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RESUMO

Anacardium occidentale L., conhecido popularmente como cajueiro, € uma espécie
nativa do nordeste brasileiro amplamente utilizada por suas propriedades
terapéuticas, incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios e antimicrobianos. As
folhas desta espécie, as quais sdo responsaveis por tais atividades, sao subutilizadas.
E sua analise permite compreender sua composicado e respostas adaptativas. Este
estudo teve como objetivo realizar estudo de validagéo das folhas A. occidentale L.,
cultivadas na Amazobnia Maranhense, a partir da determinacdo de parametros de
autenticidade e da investigacdo do potencial antimicrobiano e da seguranca do uso
dessa espécie. As amostras foram coletadas no bairro Itaqui-Bacanga em S&o Luis,
Maranh&o, nos meses de setembro e outubro de 2022, e identificadas no Herbario do
Maranhdo/UFMA. As folhas frescas foram submetidas a analises morfoanatémicas a
vista desarmada e por sec¢bes paradérmicas e transversais. Apds secagem e
pulverizacdo, o material foi submetido a maceracdo em etanol 70%, obtendo-se o
extrato bruto hidroalcéolico das folhas (EBF). O EBF foi posteriormente fracionado de
forma sucessiva com solventes de polaridade crescente, obtendo-se as fracdes em
hexano (FHX), cloroférmio (FCL) e em acetato de etila (FAC). As andlises quimicas
incluiram testes fitoquimicos e cromatografias em camada delgada (CCD) e liquida de
alta eficiencia (CLAE). A atividade antibacteriana foi avaliada contra Staphylococcus
aureus (cepas ATCC 25923, ATCC 6538 e clinica) pelos métodos de difuddo em agar
e microdiluicdo em placas de 96 pocos, determinando-se os halos de inibicdo, a
concentracéo inibitdria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM). A
toxicidade foi avaliada por testes de hemdlise e de larvas de Tenebrio molitor. As
folnas mostraram-se hipoestomaticas, com estbmatos paraciticos, mesofilo
dorsiventral e raros tricomas glandulares. A analise quimica do EBF indicou a
presenca de flavonoides e terpenos. Enquanto que das fracdes FHX, FCL e FAC
observaram-se taninos, fendis, flavonoides e saponinas. O EBF e a FAC
demonstraram atividade inibitoria significativa contra S. aureus, com halos de inibicédo
de 12 a 26,3 mm, respectivamente, ambos na concentracdo de 2 mg/mL. As CIM
foram de 2 mg/mL para EBF e 1 mg/mL para FAC. A CBM foi observada apenas para
FAC (2 mg/mL) contra a cepa S. aureus ATCC 25923. A atividade hemolitica foi baixa
(CEso entre 1799 e 8863 pg/mL), e a taxa média de sobrevivéncia das larvas de
Tenebrio molitor foi de 70% nas concentracdes avaliadas. Este estudo contribui para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, reforcando diretrizes de
qualidade, eficacia e seguranca das folhas de A. occidentale, além de evidenciar sua
atividade bacteriostatica e bactericida, com baixa toxicidade.

Palavras-chave: Antibacteriano; atividade hemolitica; autenticidade; cajueiro;
estbmatos paraciticos; flavonoides; Tenebrio molitor.



ABSTRACT

Anacardium occidentale L., popularly known as cashew tree, is a native species from
northeastern Brazil widely used for its therapeutic properties, including antioxidant,
anti-inflammatory, and antimicrobial effects. The leaves of this species, which are
responsible for such activities, are underutilized. Their analysis allows us to understand
their composition and adaptive responses. This study aimed to validate A. occidentale
L. leaves grown in the Maranhdo Amazon by determining authenticity parameters and
assessing the species' antimicrobial potential and safety. The samples were collected
in the Itaqui-Bacanga area in Sédo Luis, Maranhao, in September and October 2022,
and identified in the Maranh&o Herbarium/UFMA. The fresh leaves were subjected to
morphoanatomical analyses with unaided vision and by paradermal and cross
sections. After drying and spraying, the material was subjected to maceration in 70%
ethanol, obtaining the crude hydroalcoholic extract of the leaves (EBF). The EBF was
subsequently fractionated successively with solvents of increasing polarity, obtaining
the fractions in hexane (FHX), chloroform (FCL), and ethyl acetate (FEA). Chemical
analyses included phytochemical tests thin layer chromatography (TLC), and high-
performance liquid chromatography (HPLC). The antibacterial activity was evaluated
against Staphylococcus aureus (strains ATCC 25923, ATCC 6538, and clinical) by
agar diffusion and microdilution methods in 96-well plates, determining the inhibition
zones, minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC). Toxicity was evaluated by hemolysis and Tenebrio molitor larvae
tests. The leaves were hypostomatic, with paracytic stomata, dorsiventral mesophyll,
and rare glandular trichomes. Chemical analysis of EBF indicated the presence of
flavonoids and terpenes. While the fractions FHX, FCL, and FEA showed tannins,
phenols, flavonoids and saponins. EBF and FEA demonstrated significant inhibitory
activity against S. aureus, with inhibition zones of 12 to 26.3 mm, respectively, at a 2
mg/mL concentration. The MICs were 2 mg/mL for EBF and 1 mg/mL for FEA. The
MBC was observed only for FAC (2 mg/mL) against the S. aureus ATCC 25923 strain.
The hemolytic activity was low (EC50 between 1799 and 8863 upg/mL), and the
average survival rate of Tenebrio molitor larvae was 70% at the concentrations
evaluated. This study contributes to the advancement of new therapeutic strategies,
reinforcing guidelines for the quality, efficacy, and safety of A. occidentale leaves,
furthermore evidencing their bacteriostatic and bactericidal activity, with low toxicity.

Key-words: Antibacterial; authenticity; cashew tree; flavonoids; hemolytic activity;
paracytic stomata; Tenebrio molitor.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de espécies vegetais para fins medicinais remonta a origem da
humanidade. Em paises em desenvolvimento estima-se que 80% de sua
populacdo depende do uso tradicional de plantas para cuidados com a saude no
ambito primario (Abdala, 2012; WHO, 2013; Oliveira, Mezzomo; Moraes, 2018).
De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), uma planta
medicinal € qualquer planta silvestre ou cultivada utilizada para fins medicinais.
Um fitoterdpico é um produto manufaturado que contém um ou mais
componentes terapeuticamente ativos extraidos exclusivamente de plantas
(partes aéreas ou ndo, sucos, resinas, 6leos, etc.) brutos ou processados (Arias,
1999).

As plantas e suas preparacdes sao empregadas com finalidade preventiva,
curativa e para tratamento de inimeras doencas. E culturalmente aceito que
esses produtos, por serem de origem natural, se encontram seguros e sem
efeitos adversos (Oliveira et al., 2018; Amaral et al., 2019). Isso favorece o aporte
de produtos “naturais” com eficacia ndo comprovada, a automedicacido e
dificuldade de assegurar a saude do usuério (Nicoletti et al., 2015; Simdes et al.,
2017). Diante disso, é essencial garantir a seguranca, qualidade e eficacia
desses insumos, considerando seu potencial como matéria-prima para o
desenvolvimento de novos farmacos (Gertsch, 2009; Calvo; Cavero, 2014).

A validacéo cientifica das propriedades terapéuticas de produtos de origem
vegetal € um passo crucial no desenvolvimento de farmacos. Esse processo
envolve estudos botanicos, quimicos e farmacoldgicos, além de testes que
verifiguem a autenticidade, pureza e auséncia de toxicidade, minimizando riscos
como intoxicacao e interacdes medicamentosas (Maciel et al., 2002; Abranches,
2012; Brandao, 2017; Lazzarotto-Figueiro et al., 2021).

Produtos validados, com composi¢cdo definida e constante, tornam-se
candidatos viaveis para aplicacdes terapéuticas seguras e eficazes (Kunle et al.,
2012).

Assim, esse trabalho visa realizar estudo de validacdo das folhas de
Anacardium occidentale L. a partir da determinacdo de parametros de
autenticidade e da investigacao do potencial antimicrobiano e da seguranca do

uso dessa especie.
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Os resultados sao apresentados em 02 (dois) artigos intitulados: a) Capitulo
1: “Estudo das folhas de Anacardium occidentale L. da Amazonia Maranhense:
Parametros para o controle de qualidade”; b) Capitulo 2: “Estudo antibacteriano
e toxicolégico das folhas de Anacardium occidentale L. da Amazobnia
Maranhense”.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Estudos de validacao de espécies vegetais

No decorrer de anos, a humanidade tem aderido ao aprendizado acerca de
plantas medicinais, e sua utilizacdo como farmaco. Ultimamente, tem se
observado o emprego de produtos naturais por parte significativa da populacéo,
lugar que antes era ocupado por produtos alopaticos (Carneiro et al., 2014).

Através de sua rica diversidade sociocultural e biodiversidade, e
preservacdo da aplicacdo de plantas como recurso terapéutico, o Brasil é
reconhecido; mantendo a heranca das comunidades tradicionais, além da
adocéao da Fitoterapia como parte da Politica Nacional de Saude, particularmente
na Atencao Primaria a Saude (Nespoli et al., 2021).

Cerca de 82% da populacdo brasileira, seja tradicional (indigenas,
quilombolas e demais comunidades) ou n&o tradicional, utilizam elementos
provenientes de espécies vegetais nos seus cuidados a saude; caracterizando
uma pratica cultural com transmissdo geracional (Figura 1). As plantas
medicinais dispdem de componentes ativos, comprovados cientificamente
quanto a sua eficacia e seguranca, seja na cura, prevencao e recuperacao de

diferentes tipos de patologias (Morais, 2019; Penha, 2021).

A

T2 )

/
t"\' é‘

Figura 1. Representacdo da utilizacdo de plantas medicinais como préatica de repasse de
conhecimento através de geragfes e como recurso terapéutico. Fonte: Elaborado pela autora
(2024) criado com BioRender.

No entanto, a utilizacdo empirica de espécies vegetais e seus derivados é

insuficiente para a validacdo destas como farmacos, sendo imprescindivel a
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garantia cientifica da seguranca e eficacia do uso terapéutico de plantas e seus
insumos. Para além do emprego popular, o uso de espécies vegetais €, também,
alvo da industria farmacéutica para o desenvolvimento de novos medicamentos
diante dos inumeros beneficios que traz (Ghante; Jamkhande, 2019; Newman;
Cragg, 2020).

Os estudos de validacdo analisam cientificamente as propriedades
terapéuticas contidas em matérias-primas vegetais, na busca por certificar a
eficacia e seguranga para o uso medicinal em seres vivos (Sales et al., 2015;
Simdes et al., 2017). Esses estudos consistem em confirmar a eficacia
farmacoldgica e auséncia de toxicidade de plantas. Envolvendo tanto ensaios
guimicos quanto botéanicos (Brandao, 2009).

Os parametros basicos atribuidos a validacao de espécies vegetais incluem
a coleta de dados; selecéo, coleta e processamento do material vegetal; métodos
de extracdo; avaliacdo de atividade biologica — como atividade antimicrobiana;
isolamento e processos de identificacdo de compostos ativos; e a seguranca e
estudos de eficicia (Mussin; Giusiano, 2020).

Outras etapas que integram o processo final de validacdo de espécies
vegetais envolvem um trabalho com as comunidades para que se torne possivel
0 uso correto da planta medicinal. Estas sdo as etapas de transmissdo de
informagdes para que um eventual produto possa ser produzido ou consumido
de forma correta. A validacao cientifica de uso medicinal requer tempo, recursos
financeiros e humanos que devem ser utilizados da melhor maneira possivel,
impedindo conclusdes incorretas acerca de qualquer questdo analisada

(Camurga-Vasconcelos et al., 2005).
2.2 Selecao de espécies vegetais

No processo de descoberta e desenvolvimento de constituintes ativos a
partir de espécies vegetais, ha estratégias que devem ser adotadas, dentre
estas, destaca-se a importancia da designacao de parametros para selecéao de
insumos para analise cientifica (Albuquerque et al., 2014).

Existem muitas abordagens para selecionar as espécies vegetais para o
estudo farmacoldgico: a abordagem etnofarmacoldgica, a abordagem aleatoria,
a abordagem quimiossistematica, entre outras. Ao longo de milénios, os seres

humanos tém melhorado o seu conhecimento sobre plantas medicinais através
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da experiéncia de tentativa e erro, e transferéncia desse conhecimento. Portanto,
a abordagem etnofarmacoldgica ainda € a mais eficiente para a descoberta de
novas moléculas. Esta abordagem é baseada na selecdo das espécies vegetais
de acordo com seu uso tradicional (Atanasov et al., 2015). Estima-se que 74%
dos compostos bioativos derivados de plantas foram descobertos apés
verificacdo da abordagem etnofarmacologica (Ncube et al., 2008).

Nesse sentido, os estudos etnofarmacologicos, com objetivo de testar as
hipoteses sugeridas tradicionalmente, as quais representam as experiéncias
vividas ao longo de geracbes, tém fornecido importantes subsidios no
estabelecimento de critérios de inclusdo e/ou exclusdo de espécies vegetais
para desenvolvimento de estudos de validagdo, possibilitando o
desenvolvimento de fitoterapicos a partir de espécies vegetais selecionadas por
inquérito etnofarmacolégico (Albuquerque et al., 2014).

Portanto, a etnofarmacologia € uma abordagem valiosa para a selecao e
estudo de espécies medicinais, especialmente quando combinada com métodos
cientificos rigorosos. Ao unir o conhecimento tradicional com a investigacédo
cientifica moderna, € possivel descobrir novos recursos terapéuticos e contribuir
para a preservacdo do conhecimento cultural e da biodiversidade (Brasil, 2012;
Ferreira et al., 2015; Valeriano et al., 2020).

O uso prolongado por determinados grupos étnicos e/ou populacdes
tradicionais pode ser encarado como pré-triagem quanto a utilidade terapéutica;
porém nao é suficiente para validar plantas como medicamentos (Oliveira et al.,
2009; Rangel; Branganca, 2009; Albuquerque et al., 2014).

Outro aspecto relevante € a identificacdo dos recursos naturais, sejam eles
de origem vegetal, animal ou mineral, mencionados pelas comunidades
tradicionais durante os inquéritos realizados em estudos etnodirigidos, pois essa
etapa é essencial para a continuidade do estudo, jA que cada recurso tera
composi¢cdo quimica e, consequentemente, acdes bioldgicas especificas
(Elizabetsky; Sousa, 2010; Harvey et al., 2014; Bennett; Balick, 2014).

A abrangéncia da pesquisa etnofarmacologica evidencia seu potencial
como estratégia no processo de selecdo de espécies vegetais em estudos de
validacéo, e como guia para condutas efetivas de Farmacovigilancia, no intuito
de amortizar perigos e riscos vinculados ao uso irracional de plantas para fins
medicinais (Maribondo, 2021).
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2.3 Estudo de padronizagéo de extratos vegetais

Os extratos vegetais configuram as preparacdes mais utilizadas em
estudos de validacao, assim como em formulacfes derivadas. Entendendo que
tais preparacdes estdo sujeitas a inimeras variaveis que afetam diretamente sua
composicdo quimica e acao terapéutica, € fundamental a padronizacdo desses
extratos, considerando sua bioatividade e fitoquimica (Lazzarotto-Figueiro et al.,
2021).

E requerido que os estudos de validacdo priorizem a avaliagdo de seus
extrativos através de planejamento fatorial, delineando as variaveis envolvidas
na extragcdo, uma vez que caracteriza uma fase crucial na obtencdo de
fitoterapicos, assegurando a separacao de substancias alvo da matriz complexa
(Amaral et al. 2021).

O ponto chave na obtencéo de produtos de origem vegetal e medicamentos
fitoterapicos € a padronizacdo. Durante a producdo de extratos a partir de
matéria prima vegetal, pode-se considerar a padronizacdo como uma condicao
em que a eficacia do produto é garantida através da constancia no teor de um
ou mais de seus constituintes. A padronizacao de extratos de produtos naturais
visa 0 estabelecimento de parametros de controle de qualidade para a matéria
prima vegetal (incluindo extratos vegetais e fito-constituintes) e para o produto
finalizado (extratos secos, 6leos essenciais) com rigoroso controle de todas as
etapas envolvidas no processamento (Souza, 2007; Anvisa, 2019). Por isso, é
de extrema importancia a caracterizacdo fisica e fisico-quimica dos extratos
obtidos nos processos, assim como a analise critica das influéncias que os
parametros de processo utilizados promovem.

Os extratos padronizados sédo obtidos a partir de solucdes extrativas,
produto preliminar da extracdo, que utiliza solventes para a retirada seletiva de
compostos de interesse da matéria-prima vegetal. Esses solventes podem ser
aguosos, hidroetandlicos, hidropoligolicos ou oleosos (Simdes et al., 2010).

O objetivo da padronizagcéo de extracdo para plantas medicinais é obter
fracOes de interesse terapéutico, e eliminar material indesejado por tratamento
com solventes seletivos. O extrato obtido, apds padronizacdo, pode ser utilizado
como agente medicinal sob a forma de tinturas ou extratos fluidos, ou,

posteriormente, processado para ser incorporado em qualquer forma
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farmacéutica, como comprimidos e capsulas. Esses produtos incluem mistura
complexa formada de muitos metabdlitos vegetais, como alcaloides, glicosideos,
terpenoides, flavonoides e lignanas (Handa, 2008).

A utilizacdo dos extratos vem sendo apresentada para aperfeicoar a
extracdo de compostos quimicos, para garantir reprodutibilidade da formulacéo
proposta e viabilizar uma padronizacédo na producao. Alguns fatores devem ser
avaliados na etapa de desenvolvimento, como: o estado de divisdo da matéria-
prima vegetal; agitacdo submetida ao material durante a fase de extracéo;
temperatura empregada; natureza do solvente; pH; e tempo de extracao (Simdes
et al., 2010; Tomasi, 2021).

A ndo padronizacdo dos processos de extracdo pode levar a degradacao
dos constituintes fitoquimicos presentes nas plantas e as variacdes que
acarretam na falta de reprodutibilidade. Devem ser feitos esforgos para produzir
lotes com qualidade tdo consistente quanto possivel (dentro do intervalo mais
estreito possivel), e para desenvolver e acompanhar os melhores processos de
extracao (Tiwari et al., 2011; Santos, 2023).

A partir desses preceitos, € fundamental tratarmos sobre parametros que
se referem ao controle de qualidade do material vegetal. Para tanto, é
imprescindivel saber que o uso cauteloso e racional de plantas medicinais e seus
derivados advém, inicialmente, de uma minuciosa investigacdo acerca de
aspectos que denotem a seguranca da matéria-prima vegetal (Anvisa, 2010b;
Santos, 2023).

2.4 Parametros de qualidade

Entre os estudos necessarios para garantir a seguranca, eficacia e
qualidade de uma droga vegetal encontram-se os testes de autenticidade,
integridade e pureza. Configuram como procedimentos basicos para a validagédo
de drogas vegetais, além de fornecer subsidios para o desenvolvimento de
metodologias, e determinar parametros para o controle de qualidade de espécies
vegetais (Frasson et al., 2003).

Para que se certifique a autenticidade do material, prioriza-se a correta
identificacdo botanica, visto que, na maior parte das vezes, em coletas, as
plantas sao referenciadas por seus nomes vernaculares. Em estudos prévios

gue determinam parametros de qualidade, eficacia e seguranca, apos a coleta
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do exemplar, sédo preparadas exsicatas e realizada a identificacdo em herbérios
reconhecidos (Verdam; Silva, 2010). Outras ferramentas para garantia de
autenticidade do material vegetal sdo, preferencialmente, as analises de
caracteristicas morfoanatdmicas, macroscopicas e microscopicas, mas também
pode-se utilizar andlises de perfil cromatografico, perfil por reacdes
histoquimicas e anélise do Acido Desoxirribonucleico (DNA) como a técnica de
DNA Barcording. Uma vez determinados esses parametros, quando da utilizacao
comercial dessas matérias-primas, sua autenticidade sera elaborada através de
suas caracteristicas farmacoboténicas, quimiomoleculares da parte do vegetal
de interesse (Sucher; Carles, 2008; Kunle et al., 2012; Oliveira et al., 2014;
Soares; Farias, 2017).

No caso da matéria-prima ser a droga vegetal, algumas caracteristicas
organolépticas, como cor, textura, odor e sabor sdo levadas em consideracao.
Além disso, as caracteristicas macroscopicas, como a forma da droga (seja
planta inteira, folhas, caule, raiz, tinturas, extratos fluidos, 6leos, gorduras e
ceras, por exemplo) e microscopicas, obtidas por cortes histologicos das partes
da planta ou do p6, também sao importantes para a identidade da matéria-prima.
Dependendo do grau de fragmentacdo da droga, pode-se empregar
caracteristicas morfolégicas ou microscépicas, ou ambas, para concluir sua
identificacdo (Anvisa, 2010b; Anvisa, 2019).

Uma técnica bastante utilizada como uma ferramenta analitica é a
cromatografia em camada delgada, que avalia o perfil fitoquimico da planta ou
do seu derivado, comparando a sua “fingerprint” a de uma amostra de referéncia
(Hariprasad; Ramakrishnan, 2012). Uma vez que se observa a constituicdo de
substancias quimicas do insumo vegetal, garante-se, também, a qualidade e a
seguranca quanto a sua eficacia terapéutica (Santos, 2023).

Uma das estratégias que visam garantir essa integridade € a padronizacao
no processamento do material vegetal estudado, possibilitando a otimizagcéao na
obtencéo dos compostos bioativos e definindo marcadores analiticos e/ou ativos
para controle de qualidade da espécie e dos seus produtos derivados (Hu et al.,
2019; Lima et al., 2020; Lazzarotto-Figueir6 et al., 2021).

Assim, a andlise quimica de constituintes ou metabdlitos secundarios
representa parametro de avaliacao de integridade indispensavel no controle de

qualidade, considerando que as matérias-primas vegetais podem apresentar
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variabilidade na composicao quimica, dependendo de vérios fatores intrinsecos
e extrinsecos, influenciando na concentracdo de constituintes quimicos no
material vegetal e, consequentemente, na seguranca e eficacia (Kunle et al.,
2012; Amaral et al., 2021).

A andlise de pureza do material vegetal, que esté relacionada a pesquisa
de elementos estranhos, organicos ou inorganicos, endégenos ou exégenos,
(como areia, insetos, fungos ou qualquer outro elemento que néao seja parte da
planta; ou até mesmo alguma parte da planta que ndo seja aquela destinada ao
uso terapéutico); além do teor de umidade, contaminagdo microbiologica e
parasitéria, residuos de pesticidas e metais pesados, entre outros; € uma etapa
imprescindivel na garantia de qualidade do produto a ser utilizado (Anvisa, 2010;
Anvisa, 2019; Brasil, 2019).

Uma vez que se avalia a autenticidade e a pureza dos insumos, é
imprescindivel garantir que aquela planta medicinal ou droga/derivado vegetal
apresente 0S seus componentes quimicos que garantam sua atividade
terapéutica. Assim, orienta-se também uma avaliagdo qualitativa e quantitativa
dos compostos ou grupos de compostos que representem 0s principios ativos

e/ou marcadores, se conhecidos (Anvisa, 2010b; Anvisa, 2019).
2.5 Avaliacdo de seguranca

O emprego de plantas no tratamento de diferentes doencas ocorre ha anos
e vem sendo explorado até os dias atuais. Porém, a ideia de que plantas com
fins medicinais sdo sempre seguras e livres de efeitos colaterais deve ser revista
numa Otica mais realista e responsavel, sendo constatado que por
desconhecimento e/ou divulgacdo errbnea das vantagens, beneficios e
propriedades atribuidas a essa pratica, tém sido disponibilizados produtos ditos
medicinais de origem vegetal sem a garantia efetiva da recuperagdo e/ou
preservacdo da saude do usuario, expondo, assim, a populacdo a riscos e
perigos (Veiga Junior, 2008, Silveira; Bandeira; Arrais, 2008; Godinho, 2014;
Gongalves, 2016).

E crucial destacar que o uso tradicional de espécies vegetais com base no
mito “se natural ndo faz mal” sem comprovagao de eficacia, toxicidade e
qualidade expde a populacéo a riscos decorrentes do uso irracional (Campos et
al., 2016; Amaral et al., 2021; Oliveira et al., 2022).
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Os principios ativos presentes nas preparacfes a base de plantas sdo os
principais responsaveis pela atividade biolégica, contudo o seu uso de forma
inadequada pode levar a diversos efeitos indesejados (Simdes et al., 2017).

E fundamental que o uso de espécies medicinais seja feito com cautela e
conhecimento. A orientacdo de profissionais de saude qualificados e informacéo
sobre possiveis interacbes com outros medicamentos Sdo essenciais para
garantir a seguranca e eficacia do uso dessas espécies medicinais. Além disso,
a regulamentacdo, o monitoramento adequado, a pesquisa cientifica e a
farmacovigilancia sdo fundamentais para garantir a qualidade e a seguranca dos
produtos fitoterapicos disponiveis no mercado (WHO, 2002; Balbino e Dias,
2010).

O desenvolvimento de a¢des que orientem e monitorem a seguranca e 0s
eventuais riscos atrelados ao uso de produtos farmacéuticos, abrangendo
produtos a partir de espécies vegetais, é evidente e necessario. No intuito de
impedir riscos a saude dos usuarios, a identificacdo de espécies toxicas,
associacfes inadequadas e materiais de ma qualidade, se torna imprescindivel
(Amaral et al., 2021).

Independente da espécie vegetal selecionada, € indispensavel o
compromisso de exploracéo sustentavel e utilizacdo de material com garantia de
qualidade, avaliado pelos aspectos de autenticidade, integridade e pureza
(Carvalho, 2015).

2.5.1 Estudo de toxicidade in vitro

Mediante o uso popular de plantas, e sua associacdo com ocorréncias de
toxicidade (hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e toxicidade dérmica), deve-se
investigar a seguranca em sua utilizacdo. A partir de indicacdo popular
mencionada, testes especificos séo direcionados (Campos et al., 2016).

Inicialmente, sdo utilizados testes in vitro e in silico para triagem da
atividade a ser analisada, selecionando quais plantas dispdem de melhores
resultados. Dessa forma, permite reducéo de gastos, otimizacao de tempo, além
de prevenir a utilizacao indisciplinada de animais de experimentacédo (Camurca-
Vasconcelos et al., 2005).

Um método in vitro utilizado é avaliacdo da atividade hemolitica,

considerando que a hemolise predispde a quebra dos eritrécitos e acarreta a
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liberacdo de hemoglobina no plasma, e, uma vez que esta se encontra livre, pode
ser danosa a saude do individuo pela sua agcdo em 6rgdos como coracao, figado
e rins; sendo, entdo fundamental a analise de sua atividade (Carvalho et al.,
2007).

Outra metodologia usada € do ensaio de letalidade utilizando Artemia salina
Leach, um microcrustaceo de facil manuseio, baixo custo e rapida execucao, que
permite estimar a dose letal média (Luna et al., 2005). E, ainda, o emprego de
culturas celulares, para andlise da citotoxicidade de amostras, com linhagens de
células diversas, viabilizando reprodutibilidade, rapidez e sensibilidade a este
modelo de estudo (Rogero et al., 2003; Santos et al., 2010).

Somente apds a obtencédo de resultados promissores com o0s testes in vitro
e in silico, passa-se aos testes de eficacia e toxicidade in vivo com utilizagéo de
animais, geralmente iniciando com roedores. Nesta fase, sdo entdo realizados
testes que determinam a eficacia contra os agentes causadores e seguranca

guanto a auséncia de toxicidade (Camurca- Vasconcelos et al., 2005).
2.5.2 Estudo de toxicidade in vivo

Para avaliacdo de protocolos de seguranca, com foco na elucidagéo de
substancias com potencial danoso aos seres vivos, sao utilizados testes in vivo
(Costa, 2013; Gromek et al., 2015). Os ensaios in vivo recorrem a modelos com
animais vertebrados e invertebrados.

Na investigagdo com animais vertebrados, sao predominantemente
empregados camundongos e ratos relativo a sua capacidade mais abrangente
de andlise de parametros imunologicos. Contudo, a utilizacdo de animais
determina aprovagcdo em comité de ética, requer manutencédo com altos custos
e a disposicdo de méo de obra especializada (Franco, 2022; Oliveira, 2022).
Desse modo, observa-se o0 emprego significativo de animais invertebrados como
modelo alternativo para ensaios de toxicidade e avaliacdo de atividade biolégica.
Com destaque para Tenebrio molitor, Galleria mellonella e Drosophila
melanogaster (Mendes; Souza, 2017; Singulani, 2017; Menezes et al., 2017).

O aumento na utilizacao desses modelos alternativos justifica-se pelo facil
manuseio e manutencdo, além de agil reprodutividade. Os invertebrados
apresentam sistema imunolégico inato semelhante ao dos vertebrados,

manifestando infec¢cdes ocasionadas pelos mesmos patdgenos que atingem os
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humanos. Tal similaridade ampara e respalda seu uso como modelos
alternativos (Franco, 2022).

T. molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) é um inseto com ampla gama de
aplicacdo, que possui quatro estagios distintos de vida: ovo, larva, pupa e
besouro. Sado conhecidos, popularmente, como larva da farinha, tenebridao ou
verme amarelo (Milandvic et al., 2021). T. molitor exibe mecanismos de defesa
inata que incluem barreiras fisicas, componentes humorais e celulares. Estudos
demonstram a capacidade de utlizagdo do T. molitor como hospedeiro
alternativo, uma vez que este apresenta um elevado desempenho reprodutivo,
indicando uma 6tima adequabilidade a esse hospedeiro (Finke, 2002; Lavine;
Strand, 2002; Faveiro, 2009; Vommaro, Giglio, 2021).

2.6 Avaliacdo da atividade bioldgica — énfase na atividade antimicrobiana

No processo de validagao, as plantas e seus produtos derivados (extratos,
fracbes ou substancias isoladas) apds serem caracterizados quimicamente,
seguem para a etapa de avaliacdo da atividade farmacologica, através de testes
pré-clinicos e clinicos que visam determinar parametros de eficacia e seguranca
(Maciel et al., 2002; Simdes et al., 2017).

A extensa biodiversidade brasileira representa uma fonte inestimavel de
novas substancias, derivadas do metabolismo secundario de plantas, que
podem apresentar atividades distintas, como antimicrobiana, antioxidante,
analgésica, acaricida, entre outras. (Costa et al., 2010; Santi et al., 2017; Silva
et al., 2017).

Derivados do metabolismo primario através de rotas biossintéticas, os
metabolitos secundarios sdo substancias organicas produzidas pelas células
vegetais. Estes garantem a sobrevivéncia, reproducao e dispersao da espécie
vegetal por meio de sua capacidade de atracédo de polinizadores e dispersores
de sementes, comunicagdo entre plantas, protecdo contra raios UV, além de
acao contra herbivoros (Ootani et al., 2013).

Ao conhecer a composi¢cdo quimica da espécie vegetal a ser analisada, é
possivel delinear com mais precisdo os melhores métodos de extracdo e os
bioensaios aos quais deverao ser submetidos de forma in vitro e in vivo (Bessa
et al., 2013).

Para cada propriedade biologica a ser estudada, os ensaios in vitro
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disponiveis devem ser usados primeiro, uma vez que estes bioensaios sdo mais
rapidos e requerem menores quantidades de amostras (Cos et al., 2006; Brusotti
et al., 2014). A escolha do teste deve combinar, de forma ideal, a simplicidade
com boa sensibilidade e reprodutibilidade. Métodos aceitos e padronizados
internacionalmente devem ser escolhidos.

Para avaliar a eficacia antibacteriana, duas técnicas sdo bastante utilizadas
e propagadas entre profissionais no ambito da microbiologia, como o teste de
microdiluicdo seriada, bem como o teste de difusdo em &gar, com a utilizacdo de
discos ou pogos (Amorim, 2013; Queiroga, 2015; Leonéz et al., 2018; Medeiros
et al., 2020).

O teste de difusdo em agar refere-se a semeadura de um microrganismo
em meio de cultura solido, diante de um composto antimicrobiano, o qual é
testado sua eficacia com base no tamanho do halo de inibicdo formado ao redor
de discos ou pocos, relacionado com a concentracao da substancia aplicada. As
zonas ou halos de inibicdo sdo medidas a partir da circunferéncia do poco ou
disco ante a margem de crescimento microbiano (Pinto et al., 2003; Ostrosky et
al., 2008).

Enquanto a determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de extratos vegetais ocorrem a partir
de microdiluicédo seriada em caldo, considerando a proporc¢éao de crescimento do
microrganismo em meio de cultura liquido e a concentracdo da substancia
analisada. Este método fornece dados quantitativos, possui boa
reprodutibilidade, requer quantidade modesta de amostra, além de ndo ser
influenciado pela velocidade de crescimento microbiano (Ostrosky et al., 2008;
Leonéz et al., 2018).

Ensaios envolvendo a elucidacdo das atividades que produtos naturais
contém sobre microrganismos tém sido cada vez mais incentivados.
Principalmente decorrente do aumento da resisténcia bacteriana a antibioticos
comumente utilizados — sendo considerada uma preocupacao de saude publica.
Caracteriza-se por microrganismos que incidem e tornam ineficazes o0s
medicamentos utilizados em seu tratamento. Esse processo de resisténcia
antimicrobiana deve-se, majoritariamente, ao uso inadequado e indiscriminado
de antibidticos (Coutinho et al., 2004; Leandro et al., 2013; Queiroz et al., 2014;
Angel; Valdes, 2017; CDC, 2019).
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Os metabdlitos secundérios das plantas podem atuar como
potencializadores da atividade antibacteriana, ao favorecer a acédo de
antibidticos cujo mecanismo apresenta niveis de resisténcia pelos
microrganismos; ou ainda, como atenuantes de viruléncia, modulando a resposta
imune do individuo ao processo infeccioso (Gonzalez-Lamonthe et al., 2009).

Diferentes patdogenos Gram positivos e Gram negativos estéo relacionados
a essa problematica. Resisténcia entre Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes e Pseudomonas aeruginosa estdo entre aquelas que os Centros de
Controle de Doencas e a OMS consideram ameacas prioritarias (OMS, 2019).

S. aureus tem se destacado por sua capacidade de adquirir resisténcia a
medicamentos e produzir diversos fatores de viruléncia que possibilitam sua

sobrevivéncia em ambientes adversos (Pannu et al., 2018).
2.6.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus compreende 38 espécies, entre elas o S. aureus
gue € a espécie mais virulenta e o patdbgeno mais importante para a saude
publica, principalmente no que tange a resisténcia antimicrobiana e infec¢des
relacionadas a ambiente de assisténcia a saude, sendo uma bactéria
comumente encontrada na flora natural do ser humano em sitios, como: narinas,
virilha, axila, orofaringe, perineo. Isso se da, pelo fato de que o S. aureus
apresenta grande plasticidade gendmica, com ampla variabilidade molecular e
grande quantidade de linhagens, conferindo grande capacidade adaptativa a
essa espécie (Silva; Ribeiro; Barbosa, 2019).

S. aureus € uma bactéria comensal Gram-positiva, e € considerado um
patdogeno oportunista. Os principais locais de colonizacdo sdo a pele e as
mucosas e aproximadamente 30% da populacédo adulta saudavel é colonizada
por S. aureus. Embora o S. aureus seja principalmente um micrébio comensal,
tem o potencial de causar uma ampla gama de doencas que podem variar
consideravelmente em gravidade. Os problemas mais comuns sao infec¢cdes de
pele, e alguns dos mais graves séo infeccbes da corrente sanguinea,
endocardite, osteomielite e fasceite necrosante (Lowy, 1998; Wertheim et al.,
2005; Jenul; Horswill, 2019).

Embora a maioria dos individuos colonizados com S. aureus néo

desenvolva uma infeccdo invasiva, o numero total de individuos infectados
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coloca o S. aureus como um dos principais patdgenos causadores de infeccdes
da corrente sanguinea (Kern; Rieg, 2019). Essas infec¢des séo caracterizadas
por altas taxas de mortalidade, apesar do tratamento adequado (de 20% a 50%,
dependendo da gravidade da infec¢do), recorréncias frequentes (5 a 10%) e
comprometimentos duradouros em mais de um terco dos sobreviventes
(Asgeirsson; Thalme; Weiland, 2018).

As infeccBes por S. aureus sdo particularmente probleméaticas devido a
ocorréncia frequente de resisténcia a antibiéticos em isolados de S. aureus, entre
0s quais MRSA séo os mais importantes clinicamente (Turner, et al, 2019). As
infeccbes por MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) séo
acompanhadas por aumento de mortalidade, morbidade e internacao hospitalar,
em comparacdo com aquelas causadas por S. aureus sensivel a meticilina
(MSSA) (Ippolito et al., 2010).

Outras infeccdes por S. aureus, como infeccfes de pele moderadamente
graves, incluindo furinculos, abscessos e infec¢des de feridas, geralmente ndo
sao fatais, mas podem ser acompanhadas por morbidade e dor significativas.
Devido a sua frequéncia (varios milhées anualmente nos EUA), representam um
fardo consideravel para a saude publica (McCaig et al., 2006).

Frente a essa problemética, a busca por novos compostos com
propriedades antimicrobianas que possam efetivamente combater o0s
microrganismos resistentes aos farmacos disponiveis no mercado se intensifica,
e as plantas emergem como uma fonte crucial de investigacdo nas pesquisas de

prospeccao (Piovesan, Viera; 2018; Donato et al., 2020).
2.7 Anacardium occidentale L.

A familia Anacardiaceae possui cerca de 77 géneros e 700 espeécies,
distribuidas principalmente em &reas tropicais, subtropicais e temperadas.
Dentre eles, o género Anacardium possui 20 espécies, amplamente distribuidas
em areas tropicais. No Brasil, existem cerca de 14 géneros, e diversas espécies
cultivadas sendo utilizadas para fins medicinais e nutracéuticos (Baptista et al.,
2018).

Anacardium cresce em solos pedregosos, arenosos, argilosos e pesados
em altitudes de cerca de 600 m. Prefere solos bem drenados e ndo pode crescer

em solos nutricionalmente pobres. Estas espécies apresentam um crescimento
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fraco em solos pesados e encharcados de argila ou salinos. O género
Anacardium cresce em pH variando de 4,5 a 6,5. As arvores crescem
rapidamente com uma vida util de 30 a 40 anos; no terceiro ou quarto ano
comecam a dar frutos. O sistema radicular de uma arvore madura consiste em
uma raiz principal e uma extensa e bem desenvolvida rede de raizes laterais e
chumbadas, depois de cultivadas a partir de sementes. A producdo geralmente
leva trés anos apos o plantio e oito anos antes que o rendimento econdémico
possa comecar. No entanto, algumas espécies, como 0 cajueiro ando, iniciam a
producdo em apenas um ano e atingem a colheita econdmica em trés anos. A
polinizacdo das flores é feita por moscas, abelhas, formigas e vento. A planta €
auto-feértil, prefere solo Umido, pode tolerar seca, vento forte, mas ndo exposicéo
maritima (Adewale, 2013).

Anacardium occidentale L. (figura 2), pertencente a familia Anacardiaceae,
compreende uma arvore tropical frutifera, nativa do Brasil, sendo conhecida
popularmente como cajueiro. Esta espécie vem sendo utlizada para
reflorestamento, como planta ornamental e para o sombreamento (Lucena,
2006).

Figura 2. Anacardium occidentale L. (cajueiro): espécie arbodrea.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Na prética popular, esta espécie vem sendo empregada por apresentar
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diversas propriedades. Em geral, as folhas, a casca do caule, a castanha (fruto),
0 caju (pseudofruto) e a goma do cajueiro sdo utilizadas em decotos e infusos,
especialmente a casca do caule e as folhas, para tratar diarreias, hemorragias,
inflamagdes, acnes, diabete, asma, dor de garganta, dor de dente, estomatites,
entre outras (Aiswarya et al., 2011a).

Estudos com A. occidentale, uma das plantas simbolo da caatinga, tem
mostrado que seu extrato € eficiente contra muitos microrganismos. As partes
mais estudadas séo a casca, as folhas, as flores, a améndoa do fruto (castanha),
a casca da castanha (fruto) e a polpa do pseudofruto (Nunes et al., 2022).

A. occidentale apresenta em sua composi¢cdo vitaminas, taninos, sais
minerais, acidos organicos e carboidratos, constituindo-se como uma importante
fonte nutricional. As folhas e cascas do cajueiro possuem esterdides,
flavonoides, catequinas, fendis, taninos, gomas, resinas, material corante,
saponinas (Santos, 2011).

Estudos observaram que, usando o método de micro diluicdo, as diluicbes
de extratos das folhas e cascas do caule de A. occidentale demonstraram
atividade antibacteriana, e que as bactérias Gram-positivas mostraram serem
mais sensiveis as concentracdes das duas partes da planta pela técnica de
difusdo (Sa Junior et al., 2016).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais
livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacao
como na propagacéao do processo oxidativo (Chun et al., 2005).

Estudos mostram que varias partes de A. occidentale podem apresentar
atividade frente a algumas bactérias. Melo et al., (2006) avaliaram a agdo do
extrato da casca do caule de A. occidentale com trés espécies de Streptococcus
isoladas de biofilme dental, tendo demonstrado resultados significativos. Dessa
forma, podendo, o extrato, ser usado terapeuticamente na odontologia como
agente antibacteriano.

Goncalves et al. (2005), que avaliaram a atividade antibacteriana com
extrato da castanha do caju, frente a 10 linhagens de bactérias em que 4
(Proteus mirabilis, Shigella sonnei, S. aureus e Staphylococcus spp. Coagulase-

) foram sensiveis ao extrato, e as demais (Escherichia coli, Enterobacter
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aerogenes, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia spp.,
P. aeruginosa) se apresentaram resistentes ao extrato estudado.

Kubo (1994) em sua pesquisa por agentes antimicrobianos extraidos de
plantas, realizou estudo sobre &cidos anacéardicos isolados do caju, com
potencial para eliminar microrganismos como o Cutibacterium acnes.

Estudos realizados por Santos (2011) indicam que os extratos das folhas e
cascas do caule apresentaram atividade antibacteriana, porém as cascas
apresentaram os maiores halos de inibicdo na maioria das concentragdes e
linhagens e, que a bactéria Gram-positiva Bacillus cereus mostrou ser mais
sensivel as concentracdes das duas partes da planta pela técnica de difuséo.
Além disso, 0 extrato das cascas do caule do cajueiro exibe forte acéo
antioxidante, quando in vitro, analisado pelo método de sequestro do radical
DPPH.

Importante relatar que as cascas de A. occidentale encontram-se no
Formulario Nacional de Fitoterapicos, indicadas para aliviar sintomas de diarreia
leve néo infecciosa (Brasil, 2021). No entanto, suas folhas ainda n&o estéo entre
as partes da planta validadas para uso medicinal, além da auséncia de
monografias farmacopeicas que reforcem suas propriedades, revelando a
importancia de seu estudo.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar estudo de validacdo das folhas de A. occidentale L. a partir da
determinacdo de parametros de autenticidade e da investigacdo do potencial

antimicrobiano e da seguranca do uso dessa espécie.
3.2 Objetivos especificos

e Determinar parametros morfo-anatdémicos que contribuam com avaliacao
da qualidade (autenticidade) dessa especie vegetal;

e Desenvolver estudo que favoreca a identificagdo dsa composi¢éo quimica
das folhas de Anacardium occidentale L.;

e Avaliar o potencial antimicrobiano dessa matéria-prima vegetal frente S.

aureus;
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e Realizar ensaio de toxicidade in vitro e in vivo, em modelo alternativo, do

extrato das folhas de A. occidentale L.

e Contribuir para a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes

antibacterianos a base de A. occidentale L.

4 METODOLOGIA
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Figura 3. Fluxograma das etapas empregadas na pesquisa para identificacédo e analise de

potencial terapéutico de Anacardium occidentale L. Fonte: Amaral et al (2021); Gondim (2023),

adaptado por Sa (2024) criado com BioRender.
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CAPITULO 1

ESTUDO FARMACOGNOSTICO pAS FOLHAS DE Anacardium occidentale L.
DA AMAZONIA MARANHENSE

RESUMO

Anacardium occidentale L., conhecida popularmente como cajueiro, € uma
espécie nativa do nordeste brasileiro, amplamente utilizada por suas
propriedades farmacoldgicas, incluindo antioxidantes, anti-inflamatorias e
antimicrobianas. No entanto, as folhas da planta ainda ndo estéo incluidas entre
as partes validadas para uso medicinal, e h4 escassez de estudos quanto a sua
caracterizacdo farmacopeica. Dessa forma, este estudo teve como objetivo
determinar parametros de autenticidade e seguranca das folhas de Anacardium
occidentale L., contribuindo para o controle de qualidade dessa matéria-prima
vegetal. A espécie coletada no bairro Itaqui-Bacanga em Séo Luis, Maranh&o,
nos meses de setembro e outubro de 2022, teve suas exsicatas identificadas no
Herbario do Maranh&o/UFMA, sob o numero de voucher 13949. As folhas
frescas foram submetidas a andlises morfoanatdmicas a vista desarmada e por
secgbes paradérmicas e transversais, descoradas em hipoclorito de sodio 50%,
e coradas em azul de astra e/ou fucsina. Apés secagem e fragmentacao, o
material vegetal pulverizado foi descorado em hipoclorito de s6dio 50% e corado
em lugol. As matérias-primas integra e fragmentada foram analisadas em
microscopio Optico. O extrato hidroalcoolico foi analisado por cromatografia em
camada delgada (CCD), com auxilio de placas de silica e sistema de elui¢do. As
folhas demonstraram ser integras e de coloracdo esverdeada, ovaladas e de
base simétrica. Além disso, sdo hipoestomaticas, com estématos paraciticos,
mesofilo isofacial, nervura principal biconvexa e raros tricomas glandulares. O
estudo quimico sugere a presenca de flavonoides e terpenos no extrato bruto
hidroalcdéolico, tendo como melhor sistema de separac¢do de bandas o acetato
de etila/hexano (6:4). Este estudo contribui com as diretrizes de garantia de
qualidade das folhas de A. occidentale L., sendo crucial para diferenciacéo de
espécies e uso sustentavel desse produto vegetal.

Palavras-chave: Autenticidade; cajueiro; estbmatos paraciticos;
Farmacognosia; folha; morfo anatomia vegetal.
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INTRODUCAO

Anacardium occidentale L. € uma espécie vegetal nativa do nordeste
brasileiro, pertencente a familia Anacardiaceae, que corresponde a troncos de
arvore perene, bem ramificados ou retorcidos curtos, com altura variando de 8 a
15 m, grande vao de copa hemisférica regular de até 20 m que podem as vezes
chegar ao chdo. Apresenta casca aspera, cinza, com borda rosada; ramificam
mais ou menos pubescente, cinza a marrom (Baptista et al., 2018; WAHO, 2020).

A crescente utilizacdo de matérias-primas vegetais como uma alternativa
aos medicamentos alopaticos tem sido observada em todas as esferas sociais
de diferentes localidades no mundo. A OMS destaca que, apenas em 1980, este
mercado de produtos naturais mobilizou cerca de 500 milhdes de ddlares
(Bruning et al., 2012). Esse interesse aumentado é impulsionado por diversos
fatores, como a biodiversidade, a procura por qualidade de vida superior, custo
elevado de medicamentos convencionais e o desenvolvimento de produtos
fitoterapicos mais eficazes e seguros (Lorenzi & Matos, 2008; Bruning et al.,
2012).

A auséncia de parametros de qualidade bem delimitados para as matérias-
primas vegetais pode ter varias consequéncias para a saude do usuario. A
utilizacdo de plantas sem analise rigorosa de suas propriedades fitoquimicas e
botanicas, pode resultar em tratamentos ineficazes e toxicidade. Para garantir a
eficacia farmacoldgica e a seguranca no uso de plantas, é crucial que esse
material vegetal seja submetido a estudos de validacdo (Brandao, 2009). Esses
estudos se dedicam a analise cientifica de propriedades terapéuticas contidas
em matérias-primas vegetais para atestar sua eficacia e seguranca para o uso
medicinal em seres vivos (Sales et al., 2015; Simdes et al., 2017).

As caracteristicas farmacobotanicas fornecem informagfes importantes
para a diferenciagdo das espécies. Além de ser uma ferramenta fundamental
utilizada na classificacdo e identificacdo de espécies de plantas (Bashir et al.,
2020). Considerando o potencial medicinal e terapéutico de Anacardium
occidentale L., suas folhas e cascas do caule sdo direcionadas para o tratamento
de inflamacg0es, diarreias, acnes, diabetes, hemorragias, estomatites, dores de
garganta e de dente, entre outros acometimentos (Aiswarya et al, 2011).

Esta espécie, simbolo da Caatinga, mas também encontrada em outros
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biomas como a Amazodnia, teve seu extrato avaliado por Nunes et al (2022), o
qual mostrou-se eficiente contra diversos microrganismos. Usualmente, na
pratica popular, as folhas, fruto e pseudofruto, casca do caule e goma da arvore
séo utilizadas em infusos e decotos.

Como no caso de A. occidentale L., & fundamental o comprometimento com
a exploracdo sustentavel e usufruto de material com garantia de qualidade,
analisado pelo panorama de autenticidade, integridade e pureza (Carvalho,
2015). Os quais configuram procedimentos basicos para a validacdo de drogas
vegetais, e permitem o desenvolvimento de metodologias e determinagdo de
parametros para o controle de qualidade dessas espécies (Frasson et al, 2003).

PadrBes que garantam a qualidade de drogas vegetais sdo baseados em
dados farmacognésticos, parametros fisico-quimicos e fitoquimicos. Nesse
contexto, este estudo teve como objetivo determinar parametros de
autenticidade e seguranca das folhas de Anacardium occidentale L., contribuindo

para o controle de qualidade dessa matéria-prima vegetal.

METODOLOGIA

Coleta e identificacdo Botéanica

As folhas da espécie vegetal A. occidentale foram coletadas no bairro
Itaqui-Bacanga nas imediagbes do Parque Estadual do Bacanga (2°.55’46”,
44°.30°61”), em Sao Luis, Maranhao, nos meses de setembro e outubro de 2022,
e suas exsicatas foram identificadas no Herbario do Maranhdo - MAR da

Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) sob o niumero de voucher 13949.
Material Vegetal

Para a obtencdo do po, as folhas de A. occidentale foram secas em
temperatura ambiente durante uma semana e o material vegetal previamente
triturado (300 g) em moinho de facas TE-651/2 (TECNAL) malha mesh 60 de

8mm, obtendo p6 de granulometria grossa.
Analise morfo-anatémica

Para a descricdo morfo-anatdmica, utilizaram-se folhas adultas frescas

coletadas entre 0 3° ao 5° n6 dos galhos da espécie. Para a descricdo
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macroscopica, as folhas foram analisadas a vista desarmada e com auxilio de
estereomicroscopio, observando-se as seguintes caracteristicas: filotaxia,
composicdo, cor, tamanho, consisténcia, contorno, apice, base, margem e
nervacgéao (Oliveira; Akisue; Akisue, 2014).

Para a andlise anatbmica, cortes paradérmicos e transversais foram
realizados no terco inferior da lamina foliar, com auxilio de laminas de aco
inoxidavel. Os cortes obtidos foram tratados com solucéo de hipoclorito de sédio
50%, lavados em agua destilada, corados com azul de astra e/ou fucsina, e
montados entre lamina e laminula utilizando glicerina hidratada. Os cortes foram

analisados e fotografados em microscépio Optico (Cortez, 2016).

O p6 obtido das folhas foi tratado com solucédo de hipoclorito de sédio 50%,
lavado em agua destilada, corado com lugol, montado entre lamina e laminula.

Entéo, foi analisado e fotografado em microscopio 6ptico (Cortez, 2016).
Preparacédo do extrato vegetal

O extrato bruto foi obtido a partir do material em p6 com adi¢do de 10 mL
de etanol por 5 min em banho-maria a 60 °C, e em seguida filtrado. 20 pyL foram
utilizados para a cromatografia (Wagner; Bladt, 2009).

Cromatografia em camada delgada (CCD)

Na pesquisa foi realizada a cromatografia em camada delgada (CCD) do
extrato obtido de A. occidentale. Foram utilizadas cromatofolhas de aluminio de
camada 0,20 mm silica gel 60, Xtra SIL G/UV254 20x20 cm (Merck - Germany).
Trés sistemas de solventes foram utilizados: Acetato de etila/Acido férmico
(95:5), Acetato de etila/Hexano (60:40) e Diclorometano (100%). Foram
preparados 10 mL de cada sistema de solvente para posterior eluicdo. Este
ensaio serviu para escolher o sistema de solventes que separasse 0 maior
namero de compostos que pudessem ser visualizados em placa cromatografica.
Todas as placas cromatograficas foram observadas em camara UV nos

comprimentos de onda 254 nm e 365 nm (Wagner; Bladt, 2009).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos morfo-anatdmicos sao essenciais nos estudos de validacéao de
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espécies vegetais pois fornecem parametros para sua identificacéo,
possibilitando os testes de autenticidade na avaliacdo da qualidade do insumo
ativo vegetal, garantindo que a espécie descrita em rotulos seja a mesma
utilizada na producéo de fitoterapicos (Oliveira; Akisue; Akisue, 2014; Brasil,
2023).

A identificacdo de plantas € realizada majoritariamente por sua
caracterizacdo botanica, e sua analise fitoquimica € um dado complementar. A
analise microscépica € uma ferramenta assumidamente utilizada para avaliagdo
de qualidade botanica e sua autenticacdo, uma vez que se trata de testes faceis,
objetivos e com baixo custo. Esta é a Unica opcéo para analise de materiais muito
fragmentados ou na forma de p6 (Upton et al., 2011; Encarnacao, 2022).

As folhas de A. occidentale L. s&o simples, apresentando-se inteiras e com
aspecto integro. De consisténcia coridcea, coloragdo verde, sendo mais escura
na face superior, e com face inferior mais clara e peciolo curto e verde-claro.
Contorno ovalado, apice agudo e base simétrica (Figura 1). Margem inteira (lisa),
inervacdo primaria peninérvia, e secundaria com padrdo cladodroma, com
ramificagcbes a margem. Apresenta peciolo reto lateral, nervura central plano-

convexa a biconvexa.

3cm

A B

Figura 1. Anacardium occidentale L. A - Superficie adaxial da lamina foliar. B - Superficie
abaxial da lamina foliar.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Em vista frontal, as células epidérmicas apresentam paredes anticlinais
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retas a levemente onduladas, sendo menores na face inferior. A folha apresenta
estbmatos do tipo paracitico, restritos a face abaxial, caracterizando-se como
folha hipoestomatica (Figura 2 A-B).

Ambos os lados adaxial e abaxial mostraram uma superficie cuticular
estriada, mas apenas o segundo apresentou estdmatos com cuticula estriada
mais evidente proximo a eles. O padrao hipoestomatico e as estrias ao redor dos
estbmatos sé@o consistentes com a caracteristica taxonémica desta espécie
(Carpenter, 2005; Ramos et al., 2016). De forma semelhante, Jaiswal (2012)
descreveu estbmatos do tipo paraciticos nas folhas de A. occidentale L.,
conectados as células subsidiarias irregulares devido a presenca de uma

cuticula estriada.

Figura 2. Anacardium occidentale L. seccdo paradérmica da folha. A — face adaxial. B — face
abaxial. Legenda: est.= estbmatos.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para evitar conflitos taxonémicos, as caracteristicas epidérmicas das folhas
sdo essenciais (Bashir et al. 2020; El-Taher et al., 2020) e, com base nessa
afirmacao, as imagens revelam configuracdes distintas nas superficies superior
e inferior da folha (Figura 3 A-D). Observaram-se folhas anfiestométicas em
amostras de Anacardium excelsum Skeels, com estdmatos anomociticos
(Martinez-Millan; Cevallos-Ferriz, 2005). Enquanto que Anacardium humile
apresenta epiderme unisseriada coberta por uma cuticula espessa, além de

periderme incipiente (Royo et al, 2015).
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Figura 3. Anacardium occidentale L. seccdo paradérmica da folha. A, B e C— face abaxial. D —
face adaxial. Legenda: EP: epiderme. est.= estdmatos.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O mesofilo é isofacial, apresentando 3 camadas de tecido palicadico na
face superior e 2 camadas na inferior, sendo as células mais longas na face
superior. O tecido esponjoso é estreito, apresentando feixes vasculares. S&o
observadas drusas e graos de amido. Observa-se cuticula espessa. Em estudos
realizados com diferentes ecotipos da planta, A. occidentale L. apresenta, em
média, uma a duas camadas celulares de parénquima palicadico e trés a cinco
camadas de parénquima lacunoso (Mashimbye et al., 2020; Balbino, Lima, Cury,
2024)

A nervura mediana é plano-convexa a biconvexa, com a convexidade
superior bastante discreta. Nessa regido, encontram-se de 4 a 6 feixes
vasculares do tipo colateral, com formato de tridngulo invertido. O floema voltado
para o exterior forma um anel quase continuo, onde observa-se ductos (Figura
4 A-E), e xilema voltado para o interior. Na parte central da nervura principal,
apresenta uma medula composta por tecido parenquimatico e pouco

desenvolvida.
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Figura 4. Anacardium occidentale L. seccao transversal da lamina foliar. A e E — Aspecto geral
da nervura principal. B — Mesofilo isofacial. C - Detalhe do mesofilo. D — Aspecto geral da
nervura principal evidenciando ductos no floema. Legenda: pp = parénquima palicadico. pe =
parénquima esponjoso. x = xilema. f = floema. dc = ductos. fi = fibras.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

As folhas de A. occidentale L. possuem feixes vasculares colaterais. Esses
feixes apresentam os corddes de xilema e floema lado a lado, opostos um ao
outro, podendo apresentar bainha de fibras esclerenquimaticas (Figura 4B e C).

