modo positivo de ionizagao, correspondente a férmula
molecular C,3H;403;, com erro de 2,36 ppm. A partir do espectro de MS/MS e o
mecanismo de fragmentagao (FIGURA 4.36), observou-se o ion produto de m/z 165,
o qual foi atribuido a clivagem do anel piranico, resultando na perda de parte da
subestrutura heterociclica. O ion m/z 189 foi formado pela perda neutra de uma
unidade de CH3OH (32 Da) a partir do ion precursor, e o fragmento m/z 69 atribuido a

abertura do anel piranico, acompanhada de uma perda neutra de 152 Da.

0 (0]
-+ )k ~ 5
(@) ~—" 0]
H —_ H
0 (@]
c0: Mz 221 m/z 165
+
<D Ox
a _OH > m
o o)
m/z 221 m/z 189 OH

~N
A
OH, o O)\Q _
o B — I
o H o
(@] +
(@) m/z 69
m/z 221

FIGURA 4.36 - Proposta de fragmentacdo do composto 3.
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TABELA 4.19 - Dados de RMN de 'H, *C {'H} e HMBC (CD,0OD,14,1T) do

composto 3.

Posicdo o 'H 5'3C O 'H (Lit.) 5'3C (Lit.) HMBC
1 - - - -
2 ] 71.4 ] 77.3 i
177 (t, J=6.5 C-4.C-2a,C-2b,C-2
3 173 (m2H) 446 "N 32,7
. 268(m 2H) 261 276(J=65 5 o C-3C-2C4a.C-5C-8a
Hz,2H)
4a i 1306 ) 1206 i
7.77 (d, J=2,2 7,79 (d, J=2,0 C-4.C-4a,C-8a,C-6a
5 Ladi? as2e PRI 128.7
6 ] 121.1 ] 122.5 ]
6a i 169.0 i 166.8 i
3,79 (s, C-6a,C-6
6-0CH:s 384(s,3H) 522 ool 517
~ 7,76 (dd, C-8,C-5,C-8a,C-6a
7 170(dd,J=84 a5 8’5 200z 1310
e 2.2 Hz, 1H) o
6,79 (d, J= 6,75 (d, J=8.,5 C-6,C-7,C-8a,C-6a
8 8.4Hz, 1H) 1192 7 Hz 1h) 1161
8a i 161.4 ] 157 1 ]
11 126 (s, 6H) 291 137(s,6H) 263 C-2.C-3,C-4
12 126(s.6H) 291 137(s.6H) 263 C-2.C-3.C-4

*Dados de RMN *3 'H (Lit.) e '3C (Lit.) do cromano sintético em CDCl;. (BATISTA et al.,2008).

4.5 Anotacao dos metabdlitos secundarios de Parahancornia
amapa

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
€ amplamente empregada em estudos voltados a analise de misturas complexas, por
fornecer informacgdes fundamentais como tempo de retengcdo, massa molecular e
padrées de fragmentacéo, os quais auxiliam na anotagdo dos compostos presentes
nas amostras analisadas (KEMAYOU et al., 2025).

Nesse contexto, os dados brutos obtidos por UHPLC-QTOF-MS/MS a
partir dos extratos das folhas e das cascas, bem como das fragdes do extrato etandlico
da casca, foram inicialmente submetidos a um pré-processamento em softwares
especializados, etapa essencial para a construcao das redes moleculares via Feature-
Based Molecular Networking (FBMN) e a identificagao putativa dos compostos. Nesse
processo, foram empregados os softwares MSConvert, MS-DIAL e MS-FINDER,

conforme descrito no item 3.5.1.
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A construgao das redes moleculares foi realizada na plataforma GNPS,
utilizando o médulo FBMN, que se baseia na organizagdo dos dados em features.
Cada feature corresponde a um conjunto de informag¢des como a razdo m/z, o tempo
de retencdo e os espectros de fragmentacdo (MS/MS). Na rede molecular, cada
feature é representada por um nodo, exibido no formato de um grafico em pizza, no
qual as cores indicam a distribuicdo relativa dos ions entre as diferentes amostras
analisadas (PILON et al., 2021).

Assim, as cores verde claro e azul claro representam os extratos
hexanico (PAF_E_Hex) e etandlico (PAF_E_EtOH) das folhas respectivamente. As
cores amarelo e azul escuro correspondem aos extratos hexanico (PAC_E_Hex) e
etandlico (PAC_E_EtOH) das cascas. As cores vermelho, laranja, rosa e verde muito
claro indicam as fragbes hexanica (PAC_F _Hex), acetato de etila (PAC_F_AcOEt),
metandlica (PAC_F_MeOH) e aquosa (PAC_F_H20) do extrato etandlico da casca,
respectivamente. Por fim, as cores roxo e lilas s&o as fragdes obtidas por particao
liquido-liquido, correspondentes as fases orgénica (PAC_F_CHCI3) e aquosa.
(PAC_F_H20 _02).

Os dados foram adquiridos nos modos positivo € negativo de ionizagao.
Diante disso, no modo de ionizagao negativo, a rede apresenta 1370 nodos, dos quais
uma parte encontra-se organizada em 68 clusters, sendo 37 clusters formados por
trés ou mais nodos e 31 clusters compostos por dois nodos. Os demais correspondem
a nodos isolados, que nao apresentaram similaridade espectral suficiente para o
agrupamento. No modo positivo de ionizagdo, a rede apresenta um total de 4033
nodos, com 116 clusters identificados, sendo 64 clusters compostos por trés ou mais
nodos e 52 clusters formados por dois nodos. A rede molecular global, considerando
ambos os modos de ionizacdo, encontra-se apresentada no APENDICE C.

A partir da analise das bibliotecas espectrais, das redes moleculares e
dos métodos in silico, possibilitou a anotacdo de 47 compostos pertencentes a
diferentes classes quimicas, os quais serao detalhados na sec¢ao seguinte, sendo 37
anotados no modo negativo e 10 no modo positivo de ionizagdo. Todas as anotagdes
foram realizadas considerando uma faixa de erro aceitavel de até 5 ppm para os ions
precursores. A tabela dos compostos anotados encontra-se no APENDICE F.

Os espectros de massas referentes a cada composto, bem como as propostas
de fragmentacao apresentadas para estruturas selecionadas, encontram-se reunidos
nos APENDICE D e E.
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4.5.1 Flavonoides

Para as amostras de P. amapa analisadas, foram anotados 13
compostos da classe dos flavonoides, observados nos modos positivo e negativo de
ionizacdo, os quais sao relatados pela primeira vez para a especie.

No modo negativo de ionizagdo, foram anotados 9 flavonoides
glicosilados no cluster N1 (FIGURA 4.37). Os ions precursores de m/z 609,1486, m/z
447,0940 e m/z 463,0878 apresentaram, em seus espectros de fragmentagado, um ion
produto comum de m/z 301, correspondente a aglicona quercetina (WANG, P. et al.,
2023), indicando a presenca desse nucleo estrutural nas moléculas analisadas. A
formagao desse fragmento é atribuida a perdas neutras caracteristicas de unidades
glicosidicas, como de 308, 146 e 162 Da, compativeis, respectivamente, com rutinose,
ramnose e glicose (LYU et al., 2021). Esses dados confirmam o carater glicosilado dos
metabdlitos, sendo que a principal diferenca estrutural entre eles esta no tipo de
acucar ligado a aglicona.

Diante disso, os ions de m/z 609,1486, 447,0940 e 463,0878 foram
putativamente atribuidos, respectivamente, a quercetina 3-rutinosideo (rutina),
quercetina-3-rhamnosideo (quercitrina) e quercetina-3-O-glucosideo (Isoquercetina).
Adicionalmente, o ion precursor de m/z 595,1296 também apresentou o fragmento
diagndstico m/z 301, sendo anotado como quercetina-3-latirosideo.

A anotacgao da rutina foi confirmada por co-inje¢gao de um padrao, o qual
apresentou tempo de retengcdo coincidente (RT = 6,19 min) e espectro de
fragmentagcdo compativel com o observado nas amostras de P. amapa. Ademais, 0
padrao de rutina se agrupou no mesmo cluster que outros nodos previamente
anotados, exibindo alta similaridade espectral, o que reforga a atribuicdo desses
nodos como flavonoides estruturalmente relacionados.

No mesmo cluster, também foram observados os ions m/z 593,1519 e
m/z 431,0991, cujos espectros MS/MS evidenciaram a formagao do ion fragmento m/z
285, correspondente a aglicona kaempferol, assim, a formagao desse fragmento esta
associada a perdas neutras de 308 e 146 Da respectivamente, compativeis com
unidades glicosidicas rutinose e ramnose. Com base nesses dados, o ion de m/z
593,1519 foi anotado como kaempferol 3-O-rutinosideo (nicotiflorina) e m/z 431.0991
como kaempferol-3-O-rhamnosideo (afzelina). Adicionalmente, o ion precursor de m/z
579,1357 foi anotado como kaempferol-3-latirosideo, uma vez que seu espectro

MS/MS também apresentou o fragmento m/z 285.
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O ion m/z 623,1630, cujo espectro de fragmentagao apresentou um ion
produto m/z 315, correspondente a aglicona isorhamnetina, que foi originado pela
perda neutra de uma unidade glicosidica de 308 Da, foi anotado como isorhamnetina-
3-O-rutinosideo. Ja o ion precursor de m/z 433,1146 foi anotado como naringenina-7-
O-glicosideo, uma vez que seu espectro MS/MS evidenciou a perda de 162 Da,
resultando na formacao do ion produto correspondente a aglicona naringenina (m/z
271).
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FIGURA 4.37 - Cluster N1 presente na rede molecular no modo negativo de ionizagéo. As cores dos nodos indicam a contribuigao

relativa de cada amostra, conforme a legenda apresentada.
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Em nodos unicos da rede molecular obtida no modo negativo de
ionizagao (FIGURA 4.38), foram anotados flavonoides na forma aglicona, como m/z
285,0421, que apresentou em seu espectro de fragmentagao, ions produto em m/z
268, m/z 257 e m/z 211, os quais s&o descritos na literatura como fragmentos
caracteristicos de kaempferol (FATHONI et al., 2017). O ion precursor em m/z
271,0614 que foi putativamente identificado como naringenina, uma vez que seu
espectro MS/MS exibiu ions produto em m/z 227, m/z 199 e m/z 151, em concordancia
com os padrdes de fragmentacéo reportados na literatura (XU et al., 2009). E o ion
m/z 287,0565, que apresentou fragmentos em m/z 269 e m/z 151, compativeis com o
padrdao de fragmentacédo descrito para dihidrokaempferol, permitindo sua anotagao
(XIA et al., 2022).

A anotacdo da naringenina e kaempferol foi confirmada por co-injecéo
de um padrao de referéncia, apresentando tempo de retengao coincidente e espectro

de fragmentacao semelhante ao observado nas amostras analisadas.
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FIGURA 4.38 - Nodos unicos presente na rede molecular no modo negativo de
ionizacdo. As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada amostra,
conforme a legenda apresentada.

De forma complementar as observacbes obtidas a partir da rede
molecular no modo negativo de ionizagdo, a analise no modo positivo permitiu a
anotacao de mais um flavonoide. O ion precursor de m/z 303,0489 (FIGURA 4.39) foi
observado como nodo Uunico e foi anotado como quercetina. Seu padrao de

fragmentagao apresentou ion produto m/z 275, resultante da perda direta de CO (28
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Da), bem como, ions m/z 257 e 229, atribuidos, respectivamente, a perda sequencial
de H,O (18 Da) e CO (28 Da). Esses resultados sdo consistentes com o padréo de
fragmentagao de quercetina descrito por WANG et al., 2023.

Além disso, no modo positivo de ionizagédo, também foram observados
flavonoides ja descritos no modo negativo, evidenciando a recorréncia de metabolitos

estruturalmente relacionados em ambos os modos de ionizacao.

Legenda
OH @ PaF_E_Hex @ PAC_F_AcOEt
(O PAF_E_EtOH @ PAC_F_MeOH
OH (OPAC_E_Hex O PAC_F_H,0
G 303.0489 @ PAC_E_EtOH @ rAc_F_cHel,
OH O .PAC_F_Hex O PAC_F_H,O 02

Quercetina

FIGURA 4.39 - Nodo unico presente na rede molecular no modo positivo de ionizagao.
As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada amostra, conforme a
legenda apresentada.

Com o objetivo de exemplificar as propostas de fragmentacgao atribuidas
aos flavonoides anotados neste estudo, foram elaboradas propostas de fragmentagao
para os compostos isoquercetina e afzelina, as quais se encontram apresentadas no
APENDICE E.

Diante disso, os flavonoides sao classes de metabdlitos secundarios
encontrados em muitas espécies e podem ser divididos em seis grupos:
antocianidinas, flavandis, flavanonas, flavonas, flavondis e isoflavonas (JAN et al.,
2022). Sao amplamente distribuidos em diferentes tecidos e 6rgaos das plantas, como
frutos, caules, flores, folhas e sementes e exercem varias atividades como a regulagéo
do crescimento celular, atragcao de insetos polinizadores e a prote¢cao contra estresses
bidticos e abidticos (CHEN et al., 2023; KUMAR; PANDEY, 2013).

Além de seu papel nas plantas, os flavonoides apresentam grande
importancia farmacolégica, devido as suas propriedades anti-inflamatérias,
antioxidantes e anticancerigenas (CHEN et al., 2023), além de atuarem como
potenciais agentes pesticidas naturais. Estudos ressaltam que os flavonoides podem
ser considerados biopesticidas promissores na protecao de cultivos, uma vez que sao
capazes de interferir em processos fisiolégicos de pragas, afetando sua digestéo,

crescimento e desenvolvimento (PEREIRA et al., 2024).
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Diversos flavonoides ja foram isolados e identificados em espécies da
familia Apocynaceae, apresentando diferentes aplicagbes biolégicas. Compostos
como kaempferol, quercetina e seus derivados glicosilados foram relatados em
espécies do género Periploca (HUANG et al., 2019). De acordo com BHADANE et al.,
2018 , a rutina ja foi isolada de varias espécies do género Wrightia, enquanto rutina,
quercetina e kaempferol também foram identificados nos frutos de espécies do género
Carissa. Adicionalmente, outros estudos fitoquimicos relataram a ocorréncia de
flavonoides como naringenina, isorhamnetina, quercetina-3-O-glicosideo e
quercetina-3-O-lathyrosideo em diferentes espécies (CHIEN et al., 1979; AQUINO et
al., 2013; MORAIS et al., 2020). Diante disso, a presencga recorrente dessa classe de
metabolitos em diversos géneros da familia Apocynaceae sugere que compostos
estruturalmente relacionados também possam ocorrer em P. amapa, hipotese que é
corroborada pelas anotagdes obtidas a partir das redes moleculares construidas no

presente estudo.

4.5.2 Catequinas e derivados

No modo negativo de ionizagéo, o cluster N2 (Figura 4.40) é composto
por trés nodos, os quais compreendem catequinas e derivados. Nesse cluster, foram
observados isébmeros de m/z 289,0731 e m/z 289,0714, apresentando tempos de
retencao de 4,91 min e 5,52 min, os quais foram putativamente atribuidos a catequina
e epicatequina. Esses compostos ainda foram relatados para a espécie P. amapa.

O espectro de MS/MS dos ions isoméricos, evidenciou inicialmente o ion
produto m/z 271, resultante da perda de H,O (18 Da). A partir do ion precursor, foi
observada uma clivagem retro-Diels-Alder (RDA) no anel C, originando o ion m/z 151.
Em sequéncia, ocorreu uma nova perda de 42 Da, levando a formacao do ion m/z
109. Ademais, também foram observados outros ions fragmentos caracteristicos,
coerentes com os padroes de fragmentacao descritos na literatura para catequinas.
(XU et al., 2021).

A anotacdo da catequina foi confirmada por uma co-inje¢gdo de um
padrao de referéncia, o qual apresentou alta similaridade tanto no padrdo de
fragmentagcdo quanto no tempo de retengdo quando comparada ao composto
presente na amostra.

O ion precursor de m/z 305,0667, presente no mesmo cluster, foi

sugerido como (epi) galocatequina, com base na diferenga de massa de 16 Da em
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relacéo a (epi) catequina, correspondente a presenca de uma hidroxila adicional na
estrutura. Em seu espectro de fragmentagao apresentou o ion m/z 167, resultante de
uma perda neutra de 137 Da, atribuida a fragmentacdo RDA no anel C e
posteriormente a perda de 42 Da obtendo o ion m/z 125.

Além disso, foi observada a presenca de outro derivado de catequina
detectado como nodo unico na rede molecular, o qual foi anotado como C-8, C-7-O-
O-lactona- (epi) catequina, apresentando ion precursor de m/z 341,0671 (Figura 4.40).
A analise do espectro de fragmentagédo evidenciou a formagado de um ion base m/z
189, resultante de uma perda neutra de 152 Da, caracteristica de uma fragmentacéao
RDA.

O
Ep|)catequma 289 0731 @ 341.0671

HO

289.0714
C-8,C-7-0-d-lactona- (epi) catequina

Legenda
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OH @PAC_E_EtOH @ FAC_F_cHCl,
OH @PAC_F _Hex O PAC_F_H,0_02

(Epi) galocatequina

Figura 4.40 - Cluster N2 e nodo unico presente na rede molecular no modo negativo
de ionizacdo. As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada amostra,
conforme a legenda apresentada.

Foi elaborada uma proposta de fragmentag¢ao para a catequina, com o
objetivo de exemplificar os padrdes de fragmentagdo observados nesse composto
(APENDICE E).