Em estudo realizado por Moscon et al. (2020), na nervura central de
espécies Anacardiaceae, ductos secretores ocorrem atreladas ao floema
primario, e no parénquima central de Anacardium giganteum e A. occidentale
consistentes com os achados nesse trabalho. Em Tapirira obtusa sdo ausentes
no parénquima central, mas no mesofilo estdo dispostos junto aos feixes
vasculares em A. occidentale L., em T. obtusa e ndo estao presentes no mesofilo
de A. giganteum. Em nosso estudo, esses ductos foram visualizados na nervura

central junto ao floema, bem como, alguns na medula pouco desenvolvida.
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Figura 5. Anacardium occidentale L. seccao transversal da lamina foliar. A — Aspecto geral da
nervura principal evidenciando cavidade. B — Superficie adaxial da epiderme evidenciando
tricoma glandular. C - Detalhe do mesofilo evidenciando cavidade. Legenda: tr = tricoma
glandular. dc = ductos.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para A. humile, Royo et al (2015) descrevem uma medula bem
desenvolvida, a qual ndo apresenta ductos. A presenca de ductos ou cavidades
secretoras nas folhas (Figura 5) é uma importante caracteristica taxonémica para
identificar certas familias como Anacardiaceae, entre outras (Metcalfe e Chalk,
2005). A ocorréncia de tricomas na superficie foliar também pode atuar como
estratégia adaptativa em A. occidentale L., jA que podem desempenhar
importante fungéo contra a perda d’agua, além de refletir o excesso de luz solar,
permitindo a planta absorver somente a luminosidade necessaria para as suas
atividades vitais (Larcher, 2004). Neste estudo foi verificado apenas um corte de
folhas com tricoma glandular, demonstrando que esta estrutura é rara para esta

espécie nesse local de cultivo.
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Belhadj (2007) realizou um estudo com folhas de Pistacia atlantica, da
familia Anacardiaceae coletadas de diferentes ambientes, e concluiu que a
presenca ou auséncia, assim como a densidade de tricomas esta diretamente
relacionada com o tipo de ambiente e as condi¢des climaticas que a planta se
encontra.

Martinez-Millan e Cevallos-Ferriz (2005) descreveram o0s tricomas
glandulares comuns a familia Anacardiaceae como um peddnculo, uni ou
multicelular, além de uma cabeca cilindrica, ovoide ou cobnica, tipicamente
multicelular e multisseriada.

A espécie A. occidentale L. se diferencia, anatomicamente, de outras
espécies da familia Anacardiaceae pela presenca de drusas na nervura central,
mostrando feixes vasculares colaterais. Apresenta células epidérmicas com
paredes espessas e sinuosas na face adaxial, enquanto na face abaxial séo
observados estdmatos paraciticos. Além da presenca de tricomas glandulares
nessa espécie vegetal.

Fatores fisiolégicos criticos, tais como fotossintese, comportamento
estomatal, mobilizacdo de reservas, expansao foliar e crescimento, podem ser
alterados por estresse hidrico e, consequentemente, levar a alteragcdes no
metabolismo secundario. (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

A temperatura do ar é, dentre os elementos climéticos, o que promove
maiores efeitos diretos e significativos sobre muitos processos fisiolégicos que
ocorrem em plantas e animais (Medeiros et al., 2005).

A presenca de células especializadas, como os idioblastos, é
frequentemente observada nas folhas e nas partes jovens da planta. Essas
células sdo responsaveis pela sintese e armazenamento de metabdlitos
secundarios, incluindo flavonoides e taninos. Estudos revelam que a densidade
e a distribuicdo dessas células podem variar conforme as condigbes ambientais,
influenciando diretamente a qualidade dos extratos obtidos (Santos; Furlan;
Amorim, 2016).

Em regibes de alta umidade, as glandulas secretoras podem ser mais
proeminentes, resultando em extratos com maior potencial farmacolégico. A
analise de amostras de diferentes ecétipos demonstra que as condi¢cdes de
cultivo e o manejo sustentavel influenciam a concentracdo de compostos

bioativos e, consequentemente, a eficacia dos produtos derivados (Santos;
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Furlan; Amorim, 2016).

Quando a matéria-prima vegetal esta na forma pulverizada, € necessaria a
analise miscroscopica desses pos para avaliacdo de suas caracteristicas. Em
relacdo as folhas de A. occidentale L., o p6 apresenta fragmentos da epiderme
com e sem estdbmatos, do tipo paraciticos (Figura 6B e C), além de mesofilo com
células parénquimaticas. Grados de amido foram identificados por reacdo
histoquimica com lugol (Figura 6D). Também € possivel observar a presenca de

drusas de oxalato de célcio (Figura 6A).
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Figura 6. Anacardium occidentale L. Analise microscépica do p6. A — Fragmentos da epiderme
evidenciando drusas. B — Fragmentos da epiderme em vista frontal. C — Fragmentos da
epiderme em vista frontal com estdmatos paraciticos. D — Fragmentos da epiderme
evidenciando grdos de amido. Legenda: amd = gréos de amido. est = estdmatos. dr = drusas.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O controle de qualidade € uma etapa na producdo de fitoterapicos que
envolve varias etapas, de modo que, a fonte e a qualidade das matérias-primas
tém um papel central na obtencdo de produtos com constancia de composi¢ao
e propriedades terapéuticas reprodutiveis, evitando a utilizacdo de espécies
equivocadas (Calixto, 2000; Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Além da analise morfo-anatdmica da parte da planta empregada para
determinacao de autenticidade, outros testes podem ser utilizados. O perfil de

metabdlitos secundarios é denominado fingerprint, e € um auténtico marcador
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da complexidade biolégica. Em sentido literal da palavra, € a impresséo digital
da espécie, que pode demonstrar seus varios compostos quimicos (Nicoletti,
2011).

Trés sistemas de solventes foram utilizados para realizacdo da andlise
cromatografica em camada delgada (CCD): Acetato de etila/Hexano (6:4),
Diclorometano (100%) e Acetato de etila/Acido Férmico (95:5). Sendo analisados
nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm.

O sistema de solventes Acetato de etila/Hexano (6:4) foi o que apresentou
uma melhor visualizacdo de bandas, sendo que no comprimento de onda de 254
nm foi melhor do que no comprimento de onda 365 nm (Figura 6 A-B). As
substancias presentes na placa foram excitadas pela radiacdo UV indicando a
presenca de grupos cromoforos, ou seja, grupos funcionais e/ou regides com

grande quantidade de elétrons (Islam et al., 2021).

Figura 7. Placa cromatografica contendo fingerprint do extrato bruto de A. occidentale L.
(a direita) e o padrao de referéncia do acido gélico (a esquerda). Fase Mdvel: Acetato de
etila/Hexano (6:4). A - Leitura em Camara UV 254 nm. B- Leitura em Camara UV 365 nm.
Legenda: IN = inicio da corrida. FN =fim da corrida.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Outros sistemas de solventes utilizados possibilitaram observar manchas
com coloracgéao fluorescente quando reveladas nos comprimentos de onda 254 e
365 nm. No ensaio realizado, foi identificado no extrato de folhas um composto
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de absorcao ultravioleta que se assemelha ao acido gélico.

Figura 8. Placa cromatografica contendo fingerprint do extrato bruto de A. occidentale L. (a
esquerda) e o padrao de referéncia do acido galico (a direita). Fase Mével: Diclorometano
(100). A - Leitura em Camara UV 254 nm. B- Leitura em Camara UV 365 nm. Legenda: IN =
inicio da corrida. FN =fim da corrida.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em ambos os sistemas previamente apresentados (Diclorometano (100) e
Acetato de etila/Hexano (6:4), as manchas, na CCD, exibiram tonalidades entre
amarelo e verde, indicando a riqgueza do extrato em flavanois e flavonas
(Wagner; Bladt, 2009). Também pode ser observado indicios da presenca de
terpenos, com a formacao de algumas bandas com coloracao roxa e lilas no
apice das placas, indicando substancias de menor polaridade e fator de retencéo
maior (Lapenn; Dinan, 2009).

Em relacéo a fase mével, comumente chamada de sistema de solventes,
seleciona-se por processo de tentativa e erro com base na prépria experiéncia
do analista, em dados da literatura e propriedades quimicas dos analitos
(Wagner; Bladt, 2009). Fases mdveis com mais de 3 ou 4 componentes devem
ser evitadas, pois a separacdo dos compostos pode ser prejudicada (Shinde et
al., 2011). Mesmo nao sendo o caso apresentado, pode-se perceber que néo
houve boa separacdo dos compostos com o sistema Acetato de etila/Acido
férmico (95:5) (Figura 9).
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Figura 9. Placa cromatogréfica contendo fingerprint do extrato bruto de A. occidentale L. (a
esquerda) e o padrao de referéncia do &cido galico (a direita). Fase Movel: Acetato de
etila/Acido férmico (95:5). A - Leitura em Camara UV 254 nm. B- Leitura em Camara UV 365
nm. Legenda: IN = inicio da corrida. FN =fim da corrida.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os dados obtidos guardam conformidade com analises de outros autores
gque demonstraram que as atividades farmacolégicas de extratos de A.
occidentale L. podem estar relacionados ao teor predominante de compostos
fendlicos, notadamente os flavondides (Konan, 2006; Monteiro, 2016).

Baseando-se nos relatos aqui apresentados, € evidente que além da
importancia dos estudos de adulteracdes e contaminacdes existe a necessidade
de uma andlise quimica detalhada de plantas destinadas ao uso terapéutico.
Também se faz necessario um rigoroso controle de qualidade realizado por meio
de técnicas analiticas modernas, para garantir constancia na composi¢do de
metabdlitos secundarios no preparado fitoterapico em escala industrial (Soares
et al., 2024).

Os fatores expostos aqui, bem como outros que podem afetar o contetdo
final de metabdlitos secundarios em plantas medicinais, tais como condi¢des de
coleta, estabilizacéo e estocagem, podem ter grande influéncia na qualidade e,
consequentemente no valor terapéutico de preparados fitoterapicos (Gobbo-
Neto; Lopes, 2007). O controle de qualidade, e a determinacdo de parametros
para essas avaliacbes, contribuem para padronizacdo de matérias-primas
vegetais desempenhando funcéo primordial para garantia da estrutura e acao
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terapéutica replicaveis (Soares et al., 2024).
CONCLUSAO

As caracteristicas anatdmicas de folhas de A. occidentale L. aqui
dispostas constituem informacfes complementares as que ja estao presentes
na literatura sobre os aspectos desse produto vegetal de outras localidades.
Apresenta, no entanto, anélise microscopica do p6 das folhas dessa espécie, a
qual nao foi descrita anteriormente. O estudo incluiu uma andlise das estruturas
internas nas folhas integras e pulverizadas, que permitiu avaliar a
homogeneidade do material vegetal empregado, independente de como este se
encontra. Além disso, a analise cromatografica do extrato forneceu dados
adicionais para a autenticidade, que sugerem a presenca de metabdlitos
secundarios, como flavanoides e terpenos, em sua composicdo, oS quais Sao
responsaveis por parte das atividades farmacolégicas dessa espécie vegetal.

Contudo, a auséncia de uma analise aprofundada sobre variacdes
geograficas e sazonais na composicao fitoquimica e farmacoldgica das folhas é
uma limitacdo do estudo. Futuras investigacdes acerca disso sdo necessarias
para avaliar as potenciais interacfes entre 0os compostos presentes e suas
implicacbes terapéuticas, favorecendo estabelecer padrdes de controle de

qualidade dessa matéria-prima vegetal cada vez mais robustos.
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CAPITULO 2

ESTUDO QUIMICO, ANTIBACTERIANO E TOXJCOLC)GICO DAS FOLHAS DE
Anacardium occidentale L. DA AMAZONIA MARANHENSE

RESUMO

A resisténcia antimicrobiana tem contribuido para agravos a saude e
dificuldades em preservar tratamentos convencionais, favorecendo o
aparecimento de patdogenos mais resistentes. Nesse contexto, Anacardium
occidentale L., espécie vegetal utilizada na pratica popular por suas
caracteristicas antioxidantes, anti-inflamatérias e antibacterianas, tem exercido
papel fundamental como recurso alternativo. Assim, este estudo teve como
objetivo investigar o perfil fitoquimico, a toxicidade e atividade antibacteriana das
folhas de A. occidentale coletadas em 2022 no bioma amazdénico do municipio
de Sao Luis, Maranhdo. ApGs secagem e pulverizacdo, o material foi submetido
a maceracdo com etanol 70%, durante 15 dias, resultando no extrato bruto
hidroalcéolico das folhas (EBF). Este extrato foi entdo fracionado de maneira
sucessiva com solventes de polaridade crescente: hexano (FHX), cloroférmio
(FCL) e acetato de etila (FAC), obtendo-se as respectivas fragOes. A
caracterizacdo fitoquimica foi realizada por meio de testes fitoquimicos e
cromatografias, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
atividade antibacteriana foi avaliada contra trés cepas de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923, ATCC 6538 e cepa clinica) utilizando os métodos de difusao em
agar e microdiluicdo em placas de 96 pocos. A atividade foi medida pelos halos
de inibicdo, concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM). A toxicidade foi investigada por meio de testes de hemdlise e
utilizando o modelo de larvas de Tenebrio molitor. A andlise fitoquimica do EBF
indicou a presenca de flavonoides e terpenos, enquanto as fracdes FHX, FCL e
FAC apresentaram diferentes perfis fitoquimicos, com destaque para compostos
como taninos, fenois, flavonoides e saponinas. A atividade antibacteriana
demonstrou que tanto o EBF quanto a fragdo acetato de etila (FAC) exibiram
atividades significativas contra S. aureus, com halos de inibicdo variando de 12
a 26,3 mm a 2 mg/mL. As CIM foram de 2 mg/mL para o EBF e 1 mg/mL para a
FAC. A CBM foi observada apenas para a FAC contra a cepa S. aureus ATCC
25923, com valor de 2 mg/mL. As amostras apresentaram baixa atividade
hemolitica, com valores de CEso variando entre 1799 e 8863 pg/mL, e a taxa
média de sobrevivéncia das larvas de T. molitor foi de 70% em todas as
concentracdes avaliadas. Este estudo reforca as evidéncias de que as folhas de
A. occidentale possuem atividade bacteriostatica e bactericida promissora, com
baixa toxicidade, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas seguras e eficazes.

Palavras-chave: atividade hemolitica; composicdo quimica; extrato vegetal,
flavonoides; microrganismos; Tenebrio molitor.



67

1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é um processo que ocorre devido a
interacdo entre 0s microrganismos patogénicos e 0 ecossistema, e a ineficacia
dos agentes terapéuticos em realizar tratamento especifico (Marques; Santos;
Costa, 2023). Como consequéncia da resisténcia as terapias convencionais, as
infeccdes tornam-se desafiadoras de tratar, aumentando risco de propagacéao de
agravos a saude, incapacidade e morte (Teixeira et al, 2019; Urbaneja &
Urbaneja, 2024).

Staphylococcus aureus € uma das principais preocupacfes para a saude
publica, pois se caracteriza como um grande representante dos microrganismos
multirresistentes, apresentando diversos fatores de viruléncia, sendo capaz de
causar bacteremias, endocardites, infeccoes de pele e Osseas, além de ser
recorrente em infecgbes nosocomiais (Uhlemann et al, 2014; Turner et al, 2019).

O uso de plantas medicinais, além do constante incentivo da Pesquisa &
Desenvolvimento & Inovacédo (P&D&I), de novos produtos de origem vegetal,
tém se mostrado uma escolha promissora para a resisténcia bacteriana,
especialmente com espécies vegetais nativas. Os metabdlitos secundarios
provenientes dessas matrizes vegetais podem contribuir para o combate a
microrganismos multirresistentes, sendo um tratamento alternativo e/ou
complementar, e, na maioria das vezes, de baixa toxicidade (Pinho et al., 2012;
Simonetti et al., 2016; Rempel et al., 2019; Silva & Nogueira, 2021).

Anacardium occidentale Linn, pertencente a familia Anacardiaceae,
conhecida popularmente como cajueiro, € uma espécie vegetal nativa do
nordeste brasileiro, amplamente utilizada para fins terapéuticos (Lucena, 2006;
Nunes et al, 2022).

Seu extrato tem se mostrado eficiente contra muitos microrganismos,
incluindo bactérias Gram positivas, como no caso de S. aureus (Gongalves et
al., 2005; S& Juanior et al, 2016). Alem de demonstrar elevado poder anti-
inflamatorio e antioxidante que confere protecao as células (Salehi et al., 2019).

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo investigar o perfil
fitoquimico, atividade antimicrobiana e toxicidade das folhas de A. occidentale L.

coletadas no bioma amaz6nico do municipio de S&o Luis.
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2 METODOLOGIA
2.1 Coleta e identificacdo botanica

As folhas da espécie vegetal A. occidentale (SISGEN = A128FE9) foram
coletadas no bairro Itaqui-Bacanga nas imediacdes do Parque Estadual do
Bacanga (2°.5546”, 44°.30°61”), em S&o Luis, Maranh&o, nos meses de
setembro e outubro de 2022, e suas exsicatas foram identificadas no Herbario
do Maranhéo - MAR (UFMA) sob o nimero de voucher 13949.

2.2 Preparacdao do extrato vegetal e fragdes
2.2.1 Extrato bruto

As folhas de A. occidentale foram secas em temperatura ambiente durante
uma semana e o material vegetal previamente triturado, obtendo pé de
granulometria grossa, e entdo submetido a método de extracao por maceracao.
Os extratos foram obtidos em hidromédulo 1:10 (m/v), em etanol a 70%. A
maceracao foi realizada durante 15 dias, sob agitacdo constante e, em seguida,
foram filtrados. Os extratos obtidos foram concentrados em rotaevaporador e
acondicionados em frascos de vidro a 4°C (Brasil, 2019; Sousa et al., 2021),
obtendo rendimento médio de 39,75%.

2.2.2 Fracionamento do extrato

O extrato obtido por maceracao foi submetido ao processo de extracéo
liguido-liquido, utilizando solventes de diferentes polaridades: hexano,
cloroférmio e acetato de etila. Para isso, o extrato hidroalcodlico seco (30 g) foi
ressuspendido com mistura etanol:agua (6:4), e depois particionado com o0s
solventes citados. Este processo foi repetido por 6 vezes, a fim de esgotar os
compostos soluveis em cada solvente (Rocha, 2017). ApOs evaporacdo dos

solventes, as fracdes foram concentradas para posterior analise.
2.3 Estudo quimico
2.3.1 Screening fitoquimico

O extrato bruto hidroalcoolico e fracées obtidos foram submetidos a testes
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de prospeccéo fitoquimica para verificar a presenca de metabdlitos secundarios
(Matos, 2009). As classes de metabdlitos secundarios testados foram: fendis e
taninos (reacdo com cloreto férrico), flavonoides (variacdo de pH), saponinas
(teste de espuma), esteroides e triterpenos (Liebermann-Buchard) e alcaloides
(identificacao por reagentes de Mayer, Hager e Dragendorff) (Matos, 2009).

2.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia aplicada ao espectrometro de
massa (CLAE-EM)

2.3.2.1 Preparo das amostras

O extrato bruto hidroalcéolico e fracdo acetato de etila de A. occidentale,
para serem analisados por cromatografia em fase liquida, passaram pelo
processo clean-up (Hakme; Poulsen, 2021), que consiste na remocdo de
interferentes em matrizes sélidas com solventes polares por extracdo em fase
solida (SPE). Foram utilizados cartuchos de silica Strata C18 (500 mg/6 mL,
Phenomenex, Torrance, CA) ativados previamente com 3,0 mL de Metanol
(MeOH) (Mnyandu; Mahlambi, 2021). Dissolveu-se 0,05 g dos extratos metanol
e acetato em 1,0 mL de MeOH. Em seguida, cada amostra dissolvida foi
transferida para os cartuchos de SPE (5 mL) e eluidas com 1,0 mL do mesmo
solvente. Por fim, as amostras passaram por um processo de secagem utilizando
um secador convencional (MONDIAL) a jato frio durante 10 minutos,
posteriormente foram solubilizadas em 1,0 mL MeOH e filtradas em microfiltro
de polipropileno de 0,45 um de poro. Apds serem submetidos ao procedimento

de limpeza por clean-up, os extratos brutos foram analisados por HPLC-MS.
2.3.2.2 CLAE-EM

Os extratos brutos clean, também solubilizados em metanol na
concentracdo de 0,01 mg/mL, foram analisados em cromatografo liquido
Shimadzu Prominence com duas bombas injetoras automaticas Shimadzu LC-
20AD (SIL-20A HT). E acoplado a um espectrbmetro de massa (Amazon X,
Bruker, Massachusetts, EUA) equipado com ionizag&o por eletrospray (ESI) e
um analisador do tipo ion-trap (IT) em modo negativo, nas seguintes condi¢des:
tensado capilar 5 kV, capilar temperatura 325 °C, fluxo de gas de arrastamento

(N2) 12 L/min, pressédo do nebulizador de nitrogénio a 10 psi. O intervalo de
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aquisicdo foi de m/z 100-1500, com dois ou mais eventos. Na analise foi
empregada uma coluna C18 Phenomenex Gemini (250 x 4,6 mm - 5 ym). A fase
movel A foi constituida de 0,01% de acido férmico em agua ultrapura, e a fase
B, de 0,01% de &cido férmico em metanol grau HPLC. O modo de eluicdo
utilizado foi o gradiente exploratério, em que a concentracdo de B variou na faixa
de 5 a 100% em 60 minutos e 100% em 10 minutos, num fluxo de 1,0 mL/min. O
volume da amostra injetada foi de 10 pyL e a temperatura do forno foi de 23 °C.
Os compostos foram identificados pela determinacdo da estrutura, massa
aproximada e comparac¢ao de bancos de dados de espectros publicos MassBank
(PILON et al., 2021).

2.4 Avaliacédo antibacteriana
2.4.1 Microrganismos

Para a realizacao dos testes foram utilizadas 3 amostras de S. aureus de
isolados bacterianos, sendo 2 amostras padrdo (S. aureus ATCC 25923 e S.
aureus ATCC 6538) e 1 amostra clinica (Ferida de pele). Todas as amostras
pertencem a bacterioteca do Laboratério de Ciéncias Biomédicas da
Universidade CEUMA, que se encontram estocadas em glicerol e armazenadas
a -20 °C (Simbes, 2013). As amostras foram cultivadas por 24h/37°C em meio
Agar Mueller Hinton (AMH, Difco).

2.4.2 Técnica de difusédo em agar

Com auxilio de swab estéril, suspensdes bacterianas foram preparadas em
salina estéril com turvacdes correspondentes a 0,5 da escala de McFarland
[1,5x108 unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL] e foram semeadas nas
placas. Em placas de Petri contendo meio Agar Mueller Hinton (AMH, Difco)
foram feitos pocos de cerca de 10 mm de diametro. Os pocos foram preenchidos
com aproximadamente 200 pL do extrato bruto e fragdes nas concentragdes de
4000 e 2000 pg/mL, e em seguida as placas foram incubadas em estufa por 24h
a 37°C. Apos o periodo de incubacédo, mediu-se com uma régua (em milimetros)
os halos de inibicdo ao redor dos pocos. Cloranfenicol (30 pg/mL) foi utilizado
como controle positivo e dimetilsulfoxido (DMSO) a 1%, solvente utilizado para

diluicdo do extrato e fragbes, como controle negativo (Firmo, 2018; Miranda et
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al., 2015; Sadati et al., 2023). Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.4.3 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima e Bactericida

Minima

A atividade antibacteriana foi analisada através da determinacdo das
concentracgdes inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM). Foi utilizada
a espécie S. aureus. A determinacao da CIM foi realizada através de ensaio de
micro diluicdo em placas de 96 pocos de poliestireno. Uma aliquota de 10 pL de
suspensdo bacteriana (1,5x108 UFC/mL) foi adicionada a uma diluicdo seriada
(1:2) da solucédo do extrato e fragbes (obtida com DMSO a 1% e solugao salina
0,9% com obtencdo de concentracdo inicial 4000 pg/mL) preparada em
Trypticase Soy Broth (TSB) e incubada durante 24h a 37°C. A solucédo de
resazurina 0,03% foi utilizada como indicador de crescimento, e as alteracdes de
cor de roxo para rosa foram registradas como crescimento do microrganismo. A
concentracdo mais baixa na qual ndo ocorreu alteracao de cor foi considerada
como CIM. Cloranfenicol (30 pg/mL) foi usado como controle positivo.
Posteriormente, aliquotas dos pocos onde ndo foi observado crescimento
microbiano foram semeadas em placas contendo Agar Mueller Hinton e
incubadas durante 24h a 37°C para determinar a CBM, que corresponde a
concentracdo minima do extrato e fracdes necessarios para eliminar os
microrganismos. A amostra foi considerada como agente bacteriostatico ou
bactericida quando se observou razdo CBM/CIM > 4 ou razdo CBM/CIM <

respectivamente (Santos et al, 2020).
2.5 Avaliacéo de toxicidade
2.5.1 Atividade hemolitica

Para o ensaio foram obtidas hemacias de humano voluntario e
saudavel (com nenhuma historia recente de antibioticoterapia ou uso de drogas
anti-inflamatorias e/ou doencas infecciosas em até trés semanas antes da coleta

da amostra).

O ensaio foi realizado segundo o método de Yang et al. (2005). Foi

coletada uma amostra de sangue e uma aliquota de 4 mL foi lavada trés vezes
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com solugéo salina (0,9%) por centrifugacao a 3000 rpm, durante 5 min, sendo
0 sobrenadante descartado. Os eritrocitos sedimentados no tubo foram diluidos
em solucao salina até a obtencdo de uma suspensao a 1%. Um volume de 0,5
mL desta suspensao de células foi misturado a 0,5 mL de solu¢des dos materiais
testados, contendo concentragdes de 1000 a 5 ug/mL dos extrativos. As misturas
incubadas a 37°C, com agitacdo continua, durante 60 min. As solu¢des foram,
entdo, centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. A absorbancia do sobrenadante foi
medida a 540 nm. As suspensdes de hemacias acrescidas de solucdo salina e
de agua destilada, respectivamente, o controle hemolitico minimo e maximo.
Para eliminar a interferéncia do extrato e fracbes na absorbancia, foram
preparadas solucdes controle (branco), ndo havendo a adicdo da solucdo de
hemacias. Todos os experimentos foram realizados duas vezes em triplicata.
Esse protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa sob nimero de
protocolo 1.732.522.

2.5.2 Tenebrio molitor

Para avaliar o efeito toxico do extrato e das fracdes em modelo in vivo
alternativo foram utilizadas larvas do inseto Tenebrio molitor, familia
Tenebrionidae (Edosa et al., 2020). As larvas com pesos proximos de 100 mg
foram randomizadas em grupos de 10 larvas. Antes da inoculagédo da amostra
em diferentes concentracdes, as cuticulas das larvas foram limpas com alcool
70%. ApOs todo procedimento de higienizacdo das larvas, foram injetados 10 L
do extrato e fracdes nas concentracdes de 4000, 2000, 1000 e 500 pg/mL com
auxilio de uma seringa de insulina estéril. As larvas foram mantidas em placas
de petri estéril, sendo avaliadas a sobrevivéncia e melanizagéo diariamente, por
5 dias. A curva de sobrevivéncia foi determinada com base na auséncia de
movimento e melanizacédo total das larvas. Para o controle negativo, foi injetado
10puL de tampéo fosfato salino (PBS) 1% estéril (Froes et al, 2023).

2.6 Anédlise estatistica

Os testes estatisticos foram obtidos no software GraphPad Prism 8
para andlise dos dados de atividade antibacteriana de difusdo em agar, sendo
expressos em média + desvio-padrdo. Assim como, para oS testes que

determinaram a concentragdo eficiente, letal e citotoxica utilizou-se regresséao
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linear e n&o linear. Nos ensaios que verificaram as diferengas entre 0s grupos
a comparacao foi realizada com o teste de Tukey, sendo valores significantes
se p<0,05. A curva de sobrevivéncia no ensaio com as larvas de T. molitor foi
realizada com os testes de Kaplan-Meier analisando os resultados com o teste
Log-Rank (Mantel-Cox), sendo considerado p<0,05 como significativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analise fitoquimica

O estudo fitoquimico de plantas medicinais constitui uma possibilidade na
busca de agentes terapéuticos inovadores, para identificar a atividade
farmacoldgica de tais plantas, como A. occidentale L. A demanda por
constituintes do metabolismo secundario das plantas aumentou e estimulou a
busca por novos compostos com atividades biolégicas (Doss e Thangavel, 2011;
Santos, 2013).