Diante disso, a catequina € um composto polifendlico pertencente a
classe dos flavonoides, especificamente ao subgrupo dos flavan-3-éis. Trata-se de um
metabdlito secundario de origem vegetal, amplamente distribuido na natureza, sendo
encontrado também em diversos alimentos, como cacau, chas e frutas vermelhas. Do
ponto de vista estrutural, a catequina apresenta dois anéis aromaticos e um anel
heterociclico do tipo di-hidropirano. A presencga de dois centros quirais nos carbonos
C-2 e C-3 é responsavel pela existéncia de diastereoisdmeros, sendo a forma trans
denominada catequina e a forma cis denominada epicatequina (CIOANCA et al., 2024;
GANESHPURKAR; SALUJA, 2020).
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Esse composto é de grande relevancia bioldgica, pois apresenta
diversas propriedades bioativas, sendo amplamente reconhecidos por seus beneficios
a saude, que incluem atividade antioxidante, anti-inflamatéria, além de efeitos
associados a protecdo cardiovascular e a prevencado de processos carcinogénicos
(CIOANCA et al., 2024). Além disso, estudos demonstram que derivados de catequina
podem apresentar atividade antimicrobiana e fitotdxica, o que confere a essas
moléculas potenciais para uso como agentes pesticidas naturais (VELURI et al.,
2004).

Conforme ja discutido na sec¢ao referente aos flavonoides (item 4.5.1),
essa classe de metabdlitos, incluindo os derivados de catequina (flavan-3-6is), é
amplamente relatada na literatura para diversas espécies da familia Apocynaceae.
Como exemplo, no estudo realizado por BASTOS et al., 2017, a catequina foi isolada
da espécie Hancornia speciosa, evidenciando que essa classe de compostos
fendlicos também pode ocorrer em diferentes géneros da familia, incluindo

Parahancornia.

4.5.3 Cumarinas

No total, foram anotados quatro compostos da classe das cumarinas,
detectados nos modos negativo de ionizagao, os quais sao relatados pela primeira
vez para a especie.

No modo negativo, o ion precursor de m/z 191,0349 foi putativamente
identificado como escopoletina (FIGURA4.41). A analise do espectro de fragmentagao
evidenciou a formagao do fragmento m/z 176, atribuido a clivagem radicalar de um
grupo metila (15 Da) presente na estrutura. A partir desse ion intermediario, ocorreu
uma perda de CO (28 Da), resultando no fragmento m/z 148. Em seguida, foi
observada uma nova eliminagcdo de CO (28 Da), que originou o ion produto m/z 120
(SHAHZAD et al., 2022).

Outro ion anotado como nodo unico na rede molecular foi a isofraxidina,
apresentando ion precursor de m/z 221,0456 (FIGURA 4.41). A analise do espectro
de fragmentagcao revelou a formagao de ions m/z 206, 190 e 163, os quais sao
compativeis com os padrdes descritos na literatura para essa estrutura (LIU et al.,
2022). O fragmento m/z 206 foi atribuido a perda radicalar inicial de um grupo metila
(15 Da). Em seguida, esse fragmento sofreu uma segunda perda radicalar

correspondente a outro grupo metila, originando o ion base m/z 190. Além disso, o ion
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m/z 163, foi obtido diretamente a partir do ion precursor por perdas sequenciais,
envolvendo a eliminagao de CO (28 Da) seguida da perda de uma unidade CH,O (30
Da).
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FIGURA 4.41 - Nodos unicos e cluster (N3) e presente na rede molecular no modo
negativo de ionizagdo. As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada
amostra, conforme a legenda apresentada

Em relagdo ao cluster N3 é constituido por dois nodos isoméricos com
ions precursores de m/z 177,0189 (RT: 5,24 min) e m/z177,0190 (RT: 5,64 min). Esses
ions correspondem a metabdlitos de formula molecular CoHgO,, compativel com di-
hidroxicumarinas, como esculetina (6,7-diidroxicumarina) e daphnetina (7,8-
diidroxicumarina), que diferem apenas pela posi¢ao das hidroxilas no anel aromatico.
Os espectros de fragmentacao apresentaram padrdes caracteristicos comuns a esses
isdmeros, incluindo os ions fragmento m/z 149 e 121. O ion m/z 149 foi atribuido a
eliminacéo inicial de uma unidade de CO (28 Da) a partir do ion precursor, enquanto
o fragmento m/z 121 resultou de uma eliminagao adicional de CO (28 Da) a partir do
ion intermediario, configurando perdas sequenciais de monodxido de carbono,
conforme descrito na literatura (WANG, Y. et al., 2016).

Foram elaboradas propostas de fragmentacdo para as cumarinas
escopoletina e isofraxidina, com o objetivo de exemplificar os padrées de
fragmentac&o para essa classe (APENDICE E).

Dessa forma, as cumarinas sao produtos naturais amplamente
distribuidos no reino vegetal e exercem diversas fung¢des bioldgicas, além de
apresentarem varias aplicagbes (HUSSAIN et al., 2018). Nas plantas, esses
compostos podem atuar na regulagdo do crescimento, participar de processos
metabdlicos como respiracdo e fotossintese, e contribuir para a defesa contra
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infeccbes e estresses ambientais. Do ponto de vista farmacoldgico, as cumarinas
destacam-se por suas propriedades antioxidantes, anticancerigenas, antibacterianas,
antifungicas e anti-inflamatorias (LIU et al., 2022). Além disso, essas substéncias tém
sido amplamente investigadas na area agricola, devido a sua atuagdo como agentes
naturais no controle de insetos, patdgenos e plantas daninhas (HUSSAIN et al., 2018).

Assim, diversas cumarinas ja foram identificadas em espécies da familia
Apocynaceae, indicando que esses metabdlitos também podem estar presentes em
P. amapa, contribuindo para o perfil quimico da espécie, que ainda € pouco explorado.
Nesse contexto, a cumarina escopoletina ja foi isolada de Laseguea erecta
(CARVALHO et al., 2006), bem como na espécie Echites hirsuta (CHIEN et al., 1979).

4.5.4 Lignanas

Neste estudo, foram anotados quatro compostos da classe das lignanas
ainda nao relatados para a espécie, sendo trés detectados no modo positivo de
ionizacdo e um no modo negativo, todos observados como nodos unicos na rede
molecular, sem formacéao de clusters.

O primeiro ion anotado no modo positivo foi a justicidina B (FIGURA
4.42), uma lignana que apresentou ion precursor de m/z 365,1009. A analise do
espectro de fragmentacao revelou padroes compativeis com os descritos por GUAN
et al., 2025. O ion fragmento m/z 335 foi atribuido a perda neutra de uma unidade de
CH,O (30 Da), enquanto o fragmento m/z 305 foi originado pela eliminagdo sequencial
de outro grupo CH,0. Adicionalmente, foi observada o ion produto m/z 321, gerado a
partir do ion precursor por perda de CO, (44 Da), correspondente a uma clivagem do

grupo metilenodioxi presente na molécula.
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FIGURA 4.42 - Nodos unicos presentes na rede molecular. Os ions de m/z 365.1009,
545.1976 e 603.2023 detectados no modo positivo de ionizagdo e o ion de m/z
521.2018 no modo negativo de ionizagdo. As cores dos nodos indicam a contribuigao
relativa de cada amostra, conforme a legenda apresentada.

Ainda no modo positivo, foram visualizados os ions de m/z 545,1976 e
m/z 603,2023 (FIGURA 4.42), ambos detectados como adutos de sédio [M+Na] *.
Esses ions foram anotados como 2 - (hidroximetil)-6- [5- [3 (hidroximetil)-5-(3
hidroxipropil) -7-metoxi-2,3-di-hidro-1-benzofuran-2-il] -2 metoxifenoxi] oxano 3,4,5-
triol e episiringaresinol 4'-O-beta-D-glucopiranosideo respectivamente.

Para o primeiro ion (m/z 545,1976), a analise do espectro de MS/MS
mostrou inicialmente a formagao do ion m/z 515, correspondente a perda neutra de
uma unidade de CH,O (30 Da). Também foi observado o ion m/z 383, atribuido a
eliminagéo de uma unidade glicosidica (162 Da).

O segundo ion (m/z 603,2023), quando submetido a analise de MS/MS,
apresentou ion produto m/z 573, originado pela perda neutra de um grupo CH,O (30
Da). O ion m/z 441 originado pela perda da por¢ao glicosidica (162 Da) da molécula
e 0 m/z 423 atribuido pela eliminagdo sequencial de uma unidade de H20 (18 Da)
(ZHANG et al., 2023).
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No modo negativo, a estrutura anotada foi isolariciresinol 4-O-
glucopiranosideo, apresentando ion precursor de m/z 521,2018. Dessa forma, ao
analisar seu espectro MS/MS, revelou um perfil condizente descrito por GUAN et al.,
2022 para esse composto. Foi observado o ion m/z 359, que se formou devido a perda
de uma unidade glicosidica (162 Da). A partir desse ion, ocorreu u clivagem radicalar
de um grupo CHs (15 Da), resultando no ion m/z 344. Além disso, no ion m/z 359
observou-se uma fragmentagdo RDA, originando o m/z 271.

Para a justicidina B e 2-( hidroximetil) -6- [5- [3-( hidroximetil) -5-(3-
hidroxipropil) -7-metoxi-2,3-di-hidro-1-benzofuran-2-il] -2- metoxifenoxi] oxano-3,4,5-
triol, foi elaborada uma proposta de fragmentacéo, com o objetivo de exemplificar os
padrdes de fragmentagao observados para esses metabalitos.

As lignanas constituem uma classe de produtos naturais amplamente
distribuida no reino vegetal, caracterizada por compostos cujo esqueleto estrutural
resulta na dimerizacdo de unidades fenilpropanoides (ZHANG et al., 2023). Nas
plantas, esses metabdlitos desempenham fungcbes importantes, atuando
principalmente na defesa contra patégenos e herbivoros, além de participarem de
processos relacionados ao controle do crescimento e ao desenvolvimento vegetal
(LEWIS; DAVIN, 1999;BICALHO, 2016).

Devido a ampla variedade de atividades bioldgicas descritas, as lignanas
tém despertado interesse cientifico, incluindo efeitos antitumoral, antiviral,
antibacteriana, antifungica e inseticida (LEWIS; DAVIN, 1999). Estudos prévios
indicam que determinadas lignanas apresentam atividade contra insetos-praga,
incluindo a formiga-cortadeira. Nesse contexto, um trabalho desenvolvido pelo Grupo
de Produtos Naturais da UFSCar, em 2016, relatou o isolamento de trés lignanas
estruturalmente semelhantes as identificadas nesta pesquisa, cujas fragdes
enriquecidas demonstraram atividade inseticida contra Atta sexdens e seu fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus (BICALHO, 2016).

Estudos fitoquimicos com espécies da familia Apocynaceae também
evidenciam a ocorréncia frequente de lignanas, indicando que essa classe de
metabdlitos secundarios € amplamente distribuida na familia. Em Urceola rosea, por
exemplo, foram isoladas lignanas a partir do caule com alta similaridade estrutural as
observadas nesse estudo (DONG et al., 2019). Além disso, o trabalho de CARVALHO
et al., 2006 relatou a presenga de pinoresinol, uma lignana do tipo furofuranica, na

especie Laseguea erecta, estruturalmente relacionada ao composto anotado.
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4.5.5 Taninos

No cluster N4 do modo negativo de ionizagdo foram observados trés
nodos correspondentes a isbmeros com a mesma formula molecular CzoH;6012,
apresentando ions precursores de m/z 577,1366 (RT: 4,54 min), 577,1346 (RT: 5,27
min) e 577,1364 (RT: 7,3 min) (FIGURA 4.43). Esses ions foram anotados como
procianidina B e ocorrem sob diferentes formas isomeéricas (B1, B2 e B3). Entretanto,
com base apenas nos dados de MS/MS, néo foi possivel atribuir com precisdo qual

isdmero especifico corresponde a cada nodo observado.

9 577.1366
/ -0.002
OH « e 577.1346

-0.002

G 577.1364

Procianidina

Legenda
(© PAF_E_Hex (© PAC_F_AcOEt
(O PAF_E_EtOH @ PAC_F_MeOH
(OPAC_E_Hex O PAC_F_H,0
@ PAC_E_EtoH @ PAC_F_CHcl,
@ PAC_F_Hex (O PAC_F_H,0_02

FIGURA 4.43 - Cluster de (N4) procianidina presente na rede molecular no modo
negativo de ionizagdo. As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada
amostra, conforme a legenda apresentada.

A analise do espectro de fragmentagao revelou padrdes caracteristicos
de procianidina. As principais vias de fragmentagao incluem a clivagem da ligagao
interflavanoide, resultando na formacéo do ion m/z 289, correspondente a unidade
monomeérica de (epi) catequina. A partir desse fragmento, foi observado uma quebra
RDA, que originou o ion m/z 151. Além disso, verificou-se um rearranjo de hidrogénio
associado a clivagem do anel C de uma unidade monomérica de (epi) catequina,
acompanhado de perda neutra de 150 Da, levando a formagéo do fragmento em m/z
425 (RUE et al., 2018).

Diante disso, foi elaborada uma proposta de fragmentacédo para esse
composto, a qual se encontra apresentada no APENDICE E.
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De modo geral, os taninos sdo macromoléculas complexas de natureza
polifendlica, caracterizadas pela presenca de grupos hidroxila, o que lhes confere
capacidade de formar complexos com diferentes moléculas. Essas substancias
apresentam propriedades adstringentes e sdo amplamente distribuidas no reino
vegetal, sendo encontradas em diversas plantas, e também em frutas, vegetais,
leguminosas e determinados graos (DAS et al., 2020; SILVA; COSTA, 2014).

De acordo com suas variagdes estruturais, os taninos sao classificados
em duas classes principais: taninos hidrolisaveis, cuja estrutura € baseada em um
alcool polihidrico, geralmente glicose, esterificado com acidos fendélicos, como o acido
galico; e taninos condensados, também conhecidos como proantocianidinas, que
apresentam estruturas mais complexas formadas por polimeros de flavan-3-6is, como
catequina e epicatequina (ABDULLAHI et al., 2022).

Plantas ricas em taninos tém sido tradicionalmente utilizadas na
medicina popular para o tratamento de diarreias, hipertensao arterial, feridas, entre
outras aplicacbes terapéuticas. Além disso, esses compostos também apresentam
atividade inseticida, associada as suas propriedades adstringentes, atuando como
repelentes alimentares e a capacidade de se ligarem a enzimas digestivas no trato
intestinal dos insetos, reduzindo a absor¢ao de nutrientes e causando danos ao
intestino médio (DAS et al., 2020; EL-ASWAD et al., 2023).

Diversos estudos na literatura relatam a atividade inseticida de taninos.
Nesse contexto EL-ASWAD et al., 2023 avaliaram extratos provenientes de diferentes
fontes vegetais, como folhas de Urtiga, casca de feijao, cha preto e cha verde, frente
a larvas da lagarta-do-algodoeiro, observando elevada atividade inseticida em
extratos ricos em taninos condensados e hidrolisaveis.

Além disso, a ocorréncia de taninos ja foi reportada em espécies da
familia Apocynaceae. O estudo RAHIM et al., 2022 descreve a presenca desses
compostos em extratos de folhas de Alstonia angustiloba. Em particular,
proantocianidinas ja foram previamente identificadas em espécies do género
Hancornia, como Hancornia speciosa (CARNEIRO JUNIOR et al., 2024).

4.5.6 Terpenos

Foram anotados trés compostos pertencentes a classe dos terpenos,

uma classe amplamente descrita em estudos anteriores para P. amapa (SOBRINHHO
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et al., 1991). Desses, dois correspondem a triterpenos pentaciclicos e um a terpeno
glicosilado, todos observados no modo positivo de ionizagao.

Diante disso, ions precursores de m/z 439,3570 e m/z 425,3763
(FIGURA 4.44), pertencentes ao cluster P1 foram anotados como acido oleandlico e
lupenona respectivamente. Para o ion precursor de acido oleandlico ([M + H — H,0]),
o espectro de fragmentacéo apresentou o ion produto m/z 393, resultante da perda
combinada de uma molécula de H20 (18 Da) e CO (28 Da), totalizando uma perda
neutra de 46 Da. A partir do ion m/z 393, observou-se uma reagdo RDA no terceiro
anel da estrutura, originando o fragmento m/z 203. Adicionalmente, a clivagem RDA
direta do ion precursor gerou o ion produto m/z 231 (AYATOLLAHI et al., 2011).

G 439357 ——— ’ G 471.2194 \/ﬂw
Acido oleandlico /ng\

-13.98
@ 425.3763 2R,3S8,4S,5R,6R)-2-[[(2R,3R,4R,5S)-3,4-di-hidroxi-5-
[ (hidroximetil)oxolan-2-ilJloximetil]-6-[(2E)-3,7-
Lupenona dimetilocta-2,6-dienoxiloxano-3,4,5-triol
Legenda
(© PAF_E_Hex (@ PAC_F_AcOEt
(O PAF_E_EtOH @ PAC_F_MeOH
(OPAC_E_Hex O PAC_F_H,0
@PAC_E_EtOH @ rAc_F_cHel,
. PAC_F_Hex (O PAC_F_H,0_02

FIGURA 4.44 - Cluster de terpenos (P1) e nodo unico presente na rede molecular no
modo positivo de ionizagdo. As cores dos nodos indicam a contribuigao relativa de
cada amostra, conforme a legenda apresentada

Em relacdo ao espectro de fragmentacgao do ion precursor da lupenona
(m/z 425,3763), foi observado a perda de CO (28 Da), resultando no ion produto m/z
397. A fragmentacao subsequente desse ion ocorreu por meio de uma reagcao RDA,
originando o fragmento m/z 191. Esses padrdes de fragmentagdo estdo em
concordancia com os dados previamente descritos na literatura para triterpenos
(CARVALHO et al., 2010).