As folhas, o pseudofruto e a casca de A. occidentale possuem polifendis,
principalmente taninos (Pereira et al., 2015). Esses compostos fitoquimicos
representam um conteddo importante que pode estar relacionado a atividades
bioldgicas significativas. Além disso, o extrato de caju tem sido utilizado como
medicina alternativa para cuidados de saude primérios (Kubo et al., 2011). Os
compostos fendlicos, como os flavonoides presentes nessa espécie, revelam
seu alto poder anti-inflamatorio e antioxidante, os quais oferecem protecao as
células (Salehi et al., 2019).

Na analise fitoquimica preliminar realizada, o extrato hidroalcodlico e a
fracdo acetato de etila das folhas de A. occidentale obtiveram os melhores
resultados, em comparagdo as demais fragbes, por apresentarem reacdes
positivas para um maior nimero de metabdlitos secundarios. Nao foi observada
a presenca de terpenos, leucoantocianidinas e chalconas em todas as amostras
testadas (Tabela 1). E provavel que a concentracdo desses metabdlitos nas
amostras esteja abaixo do limite de detecgcédo, ou ainda, as variacbes nas
condi¢bes de cultivo e coleta, e fatores ambientais influenciem a presenca dos

compostos.
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Tabela 1. Determinagdo qualitativa das classes metabolicas do extrato bruto hidroalcéolico e
fracGes das folhas de Anacardium occidentale Linn.

Metabdlitos secundarios Anacardium occidentale

EBF FHX  FCL RE FAC

Fenois + - - - +
Taninos Taninos Hidrolisaveis + - - - +
Taninos Condensados - + + - -

Flavonoides Antocianidinas e Antocianinas - - - - -
Flavonas, Flavonois e Xantonas + + + - -

Chalconas - - - - -

Flavanonois - - - - -

Leucoantocianidinas - - - - -

Catequinas + + + - +
Flavanonas + - - - -
Terpenos - - - - -
Esteroides + + + - +
Alcaloides + - - - +
Saponinas + - + + +

EBF = extrato bruto hidroalcoolico, FHX = fracdo hexéanica, FCL = fragdo cloroférmica, RE =
resina, FAC = fracdo Acetato de etila, + reacéo positiva, - reacdo negativa.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em estudo de triagem fitoquimica realizado por Togola et al. (2020), foram
identificados flavonoides e cumarinas nos extratos aquoso, metandlico e acetato
de etila das folhas e cascas de caule de A. occidentale. De forma consistente
com nossos achados, a fracao acetato de etila das folhas revelou a presenca de
taninos e fendis. Embora os terpenos tenham sido observados nas amostras, a
fracdo acetato de etila destacou-se pela concentracdo e diversidade dos
compostos fendlicos.

Aponjolosun e Fasola (2020) também destacaram a fracéo acetato de etila
em suas investigagbes fitoquimicas, antimicrobianas e de toxicidade. Essa
fracdo se revelou particularmente enriquecida com taninos, compostos
reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas e cicatrizantes, que tém
sido amplamente estudados pelo seu potencial terapéutico no processo de
cicatrizagao de feridas (Ashok; Upadhyaya, 2012).

O ambiente em que as plantas medicinais se desenvolvem pode contribuir
para o seu melhor desenvolvimento e concentracdo de seus principios ativos

(Salerno; Silva Junior; Agostini, 2011). Fatores ambientais, como altitude,
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umidade relativa do ar, tipo de solo, disponibilidade de &gua e de nutrientes, irdo
caracterizar o meio apropriado para cada espécie, influenciando no
desenvolvimento e na producdo de principios ativos das plantas (Bianchini,
2011).

Existe uma correlagcdo positiva bem estabelecida entre intensidade de
radiacdo solar e producdo de compostos fendlicos, tais como flavonoides,
taninos e antocianinas. Isso pode ser explicado, principalmente no caso de
flavonoides e fenilpropanoides correlatos, pela protecao contra a foto-destruicao
proporcionada por estes metabdlitos ao absorver e/ou dissipar a energia solar,
dificultando assim a danificacdo dos tecidos mais internos pela radiacdo UV-
B(Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Costa, 2017).

O solo de regides aridas pode favorecer o aparecimento de compostos
fendlicos em concentracdes mais altas nessa planta, provavelmente decorrente
do estresse hidrico que estd submetida (Gobbo-Neto; Lopes, 2007; Costa,
2017). No caso apresentado em nosso estudo, de bioma Amazobnia, 0s extratos
obtidos apresentam flavonoides e taninos em maior evidéncia, 0s quais sao
reconhecidos pela sua ag&o antioxidante e antimicrobiana.

Em estudo realizado em dois municipios do Nordeste Brasileiro (Costa et
al, 2022), avaliando fatores ambientais e sua influéncia na diversidade
metabdlica de compostos fitoquimicos das folhas e cascas de caule de A.
occidentale L., foram observadas diferencas fisico-quimicas no solo de tais
localidades. Principalmente no que se refere ao acimulo de micronutrientes. Isso
se deve a caracteristicas de Cerrado e Mata Atlantica encontradas nos
municipios estudados. E, assim como disposto em nosso estudo, 0s principais
metabdlitos encontrados foram fendis, flavonoides e taninos.

Ao comparar amostras de regides distintas do Brasil (Assuncao;
Mercadante, 2003), essas diferengas tornam-se ainda mais expressivas. A.
occidentale L. cultivados no Nordeste apresentam concentracdes totais de
carotenoides e vitamina A mais altas, quando relacionados aos semeados no
Sudeste do pais, devido a presenca de niveis altos de antioxidantes, como a

criptoxantina.
3.2 Interessante atividade antibacteriana na fracao Acetato de etila

O extrato bruto e fracdo acetato de etila s resultados mostraram atividade



76

antibacteriana, destacando a concentracdo de 2 mg/mL para ambas as
amostras. A melhor inibicdo foi evidenciada na concentracdo de 4 mg/mL para
FAC, com halo inibitério de 26,3 mm (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antibacteriana do extrato bruto hidroalcodlico e fracdes de Anacardium
occidentale Linn contra Staphylococcus aureus pelo método de difusdo em agar.

Extrato e Staphylococcus aureus
fracoes ATCC 25923 ATCC 6538 Clinica (ferida de pele)
4 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL 2 ug/mL
E;:L?ct)o 1240,10°  11,3%0,058  14+0,002  13#0,102  1+6+0,05  10+0,00%
Acetato de  24,6+0,05° 17,0+0,102  20,6+015° 17,640,252  26,3+0,11P 16,3+0,052
etila
Cloroférmio NHI NHI NHI NHI NHI NHI
Hexano NHI NHI NHI NHI NHI NHI
Resina NHI NHI NHI NHI NHI NHI

ATCC: American Type Culture Collection; NHI: N&o houve halo de inibigdo com as concentragfes
avaliadas. Os resultados foram expressos em mm. Valores com letras diferentes na mesma
coluna apresentam diferenca significativa (Teste de Tukey p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em geral, as outras fracdes (cloroférmio, hexano e resina) nao
apresentaram atividade nos microrganismos avaliados. A auséncia de uma zona
de inibicdo n&o significa necessariamente que o extrato seja inativo frente ao
microrganismo testado, mas sim que a difusdo néo foi completa, especialmente
para 0s compostos menos polares que se difundem mais lentamente no meio de
cultura (Bona et al., 2014).

Resultados semelhantes foram relatados por Alves et al. (2008) e Rios et
al. (1988), ao afirmarem que isso pode estar relacionado com a dificuldade de
difusdo do extrato no meio de cultura solido, ou ainda, devido as caracteristicas
lipofilicas de algumas amostras e/ou a natureza quimica das substancias

isoladas.

A avaliacdo da atividade antibacteriana da fragdo acetato de etila de A.
occidentale frente a S. aureus revelou resultados notaveis, superando os
achados de estudos anteriores. Ajileye et al. (2015) realizaram teste de difuséo
em agar e observaram uma zona de inibicdo de 7,0 mm em concentracdes
variando entre 5,0-20 mg/mL. Em contraste, o extrato bruto de A. occidentale
apresentou baixa atividade antibacteriana, sem evidéncias significativas de

inibicdo. Tais resultados ressaltam a alta eficiéncia das amostras analisadas
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neste estudo, que demonstraram halos de inibicdo superiores, mesmo com

concentracOes 5 a 10 vezes menores.

De maneira semelhante, Aguillar et al. (2012) testaram as fracdes hexanica,
cloroférmica e acetato de etila das folhas de A. occidentale contra S. aureus, e
observaram halos de inibicdo de 8, 10 e 13 mm, respectivamente. No entanto, o
perfil da fracdo acetato de etila em nosso estudo demonstrou uma atividade

antimicrobiana mais robusta, com halos de inibicdo superiores.

Para determinar a suscetibilidade de Staphylococcus aureus ao extrato, o
meétodo de microdiluicdo em caldo, foi realizado tanto contra cepas de referéncia
qguanto contra isolado clinico de cepas de S. aureus. O valor da CIM foi de 1
mg/mL para S. aureus ATCC 25923 e de 2 mg/mL para S. aureus ATCC 6538
para o extrato bruto, e a fragdo Acetato de etila foi de 1 mg/mL para S. aureus
ATCC 25923 e de 1 mg/mL para S. aureus ATCC 6538 (Tabela 3). A CBM foi
de 2 mg/mL para S. aureus ATCC 25923 na FAC. Nesta concentracao, as células
n&o conseguiram recuperar 0 seu crescimento, enquanto que em concentracoes
acima de 2 mg/mL a 4 mg/mL, as células ainda conseguiram crescer na placa
de agar ap6s o mesmo periodo de incubacéo (Tabela 3).

Tabela 3. Concentragéo inibitéria e bactericida minima do extrato bruto hidroalcodlico e fragbes
de Anacardium occidentale Linn contra Staphylococcus aureus.

Extrato e Staphylococcus aureus
fragdes ATCC 25923 ATCC 6538 Clinica (ferida de pele)
cBM/ cBM/ cBM/
CIM CBM CIM CIM CBM CIM CIM CBM CIM
Extrato bruto 1 ND ND 2 ND ND 2 ND ND
Acetato de 1 2 2 1 ND ND 1 ND ND
etila
Cloroférmio 2 ND ND 1 ND ND 1 ND ND
Hexano 2 ND ND 2 ND ND 2 ND ND
Resina ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Cloranfenicol 0,05 ND ND 0,11 7,5 0,05 15

ATCC: American Type Culture Collection; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; CBM:
Concentracdo Bactericida Minima. ND: N&o foi possivel definir com as concentracdes avaliadas.
Os resultados foram expressos em mg/mL.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A atividade antimicrobiana do extrato da polpa do suco de caju frente S.

aureus foi relatada por Diaz-Souza et al. (2017), onde observaram que todos 0s

isolados clinicos testados apresentaram concentragdo inibitéria minima de

15.6mg/mL.

Isso abrange a eficiéncia da extracdo de antimicrobianos
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fitocompostos presentes no extrato da polpa do suco de caju. Além disso, foram
realizados testes com extrato bruto; assim, alguma interferéncia é esperada na

atividade antimicrobiana devido as interacdes de multiplos fitocompostos.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico e fracéo
acetato de etila de folhas de A. occidentale frente bactérias patogénicas Gram
negativas e positivas, dentre elas S. aureus, Chabi et al. (2014) observaram que
a concentracdo inibitoria de ambas as amostras foi relativamente menor (0,313
mg/mL) que a encontrada em nosso estudo (1 mg/mL). Observou-se também
gue os extratos foram mais eficazes contra bactérias Gram positivas do que
Gram negativas. Esses resultados podem ser explicados pelo fato de as
bactérias Gram positivas serem desprovidas de membrana externa em suas
paredes celulares. Assim, a membrana externa pode ser responsavel pela
diferenca observada no nivel de sensibilidade entre os Gram + e - na presenca
do extrato (Forsythe, 2013; Madigan et al, 2017).

Em estudo realizado por Silva et al. (2016) com os extratos das folhas de
A. occidentale, estes observaram que a concentracéo bactericida minima obtida
foi de 10 mg/mL frente S. aureus. Os valores apresentados referem-se a uma
atividade 10 vezes menor a que foi disponibilizada em nossas amostras (1 e 2

mg/mL), evidenciando o potencial antibacteriano destas.

Sobre a relacdo CBM/CIM, que determina a capacidade da espécie vegetal
ter efeito bactericida ou bacteriostatico, nota-se na Tabela 3, parte das frac6es
estudadas sdo agentes bacteriostaticos. Apenas a fracdo acetato de etila, em
uma das cepas analisadas, tem potencial em ser bactericida, isso considerando
as amostras para as quais foi possivel fazer a relagdo CBM/CIM, pois a razédo
encontrada foi <4 (Hazen 1998; Pfaller et al. 2004; Meletiadis et al. 2007).

A avaliacdo antibacteriana apresentada pode ser considerada como
atividade moderada a leve (Mussin e Giusano, 2020) revelando associacao
bacteriostatica para o extrato bruto e fracées hexanica, e cloroférmica; enquanto
gue a potencial agédo bactericida, se deve a fragao acetato de etila.

O rendimento dos extratos obtidos € fortemente influenciado pelas
caracteristicas do solvente utilizado na extracdo, particularmente pela sua
polaridade. No caso da FAC, sua polaridade intermediaria desempenha um

papel crucial na extragdo de fito constituintes especificos, como flavonoides,
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taninos e compostos fendlicos, que sdo amplamente reconhecidos por suas
propriedades antimicrobianas. A capacidade do acetato de etila de extrair esses
compostos esta diretamente relacionada a sua polaridade, que permite uma
interacdo eficaz com substancias polares, promovendo sua solubilizacdo e
consequentemente sua maior concentracdo na amostra. Além disso, a extracao
com solventes como o acetato de etila favorece também a obtencdo de acidos
triterpénicos e outros compostos bioativos que, juntos, contribuem para o
potencial terapéutico das amostras. Em contrapartida, solventes menos polares,
como o hexano, tendem a extrair compostos como esteroides e terpenos
(Cechinel Filho; Yunes, 1998; Silva; Lopes, 2020). Esses resultados destacam a
importancia da escolha do solvente na maximizacdo do teor de constituintes
ativos, especialmente na FAC, que se revela particularmente eficaz na extracéo

de compostos antimicrobianos.
3.3 Presenca de compostos fendlicos enaltece fracdo acetato

Grande parte das pesquisas fitoquimicas e farmacologicas realizadas no
Brasil concentram-se no isolamento de substancias ativas. Isso permite
identificar diversas substancias em amostras complexas, como 0s extratos
vegetais, renovando o0 interesse por compostos vegetais que podem ser
utilizados como modelos na busca por novos medicamentos (Marques, 2009;

Souza; Mendonga; Silva, 2013).

Com base na fitoquimica e no uso de marcadores quimiotaxondmicos, tem
sido sugerido o reposicionamento de espécies vegetais dentro de familias e/ou
subfamilias botanicas. Essas ferramentas auxiliam na identificacdo dos
constituintes quimicos isolados, facilitando a classificacdo das espécies
(Cardoso et al., 2008; Choze; Delprete; Lido, 2010; Souza; Mendonca; Silva,
2013).

Considerando os resultados dos testes antibacterianos e o screening
fitoquimico, os estudos cromatograficos por CLAE-EM das folhas de A.
occidentale foram realizados somente no EBF e FAC. O gradiente exploratério
permitiu a separacdo inicialmente dos compostos mais polares, seguido dos
compostos de menor polaridade, que possuem maior afinidade com a fase

estacionaria. Os extratos apresentaram de 29 a 42 constituintes (Figuras 1 e 2).
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Flavonas, flavonois e flavonois glicosilados sdo compostos fendlicos que
podem ser detectados em comprimento de onda de 270 nm, 365 nm ou 370 nm,
embora deteccdo em 280 e 350 nm também sejam possiveis (Huber; Rodriguez-
Amaya, 2008; Assimos, 2014).
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Figura 1. Cromatograma do extrato hidroalcdolico das folhas de Anacardium occidentale L.
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Figura 2. Cromatograma da fracdo acetato de etila das folhas de Anacardium occidentale L.

Os dados espectrais de massas obtidos por CLAE-EM agregaram mais
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conhecimentos sobre a composi¢ao do extrato bruto de A. occidentale (Figuras
1 e 2). Na identificagcéo estrutural dos compostos, os resultados provenientes das
analises no modo de ionizacdo negativo e comparacdo com o0s bancos de dados
do MassBank, foram observados 42 picos (ions moleculares) para o extrato bruto
hidroalcéolico (Anexo B), e 29 picos para a fracao acetato de etila (Anexo B), no
comprimento de onda 254 nm, dentre os quais 16 foram identificados como
compostos fendlicos pertencentes a uma variedade de classes de produtos

naturais.
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Tabela 4. Compostos identificados a partir do extrato hidroalc6olico das folhas de Anacardium occidentale L.

Pico Tempo de Massa fons fragmentados Nome do Composto Referéncia
retencao (min) [M-H] MS/MS
1 3,8 347 165 -
2 8,1 289,08 259,73 -
3 Kajdzanoska, Marina; GJamovski, Viktor; Stefova,
13,9 451,20 405; 287 Proanthocyanidin tetramer Marina, 2010.
4 18,2 451,23 405 -
5 20,8 557,25 268; 557 -
6 22,7 417,06 190 Gnaphaliol glucopiranosideo Kramberger et al., 2020
7 23,6 497,16 312,19 -
8 25,5 567,24 341 -
9 Abu-Reidah et al., 2015; Dou et al., 2007; Regazzoni et
al., 2013; SHUKRI; ALAN, 2010;
Miricetina-3-O-(2” -O-galoil) Rodriguez-Perez et al., 2013; Simirgiotis et al., 2013;
26,8 479,08 316 glicosideo Gouveia e Castilho, 2010
10 27,2 522,73 503 -
11 27,3 521,28 503 -
12 Isoquercetin, quercetin 7-O-
29,5 463,08 299 glucoside b
13 29,8 463,09 299 Quercetin O-hexosideo 1 GU, Dongyu et al., 2012
14 Quercetina-3-0-D- Dos Santos et al, 2018
30,3 433,09 299,57 xylopyranoside
15 Quercetina-3-0-D- Dos Santos et al, 2018
30,5 433,06 299,55 xylopyranoside
16 30,7 521,24 268,17 -
17 Quercetina-3-0-D- Dos Santos et al, 2018
30,8 433,07 299,54 xylopyranoside
18 Quercetina-3-0-D- Dos Santos et al, 2018
31,5 433,07 299,57 xylopyranoside
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19 31,6 447,08 282,78 Kaempferol hexose Li C, Seeram, 2018
20 32,2 447,09 282,80 Kaempferol hexose Li C, Seeram, 2018
21 32,8 417,08 281,79 -

22 33,4 417,07 282,78 -

23 33,7 447,10 282,83 Kaempferol hexose Li C, Seeram, 2018
24 35,5 603,06 299,57 -

25 36,6 447,14 314,25

26 39,5 539,14 307,97

27 40,9 537,11 375,03 Amentoflavone Abu-Reidah et al., 2015; Baggett et al., 2005
28 41,3 537,12 375,03 Amentoflavone Pereira et al, 2015
29 44,8 537,13 375,02 Amentoflavone Pereira et al, 2015
30 54,6 721,49 675,44 -

31 55,9 559,37 513,32 -

32 57,3 699,48 653,45 -

33 61,1 601,46 345,20 -

34 61,1 533,56 251,62 -

35 61,5 278,92 278 -

36 62,6 681,52 649,49 -

37 63,1 341,18 295,58 -

38 64,3 758,69 712,67 -

39 65,0 959,83 913,82 -

40 67,3 443,39 443,37 -

41 69,3 471,44 155,03 -

42 71,1 842,90 438,42 -

NI: Nao identificado.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Foram comparadas as abundancias relativas dos ions fragmentos obtidos
para cada pico cromatografico, e seus constituintes quimicos identificados

(Tabelas 4 e 5) a partir dos espectros representativos (Anexo B).

O ion de molécula desprotonada de m/z 433 foi atribuido a quercetina-
3- O -D-xilopiranosideo e ao produto de ion de m/z 299, devido a perda neutra
de pentosideo.

O composto 23 produziu oion [M-H] de m/z585 e foi identificado
provisoriamente como quercetina-3- O -galoil pentosideo por seu ion de produto
MS/MS m/z 299, indicando a existéncia de uma fragdo quercetina. Os compostos
16, 18 e 22 foram ainda identificados provisoriamente como kaempferol-3- O -

hexosideo com base no intenso ion produto MS/MS em m/z 282.
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Tabela 5. Compostos identificados a partir da fracdo acetato de etila das folhas de Anacardium occidentale L.

Numero do Tempo de Massa [M- fons Nome proposto Referéncia
pico retengéo H] fragmentos
(min) MS/MS
1 3,9 347 165,47 -
2 8,1 352,94 289,06 -
3 12,4 144,56 - -
4 13 651,15 324,75 Dimero hexosideo Serbetci; Gulcin, 2010
de acido p-
cumarico
5 13,9 451,20 405,16; Proantocianidina Kajdzanoska, Marina; GJamovski, Viktor; Stefova, Marina, 2010.
287,05 tetramer
6 17,9 453,10 326,84; -
282,87
7 20,6 557,25 268,17 -
8 22,6 395,01 190,61 Gnaphaliol Kramberger et al., 2020
glucopiranosideo
9 23,6 497,16 312,19 -
10 26,7 479,08 316,29 Miricetina-3-O-(2” - Abu-Reidah et al., 2015; Dou et al., 2007; Regazzoni et al., 2013;
O-galoiol) SHUKRI; ALAN, 2010;
glicosideo Rodriguez-Perez et al., 2013; Simirgiotis et al., 2013; Gouveia e
Castilho, 2010
11 27,2 521,26 503,21 -
12 29,5 463,08 299,55 Isoquercetrin, Sirotkin; Kolesarova, 2022
Quercetin 7-O-
glucoside b
13 29,8 463,08 299,55 Quercetin O- GU, Dongyu et al., 2012
hexosideo 1
14 30,3 433,09 299,57 Quercetina-3-0-D- Dos Santos et al, 2018
xylopyranoside
15 30,6 433,05 299,55 Quercetina-3-0-D- Dos Santos et al, 2018
xylopyranoside
16 315 447,08 281,81 Kaempferol Li C, Seeram, 2018
hexose
17 31,6 433,07 299,56 Quercetina-3-0-D- Dos Santos et al, 2018

xylopyranoside
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18 32,2 447,08 282,81 Kaempferol Li C, Seeram, 2018
hexose
19 32,8 417,07 281,77 -
20 33,3 493,11 330,89 6- Park; Kim; Kim, 2000
Methoxyquercetin-
7-O-glucoside
21 33,4 417,07 282,78 -
22 33,8 447,09 282,82 Kaempferol Li C, Seeram, 2018
hexose
23 34,2 585,12 299,57 Quercetina-3-0O- Li C, Seeram, 2018
galloyl-pentoside
24 34,3 417,07 282,79 -
25 35,5 603,06 299,56 -
26 40,9 537,11 375,03 Amentoflavone Pereira et al, 2015
27 41,4 537,12 375,03 Amentoflavone Pereira et al, 2015
28 28,9 645,50 577,49 -
29 62,7 409,30 335,15 -

NI: Nao identificado.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Os cromatogramas do extrato bruto hidroalcoéolico e fragdo acetato de etila
demonstraram ter similaridade no perfil, tendo notado apenas diferenca na
intensidade dos picos de acordo com o comprimento de onda observado. As
propostas estruturais dos compostos foram realizadas com base nos
fragmentos, abundancia relativa e comparacdo com dados da literatura das

estruturas dos polifendlicos identificados (Figura 3).

Isoquercitrina Quercetina-7-O-glucosideo

OH  OH

P P ari 6-Methox in 7-O-gl i Amentoflavona Kaempferol-O-hexosideo

Figura 3. Estruturas dos compostos identificados a partir do extrato bruto e fracdo acetato de
etila das folhas de Anacardium occidentale L.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

O ion [M-H]- de m/z 651 mostrou fragmento MS/MS em m/z 324 sugerindo
a identificacdo da substancia como hexosideo de acido p-cumarico, o qual
corresponde a um acido hidroxicinamico conjugado a uma hexose (Silva et al.,
2019). Sendo relacionado com a atividade antioxidante e anti-inflamatdria em
produtos naturais, este possui a capacidade de diminuir o risco de
desenvolvimento de varios tipos de cancer, como cancer de estdbmago (Serbetci;
Gulcin, 2010). A identificacdo desses metabdlitos contribuiu para a elucidacao
da alta capacidade bioativa apresentada no extrato bruto e fragdo acetato de
etila das folhas de A. occidentale.

Em estudo realizado por Sassi et al. (2022), a composicdo quimica
encontrada nas folhas de A. occidentale foi de acido galico, caféico e ferulico,

além da presenca de 4cido sinapinico. As concentracdes presentes na amostra
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revelam teores acima de 8 mg GAE/g em relagao a curva de calibracao feita na
analise. Os valores apresentados mostram uma significativa quantidade de
polifendis totais, bem como flavondides, assim como foi observado em nosso
estudo, e consequentemente, boa atividade antioxidante. A concentracéo de
taninos presentes também estéd associada a atividade antimicrobiana (Santos,
2011).

A fracdo acetato de etila sugere ter a melhor acéo antioxidante e bactericida
(Marinez et al, 2012; Baptista et al, 2018; Pham et al, 2023) dentre o0s extrativos
analisados. Isso refere-se aos compostos fendlicos identificados na amostra
(Tabelas 4 e 5). Foi relatado que esses compostos isolados de outras fontes
possuem efeitos farmacologicos potentes, como atividades antibacterianas,
anticancerigenas, antioxidantes, antidiabéticas e antiinflamatérias (Devi &
Muthu, 2014; Viswanathan & Sheeba Gnanadeebam, 2015; Chan et al., 2016;
Khan & Javaid, 2022; Tleubayeva et al., 2022).

3.4 Extratos apresentaram baixa toxicidade celular e em modelo in

vivo alternativo

A atividade hemolitica foi testada utilizando uma suspenséao de eritrécitos.
O extrato e fracOes apresentaram niveis minimos de toxicidade, incluindo todas
as concentracdes analisadas (Tabela 6).

Tabela 6. Avaliagdo hemolitica do extrato bruto hidroalcdolico e fragbes de Anacardium
occidentale Linn.

Hemélise
Extrato e fracdes CEso (ug/mL)
Extrato bruto 2196+0,056512
Acetato de etila 2281+0,039222
Cloroférmio 4979+0,08109°
Hexano 1799+0,050372
Resina 8863+0,04674°

Concentracao eficiente para hemolisar 50% de hemécias (CEso). Valores com letras diferentes
na mesma coluna apresentam diferenca significativa (Teste de Tukey p<0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

No perfil de hemdlise do extrato bruto e fragbes das folhas de A.
occidentale, percebe-se que a concentracao eficiente para hemolisar 50% das

hemacias (CEso) variou entre 1799 e 8863 pg/mL. O extrato bruto e a fragédo
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acetato de etila ndo apresentaram diferencas significativas entre si. A resina foi
a que apresentou a maior CEsp, sendo considerada a fragdo com maior
capacidade de favorecer a hemolise, enquanto a fracdo hexanica obteve a menor
CEso.

Resultados encontrados por Chaves de Araujo et al. (2018) apoiam nossos
achados, demonstrando que o extrato de A. occidentale exibiu atividade
hemolitica minima em concentragbes de 1, 10, 100 e 1000 ug/mL. Em seu
estudo, isso foi atribuido a presenca de taninos, uma vez que a funcionalidade
biolégica das células sanguineas permaneceu intacta, mantendo a integridade
da membrana celular.

Segundo estudo desenvolvido por Firmo (2018), avaliando a atividade
hemolitica de A. occidentale e mais 7 espécies vegetais, esta obteve a menor
CEso. Barbosa Filho et al. (2014) verificaram que os resultados da investigacao
do efeito de espécies do género Anacardium, em diferentes concentracdes sobre
a hemolise nédo indicaram diferencas significativas no tratamento com as fracdes
etandlica, metandlica e acetato de etila. Aradjo et al. (2018) verificaram que o
extrato de A. occidentale ndo apresentou atividade hemolitica mesmo em altas
concentracfes (1000 mg/mL).

Em relacdo as larvas de T. molitor, a taxa média de sobrevivéncia em
relacdo a concentracdo de 4000 pg/mL utilizada aponta que as fracfes acetato
de etila, hexanica, cloroférmica e resina apresentaram-se com 80%, seguida de
extrato bruto (70%). Todas as amostras apresentaram a mesma taxa de

sobrevivéncia na concentracado de 500 ug/mL (100%).

Extrato bruto (p=0,1278) (Figura 4A), Acetato de etila (p=0,3553) (Figura
4B), Hexano (p=0,6242) (Figura 4C), Cloroformio (p=0,2345) (Figura 4D), e
Resina (p=0,4137) (Figura 4E), ndo apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao controle negativo, sugerindo que essas fragbes nao apresentam

toxicidade em larvas de T. molitor (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor apds a injecédo do
extrato bruto e fragBes de Anacardium occidentale Linn.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Segundo Firmo (2018), A. occidentale L. ndo causa uma mortalidade
significativa (p=0,1307) nas concentragdes de 1000 a 5Supg/mL, quando
comparado com o controle, sugerindo que o extrato bruto hidroalcodlico nestas
concentracdes nao € toxico para T. molitor, 0 que corrobora com os resultados
encontrados no presente estudo de que a espécie vegetal ndo apresenta

toxicidade nesse modelo in vivo.
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Ribeiro et al. (2021) avaliaram os perfis de sobrevivéncia das larvas de T.
molitor quando submetidas ao contato com liquido da casca da castanha de caju
(LCC) e o cardanol (CN). Os resultados demonstraram, apds 48 h, que as taxas
de sobrevivéncia das larvas frente ao LCC, foram aproximadamente 85%, 75%
e 60% nas doses de 3, 30 e 300 mg/Kg, respectivamente, enquanto as taxas de
sobrevivéncia frente ao CN foram aproximadamente 85%, 60% e 40% nas doses
de 3, 30 e 300 mg/Kg, demonstrando-se toxicidade aguda significante desta
substancia. O LCC apresentou menor toxicidade sobre T. molitor que o CN,
sugerindo-se um efeito sinérgico dos compostos presentes no LCC, conferindo

ao mesmo uma menor toxicidade, quando comparado ao CN isolado.

No entanto, Isman (2006) destaca que a toxicidade pode estar diretamente
ligada a espécies de insetos, fase de desenvolvimento e condigcbes do
experimento. Além disso, o desenvolvimento do T. molitor pode ser afetado por
alguns fatores extrinsecos como a temperatura, umidade e o substrato utilizado
(Spang, 2013).

O crescente perfil de resisténcia aos medicamentos convencionais e a
toxicidade de altas doses destacam a importancia do desenvolvimento de novas
alternativas para o tratamento de doencas ocasionadas por bactérias. A.
occidentale tem sido utilizada em preparagdes tradicionais para o tratamento de
doencas (Quejada et al., 2024). No presente estudo, o0 extrato etandlico e as
fracbes hexanica, cloroformica e acetato de etila de folhas de A. occidentale
contendo varios flavonoides, e tendo a quercetina como composto majoritario,
inibiram o crescimento e a proliferacdo de S. aureus em concentracdes variaveis
entre 1 mg/mL e 2 mg/mL. Além disso, o0 extrato ndo apresentou toxicidade in
vivo a larvas de Tenebrio molitor ou atividade hemolitica nas concentracfes
testadas. Esta atividade biol6gica, além da baixa toxicidade, demonstrada
podem estar relacionadas aos flavondides nela presentes. Esta investigacao
amplia o conhecimento atual de medicamentos botanicos como uma alternativa

potencial para o combate de doencas induzidas por microrganismos.

4 CONCLUSAO

Este estudo sugere que a fracao de acetato de etila do extrato de folhas de

A. occidentale tém potencial como referéncia para aplicacées farmacéuticas,
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particularmente como antimicrobiano frente S. aureus (ATCC 25923),
apresentando flavonoides como seu componente majoritario, além de

demonstrar seguranca nos testes de toxicidade empregados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Por meio de técnicas anatdmicas, foi possivel caracterizar as folhas de A.
occidentale L., além de fornecer dados importantes para possibilitar a analise de
autenticidade deste produto vegetal. Tais métodos favoreceram a identificacao,

bem como auxiliaram no processo de controle de qualidade da espécie.

A andlise quimica do extrato e fracdes evidencia a presenca de metabdlitos
secundarios, como flavonoides, saponinas, fenois e taninos, com importante
atividade bioldgica. Diante disso, evidencia seu potencial terapéutico e

fitoquimico.

Seu extrato e fracBes revelam baixos niveis toxicos, o que conferem
seguranca e maior confiabilidade, ao impulsionar e direcionar o desenvolvimento

de novas terapias antimicrobianas.

O presente estudo fornece dados que demonstram a atividade bactericida
e bacteriostatica de A. occidentale L. e que este apresenta baixa toxicidade,
tendo como destaque a fracdo acetato de etila, representando uma potencial
matéria-prima para desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas com acao

antibiodtica.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

e |solamento e identificacdo de moléculas que exercem a atividade
antimicrobiana presentes na matriz vegetal,

e Ensaios microbioldgicos com a(s) substancia(s) identificada(s);

e Obtencéo de formulagéo farmacéutica com a fragdo mais ativa;

e Controle microbioldgico e testes da estabilidade e eficacia da formulacao
obtida;

e Ensaios pré-clinicos e clinicos com a formulacao desenvolvida.



101

ANEXOS



102

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

@ CENTRO UNIVERSITARIO DO () Plotaforma
CEUMA MARANHAO - UNICEUMA \,%f

CRIVERTIEAET

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA CONTRA AMOSTRAS DE
Corynebacterium spp E INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO POR PLANTAS
MEDICINAIS DO CERRADO MARANHENSE

Pesquisador: Wellyson Firmo

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 59213616.9.0000.5084

Instituicdo Proponente: Centro Universitario do Maranhdo - UniCEUMA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
NUmero do Parecer: 1.732.522

Apresentacédo do Projeto:

O género Corynebacterium é composto por mais de 100 espécies. Corynebacterium spp., tém sido
citadas com frequéncia aumentada como patdgenos de infec¢cdes nosocomiais associadas a
sepse, endocardite, infec¢gBes de feridas cirdrgicas, préteses e infecgdes relacionadas ao cateter
venoso central, o que esta relacionado a capacidade do micro-organismo de expressar diferentes
fatores de viruléncia. Variagdes geogréficas na frequéncia das espécies isoladas e na resisténcia
antimicrobiana natural e adquirida ja foram descritas. As plantas medicinais correspondem as mais
antigas “armas” empregadas pelo homem no tratamento de enfermidades. Nas ultimas décadas
houve um crescente interesse pelo uso de plantas medicinais e dos respectivos extratos na
terapéutica, incluindo sua aplicacdo na inibicdo dos fatores de viruléncia. Nesse sentido, o trabalho
tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de extratos de plantas medicinais do cerrado
maranhense contra Corynebacterium spp. e a capacidade de inibirem a hemaglutinacéo.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
- Avaliar a atividade antibacteriana de extratos de plantas medicinais do cerrado maranhense

contra Corynebacterium spp., e a capacidade de inibirem a hemaglutinacao.

Endereco: DOS CASTANHEIROS

Bairro: JARDIM RENASCENCA CEP: 65.075-120

UF: MA Municipio: SAO LUIS Paaina 01 de 03
Telefone: (98)3214-4212 Fax: (98)3214-4212 E-mail: cep@ceuma.br
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CENTRO UNIVERSITARIODO . :
@ MARANHAO - UNICEUMA @ ‘
CEUMA CET T

CRIVERTIEAET

Continuagédo do Parecer: 1.732.522

Objetivos secundarios:

« Investigar a concentragdo inibitdria minima e a concentragdo bactericida minima dos
extratos frente as espécies de Corynebacterium;

* Analisar a citotoxicidade de extratos vegetais sobre hemacias;

» Averiguar os titulos hemaglutinantes de espécies de Corynebacterium;

+ Determinar a capacidade de inibicdo da hemaglutinacéo dos extratos vegetais;

» Verificar a atividade trombolitica dos extratos vegetais.

Avaliagcéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos sdo minimos, consitindo num pequeno desconforto nas doacgdes de sangue para 0s
teste de hemaglutinacdo e de atividade hemolitica

Beneficios:

Conhecer o perfil odontolégico dos pacientes que utilizam o servigo permitird planejamento de
acOes politicas publicas e manejo de atendimento

especifico para a populacéo identificada.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa tem uma importancia principalmente na determinacéo da capacidade antimicrobiana de
plantas medicinais

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Todos os documentos estao conforme a resolucdo n° 466/12 do CNS.

Recomendacdes:
Melhorar a descricdo da andlise estatistica a ser aplicada nos dados, pois estd muito vaga e

basicamente descritiva. Falta falar dos testes estatisticos que deverdo ser aplicados nos dados.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Sem pendéncias

Consideracdes Finais a critério do CEP:
O PESQUISADOR DEVERA APRESENTAR RELATORIO FINAL DA PESQUISA

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Endereco: DOS CASTANHEIROS

Bairro: JARDIM RENASCENCA CEP: 65.075-120 Paaina 02 de 03
UF: MA Municipio: SAO LUIS

Telefone: (98)3214-4212 Fax: (98)3214-4212 E-mail: cep@ceuma.br
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CEUMA ==unana
e MARANHAO — UNICEUMA
Continuacgéo do Parecer: 1.732.522
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas | PB_INFORMACOES BASICAS DO _P 31/07/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_756119.pdf 20:49:53
TCLE/Termosde |TCLE.docx 31/07/2016 | Wellyson Firmo Aceito
Assentimento / 20:49:18
Justificativa de
Auséncia
Declaragéo de Anuencia.JPG 31/07/2016 [ Wellyson Firmo Aceito
Instituicdo e 20:47:18
Infraestrutura
Projeto Detalhado / | Projeto.doc 31/07/2016 | Wellyson Firmo Aceito
Brochura 20:44:37
Investigador
Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 31/07/2016 |Wellyson Firmo Aceito
20:42:31

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
SAO LUIS, 17 de Setembro de 2016
Assinado por:
Eduardo Durans Figuerédo

(Coordenador)

Ende

Bairro: JARDIM RENASCENCA CEP: 65.075-120

UF: MA Municipio: SAO LUIS

Telefone: (98)3214-4212 Fax: (98)3214-4212 E-mail:

cep@ceuma.br

Péaina 03 de 03
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ANEXO B - Identificacédo botanica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundag3o Instituida nos termos da Lei n° 5.152, de 21/10/1966 — Sdo Luis - Maranhdo.

105

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - CCBS

HERBARIO DO MARANHAO - MAR

Sao Luis, 13 de Dezembro de 2022

CONFIRMACAO DE IDENTIFICACAO

Segue abaixo a confirmacado da identificacdo realizada. Desde ja agradecemos o

envio do material e informamos que o mesmo estara, em breve, devidamente

catalogado no acervo do Herbario MAR.

N° tombo | Coletor (niUmero) Familia Espécie
MAR ’
13949 SA, C.M.A. (01) ANACARDIACEAE | Anacardium occidentale L.

Atenciosamente,

Prof. Dr. {[Eduardo B. de Almeida Jr.

urador do Herbario MAR

Campus Universitario do Bacanga — Departamento de Biologia - Av. dos Portugueses, s/n - Sdo Luis-MA - CEP: 66085-580 -
Fone(98) 3272-8542 Fax (98) 3272-8516 - Site: www.ufma.br
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ANEXO C — Dados dos Espectros de massa do extrato bruto hidroalcoolico.

Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date 06/09/2024 14:51:46
Analysis Name D:\Data\Amazon\CA-2024\OUTROS\Kiany-UFMA\04-09-24\51303-5-Ext Foliar OH70_1-9_01_436.d
Method 436.m Operator BRUKER

Sample Name  51303-5-Ext Foliar OH70 Instrument amaZon speed ETD
Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 100 m/z Scan End 1000 m/z
Accumulation Time 10000 ps RF Level 71 % Trap Drive 60.2
SPS Target Mass 500 m/z Averages 10 Spectra n/a n/a
Intens.]
x1077

1.59

#  RT [min] Chromatogram Area Area% SN

1 3.8 n.a n.a. n.a

2 8.1 n.a. n.a. n.a.

3 13.9 n.a. n.a. na.

4 18.2 n.a. n.a. na.

5 20.8 n.a. n.a. na.

6 227 n.a. n.a. na.

7 23.6 n.a. n.a. n.a.

8 255 n.a. n.a. na.

9 26.8 n.a. n.a. n.a.
10 27.2 n.a. n.a. na.
11 273 n.a. n.a. na.
12 295 n.a. n.a. na.
13 29.8 n.a. n.a. n.a.
14 30.3 n.a. n.a. na.
15 305 n.a. n.a. na.
16 30.7 n.a. n.a. na.
17 30.8 n.a. n.a. na.
18 315 n.a. n.a. na.
19 31.6 n.a. n.a. na.
20 32.2 n.a. n.a. na.
21 328 n.a. n.a. na.
22 334 n.a. n.a. na.
23 33.7 n.a. n.a. na.
24 35.5 n.a. n.a. na.
25 36.6 n.a. n.a. n.a.
26 395 n.a. n.a. na.
27 40.9 n.a. n.a. na.
28 413 n.a. n.a. na.
29 448 n.a. n.a. n.a.
30 54.6 n.a. n.a. na.
31 55.9 n.a. n.a. na.
32 57.3 n.a. n.a. na.
33 61.1 n.a. n.a. na.
34 61.1 n.a. n.a. na.
35 61.5 n.a. n.a. na.
36 62.6 n.a. n.a. na.
37 63.1 n.a. n.a. na.
38 64.3 n.a. n.a. na.
39 65.0 n.a. n.a. na.
40 67.3 n.a. n.a. na.
41 69.3 n.a. n.a. na.
42 711 n.a. n.a. na.

Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:33:14 by: BRUKER Page 1 of 42
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 1, AutoMSn(347.00), 3.8 min

Intens.] -MS, 3.6-3.9min #445-475 Intens. -MS2(347.00), 3.6-3.9min #446-476)
x1067 1- x1063 1-
] 347.00 116547
] L 2 ]
3 1.007
] 1 0.754
27 165.48
] 0.50+
11 ]
1 1- 0.254
1 511.18
00—t A . : . 0.004-al & . . . . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z I FWHM
165.48 1- 1773068 0.28 100.68 1- 36569 0.28
166.53 1- 148738 0.27 101.71 1- 2793 0.21
347.00 1- 3225529 0.32 119.47 2521 0.19
347.99 1- 538273 0.28 127.82 1- 16670 0.27
348.99 1- 109775 0.34 134.09 12633 0.26
369.03 1- 202512 0.28 146.67 1- 57881 0.28
471.16 1- 166652 0.29 147.69 1- 3814 0.28
509.15 153257 0.31 165.47 1- 1075209 0.33
511.18 1- 244696 0.30 166.49 1- 87267 0.30
559.12 142470 0.31 167.53 1- 8134 0.26
Intens. -MS3(347.00->165.47), 3.7-3.9min #448-478
80001 16756
6000
4000+
2000+
0 - . - - - - - -
200 400 600 800 m/z

mz z | FWHM
167.56 7258 0.27

Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:33:14 by: BRUKER Page 2 of 42



108

Compound Spectrum List Report

Cmpd 2, AutoMSn(289.08), 8.1 min

Intens.{ -MS, 8.1-8.2min #1016-1021| Intens. -MS2(289.08), 8.1-8.2min #1018-1022)
x1061 x105]
104, 1 259.73
1161.27
08 1.003
06 0.757
0,4: ; 0.501
021 28%08 46101 0253
0‘041 Lad) |“lml, llh sy : i 0.00 weli . . . . § .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM mz z | _FWHM
11529 1- 97041 0.27 167.54 3470 0.15
161.27 1- 884761 0.29 213.66 8659 0.29
162.31 1- 67388 0.29 22413 2354 0.27
289.07 1- 139884 0.31 240.75 1- 1299 0.33
307.92 1- 67442 0.28 242.95 73737 0.30
336.93 1- 69946 0.30 259.78 104178 0.23
338.93 1- 131239 0.30 270.14 25514 0.30
352.94 1- 120067 0.30 286.94 1- 59557 0.31
461.01 1- 114903 0.29 287.96 1- 8028 0.27
479.02 1- 101349 0.28 289.03 70099 0.29
Imens4. -MS3(289.08->259.73), 8.1-8.2min #1020-1024
x10%43
i85 270.20
1.004
0.754
0.504
0.257
0.00 5 T ; v
200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM
270.20 12536 0.26
Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:33:14 by: BRUKER Page 3 of 42
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 3, AutoMSn(451.20), 13.9 min

Intens..{ -MS, 13.8-14.0min #1740-1765 Intens. 1 -MS2(451.20), 13.8-14.0min #1741-1766
x106] L x105] L
1 451.20 405.17
] L 2 ] ¢
31 3
2 2]
i
1] 17 287.05
] L e '1711_79 T
] 324.78 .
o e leew o™ | e
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/'z
mz z I FWHM mz z | FWHM
324.78 1- 181485 0.26 121.52 2360 0.16
419.14 109884 0.32 134.05 4027 0.27
44119 1- 520181 0.30 152.92 1- 8817 0.26
44219 1- 116409 0.29 171.79 1- 24840 0.28
443.18 1- 190127 0.31 287.05 1- 47782 0.32
451.21 1- 3145258 0.34 288.05 1- 9309 0.27
452.19 1- 701254 0.32 405.17 1- 316056 0.31
453.19 1- 155299 0.30 406.17 1- 58697 0.28
468.18 73196 0.31 407.17 1- 8107 0.28
519.19 1- 158760 0.31 432.08 2347 0.23
Intens4. -MS3(451.20->287.05), 14.0min #1768 Inlens‘iA -MS3(451.20->405.17), 13.8-13.9min #1743-1763
x10%7 x10%4
] 3]
37 240.96 171.76
2 24
A 14
1: 171.72 i
1T I Y B | O S
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM mz z I FWHM
142.38 3867 0.13 109.00 3639 0.20
150.75 2890 0.13 115.24 2829 0.35
171.72 6289 0.15 121.55 1317 0.26
196.96 2856 0.23 13410 1- 6677 0.29
199.07 2538 0.36 140.26 1- 3718 0.15
222.02 2421 0.18 152.91 2- 6425 0.30
226.25 1299 0.13 153.64 2- 2256 0.13
240.96 27729 0.22 159.24 950 0.14
287.02 18199 0.19 171.04 1137 0.18
171.76 26486 0.23

Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:33:14 by: BRUKER Page 4 of 42
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 4, AutoMSn(451.23), 18.2 min

Intens. | -MS, 18.2-18.2min #2311-2316| Intens. -MS2(451.283), 18.2-18.3min #2312-2317|
x106 1- x105 L5
1 451.23 405.15
0.8 ¢
] 1.57
0.6
1 1- 1.0
0.47 314.35
0.2 i: 054 1.
i 525.15 17m.n
0.0 RN WU 1Y VT - . 0.0l [‘ wl ol e ' .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz _ z I FWHM mz z I FWHM
314.35 1- 321163 0.29 152.93 1- 5284 0.23
41513 1- 73281 0.29 171.71 1- 19755 0.22
441.19 1- 163002 0.31 282.84 1- 6691 0.26
449.22 1- 138139 0.33 284.99 3929 0.15
451.23 1- 781530 0.32 285.88 1- 7072 0.38
45220 1- 171215 0.30 31217 1- 5842 0.40
453.13 1- 329219 0.32 326.89 10866 0.24
45411 1- 69820 0.31 405.15 1- 164238 0.27
511.17 1- 64843 0.30 406.16 1- 23583 0.27
525.15 1- 79268 0.29 407.11 1- 6212 0.28
Intens4._ -MS3(451.23->405.15), 18.2-18.3min #2314-2319
x10
1259 171.78
1.00
0.754
0.50 1-
238.94
0.25] 339.13
0.004 - T T T T
200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM
102.71 1393 0.22
109.01 1950 0.13
134.04 3770 0.17
152.85 3893 0.15
159.26 1753 0.13
171.78 11530 017
238.94 1- 2551 0.25
268.25 1234 0.13
339.13 1412 0.13
387.00 1283 0.13
Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:33:14 by: BRUKER Page 5 of 42
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 5, AutoMSn(557.25), 20.8 min

Intens.] -MS, 20.7-21.0min #2633-2669 Intens.] -MS2(557.25), 20.7-21.0min #2634-2670)
x106 1 x1053 1=
47 557.25 59 268.16
44 557.25
34 ]
37
29 4 iz
27 205.28
i 1
7 1]
0 i ; sl l Al o . 011 | P ni l l . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I _FWHM mz z I FWHM
475.16 128352 0.25 161.31 1- 29700 0.31
521.24 1- 682049 0.29 205.28 1- 170480 0.30
522.23 1- 180215 0.28 206.33 1- 18523 0.27
557.25 1- 3672562 0.31 268.15 1- 439666 0.29
558.23 1- 1002845 0.33 269.18 1- 49362 0.29
559.24 1- 267258 0.28 31217 1- 25525 0.27
593.21 1- 298006 0.27 521.23 1- 73601 0.28
595.20 120422 0.31 539.24 1- 84749 0.30
625.23 1- 265017 0.29 540.26 1- 30322 0.27
671.23 103271 0.30 557.25 331539 0.33
Intens. -MS3(557.25->268.16), 20.7-21.0min #2636-2672
] 4
600+ 266.03
400+
2004
0 T . r - - . - -
200 400 600 800 m/z

mz z I FWHM
266.03 1- 586 0.39
266.96 1- 415 0.23
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 6, AutoMSn(417.06), 22.7 min

Intenss.j -MS, 22.6-22.8min #2883-2905) Intenss. ] -MS2(417.06), 22.6-22.8min #2885-2907|
x104: 12 x10°] 190.60
1 190.62
3
] 24
2]
] 1- 14
1] 417.06
il &T B2 . : obl L S— :
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM mz_ z | _FWHM
161.28 175842 0.26 114.26 1184 0.15
190.62 1- 3541877 0.30 115.32 1874 0.28
191.67 1- 361558 0.27 160.21 1520 0.19
391.00 149634 0.28 161.27 1- 14855 0.28
395.00 1- 468102 0.33 190.60 1- 258449 0.31
395.99 1- 96837 0.27 191.63 1- 26909 0.24
417.06 1- 537075 0.32 192.70 1- 3432 0.24
418.06 1- 111962 0.32 280.72 1259 0.18
539.25 78160 0.25 328.88 1154 0.13
637.15 135418 0.34 371.03 1961 0.37
Intens.A -MS3(417.06->190.60), 22.6-22.8min #2886-2909
10004 205.24
800
600
400
200
0 ; - - , T
200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM
186.38 325 0.13
205.24 960 0.14
Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:33:14 by: BRUKER Page 7 of 42
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 7, AutoMSn(497.16), 23.6 min

lmensé- -MS, 23.4-23.7min #2990-3023 Intenss -MS2(497.16), 23.4-23.7min #2992-3024|
x10 z x10: 1
] 497.16 ]
2.0 Sl
1.5 24
1.04 1. .
- 557.26 "T161.20 1-
gz ] 482.10
00119065 1 - . oddliui JIL . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_z I FWHM mz_ z | FWHM
419.18 1- 100101 0.30 160.21 11281 0.29
497.17 1- 1866144 0.32 161.29 1- 69580 0.27
498.13 1- 490795 0.32 175.96 1- 65200 0.29
499.17 1- 136119 0.35 190.68 1- 15357 0.31
539.26 1- 225022 0.32 312.19 1- 249740 0.32
555.23 1- 120226 0.32 313.20 1- 43373 0.30
557.26 1- 599311 0.33 326.87 1- 256731 0.31
558.26 1- 202966 0.28 327.89 1- 34715 0.31
565.13 1- 164277 0.32 341.08 1- 41972 0.30
567.22 1- 212252 0.29 482.10 1- 42945 0.26
|ntens4. -MS3(497.16->312.19), 23.5-23.7min #2994-3026|
x10
64161.25
44
2_
s
l 236.67
04l ..YJL“. s ; . ;
200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM
114.23 2383 0.14
115.29 1- 10177 0.19
142.43 2616 0.24
161.25 57267 0.24
205.28 1- 5804 0.19
217.86 4133 0.20
236.67 1- 6017 0.21
249.23 1- 4938 0.28
311.19 1- 3050 0.25
312.18 1- 5602 0.25

Bruker Compass DataAnalysis 4.4

printed: 12/09/2024 13:33:14

by: BRUKER
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 8, AutoMSn(567.24), 25.5 min

Intense._ -Ms, 25.4-25.5min #3248-3258 Intenss.- “MS2(567.24), 25.4-25.5min #3249-3259
X0 567.24 x10°4 341.05
2.0 1.259
157 1.00
0.754
1.0 1-
" 0.507 521.17
9.53 447.11 “ 0251 1
201.14
0.0 . *,Alw,‘ T~ . 0.003 } N E
200 400 600 800 miz 200 400 600 800 m/z
miz_ z I FWHM mz z I FWHM
44711 1- 302678  0.30 201.14 1- 5787 017
537.25 1- 634060  0.29 328.99 1- 93151 0.33
538.25 1- 150078  0.32 330.00 1- 22529  0.25
539.25 1- 119773  0.23 341.05 1- 124082  0.28
557.26 1- 673977  0.31 342.03 1- 23676  0.29
558.25 1- 182633  0.32 359.09 1- 49782  0.27
559.22 1- 136733  0.30 360.07 1- 11254  0.28
567.25 1- 1996365  0.34 519.28 1- 5225  0.15
568.20 1- 587531 0.31 52117 1- 40539  0.41
569.22 1- 177419 0.27 522.16 1- 10518 0.40
Intens. | -MS3(567.24->341.05), 25.4-25.5min #3251-3261
x105 4
0.8 325.85
0.6
0.4
0.2
0.0 e
200 400 600 800 m/z
miz z I FWHM
292.19 668  0.24
293.50 660  0.13
294.38 747 0.13
308.03 1- 6014 021
309.09 1- 3175 0.19
310.12 1- 6334 034
311.18 1- 1738 0.37
325.85 1- 77614  0.31
326.92 1- 16822 0.36
327.93 1- 995 024
Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:33:14 by: BRUKER Page 9 of 42
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 9, AutoMSn(479.08), 26.8 min

Intensé_ -MS, 26.7-26.9min #3417-3437, Intensé_ -MS2(479.08), 26.7-26.9min #3418-3438]
205 479.08 X 316.28
1.25
4_
E 1.001
31
0.75
2_
] 0.50
17 " 17-06 0259 1- 1-
47. 171.74
(F Ll : 00011, e :
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM mz z I _FWHM
477.10 121527  0.28 142.46 1- 18609  0.31
479.09 1- 3911157  0.31 171.74 1- 63899  0.26
480.06 1- 959960 0.31 268.19 1- 25928 0.32
481.08 1- 205000 0.31 314.40 34441 0.31
523.23 69355 0.32 315.35 1140948 0.36
537.17 187018  0.35 316.27 1- 1142465  0.37
539.21 120426  0.32 317.32 1- 209179  0.32
547.06 1- 275228 0.30 318.43 1- 28455 0.28
555.25 133958 0.31 359.02 1- 31706 0.25
573.26 150100 0.28 461.10 1- 41063 0.31
Intenss.: -MS3(479.08->316.28), 26.7-26.8min #3420-3435| lntensé‘ -MS3(479.08->316.28), 26.9min #3440)
x10°4 x10
3 1-
= 31527 = 315.24
49
33 27
2 3
] 14 _1-
13 171.72 171.71
L I U N — ol —
200 400 600 800 miz 200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM mz z | _FWHM
14242 1- 35073 0.25 14243 1- 19322 0.31
171.72 111930 0.27 171.71 1- 60040 0.26
185.34 1- 14424  0.24 267.07 34509  0.27
267.10 52796  0.30 268.11 1- 97816  0.27
268.14 1- 168412 0.31 284.89 1- 23569 0.22
269.20 1- 37136 0.27 285.92 1- 14696 0.28
284.89 1- 48184 0.26 287.00 1- 15724 0.13
28593 1- 32979  0.28 314.21 16491 0.30
314.26 40077  0.34 315.24 1- 295984  0.23
315.27 447523 0.31 316.27 1- 19701 0.17
Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:33:14 by: BRUKER Page 10 of 42
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 10, AutoMSn(522.73), 27.2 min

|nienss; -MS, 27.1-27.2min #3475-3480) Inlenss.- -MSZ(?22.73),27.2-27,2min#3477-3481
0 - g 503.23
b 537.24 47
1.00 )
] 1-
] 421.14 3] 614
0.757
0.507 4
] 522.73
0.257 } l Il 17
ool on Al Ml 0l . N
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I _FWHM mz z I FWHM
421.14 1- 860032  0.32 32898 1- 12132  0.31
422.12 1- 200423  0.31 347.07 1- 16608  0.30
449.10 1- 343213  0.30 361.14 1- 277484  0.33
479.13 1- 318002  0.28 36213 1- 70434  0.24
521.26 1- 222917  0.28 491.22 1- 212618  0.30
523.29 1- 222151 0.31 492.18 1- 56511 0.29
537.24 1- 1061389  0.32 493.19 1- 17622  0.33
538.23 1- 314813  0.31 503.24 1- 373697  0.34
555.26 1- 173365  0.27 504.19 1- 103473  0.34
557.25 1- 190527  0.33 505.21 1- 23096  0.35
Intens.{ -MS3(522.73->503.23), 27.2-27.2min #3479-3483
x105_ i
341.05
1.007
0.757 A
i 488.21
0.257
0.00 L L| it i .
200 400 600 800 miz
mz z | FWHM
265.04 1- 8918  0.18
325.85 33212 0.31
32691 1- 56172 0.31
327.91 1- 14321 0.38
341.05 1- 107956 0.28
342.07 1- 15140 0.32
355.08 1- 15570 0.14
488.21 1- 51394 0.30
489.27 1- 15530 0.27
503.18 35843 0.27
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 11, AutoMSn(521.28), 27.3 min