No nodo unico (FIGURA 4.44), o ion precursor sodiado [M+Na] * de m/z
471,2194 foi identificado putativamente como 2R,3S,4S,5R,6R) -2-[[(2R,3R,4R,5S) -
3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil) oxolan-2-il] oximetil] -6- [(2E) -3,7-dimetilocta-2,6-

dienoxi] oxano-3,4,5-triol. Assim, analisando seu espectro de MS/MS foi observado o
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fragmento m/z 335, referente a parte glicosilada da molécula. A partir do fragmento
m/z 335, ocorreu uma perda neutra de 132 Da, referente a uma unidade de pentose,
resultando no ion produto m/z 203.

Foram elaboradas propostas de fragmentagéo para o acido oleandlico e
2R,3S,4S,5R,6R) -2- [[(2R,3R,4R,5S) -3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil) oxolan-2
illoximetil] -6- [(2E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienoxiloxano-3,4,5-triol, com o intuito de
representar as quebras caracteristicas (APENDICE E).

Os terpenos compreendem uma ampla e diversificada classe de
metabdlitos secundarios de origem vegetal. Esses compostos apresentam algumas
caracteristicas como fragrancia, sabor e coloracédo, e exercem fungdes ecolbgicas
importantes, atuando principalmente como defensivos naturais, incluindo atividades
inseticida, repelente e antimicrobiana. Quimicamente, os terpenos sao classificados
de acordo com o numero de unidades de isopreno (Cs) presentes em sua estrutura,
como monoterpenos (C4y), sesquiterpenos (Cs), diterpenos (Cy) e triterpenos (Cszg)
(IYER et al., 2023).

Diversas plantas tém sido estudadas devido ao elevado teor de terpenos
com atividade inseticida, como por exemplo a espécie Melia azedarach (CABRAL et
al., 2008) e principalmente a Azadirachta indica, amplamente reconhecida como
referéncia no estudo de compostos terpénicos bioativos (MORDUE; NISBET, 2000).

No que se refere aos triterpenos em Apocynaceae, o acido oleandlico ja
foi previamente relatado em muitas espécies, como em Plumeria rubra e Plumeria
obtusa (EL-KASHEF et al., 2021; MALASPINA et al., 2024). Além disso, um estudo de
revisdo sobre triterpenos dessa familia descreve a ocorréncia de Lupenone em
Caralluma burchardii (EL-KASHEF et al., 2021). Nesse contexto, a presenca dessa
classe de metabdlitos tem sido amplamente documentada na literatura para P. amapa
(SALLES et al., 2025) reforgando a coeréncia dos resultados observados no presente

estudo.

4.5.7 Acidos fendlicos

Neste estudo, foram anotados doze compostos pertencentes a classe
dos acidos fendlicos e seus derivados. Todos esses compostos sao relatados pela
primeira vez para a espécie estudada, com excecdo do composto cornosideo, que é
amplamente descrito na literatura para P. amapa (SALLES et al., 2025).
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O cluster N5 (FIGURA 4.45), é constituido por dois nodos que
apresentam a mesma férmula molecular C,H;,0¢4, com ions precursores de m/z
191,0566 e m/z 191,0568, assim, estes foram identificados putativamente como
isdmeros do acido quinico. A analise do espectro de fragmentacdo revelou ions
caracteristicos, como m/z 173, atribuido a perda de uma molécula de H20 (18 Da) e
m/z 85, formado pela perda neutra sequencial de 88 Da, padrdao de fragmentacéo
amplamente descrito na literatura para o acido quinico (SHAHZAD et al., 2022).

O cluster N6 (FIGURA 4.45) é composto por nodos correspondentes a
derivados do acido quinico, os quais compartilham o ion fragmento m/z 191, indicando
a presencga desse esqueleto estrutural. Entre esses derivados, o ion precursor de m/z
353,0894, observado também como um isbmero, apresentou em seu espectro de
MS/MS, além do ion m/z 191, os fragmentos caracteristicos m/z 161 e m/z 85. Com
base nesse padrao de fragmentagéo, semelhante ao descrito na literatura, o composto
foi anotado como acido clorogénico (GUAN et al., 2025). Essa anotacdo foi
posteriormente confirmada por co-injecado de um padrao de referéncia, uma vez que
o tempo de retencéo e o perfil de fragmentacao da amostra mostraram-se compativeis
com os observados para o padréo.

O ion precursor de m/z 337,0929 foi anotado como acido
cumaroilquinico. A analise do espectro de fragmentacéao evidenciou a formagao do ion
fragmento m/z 191, resultante da eliminagao da unidade cumaroil, bem como do ion
m/z 173, originado pela perda subsequente de uma molécula de H,O (18 Da) (BRAGA
GONCALVES et al., 2023).

Ainda nesse cluster, foi observada a presenca do ion precursor de m/z
329,0885, correspondente a um glicosideo fendlico anotado como phloracetophenone
4'-O-glucoside. No espectro de MS/MS, esse composto apresentou ion fragmento de
m/z 209, obtido por rearranjo de hidrogénio seguido de uma eliminagéo de 120 Da. A
partir desse ion (m/z 209) ocorreu uma perda adicional de H20 (18 Da), resultando no
fragmento m/z 191, comum aos demais metabdlitos do cluster.

O ion precursor de m/z 315,1082, foi anotado como cornosideo, assim,
diante da analise do espectro de fragmentagao, foi observado o ion m/z 153, obtido
da perda de uma unidade glicosidica (162 Da), bem como o ion m/z 108, atribuido a

uma clivagem radicalar sequencial da cadeia lateral da estrutura (45 Da).
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FIGURA 4.45 - Cluster (N5) e (N6) presente na rede molecular no modo negativo de ionizagdo. As cores dos nodos indicam a

contribuigao relativa de cada amostra, conforme a legenda apresentada.
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Na analise do cluster N7 (FIGURA 4.46), foram anotados quatro
compostos. Desses, dois pertencem a classe dos acidos fendélicos, enquanto os outros
dois sao possivelmente artefatos gerados durante o procedimento de extragao.

O ion precursor de m/z 179,0352 foi anotado como acido cafeico,
apresentando no espectro de fragmentagao o ion base de m/z 135, atribuido a perda
de CO, (44 Da). O fragmento m/z 107 foi obtido pela perda neutra de 72 Da, associada
a eliminagao da cadeia lateral a partir do ion precursor (SANTOS et al., 2013). Essa
anotacao foi confirmada por uma co-injegdo de um padrdo o qual apresentou tempo
de retencéao e espectro de fragmentagéo equivalente ao observado na amostra. O ion
de m/z 153,0196 foi anotado como acido 2,3-diidroxibenzdico, cujo espectro de
fragmentacao apresentou o fragmento m/z 109, também decorrente da perda de CO,
(44 Da), caracteristica comum a acidos fendlicos (RUAN et al., 2019).

Os outros dois compostos, com ions precursores de m/z 207,0662 e m/z
181,0510, correspondem a derivados de compostos fendlicos, possivelmente
artefatos, resultantes da esterificagdo do grupo carboxilico do acido cafeico e do acido
2,3-diidroxibenzoico, respectivamente. Assim, estes foram identificados putativamente
como, cafeato de etila e protocatecuato de etila.

No cluster N8 (FIGURA 4.46), foram anotados dois compostos. Entre
eles, acido ferulico que apresentou ion precursor de m/z 193,0502, cujo espectro de
MS/MS evidenciou fragmentos caracteristicos, como m/z 149, originado pela
eliminacéo do grupo CO, (44 Da) e m/z 134, atribuido a uma clivagem radicalar
subsequente com perda de um grupo CHs (15 Da) (FU et al., 2024). Este composto
também foi confirmado por uma co-injecédo de um padrao de referéncia.

Considerando o padrao de fragmentagcédo observado e a diferenca de
massa de 30 Da em relacdo ao acido ferulico, o ion precursor de m/z 223,0611 foi
sugerido como sendo o acido sinapico. De acordo com a literatura, o perfil de
fragmentacdo desse composto é consistente, sendo observados os ions m/z 208,
correspondente a uma perda radicalar de CHs (15 Da) e m/z 164, resultante da
eliminagao sequencial do grupo CO, (44 Da) (DEL MAR CONTRERAS; CASTRO,
2020).

Adicionalmente, o ion de m/z 201,0171 foi verificado como acido cafeico
na forma [M + Na — 2H]. Ressalta-se que esse composto ja havia sido previamente

descrito na amostra na forma desprotonada [M-H] ~, localizado no cluster N7.
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FIGURA 4.46 - Cluster (N7) e Cluster (N8) presente na rede molecular no modo negativo de ionizagéo. As cores dos nodos indicam a

contribuigao relativa de cada amostra, conforme a legenda apresentada.
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Ainda no modo de ionizagao negativo na rede molecular, foi visualizado
o ion m/z 137,0244 (FIGURA 4.47) representado por nodo unico, o qual foi anotado
como acido salicilico (2-hidroxibenzadico). Diante disso, no espectro de fragmentacao,
observou-se ion base m/z 93, que se refere a eliminacdo neutra do CO2 (44 Da)
(WANG et al., 2023).