Intens..{ -MS, 27.3-27.3min #3490-3495| Intens. | -MS2(521.28), 27.3-27.3min #3491-3496
x1067 4o s x10 1
g " 503.21
1.0 449.521.28 .
0.8
0.6 41 1-
4 361.17
0.4
_ 2
0.2 L
00 e bR 0 : wl : ,
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM mz z I _FWHM
421.15 1- 253680 0.31 343.17 1- 13899 0.26
449.10 1- 967911 0.30 347.16 1- 16958  0.27
450.08 1- 223197 0.29 361.17 1- 292937 0.34
521.28 1- 890814 0.29 362.16 1- 70664 0.24
52226 1- 281476  0.28 491.25 1- 399807  0.31
523.28 1- 799358 0.29 492.20 1- 97864 0.29
524.27 1- 232449  0.32 493.26 1- 24093  0.36
537.26 1- 544831 0.33 503.24 1- 619644 0.39
557.25 1- 442119 0.30 504.16 1- 208506 0.31
567.23 1- 231618  0.28 505.18 1- 44745  0.30
Intenss.' -MS3(521.28->503.21), 27.3-27.3min #3493-3498)
X109
1=
151 341.06
1.0
1-
488.16
0.5
0.0 = atdin g ad] - v
200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM
325.85 50961 0.25
326.86 1- 108273  0.26
327.93 1- 17341 0.30
341.06 1- 146965  0.30
342.08 1- 31079 0.26
355.05 1- 7064 0.27
399.13 1- 7334  0.16
488.16 1- 58311 0.34
489.22 1- 13549 0.29
503.20 33981 0.34
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 12, AutoMSn(463.08), 29.5 min

Imensé' -MS, 29.3-29.6min #3763-3794) Imensé. -MS2(463.08), 29.4-29.6min #3764-3795)
2y 463.08 x10°3 299.57
6 3]
44 2]
2‘ 1» 1<
| 348.99 1- 1.
o - . “ - Al A ‘A T 927132 0 1717'4 - . - - - =
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I _FWHM mz z | _FWHM
348.99 1- 865128 0.30 142.44 1- 44202 0.29
349.97 1- 142822 0.35 171.74 1- 69346 0.29
461.10 1- 319942 0.31 268.19 26409 0.26
463.09 1- 5513413 0.32 297.64 67743 0.37
464.06 1- 1240818 0.31 298.66 739057 0.33
465.09 1- 330635 0.28 299.57 1- 2886376 0.38
521.20 167168 0.37 300.56 1- 516002 0.34
531.09 250112 0.29 301.68 1- 66752 0.35
927.32 1- 312342 0.32 342.95 1- 76180 0.28
928.34 1- 145308 0.22 461.05 1- 35345 0.27
Intenss. -I\1ISS(463.08->299.57), 29.4-29.6min #3766-3797|
x105 =
299.52
0.8
0.6
044 1-
171.73
0.2+ |
200 400 600 800 miz
mz_ z | _FWHM
142.46 1- 168972 0.29
171.78 1- 274342 0.28
172.80 1- 18223 0.27
251.45 1- 15888 0.25
253.51 1- 40720 0.24
269.23 1- 18533 0.31
270.27 1- 40527 0.28
297.58 146884 0.29
298.57 1- 581755 0.35
299.52 1- 830371 0.35
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 13, AutoMSn(463.09), 29.8 min

Imenssﬁ -MS, 29.7-29.8min #3805-3830! Intensé- -MS2(463.09), 29.7-29.9min #3806-3831
X105 463.09 2107 29955
2:5
61 ]
] 2.04
44 1.59
1 1.0
24 2 B
| 348.98 1 1 059 4.
609.17 ]
o— PO S AR o wiTe |, 608 :
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
348.98 1- 1132111 0.29 142.48 1- 43044 0.27
405.09 218661 0.31 171.76  1- 48738 0.33
461.09 283920 0.29 268.19 14739 0.29
463.09 1- 5890309 0.32 297.69 39841 0.38
464.07 1- 1300568 0.31 298.67 382605 0.34
465.09 1- 391757 0.26 299.56 1- 2266043 0.40
531.09 1- 312830 0.32 300.54 1- 383576 0.38
609.17 1- 392633 0.30 301.66 1- 66237 0.33
615.10 185048 0.28 342,95 1- 41074 0.31
927.33 1- 298174  0.30 461.08 33526 0.28
Intenss. -h483(463.09->299.55), 29.7-29.9min #3808-3833|
X10% 299,54
6_
4
1-
o] 17172
0 l | — VN | . . .
200 400 600 800 m/z
miz_ z | FWHM
142.43 1- 119624 0.28
171.72 1- 198844 0.28
172.77 1- 15011 0.27
186.41 10906 0.27
22417 1- 11331 0.23
263.50 1- 37685 0.21
270.24 1- 32095 0.28
297.55 62356 0.35
298.57 1- 341459 0.33
299.54 1- 674061 0.34
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 14, AutoMSn(433.09), 30.3 min

Intense.g -MS, 30.2-30.3min #3881-3886 Intensé 1 -MS2(433.09), 30.2-30.3min #3882-3887|
S 1- X0 29957
] 349.02
1.004 0.8
0.75 0.6
0.50 0.4
0.257 1 0.2-
] 745.35
0.007 T 0.0 i = , . .
800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz _ z | FWHM mz z I FWHM
349.02 1- 1030947 0.30 142.44 6301 0.26
350.02 1- 199741 0.26 171.70 6732 0.31
41521 1- 365105 0.30 268.16 6554 0.22
433.09 1- 497769 0.30 270.27 5746 0.14
439.08 1- 161026 0.31 297.50 6228 0.36
44911 1- 162287 0.29 298.61 102998 0.36
463.12 1- 383983 0.28 299.57 1- 814071 0.37
483.21 1- 177089 0.28 300.56 1- 145297 0.35
521.25 1- 388448 0.31 301.63 1- 27620 0.24
555.26 1- 209478 0.29 342.94 1- 10409 0.29
Intenss. -MS3(433.09->299.57), 30.3-30.3min #3884-3889
Xy 29955
34
2_
1-
11 171.70
0 l I NNE - - :
200 400 600 800 m/z
mz _ z I FWHM
142.43 1- 70678 0.26
143.42 1- 9173 0.25
171.70 1- 90855 0.28
17271 1- 19864 0.23
22417 1- 5270 0.20
253.51 1- 16001 0.18
270.29 1- 14411 0.27
280.65 1- 6878 0.18
298.54 138699 0.29
299.55 347789 0.31
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 15, AutoMSn(433.06), 30.5 min
Ioteria » MS, 30.4-30.6min #3904-3934  Intens ] -MS2(433.06), 30.4-30.6min #3905-3935
X9 433.06 “200_ 299,55
44 .
3] 1.54
P 1.04
] 1-
] 348.99
17 1- 1- 0.5 i
] 521.23 867.29 3
0 N TN B it . 0.0}17175 . _
200 400 600 800 miz 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z | _FWHM
348.99 1- 1093191 0.31 142.44 14869 0.32
349.99 1- 216205 0.28 171.75 1- 29305 0.25
431.08 163538 0.29 297.64 20053 0.24
433.07 1- 3797185 0.33 298.67 300985 0.32
434.05 1- 895920 0.31 299.56 1- 1821071 0.42
435.07 1- 208244 0.31 300.52 1- 340166 0.34
501.07 1- 316689 0.31 301.68 1- 57130 0.31
521.23 1- 343581 0.28 342.96 17184 0.33
867.29 1- 383917 0.36 415.04 6263 0.20
868.28 1- 168451 0.32 431.06 17065 0.29
Inlenss. -MS3(433.06->299.55), 30.4-30.7min #3907-3937|
x10
o 29953
4
AL
24 171.72
0 l IAI T | 5 - =
200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM
142.43 1- 96112 0.31
171.72 1- 176723 0.30
172.78 1- 16062 0.23
251.41 1- 10368 0.24
253.51 1- 19423 0.35
270.25 1- 28302 0.25
280.71 1- 14401 0.26
297.54 25335 0.29
298.55 255232 0.33
299.53 552898 0.34
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 16, AutoMSn(521.24), 30.7 min

Intens ] -MS, 30.6-30.8min #3934-3955 Intens.] -MS2(521.24), 30.6-30.8min #3936-3957|
x1064 x1057 1=
] 1- 57 268.17
257 433.07 i
3 47
2.0 ]
i 1 ]
153 3 521.24 33 i
E g E 330.92
10] 349.01 29
057 1- 1
1 867.29 ]
0.03 1QQ;62 ',l sl it el 0] 'l L ® . . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 miz
mz z | FWHM mz z | FWHM
349.01 1- 981993  0.30 161.31 1- 4610  0.36
350.01 1- 187636  0.27 205.27 1- 45148  0.25
417.21 1- 422307  0.28 206.31 1- 5718  0.25
433.07 1- 2464849  0.33 268.17 1- 440056  0.32
434.06 1- 546970  0.32 269.18 1- 52693  0.29
435.07 1- 134934  0.32 27028 1- 9763  0.25
463.11 1- 164829  0.30 330.92 1- 189889  0.29
501.09 1- 315535  0.29 331.91 1- 27170  0.29
521.24 1- 1237711  0.31 390.95 9994  0.27
52223 1- 325616  0.33 477.13 4461 0.17
Intens. ] ‘MS3(521.24->268.17), 30.7-30.8min #3938-3959
12501
267.13
10007
7504
5001
2507
0 - - - - - . r .
200 400 600 800 mz
mz z I FWHM

267.13 1056 0.13
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 17, AutoMSn(433.07), 30.8 min

|nten56. -MS, 30.7-30.9min #3945-3971 Intensé- 1 -MS2(433.07), 30.7-30.9min #3946-3972
10 o7 10! =
X 433.07 1151 299,54
1.004
2.
0.757
1- iy
1 349.01 | 52124 0:20
1- 0259 .
867.28
o} 90862 \ Ll sl 0003 7178 L, e —
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
miz_ z I FWHM mz z I _FWHM
349.01 1- 859706 0.28 142.45 1- 19187 0.32
350.01 1- 158938 0.26 171.78 1- 26521 0.29
417.21 1- 533183 0.29 268.12 1- 11522 0.22
433.07 1- 2589956 0.33 297.66 27023 0.24
434.06 1- 610358 0.32 298.62 832824 0.38
463.10 1- 210749 0.30 299.53 1- 1096705 0.38
501.08 1- 327970 0.29 300.57 1- 182165 0.35
521.24 1- 994757 0.32 301.71 1- 32596 0.25
522.23 1- 266324 0.33 342.96 1- 51986 0.27
867.28 1- 151325 0.31 431.02 1- 22340 0.21
Intenss.‘ -MS3(433.07->299.54), 30.7-30.9min #3948-3974]
x1001
1-
0.87 298.51
0.64
0.4
0.2
1 171.72
0.0+ 1L n1 T . ,
200 400 600 800 m/z
miz_ z | FWHM
142.44 49199 0.33
171.72 102597 0.26
251.39 1- 20107 0.29
252.44 1- 14344 0.30
268.13 1- 34530 0.21
269.18 1- 33547 0.27
270.26 1- 18862 0.28
297.52 25562 0.30
298.51 1- 730321 0.34
299.52 1- 124463 0.34
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 18, AutoMSn(433.07), 31.5 min

Intenss.g -MS, 31.4-31.6min #4037-4060| Intensa.' 3 -MS2(433.07), 31.4-31.6min #4038-4062,
X106 o X0 299,57
] 447.09
47 I ]
] 1- ]
3 433.07 1~°j
2 ]
] 0.5
13 1- ]
] 585.11 ]
ol 3188 i, — (X% NN W : :
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I _FWHM mz z | _FWHM
433.07 1- 2640708 0.31 142.37 1- 16382 0.17
434.06 1- 552456 0.31 171.75 1- 14110 0.23
447.09 1- 4282944 0.31 298.65 97794 0.23
448.06 1- 1009175 0.31 299.58 1- 1326432 0.37
449.06 1- 201001 0.34 300.57 1- 227915 0.39
515.12 1- 221595 0.33 301.63 1- 32887 0.29
585.11 1- 542242 0.29 305.76 14384 0.15
586.13 1- 177828 0.27 342.98 12071 0.24
593.18 1- 321128 0.32 430.98 10357 0.16
599.14 1- 483802 0.28 448.11 11085 0.18
Intenss._ -MS3(433.07->299.57), 31.4-31.6min #4040-4064|
10 29955
53
4<
3_
23 1
171.72
Sl
oldlnl
200 400 600 800 m/z
mz _ z | _FWHM

14242 1- 69241 0.27
171.72 1- 123838 0.27
172.81 1- 16101 0.26
186.43 1- 6239 0.27
22416 1- 7978 0.23
253.49 1- 10563 0.36
270.27 1- 18171 0.18

297.60 7736 0.20
298.57 84821 0.31
299.55 471284 0.34
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 19, AutoMSn(447.08), 31.6 min

lntensé: : -MS, 31.4-31.7min #4037-4077 Intensé -MS2(447.08), 31.4-31.7min #4039-4078
0 447.08 X 282.78
4 1.00
3] 0.757
23 0.50
i 1-
13 585.11 0.257 447.05
o] 31634 N, i . 895.29 0.00 3ot l i l TG G i . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
433.08 1- 2101900 0.31 142.50 1- 45873 0.25
434.06 1- 433007 0.31 251.42 1- 178885 0.28
447.09 1- 4105113 0.31 252.47 1- 44594 0.29
448.06 1- 945685 0.31 281.82 991639 0.34
449.07 1- 196329 0.33 282.78 1- 1019770 0.34
515.11 1- 260793 0.32 283.81 1- 161048 0.31
585.11 1- 679332 0.30 297.48 1- 66569 0.25
586.12 1- 218344 0.29 326.83 1- 230884 0.29
593.18 1- 252316 0.32 327.88 1- 43217 0.30
599.14 1- 429132 0.29 447.05 54081 0.23
lntensé; -MS3(447.08->282.78), 31.6-31.6min #4058-4063 Intenss. -MS3(447.08->282.78), 31.4-31.7min #4041-4080
x10°3 x10°
1.253 281.73 o 281.75
1.00
] 33
0.757
3 23
0.507
0.257 13
0003 | : R — S T— :
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z I FWHM
192.63 1998 0.13 221.98 1238 0.40
222.01 10567 0.26 223.13 5640 0.13
251.41 1- 142800 0.27 237.75 1346 0.13
252.46 1- 40636 0.26 251.37 1- 27309 0.32
278.72 7177 0.27 252.42 1- 11408 0.31
279.95 2227 0.37 253.583 1- 1137 0.16
280.85 46614 0.26 278.66 2263 0.39
281.73 1240881 0.37 280.79 24807 0.20
282.70 31870 0.31 281.75 419342 0.31
293.25 1638 0.13 282.82 9638 0.32
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 20, AutoMSn(447.09), 32.2 min

Intenss.A -MS, 32.1-32.3min #4128-4153 Inlensé_ -MS2(447.09), 32.1-32.3min #4129-4154|
g 447.09 g 282.80
61 & ~]
44 1.0
2 0.5
. ]
4 447.06
599.12
0 . 281"94 ; e . 59531 0.01 1 l " l - . . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z I FWHM
284.94 1- 277624 0.32 142.44 1- 56027 0.27
447.09 1- 5545976 0.32 251.42 1- 222301 0.28
448.07 1- 1301017 0.31 252.47 1- 72423 0.27
449.10 1- 321809 0.25 281.83 973978 0.33
515.10 1- 539516 0.28 282.80 1- 1350535 0.34
575.12 1- 288661 0.31 283.83 1- 241108 0.31
593.18 247016 0.30 297.50 1- 50258 0.24
599.12 1- 541907 0.27 326.82 1- 238848 0.31
600.12 1- 176252 0.28 327.85 1- 52725 0.27
895.31 141526 0.31 447.06 92135 0.33
Intens. | -MS3(447.09->282.80), 32.1-32.3min #4131-4156
x106 | js
084 281.78
0.6
0.4+
0.2
0.0 - | - T T T T T T
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
222.07 5562 0.23
236.75 4958 0.24
251.40 1- 85107 0.26
252.44 1- 37032 0.31
253.49 1- 14928 0.36
263.97 5162 0.28
278.68 7384 0.26
280.85 29176 0.24
281.78 1- 778653 0.34
282.77 1- 272669 0.36
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 21, AutoMSn(417.08), 32.8 min

Intenss. 4 -MS, 32.7-32.9min #4202-4228 lmens.’;: -MS2(417.08), 32.7-32.9min #4203-4229|
A0 417.08 X0 281.79
6 37
4 2]
| 1-
585.16 ]
21 14
0 ’ 297".54 t‘\‘l.““‘ L‘ . 781l.l45 ol il ‘,l. * ' i '
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
417.08 1- 679013 0.32 142.45 1- 9901 0.29
418.07 1- 163203 0.30 251.41 1- 33542 0.29
44714 1- 151489  0.32 25243 1- 10197  0.27
477.16 1- 72145 0.32 253.43 1- 9629 0.22
485.10 1- 159443 0.29 280.79 9523 0.28
521.26 1- 85326  0.33 281.79 1- 329081 0.34
583.18 1- 109155 0.30 282.79 1- 194440 0.31
585.16 1- 229470 0.32 283.84 1- 33023 0.26
599.15 1- 155871 0.33 326.84 1- 48075  0.24
613.17 1- 78391 0.30 327.87 1- 7438 0.22
Intenss.s -MS3(417.08->281.79), 32.7-32.9min #4205-4231
A0 281.75
2.59
207
151
1.0
0.5
0.0 : 5 . . . - .
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
221.95 1629 0.26
234.60 672 0.15
251.38 1- 40693 0.24
252.47 1- 11540 0.34
278.62 809 0.13
279.00 240 0.13
280.77 8481 0.26
281.75 237919 0.30
282.50 1592 0.13
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 22, AutoMSn(417.07), 33.4 min

Imenss.j : “MS, 33.3-33.5min #4279-4309 Intensé_ -MS2(417.07), 33.3-33.5min #4280-4310)
X0 417.07 X 282.78
1 1.0
31 ]
1 0.8
27 0.6+
] 1= 0.4
1 493.11 |
] _ll 0.2-
0 . A 'L.LA‘ 8'35.‘26 0.0 A ‘l. " . . . §
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
miz_z I FWHM mz z I FWHM
417.07 1- 3047964  0.32 142.44 1- 25581 0.29
418.06 1- 678073 0.31 251.42 1- 102512 0.32
419.08 1- 164786  0.31 252.45 1- 41232  0.28
463.09 1- 168025 0.32 281.82 820953 0.35
485.08 1- 444901 0.30 282.78 1- 941534 0.34
493.11 1- 868738 0.31 283.82 1- 141980 0.33
494.10 1- 199591 0.31 28491 1- 25873 0.23
523.25 1- 474611 0.33 326.81 1- 101906 0.32
52425 1- 164258 0.30 327.84 1- 19808 0.26
553.10 145025  0.33 417.07 18916  0.30
Intens .- -MS3(417.07->282.78), 33.3-33.5min #4282-4312
x105 42
281.75
6_
4-
2_
A — —
200 600 800 m/z
miz_ z I FWHM
192.64 1583 0.14
222.07 5061 0.26
251.40 1- 84254 0.28
25245 1- 32701 0.28
2563.51 1- 7798 0.18
264.02 3518 0.20
278.67 1641 0.32
280.80 10869 0.33
281.75 1- 608375 0.35
282.78 1- 74196 0.34
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 23, AutoMSn(447.10), 33.7 min

Intens | -MS, 33.6-33.8min #4324-4354  Intens. -MS2(447.10), 33.6-33.8min #4325-4355
x1061 = x105 =
447.10 282.83

0.8

] 67
0.6

! 44
0.4+ 1-

] 525.29
0.2 1- 1

587.20
0.0 ; ?18{54 i " auld 779.‘?‘2 0 i ot —® . . .
200 400 600 800 m/iz 200 400 600 800 m/z

mz z I FWHM mz z | FWHM
417.08 1- 508216 0.32 278.62 6029 0.17
418.07 1- 114629 0.31 281.84 4999 0.17
447.10 1- 729756 0.33 282.82 1- 596374 0.37
448.08 1- 174884 0.31 283.82 1- 94038 0.35
485.10 1- 107541 0.30 284.89 1- 28889 0.28
493.14 1- 175977 0.32 299.51 2801 0.14
515.10 1- 128293 0.27 313.22 1- 10170 0.25
525.29 1- 282163 0.30 31430 1- 3706 0.34
569.14 1- 85999 0.33 41513 2632 0.13
587.20 1- 96310 0.32 428.13 3334 0.13

Intens -MS3(447.10->282.83), 33.6-33.9min #4327-4357]
282.80
200 400 600 800  mz

mz z I FWHM
192.75 292 0.13
207.38 649 0.13
281.73 3825 017
282.80 442778 0.35
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Compound Spectrum

List Report

Cmpd 24, AutoMSn(603.06), 35.5 min

|men56.: -MS, 35.4-35.6min #4557-4590 Intenss. -MS2(603.086), 35.4-35.7min #4558-4592
x109] i x10°7] 29957
1.0 299.58
08 4
0.6
| 1-
0.4- 603.06 4
0.2+
P8 SR [ [V PPN ¥ 0 [ 0 e -
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM mz_ z | FWHM
268.19 1- 102798 0.30 171.82 1971 0.22
297.51 1- 102708 0.34 299.57 1- 259275 0.34
299.58 1- 952181 0.30 300.62 1- 39785 0.30
300.62 1- 171905 0.29 322.62 2251 0.42
368.97 1- 85452 0.29 323.69 1098 0.25
569.21 1- 52978 0.35 451.04 1036 0.15
603.06 1- 295586 0.35 533.88 1501 0.13
604.05 1- 107074 0.32 535.28 1468 0.16
625.10 1- 86297 0.31 557.27 1279 0.37
699.22 1- 105785 0.30 567.25 1366 0.34
Intenss.— -MS3(603.06->299.57), 35.4-35.7min #4560-4594
10
D 29956
’ L 2
0.8
0.6
0.4
.
024 171.71
ool bl : P —
200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM
142.42 1- 10351 0.34
143.41 1- 1947 0.16
171.71  1- 18004 0.28
172.80 1- 2212 0.28
186.41 1158 0.18
23455 1- 1176 0.16
253.43 1- 1421 0.24
270.26 1- 2068 0.26
297.52 1193 0.15
299.56 89962 0.34
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 25, AutoMSn(477.14), 36.6 min

lmense-: -MS, 36.6-36.7min #4713-4723, Imensf;: -MS2(477.14), 36.6-36.7min #4714-4724]
1067 : 1051 .
X5 477.14 o 314.25
~] & L4
i 4
1.0j 1 3]
569.14
4 21
0.5: 1
11 4
e ... (O N P R G v I
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
477.14 1- 1347316 0.31 157.09 1- 10418 0.26
478.13 1- 333774 0.29 184.38 3561 0.13
479.14 1- 69550 0.36 186.35 1- 5553 0.19
537.21 1- 251558 0.31 297.49 1- 6963 0.18
538.21 1- 74230 0.26 313.27 100176 0.27
54512 1- 183896 0.27 314.25 1- 439346 0.35
569.14 1- 706007 0.31 315.27 1- 98934 0.29
570.12 1- 224371 0.27 316.36 1- 23951 0.17
571.13 1- 65626 0.28 357.083 1- 10106 0.29
591.09 1- 70862 0.28 358.04 1- 3316 0.38
Intens4.; -MS3(477.14->314.25), 36.6-36.7min #4716-4726)
x1045 . o
Jis7or 91842
3
2]
1
0 Lok I!A.IJ]‘JI ; . : . . .
200 400 600 800 m/z
mz_z I FWHM
157.07 1- 33588 0.30
186.36 1- 24813 0.25
201.04 1- 4744 0.15
252.45 7093 0.22
268.20 1 4403 0.23
284.94 8074 0.32
297.41 12039 0.40
298.47 1- 25559 0.29
313.19 1- 35860 0.31
314.24 1- 21761 0.30
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 26, AutoMSn(539.14), 39.5 min

Intens. -MS, 39.4-39.6min #5082-5108| Intens. -MS2(539.14), 39.4-39.6min #5083-5109
x1063 1- x1059 L
] 539.14 1 307.97
1.00+ 3]
0.754 1
E 2] 1
0507 1 393.03 4.
11 495.12
025; 17~28 19 ] 221' 7
1 447 . 699.22 4.1
0.00 . vl Lt . L > 01 .'lA.‘Al 11l R J .
200 400 600 800 m/z 200 400 800 m/z
mz z | _FWHM mz z I FWHM
401.23 1- 65410 0.33 22417 1- 27932 0.27
447.28 1- 96772 0.30 307.97 1- 328562 0.35
516.29 1- 54063 0.32 308.97 1- 72125 0.29
539.15 1- 1028656 0.31 349.02 1- 34073 0.25
540.11 1- 350056 0.32 350.99 1- 27619 0.30
541.15 1- 81721 0.32 375.03 1- 103748 0.28
553.15 1- 152362 0.32 376.08 1- 36651 0.21
554.13 1- 52233 0.31 377.02 1- 101994 0.29
561.11 1- 68647 0.29 393.03 1- 133319 0.33
699.22 1- 59534 0.33 49512 1- 90171 0.22
lnlenss: -MS3(539.14->307.97), 39.5-39.7min #5085-5111
X0 307.96
1.5:
107
0.5:
oot
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
210.44 904 0.25
260.83 1- 1821 0.18
261.94 1- 816 0.27
263.88 886 0.13
278.60 1- 11232 0.29
279.68 1- 3323 0.38
305.91 1- 5306 0.40
306.89 1- 1694 0.13
307.96 141447 0.32
308.90 1770 0.23
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 27, AutoMSn(537.11), 40.9 min

Intens | -MS, 40.7-41.0min #5250-5289| Intens. -MS2(537.11), 40.7-41.0min #5251-5290)
x106] 1 x1067 1
537.11 375.03
31 1.257 2
1.001 443.04
2..
] 0.757
15 0.504
] 0.257 537.12
0 T —setedi T 0.003 T . s T -
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 miz
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
327.01 37888 0.31 375.06 1- 1190862 0.38
483.28 43503 0.27 375.96 1- 313649 0.34
537.12 1- 2848047 0.33 377.08 1- 59876 0.28
538.09 1- 985048  0.30 399.05 1- 83903  0.30
539.11 1- 234896 0.29 400.03 1- 28942 0.26
540.12 1- 47315  0.25 417.07 1- 90461 0.31
559.10 32917 0.32 443.04 1- 979126 0.37
567.13 31276 0.36 443.97 1- 292948 0.31
605.09 84629 0.31 445.01 1- 61922 0.29
627.06 78408 0.29 537.12 74430 0.32
Imenss._ -MS3(537.11->375.03), 40.7-41.0min #5252-5291
X9 374.98
5.
4_
3_
2.
13
0 T - , - ; . r .
200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM
251.40 2246 0.18
253.43 3151 0.26
33091 1- 7135  0.25
331.94 1- 1374 0.32
332.89 2555 0.17
347.03 2927 0.23
348.01 1850 0.17
374.26 1050 0.13
374.98 479853 0.31
375.94 1- 11336  0.29
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 28, AutoMSn(537.12), 41.3 min

Intens -MS, 41.1-41.6min #5298-5362| Intens.| -MS2(537.12), 41.1-41.6min #5299-5364
x1063 Ly x106 s
3 537.12 375.03
2.5 0.8
3 1-
2.0 o6 443.05
1.57
; 0.4+
1.0 b=
E 327.04 i
0.5 l 1- 1- 0.2 537.11
0.0 we AP b PR, 0.0 B 7Y B —
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I _FWHM mz z | FWHM
327.04 1- 576723 0.31 375.05 1- 761945 0.36
328.06 1- 113338 0.31 375.97 1- 202352 0.29
396.20 1- 126532 0.31 377.03 1- 40319 0.24
463.20 82491 0.32 399.03 1- 62408 0.28
483.28 81958 0.26 401.03 1- 16557 0.27
537.13 1- 2365250 0.32 417.05 1- 57609 0.31
538.10 1- 797499 0.29 443.05 1- 597258 0.36
539.12 1- 191142 0.29 443.98 1- 194040 0.29
567.12 1- 176515 0.30 445.03 1- 40557 0.27
677.583 1- 129298 0.35 537.11 56275 0.25
|n'9nss: -MS3(537.12->375.03), 41.1-41.6min #5301-5366
X0 374.99
3]
2]
1:
0] - . - - - . - -
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
251.34 1347 0.18
253.44 1707 0.34
330.96 1- 3074 0.34
332.06 1- 1385 0.35
332.88 908 0.13
346.94 1820 0.32
347.99 1459 0.17
374.13 969 0.13
374.99 280411 0.30
375.97 9281 0.25
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 29, AutoMSn(537.13), 44.8 min