Legenda
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FIGURA 4.47 - Nodo unico presente na rede molecular no modo negativo de
ionizagdo. As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada amostra,
conforme a legenda apresentada

Foram elaboradas propostas de fragmentagao para o acido clorogénico,
fhloracetophenone 4'-O-glucoside e o cornosideo, com o objetivo de exemplificar as
principais perdas observadas nessas estruturas, bem como os padrbes de
fragmentacdo caracteristicos de compostos estruturalmente semelhantes
(APENDICE E).

Dessa forma, os acidos fendlicos constituem importantes metabdlitos
secundarios sintetizados naturalmente por plantas e fungos. Nas plantas, esses
compostos desempenham diversas fung¢des bioldgicas, destacando-se a defesa
contra fatores bioticos e abidticos. Além disso, apresentam propriedades amplamente
reconhecidas que conferem beneficios a saude humana, incluindo atividades
antioxidante, anticancerigena, anti-inflamatéria e antibacteriana (VALANCIENE et al.,
2020).

Estruturalmente, os acidos fendlicos caracterizam-se pela presenca de
grupos hidroxila fendlicos e grupo carboxilico, podendo ser classificados em dois
subgrupos: acidos hidroxibenzdicos, que apresentam substituigdes hidroxila
diretamente no anel benzénico, e acidos hidroxicinamicos, que possuem uma cadeia
lateral insaturada contendo uma ligagdo dupla carbono-carbono, além de
substituicdes hidroxila no anel aromatico (LU et al., 2025).

Estudos conduzidos por CZERNIEWICZ et al., 2016 demonstraram que
plantas como Hypericum perforatum, Juglans regia, Mentha piperita e Sambucus nigra
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sdo ricas em acidos fendlicos e apresentaram atividade repelente contra duas
especies de pulgdes, o pulgdo-da-batata e o pulgado-da-aveia. Além disso, em outro
estudo, foi relatado o efeito inseticida do acido cafeico sobre larvas da praga agricola
Spodoptera litura (PUNIA et al., 2023).

No trabalho realizado por WANG, R. et al., 2023, o acido clorogénico é
descrito como um fitoquimico bioativo com propriedades pesticidas, especialmente
eficaz contra a mosca-branca. Em uma revisdo recente destaca os acidos benzoico,
cafeico, clorogénico, sinapico e ferulico como agentes com atividade fungicida,
reforgando o carater pesticida dessa classe de compostos (BOULOGNE et al., 2012).

No contexto fitoquimico da familia Apocynaceae, diversos acidos
fendlicos ja foram reportados em diferentes espécies. Em Hancornia speciosa e
Himatanthus drasticus, foram identificados acido cafeico e acido clorogénico (MELO
et al.,, 2021b). Além disso, estudos relatam a presenca de acido cafeico, acido
clorogénico e acido ferulico nos frutos de Carissa carandas, e nas folhas de
Catharanthus roseus (BHADANE et al., 2018)

4.5.8 Iridoides

A partir da rede molecular construida no modo de ionizagao negativo, foi
possivel anotar dois compostos pertencentes a classe dos iridoides. O nodo
correspondente ao ion precursor de m/z 401,1088 foi identificado putativamente como
o iridoide glicosilado 10-dehidrogardenosideo (FIGURA 4.48). Diante da analise do
espectro de MS/MS do composto, evidenciou a formagao do fragmento m/z 221,
resultante da perda neutra de 180 Da (por¢cdo glicosilada da molécula).
Adicionalmente, foi observado o fragmento m/z 267, associada a abertura do anel
glicosilado, com perda sequencial de 134 Da. A partir desse ion, ocorreu ainda a
eliminagéo de uma molécula de H20 (18 Da), originando o ion base m/z 249.

O segundo iridoide anotado foi deoxiloganina com ion precursor de m/z
373,1514 (FIGURA 4.48). No espectro de MS/MS, observou-se o fragmento m/z 358,
obtido por uma clivagem radicalar de um grupo CHs (15 Da). Também foi observado
o fragmento m/z 211, originado pela eliminagéo da unidade glicosidica da molécula, e
m/z 193, formado a partir de perda sequencial de uma molécula de H20 (18 Da).

As propostas de fragmentagado para ambos os compostos se encontram
no APENDICE E.
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FIGURA 4.48 - Nodos unicos presentes na rede molecular no modo negativo de
ionizacao. As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada amostra,
conforme a legenda apresentada.

Os iridoides constituem uma classe importante de produtos naturais
amplamente distribuidos no reino vegetal. Esses compostos sido derivados
monoterpénicos e frequentemente atuam como intermediarios biossintéticos na
formagao de alcaloides inddlicos (AKHTER et al., 2018) . Os iridoides sao encontrados
em diversas espécies vegetais e podem ser classificados, de acordo com suas
caracteristicas estruturais, em iridoides glicosilados, iridoides n&o glicosilados
(agliconas), seco-iridoides e bis-iridoides (DOBLER et al., 2011).

Do ponto de vista biolégico, os iridoides apresentam uma ampla gama
de atividades, incluindo acdes cardiovasculares, anti-inflamatérias, antiespasmadicas,
antitumorais, antivirais, imunomoduladoras e repelentes. Embora os mecanismos de
percepcao gustativa em insetos diferem daqueles observados em humanos, esses
compostos sdao amargos ao paladar humano e tendem também a atuar como
repelentes para insetos (DOBLER et al., 2011).

Diante dos estudos disponiveis na literatura, observa-se que diversos
iridoides apresentam atividade pesticida, com destaque para a acéo inseticida. Nesse
contexto, o trabalho de TZAKOU et al., 2007 merece destaque ao investigar a espécie
Galium melanantherum, da qual foram isolados sete iridoides glicosilados. Esses
compostos tiveram sua bioatividade avaliada frente a formigas (Crematogaster
scutellaris) e cupins (Kalotermes flavicollis), apresentando elevados niveis de
toxicidade. Esses resultados reforcam o papel dos iridoides como metabdlitos
secundarios envolvidos na defesa vegetal, evidenciando o potencial dessa classe de
compostos no controle de insetos sociais.

Além disso, os iridoides constituem uma classe relevante de metabdlitos
secundarios na familia Apocynaceae. A literatura reporta a presenca desses

compostos em diversas espécies do género Plumeria, incluindo Plumeria rubra
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(AKHTER et al., 2018) , bem como em outras espécies da familia, como Allamanda
schottii, Himatanthus sucuuba, Himatanthus fallax e Himatanthus articulatus (PATEL,
2024). Especificamente, o 10-dehidrogardenosideo ja foi relatado em Allamanda
neriifolia (ABE et al., 1984), enquanto a deoxiloganina foi previamente descrita em
Vinca rosea, reforgando a coeréncia das anotagdes realizadas no presente estudo
(BATTERSBY, 1970).

4.5.9 Pterocarpanos

No presente estudo, foi isolado um composto pertencente a classe dos
pterocarpanos, que apresentou ion precursor de m/z 341,1402 e foi identificado como
3-(2,7-dimetoxi-6a,11a-diidro-6H-benzofuro[3,2-c] cromeno-9-il) propan-1-ol. Com o
objetivo de localizar esse metabdlito na rede molecular, realizou-se a co-injecéo do
composto previamente isolado, evidenciando sua representagdo como um nodo unico
na rede molecular construida no modo de ionizacdo negativa (FIGURA 4.49). A
caracterizagao estrutural desse composto, bem como a respectiva proposta de

fragmentacao, encontra-se descritas no item 4.4.1.
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FIGURA 4.49 - Nodo unico presentes na rede molecular no modo negativo de
ionizagdo. As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada amostra,
conforme a legenda apresentada.

Os pterocarpanos constituem o segundo maior grupo de isoflavonoides,
sendo superados apenas pelas isoflavonas, e sdo caracterizados por um sistema
tetraciclico formado pela fusdo dos anéis benzofurano e benzopirano (SELVAM et al.,
2017) . Esses compostos sao frequentemente classificados como fitoalexinas, uma
vez que sao biossintetizados pelas plantas como parte de seus mecanismos quimicos
de defesa, especialmente em resposta a fatores de estresse, como radiagao UV,
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ataque de patdgenos e outros estimulos ambientais (HUANG, 2021; SELVAM et al.,
2017).

Diversos estudos relatam que os pterocarpanos apresentam uma ampla
gama de atividades bioldgicas, incluindo propriedades antimicrobianas, antitumorais,
antioxidantes e inseticidas, com destaque para seu potencial anticancerigeno,
especialmente frente a linhagens relacionadas a cancer de ovario, colo do utero e
melanoma, o que ressalta a relevancia dessa classe de metabdlitos no contexto
farmacoldgico e biolégico (SELVAM et al., 2017)

4.5.10 Benzopiranos

Nesse estudo, foram isolados dois compostos com esqueleto
benzopirano, classificados na subclasse dos cromanos. O composto com ion
precursor de m/z 221,1660 foi identificado como 2,2-dimetil-6-cromanocarboxilato e
foi observado na rede molecular no modo positivo de ionizagdo agrupado em um
cluster (FIGURA 4.50). Assim, com base na diferenca de massa de 14 Da e na
similaridade dos espectros de fragmentacdo, o ion precursor de m/z 207,1000 foi
anotado como acido 2,2-dimetilcromano-6-carboxilico, um analogo estrutural do
cromano, indicando a presenca de metabdlitos estruturalmente relacionados na
amostra.