Intens. -MS, 44.7-44.9min #5774-5796| Intens.] -MS2(537.13), 44.8-44.9min #5775-5797|
x1063 1- x1057 s
537.13 375.02
1.007 53
] 43
0.757
] 3 1-
0.50 PE 443.04
0.257 1- 13
285.13
0.00 i, 0 : | : —
200 400 600 200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM mz z | FWHM
285.13 1- 90555 0.29 375.02 1- 498385 0.35
327.03 1- 78773 0.31 375.98 1- 137823 0.32
355.19 29129 0.33 377.06 1- 16672 0.35
461.25 45539 0.32 399.03 1- 47116 0.26
463.22 41942 0.35 400.05 1- 16784 0.27
491.21 29061 0.33 417.06 1- 83799 0.29
520.94 28167 0.24 418.06 1- 22424 0.32
537.14 1- 1048106 0.32 443.04 1- 197832 0.30
538.10 1- 347004 0.32 444.04 1- 68981 0.25
539.14 1- 96142 0.33 537.11 164511 0.28
intens -MS3(537.13->375.02), 44.8-44.9min #5777-5799
X0 ] 374.97
159
1.0
051
o0}—— A1
200 400 600
mz z I FWHM
241.00 699 0.13
282.63 505 0.13
303.88 537 0.13
306.91 1197 0.16
330.93 1- 17269 0.30
331.97 1- 6247 0.28
332.96 1- 1228 0.33
346.97 698 0.16
374.97 161712 0.31
375.96 6655 0.23
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 30, AutoMSn(721.49), 54.6 min

Intens 1 -MS, 54.5-54.7min #7026-7053|  Intens. -MS2(721.49), 54.5-54.7min #7027-7054
X106 1= x106 ] ¥
4 721.49 675.44
1.0
1 0.8+
0.8
1 0.6
0.6+
0.4 0.4+
- 1=
0.21 789.48 0.21 1-
1 324.94 45293 397.12
0.0 : R bl | Fu 0.0 . . | . . K J : .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz_ z I FWHM
324.94 47306 0.31 397.12 1- 52663 0.32
653.44 1- 49972 0.34 398.11 1- 13652 0.25
675.47 1- 258509 0.32 399.23 1- 1665 0.13
676.46 1- 90858 0.34 41517 1- 12037 0.24
711.47 1- 75238 0.34 416.12 1- 2620 0.26
721.51 1- 970067 0.36 653.21 1668 0.52
722.45 1- 369951 0.33 653.44 2634 0.46
723.46 1- 118778 0.33 675.47 1- 852155 0.42
789.48 1- 147609 0.35 676.35 1- 283765 0.36
790.46 1- 57519 0.33 677.30 13196 0.38
|ntenss-: -MS3(721.49->675.44), 54.5-54.7min #7029-7056|
x10°3
] ik
E 397.08
%
3
2:
13
L B T
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
230.47 1- 17672 0.34
249.34 1- 6707 0.23
274.61 4475 0.39
284.99 25567 0.23
303.83 1- 27033 0.29
322.73 1- 5034 0.33
397.08 1- 465159 0.35
398.05 1- 60987 0.29
415.10 1- 140152 0.27
416.10 1- 21201 0.20
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 31, AutoMSn(559.37), 55.9 min

Intensé_ -1MS' 55.8-55.9min #7205-7215 Imensé -Ms2(5159‘37),55.8-55.9min#7206-7216
10 5 10 =
L 559.37 s 513.32
1.57
4
1.0 1-
21 274.63
0.51 1-
485.30
T o Sa MO Y — 04—l e —
200 400 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_z I _FWHM mz_ z | _FWHM
324.94 78975 0.33 230.42 1- 7055 0.19
474.31 69148 0.30 249.35 26887 0.24
485.30 1- 158717 0.30 274.63 1- 174297 0.32
513.34 1- 103076 0.25 27568 1- 36170 0.34
549.34 1- 90445 0.34 285.21 2480 0.21
559.38 1- 1747927 0.35 491.20 2960 0.22
560.34 1- 574326 0.32 512.52 18274 0.15
561.34 1- 136321 0.31 513.34 1- 510933 0.41
623.32 54644 0.32 514.25 1- 140527 0.37
627.34 66186 0.32 515.26 1- 9596 0.32
Intens. -MS3(559.37->513.32), 55.9-55.9min #7208-7218
x10°7 1-
] 274.62
3]
2]
1-
ol .l o —
200 400 800 m/z
mz z I FWHM
134.50 574 0.13
228.57 3091 0.26
230.36 7845 0.35
249.36 1- 24596 0.26
250.37 1- 1247 0.17
255.82 754 0.34
274.62 1- 311476 0.30
275.65 1- 49963 0.28
276.75 1- 1625 0.33
376.88 3664 0.13
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 32, AutoMSn(699.48), 57.3 min

Intens. | -MS, 57.3-57.3min #7389-7394| Intens.] -MS2(699.48), 57.3-57.3min #7390-7395)
x106 1- x106 1=
1.0 699.48 1.04 653.45
0.8 0.8
0.6' 0.6_

0.4 0.4
1-
021 39724 56141 l 7er49 02] r
~ E 397.14
0.0 SRR TURY RO | SR e | U0 0.0 . I . L 2 .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z

mz_ z I FWHM mz z | FWHM
397.24 1- 77453 0.30 397.14 1- 51013 0.25
487.34 1- 65128 0.28 398.12 1- 12455 0.18
561.41 1- 73847 0.30 415.06 2841 0.24
653.48 1- 215844 0.29 497.26 5051 0.13
654.48 1- 69437 0.35 562.38 4641 0.13
689.45 1- 64432 0.30 650.89 3041 0.13
699.50 1- 879501 0.38 652.02 4352 0.16
700.45 1- 353208 0.32 653.48 1- 884029 0.43
701.45 1- 102136 0.33 654.37 1- 281152 0.43
767.49 1- 153261 0.34 655.36 1- 17940 0.16

Imenss; -MS3(699.48->653.45), 57.3-57.3min #7392-7397

x10
] 4e

4] 397.09

37

2:
1] 1-
1 284.97
T 2 —

200 400 600 800 m/z

mz z I FWHM

230.45 1- 28048 0.28

249.33 3381 0.20

284.97 1- 31060 0.20

285.97 1- 3368 0.15

303.85 1- 23247 0.36

322.66 3276 0.34

397.09 1- 391889 0.34

398.07 1- 58919 0.27

415.12 1- 125777 0.25

416.18 1- 9284 0.30
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 33, AutoMSn(601.46), 61.1 min

Intens. -MS, 61.0-61.1min #7883-7888  Intens. -MS2(601.46), 61.0-61. 1min #7885-7890)
x1067 x105 2
1- 345.20
1.5 345.27 64
i 1 gz
1 251.61
1.04 41
h 1 1 1 1-
05 1- 601.46 2 533.54
25163 1533.5%
L 479.41 1
003l Ll i oL U ® :
200 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
miz_ z I FWHM mz z I FWHM
251.63 1- 204377 0.28 251.61 1- 396532 0.33
304.05 1- 139538 0.30 252.66 1- 55679 0.27
345.27 1- 1444899 0.32 322.85 1- 58137 0.29
346.25 1- 407226 0.30 323.91 1- 11542 0.40
359.29 1- 752607 0.31 345.22 1- 560051 0.37
360.25 1- 202732 0.32 346.13 1- 131359 0.34
479.41 1- 142996 0.29 532.76 6505 0.13
533.55 1- 313515 0.37 533.54 1- 132872 0.42
601.48 1- 224667 0.41 534.53 1- 71019 0.28
691.55 1- 164325 0.42 535.51 1- 8167 0.36
Intensé' -MS3(601.46->345.20), 61.1-61.1min #7887-7892
X0 345.20
2.0
1.54
1.0
0.5
0.04 1 - -
200 600 800 m/z
miz_z I FWHM
228.68 1408 0.24
286.25 1411 0.13
299.82 1- 8267 0.26
300.88 1- 2019 0.13
301.94 1- 83270 0.30
302.97 1- 20615 0.36
304.00 1- 1755 0.13
345.20 201007 0.33
346.19 1- 8981 0.38
34717 1- 1930 0.22
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 34, AutoMSn(533.56), 61.1 min

Intens . -MS, 61.1-61.1min #7888-7893| Intens. ] -MS2(533.56), 61.1-61.1min #7889-7894|
x1063 x1067 1=
257 345,26 i
e ) 2.0
2.0 ]
] 1- 1.5
151 533.56
E 1- 1- 1.0
109 25163 60152
0.5 0.57
0.0 i | l..ll i ‘l. 81;'86 0.01 . . i R J . .
200 400 600 800 m/z 200 400 800 m/z
mz z I FWHM mz z I FWHM
251.63 1- 724023 0.30 232.63 18476 0.14
322.89 1- 193808 0.29 251.62 1- 1995102 0.37
34526 1- 2338297 0.32 252.61 1- 354141 0.35
346.25 1- 634756 0.31 253.69 1- 70402 0.26
359.29 1- 436557 0.31 485.01 3751 0.13
533.57 1- 1227782 0.37 488.26 9363 0.13
534.56 1- 436305 0.37 500.39 9788 0.14
601.52 1- 678550 0.43 507.63 7639 0.13
602.46 1- 304760 0.35 533.45 3990 0.31
691.55 1- 284631 0.44 534.38 4572 0.13
Intens.: -MS3(533.56->251.62), 61.1-61.1min #7891-7896|
10004 249.25
800+
600+
400+
200+
0 T T . T T
200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM
249.25 958 0.13
251.75 682 0.13
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 35, AutoMSn(278.92), 61.5 min

Intenss.: ) -MS, 61.5-61.5min #7941-7945) lntensé< -MS2(278.92), 61.5-61.5min #7942-7946|
X0 E 278.92 X107 278.84
51 1.00
2 0.754
37
] 0.501
27
1; 0.257
RE 0.001 . . . ,
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
251.64 1- 230497 0.30 274.88 438 0.13
278.91 1- 507033 0.30 275.75 865 0.13
279.94 1- 92770 0.33 276.84 3427 0.16
322.90 1- 93037 0.30 277.26 3673 0.13
349.23 1- 157453 0.29 277.88 766 0.13
417.26 1- 109508 0.29 278.84 1023923 0.40
533.55 1- 172182 0.36 291.63 1023 0.13
585.59 1- 215007 0.36
586.56 1- 95142 0.31
601.52 1- 94607 0.35
Cmpd 36, AutoMSn(681.52), 62.6 min
|nten56._ -MS, 62.4-62.7min #8059-8107| lnlenss._ -MS2(681.52), 612:4~62.7min #8061-8109
X0 1- X0 649.49
] 409.33 5
1.5 4]
a 1-
1.05 681.52 3] 1.
] 1 310.10
1 2
* 12 1 sslérsz
497.46 ¢
00 .24?01# L‘ S P fisi : | . 0 —dialin 1y ; .
200 400 600 800 miz 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
373.32 1- 292152 0.32 308.05 1- 54233 0.27
409.33 1- 1637651 0.33 310.10 1- 212998 0.30
410.30 1- 521133 0.31 311.14 1- 52150 0.26
45293 1- 100502 0.26 605.49 1- 53238 0.36
497.46 1- 113653 0.33 621.51 1- 145327 0.34
520.91 1- 99626 0.25 622.48 1- 82381 0.33
635.38 1- 166617 0.33 649.52 1- 468038 0.39
681.53 1- 862683 0.34 650.42 1- 166469 0.41
682.51 1- 351082 0.35 651.47 1- 51606 0.32
683.50 1- 131751 0.31 681.51 120096 0.31
|ntens.j -MS3(681.52->635.34), 62.4min #8063 lmens._ -MS3(681.52->649.49), 62.7-62.8min #8098-8111
x1043 7 x105 e
2.0 603.23 310.07
1 37
1.59
5 2
1.04
053 L
3 649.46
00l — : | Lo — o b T
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
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Compound Spectrum List Report

mz z I FWHM mz z I FWHM
559.21 2385 0.19 280.76 1- 18991 0.21
603.23 1- 19039 0.34 29433 1- 22104 0.28
604.20 1- 7629 0.28 295.41 1- 5094 0.17

297.48 1- 22284 0.25
310.07 1- 317077 0.32
311.10 1- 51692 0.29
312,19 1- 5048 0.29
326.85 1- 12792 0.18
605.47 1- 8090 0.16

649.46 21966 0.28
Cmpd 37, AutoMSn(341.18), 63.1 min
Intens -MS, 63.0-63.1min #8148-8153]  Intens. 1 “MS2(341.18), 63.0-63. Tmin #8149-8154]
X106 . x109 29558
201 281.02 2.5 '
1.5 2.0
1- 1.59
1.07 589.63 =
b I 1.07
341.181-
0.54 409.35 0.51
4 o 1-
b6 nlL dad ] i | 896.03 O LECAL I I
200 400 600 800 miz 200 400 600 800 miz
z I_FWHM mz_ z I _FWHM
1- 1808161 0.32 15518 1- 3964 024
1- 405035  0.30 169.68 1- 3704  0.24
1- 362901  0.32 205.38 3460  0.13
1- 255580  0.30 23481 1- 2893  0.29
1- 386758  0.31 27878 1- 9502 0.2
1- 295694  0.32 293.48 1- 74261  0.29
1- 933187  0.34 29451 1- 14510  0.25
1- 361298  0.33 29557 1- 232982  0.35
1- 851193  0.35 296.63 1- 67768  0.25
1- 354871  0.33 341.25 2831 0.14
-MS3(341.18->295.58), 63.1-63. Tmin #8151-8156)
s
293.49
0.507
0.251
0.001 RO ; ; .
200 400 600 800 miz
mz_ z | FWHM
153.13 1592 0.13
190.70 1704  0.23
205.44 1790  0.38
219.98 2322 0.14
234.66 2826 0.14
264.09 1878 0.17
278.78 5287  0.25

293.49 1- 114938 0.32
294.48 1- 16699 0.26
295.59 33742 0.31
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 38, AutoMSn(758.69), 64.3 min

Intens.. -MS, 64.3-64.3min #8308-8313] Intens. | -MS2(758.69), 64.3-64.3min #8310-8315|
x108] x106 1-
] 7112'70 712.67
] 1- E 0.8
5] 619.44 | 1-
] 758.69
4 0.6
2]
1 4 0.4
14 409.37 525.49
] 0.2
0l 0.0 . . . . . 1o .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
343.22 1- 155082 0.30 469.26 2342 0.13
409.37 1- 85365 0.27 519.38 2307 0.13
452,95 1- 81479 0.28 593.63 2580 0.13
525.49 1- 86699 0.34 620.88 3168 0.13
619.44 1- 262248 0.35 685.63 2565 0.13
620.42 1- 119720 0.35 711.92 6195 0.16
712.70 1- 304862 0.34 712.71 1- 779399 0.46
713.69 1- 139985 0.33 713.59 1- 361422 0.39
758.70 1- 213309 0.33 714.52 8532 0.24
759.68 1- 103512 0.33 757.75 6339 0.13
Intens.] -MS3(758.69->712.67), 64.3-64.3min #8312-8317|
x105] -
] 532.58
2.04
1.54
1.04
0.57 1-
268.32
0.0 TG W U | SR
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
220.35 5092 0.16
268.32 1- 14912 0.39
275.69 1- 5024 0.25
304.97 1- 4468 0.45
323.69 3- 3928 0.13
324.02 1- 5693 0.25
532.58 1- 205126 0.37
533.53 1- 75310 0.38
550.55 1- 102613 0.36
551.56 1- 40437 0.36
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 39, AutoMSn(959.83), 65.0 min

|meﬂ56-j -MS, 64.9-65.0min #8391-8404; Intenss._ -M82(959.83),64.9»65.0min#839%-8406
106 10 7
554 1- X 913.82
J 621.53 0.84
1.0: 0.64
0.41
0.5 1
] 1- 0.2 ; 1-
] 369.27 ¥ 635.43
0.0 N PRGN TR Fomy : J_97.|~77 N ? 0.0 . ‘38‘?']1 . . 1l e
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
369.27 1- 106616 0.25 380.11 1- 1256 0.15
445.44 62323 0.33 635.43 1- 6769 0.30
452.93 65282 0.31 636.47 1- 1730 0.16
520.95 63979 0.26 653.45 1- 1410 0.28
611.48 50315 0.24 657.45 1- 5009 0.40
621.53 1- 1328168 0.38 658.33 1- 2071 0.36
622.45 1- 546958 0.34 675.48 1299 0.38
623.45 1- 149182 0.34 913.21 2228 0.19
959.85 1- 98772 0.34 913.82 1- 76691 0.34
960.82 1- 52162 0.33 914.81 1- 30329 0.45
|men84-: -MS3(959.83->913.82), 64.9-65.0min #8395-8408
x10%4]
] i
1.257 657.43
1.00
n 1-
0.757 379.06
0.50-
0.25; 27452 I
0.004 —ahy L L . ' K 2
200 400 600 800 miz
mz_ z | FWHM
274.52 1701 0.14
379.06 1- 6944 0.29
397.03 2462 0.28
635.38 1- 11067 0.24
636.39 1- 3094 0.30
653.05 1618 017
653.49 1- 3734 0.18
657.43 1- 11603 0.31
658.45 1- 1912 0.43
675.47 1- 5830 0.19
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 40, AutoMSn(443.39), 67.3 min

lntenséz ; -MS, 67.3-67.4min #8704-8714] Intenss. -MS2(443.39), 67.3-67.4min #8705-8715
X10°3 443.39 X10°1 44337
2.57
3 61
2.04
157 4
1.02 1- 24
0.59 353.33 1-
3 557.39
00l | L 25738, 7es7y oLl . , ,
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m'z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
353.33 1- 434365 0.33 136.18 1- 72021 0.30
354.33 1- 110997 0.32 137.21 1- 10174 0.27
421.37 101414 0.33 153.96 13503 0.24
443.40 1- 2463002 0.34 155.05 1- 49906 0.36
444.37 1- 828427 0.34 156.09 1- 8811 0.22
44536 1- 159591 0.34 305.77 6205 0.14
467.36 109205 0.32 373.47 5450 0.16
473.42 93725 0.36 399.37 1- 13757 0.18
520.90 103660 0.24 443.37 657331 0.33
557.39 1- 167495 0.29 444.32 21140 0.30
Intenss -MS3(443.39->136.18), 67.3-67.4min #8707-8717|
x10°7
0.8
0.6
0.4+
0.2
0.0 T T T T T -
200 400 600 800 m/z
miz z | FWHM
126.88 496 0.13
136.16 1- 79443 0.23
137.20 1- 9035 0.27
138.19 1- 509 0.47
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 41, AutoMSn(471.44), 69.3 min

Imenss.i -MS, 69.2-69.4min #8956-8982 Imensé -MS%(471 .44), 69.2-69.4min #8957-8983]
x100] % X102 %
201 47144 | 471.43
] 61
1.5
1.07 41
a 24 1-
08 |155.03
0.0 ; URPIS U W B W 78§.|80 04— § ¢ § . . . §
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z | FWHM
384.89 69188 0.21 136.19 1- 46240 0.28
409.35 67526 0.27 137.24 1- 7755 0.16
45291 1- 108148 0.27 153.94 5088 0.38
471.45 1- 1837272 0.35 155.08 1- 37742 0.27
472,42 1- 679038 0.34 156.09 1- 4372 0.37
473.43 1- 123418 0.35 401.33 3180 0.23
514.87 77795 0.29 427.44 1- 7893 0.32
520.91 126449 0.25 428.39 1- 3856 0.16
585.41 72937 0.26 471.43 1- 651027 0.40
588.90 102608 0.24 472.38 1- 38760 0.33
Imens4.: -MS3(471.44->136.20), 69.2-69.4min #8959-8985  Intens. -MS3(471.44->155.03), 69.4min #8980
x1043
57 600-
4_
3] 400+
2_
1 200+
1]
ol : , : oL ; ; —
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM
127.88 227 0.13
136.16 1- 44566 0.27
137.21 1- 5437 0.27
139.30 1- 361 0.23
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 42, AutoMSn(842.90), 71.1 min

Intens. ] -MS, 70.9-71.2min #9180-9212]  Intens.1 -MS2(842.90), 70.9-71.2min #9181-9213
x106- 1= x1057 1
1.5 842.90 1 438.42
] L 4 2.0 L 4
107 1.5
] 1.0 "
05 ] 1- 680.76
] 1- . 0.5 383.38
i 452.93 ]
0.0 — SOV B : §9§_76 ap J. i 0.04 ; . | ; \ : L 2
200 400 600 800 m/z 200 400 800 m/z
mz_ z I _FWHM mz z I FWHM
452.93 1- 86434 0.28 337.30 1- 19267 0.31
520.93 1- 82619 0.29 383.38 1- 37677 0.29
588.93 1- 69018 0.29 384.33 1- 10636 0.27
842.92 1- 1316546 0.38 438.43 1- 201315 0.34
843.87 1- 769784 0.35 439.38 1- 59022 0.36
844.88 1- 243757 0.34 44042 1- 9192 0.28
888.87 1- 187585 0.35 662.72 1- 14659 0.38
889.86 1- 108119 0.34 663.73 1- 6529 0.34
954.15 1- 66720 0.36 680.76 1- 54640 0.32
956.90 1- 87438 0.29 681.73 1- 22231 0.38
Imens._ “MS3(842.90->438.42), 70.9-71.2min #9183-9215)|
x104 i
61 337.27
4-
1=
24 408.41
ol llule .
200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM
337.27 1- 55408 0.32
338.27 1- 12609 0.30
353.26 1- 3668 0.33
365.29 1- 8214 027
367.28 1- 5348 045
379.26 1- 3873 0.24
408.41 1- 16250 0.24
409.38 1- 5970 0.22
410.43 1- 11591 0.31
420.43 1- 10861 0.31
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ANEXO D — Dados dos Espectros de massa da fragéo acetato de etila.

Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  06/09/2024 13:36:06
Analysis Name D:\Data\Amazon\CA-2024\OUTROSKiany-UFMA\04-09-24\51303-4-Fr Foliar Acet etila_1-8_01_435.d
Method 435.m Operator BRUKER

Sample Name  51303-4-Fr Foliar Acet etila Instrument amaZon speed ETD
Comment

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode UltraScan Scan Begin 100 m/z Scan End 1000 m/z
Accumulation Time 10000 ps RF Level 71 % Trap Drive 60.2
SPS Target Mass 500 m/z Averages 10 Spectra n/a n/a
Intens ]
x1073
2.03
1.5 29
1.04
0.54 T
0.0 - B
50 60 Time [min]
# RT[min] Chromatogram Area Area% SN
1 3.9 n.a. n.a. na.
2 8.1 n.a. n.a. na.
3 124 n.a. n.a. na.
4 13.0 n.a. n.a. na.
5 139 n.a. n.a. na.
6 17.9 n.a. n.a. na.
7 206 n.a. n.a. na.
8 226 n.a. n.a. na.
9 236 n.a. n.a. na.
10 26.7 n.a. n.a. na.
11 27.2 n.a. n.a. na.
12 295 n.a. n.a. na.
13 29.8 n.a. n.a. na.
14 303 n.a. n.a. na.
15 30.6 n.a. n.a. na.
16 315 n.a. n.a. na.
17 316 n.a. n.a. na.
18 322 n.a. n.a. na.
19 3238 n.a. n.a. na.
20 333 n.a. n.a. na.
21 334 n.a. n.a. na.
22 33.8 n.a. n.a. na.
23 34.2 n.a. n.a. na.
24 343 n.a. n.a. na.
25 355 n.a. n.a. na.
26 40.9 n.a. n.a. na.
27 414 n.a. n.a. na.
28 58.9 n.a. n.a. na.
29 62.7 n.a. n.a. na.
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Compound Spectrum

List Report

Cmpd 1, AutoMSn(347.00), 3.9 min

Intens { -MS, 3.7-4.0min #456-491|  Intens. -MS2(347.00), 3.7-4.0min #457-492
x1061 1- x105|  1I-
] 347.00 8- 165.47
] 6-
2.
1.0z
1165.49 44
1:
] 21
] 1-
] 509.15
0 : —l . . 04l —® T T T
200 400 600 800 miz 200 400 600 800 m/z
mz_ z I _FWHM mz z I FWHM
165.49 1- 1320006 0.29 100.69 18837 0.28
166.55 1- 96244 0.29 119.51 2666 0.17
347.01 1- 2595583 0.32 127.87 1- 12404 0.24
347.99 1- 435799 0.29 134.11 9802 0.20
349.03 1- 86039 0.29 146.66 1- 35724 0.27
369.03 1- 188627 0.25 147.69 1- 2423 0.28
471.15 62670 0.28 164.55 13583 0.22
509.15 1- 152136 0.25 165.47 1- 702301 0.31
511.15 118378 0.28 166.49 1- 51611 0.30
559.15 1- 143492 0.30 167.60 1- 4723 0.23
Intens. -MS3(347.00->165.47), 3.7-4.0min #459-494
5000
116753
40004
3000
20004
10004
0 T - - T r . : -
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
167.53 4364 0.23
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 2, AutoMSn(352.94), 8.1 min

Intens -MS, 8.1-8.1min #1013-1018]  Intens. -MS2(352.94), 8.1-8.1min #1015-1019
x1063 i x1051 2819>06
1259 161.29 3 :
1.004
0.75] 2]
0.504 1 1 . ’
] 289.352.94 1- ]
0.25 l T 460.99 1161.28
0003 L ,“l i, “‘:M e 0] : : —
200 400 600 800 m/iz 200 400 600 800 m/z
mz_ z I _FWHM mz z | FWHM
115.30 1- 104998 0.28 159.16 9438 0.25
161.29 1- 1111477 0.28 161.28 37104 0.23
289.08 1- 287037 0.29 178.04 19214 0.26
307.95 1- 97442 0.28 215.74 1- 11204 0.28
336.93 1- 113667 0.28 242.97 1- 131086 0.27
338.94 1- 179523 0.30 244.03 1- 18678 0.30
352.95 1- 211138 0.31 289.05 1- 276927 0.31
391.89 1- 118588 0.27 290.07 1- 42785 0.26
460.99 1- 212268 0.32 291.15 1- 18448 0.17
479.03 1- 150593 0.35 307.94 1- 32059 0.31
tntenss.— -MS3(352.94->289.06), 8.1-8.1min #1017-1021
%9 289.06
2.0
1.5
107
0.57
0.0 T l oL - T T T T T
200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM
166.50 682 0.13
195.88 844 0.13
196.88 601 0.13
213.38 1169 0.13
224.13 1122 0.13
240.88 1218 0.13
243.00 24234 0.20
270.23 3096 0.21
287.88 2193 0.13
289.06 188099 0.30
Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:37:28 by: BRUKER Page 3 of 29



151

Compound Spectrum List Report

Cmpd 3, AutoMSn(144.56), 12.4 min

Intens.{ -MS, 12.4-12.4min #1565-1569] Intens. -MS2(144.56), 12.4-12.4min #1566-1570)|
x105] i x105]
3] 324.78 3]
23 27
1 1 ]
] 651.15 17
04 sl bt ol , S
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
144.56 1- 140662 0.30 143.42 1851 0.18
305.91 1- 104171 0.28 143.82 658 0.22
324.78 1- 272946 0.30 144.54 1- 288691 0.30
328.92 1- 61228 0.31 14552 1- 33927 0.30
375.08 1- 131626 0.32 146.55 1- 4789 0.24
401.09 1- 80036 0.31 147.50 1- 438 0.13
419.12 1- 107205 0.28 161.37 893 0.33
44515 1- 73247 0.30
505.07 1- 57915 0.31
651.15 1- 71858 0.32
Cmpd 4, AutoMSn(651.15), 13.0 min
Intens .3 -MS, 12.9-13.1min #1633-1653 Intenss.: . -MS2(651.15), 12.9-13.1min #1635-1655|
1- X0 324.75
324.76 ]
1- 3]
651.15 1
2]
1]
1- 1- ]
1161.29 449.13 1 1
0.003—1 ol e - 0 - - . - - .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
161.29 1- 75517 0.26 232.63 1434 0.13
324.76 1- 1260725 0.30 278.72 1- 4296 0.18
325.80 1- 198778 0.29 279.75 1- 1108 0.13
449.13 1- 92262 0.26 305.86 2421 0.19
649.18 1- 77337 0.28 324.75 1- 304503 0.34
651.16 1- 912216 0.36 325.74 1- 50430 0.22
652.13 1- 317626 0.31 577.13 1054 0.13
653.13 1- 84225 0.31 627.01 1066 0.13
673.16 1- 223606 0.29 628.88 1645 0.13
674.15 1- 68471 0.25 679.13 1033 0.13
IntensS.A -MS3(651.15->324.75), 12.9-13.1min #1637-1657
x10
il I
161.26
0.8
0.64
0.44
0.2+ 1-
278.64
0.0 | |.'|0 . . . . .
200 400 600 800 m/z
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Compound Spectrum List Report

mz z I FWHM
1156.28 1- 4375 0.29
160.21 6269 0.27
161.26 1- 86926 0.28
162.32 1- 5235 0.28
165.54 1- 1732 0.19
23255 1- 6419 0.25
259.70 1- 1205 0.23
278.64 1- 8465 0.30
286.89 1- 1511 0.40
305.90 1- 4747 0.22