Adiscussao detalhada referente a caracterizagao estrutural do composto
isolado, bem como a proposta de fragmentagéo, encontra-se apresentada no item
4.43.

acido 2,2-dimetilcromano-6-carboxilico
0

& 207.1006

0.001 HO
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2071
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13979
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2,2-dimetil-6-cromanocarboxilato

FIGURA4.50 - Cluster (P2) presente na rede molecular no modo positivo de ionizagéo.
As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada amostra, conforme a

legenda apresentada.
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O outro composto isolado foi localizado na rede molecular construida no
modo positivo de ionizagdo como nodo unico (FIGURA 4.51), apresentando ion
precursor de m/z 341,1354 e sendo identificado como 2,11-dimetoxi-6a,6b,12b,13a-
tetraidro-6H,7H-furo[3,2-c:4,5-c"] bis [1] benzopirano. Para confirmar sua posi¢do na
rede molecular, realizou-se a co-injegdo do composto previamente isolado. A
caracterizagao detalhada desse composto, bem como a respectiva proposta de

fragmentacao estdo descritas no item 4.4.2.
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FIGURA 4.51 - Nodo unico presente na rede molecular no modo positivo de ionizagao.
As cores dos nodos indicam a contribuicdo relativa de cada amostra, conforme a
legenda apresentada.

Os benzopiranos constituem uma classe estrutural ampla de metabdlitos
naturais, caracterizada pela presenca de um anel benzénico fundido a uma porg¢ao
heterociclica oxigenada de seis membros (XI et al., 2024). Essa classe engloba
diferentes subclasses, como cromanos, cromanonas, cromonas € Cromenos.
Compostos que apresentam esse nucleo estrutural sdo frequentemente relatados na
literatura em raz&o de suas diversas atividades bioldgicas, incluindo propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas, inseticidas e antitumorais, o que
evidencia o potencial farmacolégico associado ao nucleo benzopirano, em especial

ao nucleo croménico (BABU, 2017).
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5 CONCLUSAO

O estudo conduzido com a espécie Parahancornia amapa evidenciou
atividade inseticida para os extratos etandlico das cascas e hexanico das folhas.
Dentre esses, o extrato etandlico das cascas foi selecionado para dar inicio ao
trabalho, sendo submetido a fracionamento bioguiado com base nos ensaios de
toxicidade frente as operarias de Atta sexdens. Esse processo resultou no isolamento
e na caracterizacdo de trés compostos pertencentes a classe dos benzopiranos,
especificamente um pterocarpano e um cromano, todos inéditos como produtos
naturais.

Os compostos isolados da fase orgéanica da particao liquido-liquido
apresentaram atividade inseticida moderada contra A. sexdens. Em contraste, a
fracdo aquosa resultante desse processo exibiu alta atividade, possivelmente
associada a predominancia de compostos fendlicos, especialmente taninos. A analise
comparativa entre os resultados obtidos para os compostos isolados, a fracdo aquosa
e a fracdo de origem indicam que a atividade inseticida mais pronunciada esta
associada a atuagédo conjunta dos metabdlitos presentes na mistura, sendo esse
comportamento compativel com a hipotese de um efeito sinérgico.

Adicionalmente, a analise do perfil quimico da espécie por LC-MS/MS
revelou a presenca de diversos metabdlitos ainda nao relatados para P. amapa,
resultado condizente com a escassez de estudos fitoquimicos disponiveis nos estudos
para essa espécie. Entre os compostos anotados destacam-se iridoides, flavonoides,
acidos fendlicos, triterpenos, lignanas, cumarinas e benzopiranos, evidenciando a
elevada diversidade do perfil quimico da planta.

Os resultados apresentados nesta pesquisa ressaltam a importancia da
investigacdo da composicdo quimica de P. amapa, com potencial aplicagdo no
controle de pragas agricolas. Essa abordagem contribui para o desenvolvimento de
estratégias mais sustentaveis na agricultura, ao reduzir a dependéncia de pesticidas

sintéticos e minimizar seus impactos ambientais.
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B. ESPECTROS OBTIDOS POR LC-MS/MS DOS COMPOSTOS
ISOLADOS

Composto 1- Pterocarpano
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Composto 2- Benzopirano
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Composto 3- Cromano

x10 5

2.2+

0.8+
0.6+
0.4+

0.2

73.5320

84.9596

90.9764

110.0086

125.9862

F132.0034

150.5490

167.0125

189.0908

+l-200.0864

208.0753

LJ i

+ESI Scan (rt: 4.622-4.742 min, 8 scans) Frag=110.0V Isolado_F2_P11_03_211.d

221.1172

258.1014

F249.0961
£307.1031

-—240.0908

323.0800

|

F—389.2506

}367.2689
-377.1618

399.1776

F421.1600

80

o0 |-180.0678

-
o

200

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

FIGURA B.5: Espectro de MS do composto 3.
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C. REDE MOLECULAR GLOBAL DO
NEGATIVO DE IONIZAGAO.
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FIGURA D12: Espectros MS e MS/MS de 3,5,7-trihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-2,3-dihidrocromen-4-one (dihidrokaempferol).
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FIGURA D14: Espectros MS e MS/MS de catequina/epicatequina.
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FIGURA D16: Espectros MS e MS/MS de C-8,C-7-O-6-lactone- (epi)catequina.
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FIGURA D18: Espectros MS e MS/MS de isofraxidina.
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FIGURA D21: Espectros MS e MS/MS de justicidina B.
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FIGURA D22: Espectros MS e MS/MS de 2- (hidroximetil)-6-[5-[3-(hidroximetil)-5-(3-hidroxipropil)-7-metoxi-2,3-di-hidro-1-

benzofuran-2-il]-2-metoxifenoxiJoxano-3,4,5-triol.
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FIGURA D23: Espectros MS e MS/MS de episiringaresinol 4'-O-beta-D-glucopiranosideo.

x10 4 |-ES! Scan (rt: 5.212 min) Frag=110.0V E_Casca_EtOH_01.d x10 3 |[-ES1 Product lon (rt: 4.525-5.366 min, 4 scans) CID@29.0 (577.1356[z=1] > **) E_Casca_EtOH_01.d
7 = i ©
B 19 ]
6.5 @ 1.8 S
o 1.74 3
6] - X
1.6
5.5 154 o
5 14 _ 3
o < o
o 13 I 2
45 8 12 g E
4 = [RE I
3.5 1
0.9
3 0.8
2.5 2 o 0.7 8
2 g 3 o @ 0.6 2
o @ s = o ~ 0.5 = 8 ©
o B b a o N - = 3 ©
151 e & Blgo ¢ % o B, f2 8 P8 Lo @ 2 041 s § o g ag o g
-] 85 8= Ko 5 g2 oC g 28 53 ) 031 R 2 2 o 9% o9 w €3 © 5 & B 08 - o =
1] 3| @ @ g mo 8§ o § O 0k g® r© 2 % = - S 2 g 5 88 I g3 & &8 28 3 § g2 8 5§ 3 3
0.5 AR 85 = a b o $9 59 L= I G 2 0.2 5B S @ 85 g S g3 25 3 BE 8 3 g =
' G0l T8 8 87, 5 33 8¢ e 38 RE 01 2 5 8 Sg g8 - 88 383 $% g s = N
LL m Lo It Llle lt il ) - - - i | Ju Sow LS S bt Ml LD 1 R AT oY R
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

FIGURA D24: Espectros MS e MS/MS de procianidina.

121



FIGURA D25: Espectros MS e MS/MS de acido oleandlico.
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FIGURA D29: Espectros MS e MS/MS de acido clorogénico.
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FIGURA D30: Espectros MS e MS/MS de acido cumaroilquinico.
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FIGURA D31: Espectros MS e MS/MS de &acido ferulico
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FIGURA D32: Espectros MS e MS/MS de acido sinapico.
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FIGURA D35: Espectros MS e MS/MS de acido salicilico.
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FIGURA D36: Espectros MS e MS/MS de deoxiloganina.
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FIGURA D38: Espectros MS e MS/MS de phloracetophenone 4-O-glucosideo.
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FIGURA D40: Espectros MS e MS/MS de cafeato de etila.
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FIGURA D43: Espectros MS e MS/MS do composto isolado 3 (Cromano) :2,2-dimetil-6-cromanocarboxilato.
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FIGURA D44: Espectros MS e MS/MS do composto isolado 2 (Benzopirano): 2,11-dimetoxi-6a,6b,12b,13a-tetraidro-6H,7H-

furo[3,2-c:4,5-c'] bis [1] benzopirano.
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FIGURA D45: Espectros MS e MS/MS do composto isolado 1 (Pterocarpano): (3-(2,7-dimetoxi-6,6,6a,11a-tetrametil-6a,11a-di-

hidro-6H-benzofuro[3,2-c] cromano-9-il) propan-1-ol).
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E. PROPOSTA DE FRAGMENTAGAO
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FIGURA E1: Proposta de fragmentagdo Quercetina 3-O-glucosideo.
OH

m/z 431 0™\ OH on ©
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FIGURA E2: Proposta de fragmentagao Afizelina.
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FIGURA E3: Proposta de fragmentagdo Catequina.
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FIGURA E4: Proposta de fragmentagao Escopoletina.
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FIGURA E5: Proposta de fragmentagao Isofraxidina.
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FIGURA EG6: Proposta de fragmentagao Justicidina B.
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FIGURA E7: Proposta de fragmentagdo 2-(hidroximetil)-6-[5-[3 (hidroximetil)-5-(3

hidroxipropil)-7-metoxi-2,3-di-hidro-1-benzofuran-2-il]-2 metoxifenoxiJoxano-3,4,5-
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FIGURA E8: Proposta de fragmentacao Procianidina.

135



A0 oy

CO. H,0
m/z 203
m/z 393

m/z 439

[OH,
[}
HO

m/z 457

m/z 231

FIGURA E9: Proposta de fragmentacédo Acido oleandlico.
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FIGURA E10: Proposta de fragmentacédo 2R,3S,4S,5R,6R)-2-[[(2R,3R,4R,5S)-3,4-di-
hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-ilJoximetil]-6-[(2E)-3,7-dimetilocta-2,6-dienoxijoxano-
3,4,5-triol.
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FIGURA E11: Proposta de fragmentacéo Acido clorogénico.
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FIGURA E12: Proposta de fragmentagao Phloracetophenone 4-O-glucosideo.
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FIGURA E13: Proposta de fragmentagao Deoxiloganina.
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FIGURA E14: Proposta de fragmentacao 10-Dehidrogardenosideo.
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FIGURA E15: Proposta de fragmentacao Cornosideo.
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F. TABELA COM METABOLITOS ANOTADOS
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TABELA F1- Metabdlitos anotados usando a ferramenta de rede molecular e espectros MS/MS.

Anotacao RT (min) Férmula molecular MS Erro (ppm) MS/MS
Flavonoides
609,1466
Quercetina 3-rutinosideo 6,19 C27H30H16 [M-H] - 0,81 343; 301; 300; 151
447,0935
Quercetina-3-rhamnosideo 6,79 C21H20H11 [M-H] - 0,48 301; 300; 271;151
463.0878
Quercetina 3-O-glucosideo 6,50 C21H20H12 [M-H] - -0,86 301; 300; 271; 151
593,1518
Kaempferol 3-O-rutinosideo 6,55 C27H30H15 [M-H] - 1,02 285; 284; 257; 151
431,0990
Kaempferol-3-O-rhamnosideo 7,28 C21H20H10 [M-H] - 1,46 285; 284; 255; 227
303.0494
Quercetina 6,82 C1sH10H7 [M+H] * -1,75 275; 257; 229; 153
., C26H2sH15 579.1357
Kaempferol-3-latirosideo 6,31 [M-H] - 0,22 300; 284; 57
595.1296
Quercetina-3-latirosideo 5,94 C26H28016 [M-H] - -1,44 300; 271; 136
. L 623.1620
Isorhamnetina-3-O-rutinosideo. 6.67 Ca2sH32H16 [M-H] - 0.39 315: 161: 89
C21H22010 433.1127
Naringenina-7-O-glucosideo 6,71 [M-H] - -3,05 271;175; 93
285.0408
Kaempferol 9,35 C15H100s [M-H] - 1,19 268; 257; 211
271.0620
Naringenina 6,91 C15H1205 [M-H] - 2,96 227; 151;119.
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TABELA F1- Metabdlitos anotados usando a ferramenta de rede molecular e espectros MS/MS (continuacgéo).

287.0565
Dihidrokaemiferol 7,34 C15H1206 |M-H| - 1,35 269; 151; 125
289.0723
Epicatequina 5,52 C1sH14He [M-H] - 1,86 271;151; 109
289.0723
Catequina 4,91 C1sH14He [M-H] - 1,86 271; 151; 109
305.0665
(Epi)galocatequina 2,78 C15H1407 [M-H] - -0,58 219;167;137;125
. . 341.0669
C-8,C-7-0-6-lactona (Epi)catequina 6.85 CisH1aH7 iM-Hi : 0,66 217:189: 177:151
191.0349
Escopoletina 6,55 C1oHz04 [M-H] - -0,43 176; 148; 120; 104
6.73 221.0456
Isofraxidina ’ C11H100s5 [M-H] - 0,24 206; 190; 163
177.0189
Esculetina 5,24- CoHeO4 [M-H] - 2,44 149;133; 121; 105
177.0190
Daihnetina 5,64 CoHeOx iM-Hi - 2,44 149:133;121; 105
365.1003
Justicidina B 12,59 C21H1606 [M+H] * -4,56 335; 321; 305
2-(hidroximetil)-6-[5-[3 (hidroximetil)-
5-(3 hidroxipropil)-7-metoxi-2,3-di-
hidro-1-benzofuran-2-il]-2 545.1977
metoxifenoxi] oxano-3,4,5-triol 6,33 Ca26H34011 [M+Na] *. -3,00 515; 383;185
Episyringaresinol 4'-O-beta-D- CosHas0 603.2019
glucopiranosideo 6,80 28TI36M13  IM+Na] *. -4,83 573; 441:423
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TABELA F1- Metabdlitos anotados usando a ferramenta de rede molecular e espectros MS/MS (continuacgéo).

521.2017 218
Isolariciresinol 4-O-glucopiranosideo 5,47 C26H3404 M-H] - ’ 359; 344;271
577.1342
Procianidina CaoH26012  “rp - -1.65 425 289; 151
] 439.3570 013
Acido oleandlico 17,64 C30H4602 [M+H+H20] * ’ 393; 203; 231
425.3762
Lupenona 18,77 CaoHasO iy -3.74 367; 203; 149
2R,3S,4S,5R,6R)-2-[[(2R,3R,4R,5S)-
3,4-di-hidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-
2-ilJoximetil]-6-[(2E)-3,7-dimetilocta- 471.2183
2,6-dienoxiloxano-3,4,5-triol C21H36010 M+Na] * 303; 203
191.0568
Acido quinico 493 C7H1206 [M-H] - 3.60 173: 127: 85: 71
353.0886
Acido clorogénico 5,46 C1e6H1809 [M-H] - 2,25 191; 161; 85
337.0940
Acido cumaroilquinico 5,58 C16H180s [M-H] - 3,29 191; 173; 93
179.0346
Acido cafeico 5,29 CoHsO4 [M-H] - -2,14 135; 107; 79
153.0199
Acido 2,3-diidroxibenzéico 3,08 C7H604 [M-H] - 3,71 109; 91; 81
193.0509
Acido ferulico 6,55 C10H100s [M-H] - 1,39 149; 134; 121; 108
223.0609
Acido sinapico 7,40 C11H120s5 [M-H] - -1,33 91; 164; 47
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TABELA F1- Metabdlitos anotados usando a ferramenta de rede molecular e espectros MS/MS (continuacgéo).

137.0242
Acido salicilico 4,59 C7HeO3 [M-H] - -1,59 108; 93; 92
329,0852
Phloracetophenone 4-O-glucosideo 5,70 C14 H1s Og [M-H] - 2,11 209; 191; 167
207.0666
Cafeato de etila 8,68 C11 H12 O4 [M-H] - 1,53 179; 161; 135; 121
315.1092
Cornosideo 3,21 C14H20 Os [M-H] - 2,09 153; 108; 59
181,0509
Protocatecuato de etila M-H] -

CoH10 Oa 1,48 151; 133; 105

373.1514

Deoxiloganina 5,46 C17H2 019 [M-H] - 2,66 358; 211; 193
401.1096

M-H] -

10-Dehidrogardenosideo C17H22 O11 1,66 267; 249; 221

3-(2,7-dimetoxi-6,6,6a,11a-tetrametil-

6a,11a-di-hidro-6H-benzofuro[3,2- 341.1402
c]cromano-9-il)propan-1-ol 7,71 C20H220s5 M-H] - 1,03 326; 311; 283
221,1667
2,2-dimetil-6-cromanocarboxilato 8,66 C13H160s3 [M+H] * -2,33 189; 165; 69
2,11-dimetoxi-6a,6b,12b,13a-
tetraidro-6H,7H-furo[3,2-c:4,5-c"] bis 341,1368
[1] benzopirano 8,57 C20H2005 [M+H] * -4,5 323;191;137
acido 2,2-dimetilcromano-6- 207,1009
carboxilico 6,59 C12 H14 O3 [M+H] * -3,24 189; 151; 69
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