Cmpd 5, AutoMSn(451.20), 13.9 min

lntensé; 5 -MS, 13.8-14.0min #1746-1771|  Intens. ] 1—M82(451.20), 13.8-14.0min #1747-1772
x10°4 451.20 X0 405.16
2 05 1.54 g
] 1 287.05
1.5; 1.0
1.0
] 1- 0.5 4
0.53 324.78 1- E
] . 171.75
] 519.20 ]
0.0 = l ';lA i '651'17' = i 0.0 ..I - ] R 2 - =
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM mz z I FWHM
324.78 1- 316191 0.28 134.11 1- 3209 0.22
419.13 83005 0.26 152.90 1- 3897 0.19
44119 1- 373805 0.30 171.75 1- 17440 0.25
442.21 1- 70878 0.31 240.99 1- 2789 0.19
443.18 1- 118949 0.32 287.05 1- 104783 0.28
451.21 1- 2097745 0.33 288.10 1- 18957 0.30
452,18 1- 494647 0.30 405.16 1- 149125 0.34
453.20 1- 106980 0.30 406.14 1- 34310 0.27
468.18 52983 0.28 407.08 1- 3360 0.33
519.20 1- 123825 0.30 432.08 1- 3599 0.25
lntens4.: -MS3(451.20->287.05), 13.9-14.0min #1764-1774] Intens‘i -MS3(451.20->405.16), 13.8-13.9min #1749-1759
x10%4 x10%]
] 1-
240.90 157 47177
3-
1.0
2 ]
1] 0.5
04 1LJJI oy : : : 0.0 | 369.'7; . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
115.22 1989 0.15 108.84 3- 3192 0.13
127.88 4322 0.13 109.03 3- 2826 047
171.83 6343 0.19 134.10 1- 5431 0.29
194.88 2- 2362 0.13 140.35 3- 1476 0.14
196.91 2879 0.19 152.89 8454 0.17
199.01 9443 0.31 159.25 2089 0.13
222.03 1607 0.15 170.76 2- 1875 0.13
240.90 31609 0.28 171.21 2- 2155 0.16
243.09 2358 0.28 171.77 1- 13498 0.37
287.05 23476 0.32 17291 1- 1520 0.15
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 6, AutoMSn(453.10), 17.9 min

lntense.g -MS, 17.7-18.0min #2251-2291 Intenss._ -MS2(453.10), 17.7-18.0min #2253-2292|
1 " 3
a0y 453.10 X 282.87
E ] 1-
2'0: 2 326.84
1.5§ 2]
1.0 o
3 ;] 21998 1.
0.59 4 j l 438.06
] 567.09 ]
00 _ oS 1. 20 i ‘ odudl i > . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_z I FWHM mz z | FWHM
320.55 70493 0.30 161.31 1- 63086 0.27
324.83 64506 0.34 175.99 1- 89516 0.24
403.15 58345 0.34 219.96 1- 104347 0.31
453.10 1- 2146335 0.32 282.86 1- 316901 0.32
454.08 1- 475471 0.30 283.88 1- 43037 0.28
455.08 1- 121160 0.31 312.19 1- 209384 0.31
475.10 94139 0.28 313.24 1- 28711 0.34
511.13 59277 0.36 326.83 1- 230197 0.33
521.09 91674 0.30 327.87 1- 39428 0.26
567.09 1- 135148 0.30 438.06 1- 56049 0.33
Intens. -MS3(453.10->282.87), 17.9-18.0min #2279-2294)  Intens. -MS3(453.10->326.84), 17.8-17.8min #2255-2259
x1057 60003 4.
201 219.94 50004 175.87
4 2
15 000
30004
1.07 ]
282.83 20
0.5 ' 10004
0o} P — oLl o —
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
miz_ z | FWHM mz_ z | FWHM
173.88 1417 0.13 128.88 1- 422 0.13
175.96 38999 0.27 158.38 422 0.13
201.11 734 0.37 160.25 406 0.13
204.27 1963 0.17 175.87 1- 4950 0.39
219.94 202335 0.32 176.98 1- 912 0.14
251.36 808 0.19 201.01 1999 0.13
263.98 1437 0.16 215.75 2890 0.13
282.83 36204 0.29 219.93 1704 0.22
293.42 1268 0.30 251.38 1000 0.20
295.38 931 0.13 264.00 503 0.13
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 7, AutoMSn(557.25), 20.6 min

Intenss.g -1MS, 20.4-20.8min #2601-2656) Intenss. -MS2(557.25), 20.4-20.8min #2603-2657|
e 557.25 L 268.17
2.53 47 557.26
2.09
] 37
1.54
i ] 1=
1.0; 2 205.31
057 1
003 . i L4 . ol 1] fow oo wiil] i
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM mz_ z I FWHM
41515 1- 186470 0.31 161.28 1- 24220 0.30
449.13 1- 142745 0.30 205.31 1- 145993 0.29
467.14 1- 198893 0.31 206.36 1- 20480 0.32
483.14 1- 135063 0.30 268.17 1- 411909 0.31
521.25 1- 252320 0.26 269.19 1- 57234 0.29
557.27 1- 2348630 0.33 31220 1- 28777 0.27
558.22 1- 699391 0.32 521.23 1- 28215 0.26
569.24 1- 184340 0.29 539.27 1- 80079 0.21
593.20 1- 189565 0.30 540.24 1- 24345 0.29
625.21 1- 165959 0.31 557.26 355835 0.35
Intens. -MS3(557.25->268.17), 20.4-20.8min #2605-2659|
10004
266.01
800
600
400
200
0 - - ; T T
200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM
264.13 266 0.13
266.01 822 0.13
266.88 3- 390 0.13
267.21 3- 435 0.49
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 8, AutoMSn(395.01), 22.6 min

Intensem -MS, 22.6-22.6min #2880-2885 Inlenss.‘ : -MS2(395.01), 22.6-22.6min #2881-2886|
] o« X104_ 190.61
151 19063
] 35
1.0
4 2_
] 1-
0.5 417.08
1 395.01 1- 11
il Il 495.18 675:50
0.04—u il L ; 0 : ® , .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM mz z | FWHM
161.29 1- 77017 0.25 115.32 1979 0.24
190.63 1- 1451765 0.31 161.32 1- 5590 0.35
191.66 1- 167594 0.28 162.30 1- 1408 0.21
395.01 1- 179404 0.38 190.61 1- 358144 0.33
399.13 69718 0.20 191.64 1- 38590 0.23
417.08 1- 424084 0.31 238.88 1380 0.13
418.07 1- 104927 0.30 321.75 1993 0.13
437.14 1- 91551 0.24 347.88 1104 0.13
479.10 1- 79801 0.29 349.76 1252 0.13
495.18 1- 194040 0.30 379.00 877 0.13
Inlens.: -MS3(395.01->190.61), 22.6-22.6min #2883-2887|
1.0
0.54
0.0
-0.54
200 400 600 800 mz
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 9, AutoMSn(497.16), 23.6 min

Imense.: -MS, 23.4-23.8min #2991-3040) Intenss.- -MS2(497.16), 23.4-23.8min #2993-3041
xg ] 497.16 e 312.19
3] 41
3_
2]
] 21 1
1] 3o ] 175.96 1-
1 557.25 1] ] 48212
04 3 . N WS | DO i 03 —alldyuin l . . . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z | FWHM
497.16 1- 3182754 0.34 160.25 23974 0.24
498.14 1- 884923 0.31 161.29 1- 101216 0.28
499.16 1- 233619 0.31 175.96 1- 128587 0.27
521.22 110047 0.33 190.66 1- 33885 0.22
539.23 1- 173844 0.29 312.19 1- 426649 0.33
555.20 134389 0.34 313.21 1- 67819 0.30
557.25 1- 500523 0.29 326.85 1- 402568 0.35
558.24 1- 137357 0.28 327.86 1- 65555 0.32
565.13 1- 266796 0.24 341.01 1- 67725 0.32
567.23 1- 290334 0.27 482.12 1- 55269 0.31
Imenss.- -MS3(497.16->312.19), 23.4-23.8min #2995-3043)
x10°4
1-
107161.27
0.8
0.64
0.4
02] 312.18
ool e ! ] ! ] ]
200 400 600 800 m/z
miz_ z | FWHM
115.27 1- 11195 028
160.23 5396 0.16
161.27 1- 90127 0.29
162.32 1- 4937 0.29
205.29 1- 5213 0.23
217.81 1- 9330 0.24
236.68 7153 0.27
249.34 1- 6490 0.36
293.31 1- 6211 0.28
312.18 11892 0.28
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 10, AutoMSn(479.08), 26.7 min

Intenség -MS, 26.5-26.9min #3403-3447| lntensé; -MS2(479.08), 26.6-26.9min #3404-3448
X0 479.08 i 316.29
5; 1A5<
49
33 1.09
23
3 0.5
15 7175 s
0 , 283.86 " i . &b i '461"7 ‘ ‘
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z I FWHM
283.86 114418 0.25 171.75 1- 90122 0.29
285.98 104860 0.28 268.18 1- 40906 0.32
477.10 133048 0.31 314.42 34347 0.41
479.09 1- 4887031 0.31 315.37 1478087 0.37
480.07 1- 1115175 0.31 316.28 1- 1501381 0.37
481.08 1- 362664 0.30 317.33 1- 260642 0.34
537.22 215404 0.32 318.43 1- 37481 0.33
539.23 190023 0.33 328.84 1- 26299 0.36
547.08 201399 0.31 358.96 1- 39786 0.27
573.22 124403 0.27 461.07 1- 56920 0.31
Intenss.‘ -MS3(479.08->316.29), 26.6-26.8min #3411-3431 Intenss -MS3(479.08->316.29), 26.6-26.9min #3406-3450)
x10 x10
6 315.27 6 315.26
4 44
1-
2 {1 _1-
171.73 171.73 1
I e i . i i o4 h i ] ' i
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz_ z I FWHM
142.44 1- 38939 0.28 14243 1- 33771 0.28
171.73 1- 138453 0.29 171.73 1- 114605 0.31
267.09 81250 0.25 267.10 68721 0.30
268.13 1- 243376 0.29 268.14 1- 190374  0.29
269.19 1- 41191 0.29 269.18 1- 41121 0.26
284.91 1- 66857  0.29 284.90 1- 60559 0.26
28598 1- 57793 0.23 285.95 1- 39694 0.33
314.26 65702 0.21 314.28 41352 0.29
315.27 590351 0.32 315.26 581149 0.33
316.35 18997  0.19 316.27 21649 0.21
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 11, AutoMSn(521.26), 27.2 min

Intens. ] -MS, 27.2-27.2min #3486-3491|  Intens. -MS2(521.26), 27.2-27.2min #3488-3492
X106+ x1057 1-
] 1- 503.21
1.57 537.24 53
] " 4L
. 421.14 47 361.15
1.0
] 37
] 1 ]
0.5 521.26 .
13
0.0 yhidahindl ?4%31 03 . pld . . . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM mz z | FWHM
421.14 1- 1149277 0.29 343.16 1- 18464 0.29
422.11 1- 256979 0.28 347.08 1- 28917 0.34
449.10 1- 823600 0.30 361.15 1- 381453 0.33
463.13 1- 226827 0.31 362.11 1- 115545 0.25
479.10 1- 439843 0.29 491.22 1- 262531 0.34
521.26 1- 296398 0.28 492.20 1- 79357 0.31
523.28 1- 358591 0.32 49324 1- 21697 0.31
537.24 1- 1391445 0.31 503.23 1- 478464 0.37
538.21 1- 385752 0.30 504.17 1- 148871 0.29
557.24 1- 351321 0.32 505.16 1- 47922 0.21
Intenss.: -MS3(521.26->503.21), 27.2-27.2min #3490-3494
x10°]
3 1=
i 341.07
1.007
0.757
] 1-
0505 488.18
0.257
0.00: . L l- . . . i
200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM
311.17 1- 6998 0.22
325.91 39478 0.33
326.93 1- 75679 0.29
327.94 1- 13242 0.27
341.07 1- 108267 0.33
342.06 1- 25973 0.32
355.04 1- 19781 0.18
488.18 1- 47729 0.30
489.20 1- 16736 0.28
503.20 29003 0.30
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 12, AutoMSn(463.08), 29.5 min

lntensé “MS, 29.3-29.7min #3770-3812] Intensé. -MS2(463.08), 29.3-29.7min #3771-3813
20 463.08 e 29955
6 ]
37
44 =
2 1- 1
349.00 i 1
i 927.32 i
0 . : _— . f o 17174 || 46907 ‘
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z | FWHM
349.00 1- 1220082 0.27 142.44 1- 51593 0.29
349.97 1- 194553 0.27 171.74 1- 70359 0.33
461.10 1- 354257 0.28 268.17 27302 0.31
463.09 1- 5857828 0.32 297.66 83664 0.32
464.06 1- 1403396 0.31 298.64 765991 0.35
465.08 1- 333215 0.31 299.55 1- 3239989 0.39
521.23 225206 0.32 300.54 1- 565879 0.33
609.18 192584 0.29 301.68 1- 80161 0.30
927.32 1- 380022 0.31 34293 1- 68188 0.33
928.32 1- 171334 0.32 461.07 45762 0.29
lntensg -l\483(463.08->299.55), 29.4-29.7min #3773-3815|
Sy 299,53
0.8+
0.6+
o] ok
41 171.75
0.2 I
0A0< I Al TN | . . .
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
142.44 1- 174477 0.30
171.75 1- 317849 0.28
172.79 1- 16870 0.27
186.45 1- 18487 0.30
2563.50 1- 44258 0.29
269.22 1- 18978 0.32
270.28 1- 41121 0.31
297.59 185135 0.29
298.57 1- 638140 0.34
299.53 1- 835177 0.35
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 13, AutoMSn(463.08), 29.8 min

] .. MS,297-29.8min #3817-3837)  Intens, : -MS2(463.08), 29.7-29.8min #3818-3838
108, : 10 -
X 463.08 Lo 29955
1 ¢
6_
] 5]
4_
] 1- 11
21 348.99 i i 3
i - - 1-
609.17 927.35
o I (.. of7i7e |, ey
200 400 600 800 miz 200 400 600 800 miz
mz_ z I _FWHM mz z I _FWHM
348.99 1- 1426513  0.27 142.47 1- 43891 028
349.98 1- 302938  0.24 17179 1- 67540  0.28
461.11 297510  0.32 268.16 19586  0.23
463.09 1- 6650990  0.31 297.67 53254 0.3
464.06 1- 1457170  0.31 298.68 443556 0.35
465.08 1- 345604  0.31 299.55 1- 2689938  0.40
531.08 198308  0.30 300.53 1- 417188  0.40
609.17 1- 375387  0.29 301.67 1- 68513  0.34
927.35 1- 445983  0.29 342.97 1- 64602  0.26
928.32 1- 231616  0.30 461.07 1- 38871  0.29
Intens. | S3(463.08->299.55), 29.7-29.9min #3820-3840
x10 z
299,52
0.8
0.6
044 .
171.73
0.2-
0.0 l BT | . . . . =
200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM

142.44 1- 127258 0.29
171.73 1- 236099 0.27
172.82 1- 13533 0.35
186.41 1- 19079 0.25
253.48 1- 29250 0.27
268.16 1- 12797 0.19
270.28 1- 35086 0.32
297.57 85875 0.31
298.56 1- 423409 0.34
299.52 1- 780053 0.36
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 14, AutoMSn(433.09), 30.3 min

Intensa. -MS, 30.2-30.3min #3889-3894 lntensé_ -MS2(433.09), 30.2-30.3min #3890-3895
x10°] x10 =
1- 299.57
1.5 349.02 1.0
] 0.8+
103 0.6
] 0.4
0.5:
<4 0.2_
0.0 . 0.0 - | ,’ . r - -
800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM mz_ z I FWHM
349.02 1- 1444784 0.30 142.39 1- 14902 0.16
350.01 1- 279538 0.25 171.76 1- 10525 0.22
41520 1- 288423 0.31 268.15 7806 0.27
433.09 1- 552237 0.32 282.89 5491 0.14
439.09 1- 235484 0.30 298.65 122777 0.33
449.12 1- 339937 0.27 299.57 1- 926797 0.37
463.11 1- 556230 0.30 300.56 1- 176337 0.32
483.21 1- 199927 0.31 301.66 1- 37011 0.24
521.24 1- 579784 0.28 343.13 6469 0.31
615.14 1- 221914 0.31 432.88 11348 0.13
Intenss.g -MS3(433.09->299.57), 30.3-30.3min #3892-3897
1021
e 29954
4
33
2; 1-
117171
17 |
I OV
200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM
142.42 75463 0.25
171.71  1- 108160 0.29
17272 1- 8157 0.37
240.88 4667 0.13
253.49 1- 11683 0.29
269.22 4496 0.16
270.30 1- 12613 0.38
280.70 1- 8650 0.30
298.56 157792 0.29
299.54 441292 0.33
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 15, AutoMSn(433.06), 30.6 min

Intérie ] . MS, 30.4-30.8min #3912-3968]  Intens ] -MS2(433.06), 30.4-30.8min #3913-3969
X0 433.06 N 299.55
47 L 2 2.04
3 1.54
3 1- 1.0
2: 348.99 ]
] 1- ]
] 1- ]
i 521.23 867.29 9% .
(R SN B AN o : 00} 178 L., e
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM mz z | FWHM
348.99 1- 1547515 0.29 142.44 1- 21211 0.29
350.00 1- 273238 0.26 171.78 1- 37553 0.20
433.07 1- 4007286 0.33 251.42 9677 0.26
434.05 1- 999968 0.30 297.68 19908 0.37
435.08 1- 235295 0.30 298.65 579657 0.35
501.06 1- 275997 0.30 299.55 1- 1925901 0.40
521.23 1- 694380 0.30 300.54 1- 327269 0.36
52222 1- 211026 0.29 301.67 1- 48372 0.30
867.29 1- 543644 0.35 342.95 1- 31998 0.28
868.29 1- 257248 0.29 431.04 1- 21977 0.29
Intenss.E -MS3(433.06->299.55), 30.4-30.8min #3915-3971
x10°4
] 1-
5 298.54
43
35 4
2] 17175
l'
0: A'ullnl . . . v
200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM
142.44 1- 108142  0.30
171.75 1- 190191 0.27
251.38 1- 17121 0.23
2563.52 1- 23969 0.26
269.21 1- 16296 0.28
270.25 1- 36552 0.23
280.72 1- 14357 0.26
297.55 36366 0.36
298.54 1- 502316 0.35
299.54 1- 465558 0.35
Bruker Compass DataAnalysis 4.4 printed: 12/09/2024 13:37:28 by: BRUKER Page 15 of 29



163

Compound Spectrum

List Report

Cmpd 16, AutoMSn(447.08), 31.5 min

Intensé: -MS, 31.2-31.7min #4022-4082 Intensé -MS2(447.08), 31.3-31.7min #4024-4083|
X0 447.08 X 281.81
o] o i
3 0.8+
] 0.6
2j 1
E 1- 0.4+
1] 585.12
E 0.2 l 447.08
0- ; 31“!'24 E il ll N : . 8?.51'28 0.04 s L kow: n? - . §
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z I FWHM
433.08 1- 2202038 0.31 142.46 1- 41973 0.27
434.06 1- 461370 0.31 251.45 1- 145714 0.31
447.09 1- 4105075 0.32 252.47 1- 49753 0.28
448.06 1- 967348 0.32 253.55 1- 51854 0.29
449.08 1- 212363 0.30 280.86 39685 0.31
525.29 1- 254397 0.34 281.83 1- 1000616 0.34
585.12 1- 996244 0.29 282.78 1- 911228 0.35
586.11 1- 3133583 0.30 283.83 1- 164178 0.31
593.19 202813 0.32 326.83 1- 232041 0.30
599.12 1- 514987 0.31 447.08 47171 0.30
Intensé- -MS3(447.08->281.81), 31.5-31.7min #4060-4085 Intens‘i’ -1I\/I83(447.08->281 .81), 31.3-31.3min #4026-4031
%9 281.75 X 281.76
1.0 ]
0.8 4
0.64 ]
0.4+ 2
0.24 1
(L — I ——— ob ol S
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z I FWHM
222.06 7570 0.30 123.51 1706 0.13
251.38 1- 116430 0.24 235.75 812 0.13
252.45 1- 36345 0.29 251.39 1- 4008 0.35
263.76 1683 0.13 25252 1- 1569 0.17
278.69 5602 0.28 253.42 2096 0.22
279.80 1955 0.29 263.88 3- 1819 0.13
280.84 50591 0.31 264.13 3- 1235 0.40
281.75 985836 0.37 280.77 5235 0.15
282.74 18907 0.22 281.76 1- 51246 0.27
293.29 3229 0.17 282.77 1- 8208 0.29
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 17, AutoMSn(433.07), 31.6 min

Intense,' -MS, 31.5-31.6min #4056-4072 lntensé_ : -MS2(433.07), 31.5-31.6min #4057-4074|
x10 _ 4/'1,_09 x10! 299.56
54 1-° ]
3 433.07 18
4_
37 1.0
2-
] I- 0.5
13 585.11 1-
0] . 31“!'25' et ll. . '8671'.2|’ 0.0 . A & . . . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM mz_ z | _FWHM
433.07 1- 3789169 0.31 142.49 13963 0.22
434.06 1- 803541 0.31 171.78 1- 18704 0.23
447.09 1- 5012308 0.31 298.67 89701 0.32
448.06 1- 1163663 0.32 299.56 1- 1548382 0.39
449.07 1- 255389 0.30 300.58 1- 276301 0.32
585.11 1- 889616 0.29 301.66 1- 67817 0.26
586.10 1- 281449 0.30 342.92 13020 0.21
593.18 1- 330604 0.32 41499 1- 18707 0.18
599.12 1- 715047 0.32 431.08 10508 0.23
867.28 1- 282057 0.29 448.08 12942 0.26
Inlenss.: -MS3(433.07->299.56), 31.5-31.6min #4059-4076
1057
X0 299,57
57
4
3
2 1
1171.74
17 |
ol W
200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM

142.43 1- 74050 0.29
143.46 1- 7853 0.24
171.74 1- 120794 0.26
172.81 1- 8115 0.33
205.17 6432 0.16
253.50 1- 15124 0.36
270.27 1- 21192 0.25
280.74 1- 8672 0.21
298.57 75216 0.32
299.57 478942 0.34
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 18, AutoMSn(447.08), 32.2 min

lntense.- i -MS, 32.1-32.3min #4138-4166 Intensé_ -MS2(447.08), 32.1-32.3min #4139-4167|
Lk 447.08 05 28281
] 1.57
6 ]
44 1.0;
2+ 1 0.5
447.06
599.11
0 : 28‘}'?3 el . i 895.28 0.01 4 ‘“l. " l N . . . . .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | FWHM mz_ z I _FWHM
284.93 329759 0.28 142.46 1- 66626 0.29
447.09 1- 6780821 0.32 251.43 1- 280797 0.29
448.07 1- 1436278 0.32 252.47 1- 97906 0.24
449.08 1- 395076 0.27 281.84 1287469 0.33
515.09 1- 387226 0.35 282.81 1- 1530634 0.36
575.14 317202 0.31 283.84 1- 287452 0.33
593.18 1- 352460 0.33 297.53 1- 67216 0.26
599.11 1- 768513 0.30 326.82 1- 296091 0.33
600.10 1- 210088 0.34 327.84 1- 62763 0.27
895.29 227628 0.36 447.06 115970 0.31
Intenss.- -MS3(447.08->282.81), 32.1-32.3min #4141-4169
1094
o L
% 281.78
0.8
0.6
0.4+
0.2
0041 —_—
200 400 600 800 m/z
mz_z I FWHM
222.07 7251 0.30
236.79 6784 0.35
251.41 1- 100549 0.28
252.44 1- 59636 0.30
253.52 1- 30813 0.21
263.97 11891 0.21
278.70 6450 0.28
280.87 30167 0.30
281.78 1- 898042 0.36
282.74 1- 335212 0.33
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 19, AutoMSn(417.07), 32.8 min

Intense_ ; -MS, 32.7-32.9min #4211-4244] lntenss -MS2(417.07), 32.7-32.9min #4212-4245)
X0 ] 417.07 I 281.77
1.0: 44
057 1- 24
1 585.14
00l ,.I.ik.m“J o 83526 il e il bi® -
200 400 600 800 miz 200 400 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z | FWHM
417.08 1- 1298124 0.32 142.44 1- 12302 0.27
418.05 1- 300870 0.30 251.40 1- 54877 0.24
44712 1- 218156 0.27 252.45 1- 15622 0.27
485.08 1- 213451 0.33 253.52 1- 11811 0.31
501.09 1- 159769 0.33 281.77 1- 521684 0.32
521.24 1- 110571 0.33 282.76 1- 291562 0.32
583.18 1- 145151 0.31 283.83 1- 37897 0.33
585.14 1- 309526 0.34 297.50 1- 11885 0.18
599.14 1- 246135 0.31 326.83 1- 49376 0.32
613.16 1- 129690 0.28 356.96 1- 12510 0.25
Intens. -MS3(417.07->281.77), 32.7-32.9min #4214-4247
x1057
4] 281.73
3_
2<
1-
(I — -
200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM
221.68 605 0.13
222.09 5395 0.20
234.63 421 0.13
251.37 1- 50763 0.34
252.44 1- 15760 0.28
278.65 660 0.15
279.00 534 0.13
280.75 10311 0.35
281.73 357065 0.31
293.13 471 0.13
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 20, AutoMSn(493.11), 33.3 min

Intenss. -MS, 33.0-33.5min #4257-4318 Intenssu -MS2(493.11), 33.0-33.5min #4259-4320|
x10 x10°] X
] 1- ] 330.89
43 417.07 4
3] 3]
2 1- 21
493.11 ]
14 15
i 1 1-
0 ’ . L Lk L i 8:35l.29 o] 157‘.1‘1' e 475‘09 . ‘ . '
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
miz_ z I FWHM mz z I FWHM
417.07 1- 3541378 0.32 15711 1- 12552 0.28
418.06 1- 739111 0.32 186.43 1- 11230 0.28
419.07 1- 170074 0.29 314.26 1- 16302 0.36
463.09 1- 331293 0.27 329.95 316933 0.35
477.14 136122 0.31 330.89 1- 355764 0.34
485.09 1- 407298 0.28 331.89 1- 70903 0.28
493.11 1- 1171827 0.32 332.94 1- 9647 0.29
494.10 1- 265245 0.33 342.96 1- 9315 0.36
523.26 1- 410399 0.30 372.96 1- 10855 0.29
525.26 1- 136074 0.25 475.09 1- 11678 0.25
Intens. -MS3(493.11->330.89), 33.1-33.5min #4261-4322| Intens. | -MS3(493.11->330.89), 33.1-33.5min #4265-4317|
x1054 e x105] i
] 314.20 1.5: 314.21
1.004
0.75 10
050 i ]
4 = 0.54
1157.08
0'25: 1157.10
0.00] . . : 0.0 \ - - .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
miz_z I FWHM mz z I FWHM
157.08 1- 24346 0.29 157.10 19245 0.28
186.37 1- 8737 0.26 186.35 1- 11073 0.32
201.09 6475 0.18 281.73 8879 0.23
282.82 1- 15602 0.28 282.82 1- 12665 0.29
284.89 1- 17143 0.31 284.88 1- 19633 0.22
285.96 1- 7006 0.20 314.21 1- 145559 0.29
299.63 1- 8715 0.16 315.28 1- 38441 0.25
314.20 1- 101278 0.35 316.33 1- 8237 0.22
315.26 1- 29731 0.30 329.87 21176 0.24
329.84 14665 0.30 332.93 6825 0.26
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 21, AutoMSn(417.07), 33.4 min

Intense.: p -MS, 33.2-33.5min #4280-4318 Intensé: -MS2(417.07), 33.2-33.5min #4282-4319
1061 3 5 7
X 417.07 i 282.78
1 1.007
37
] 0.757
2] 1- ]
] 493.11 0.50
13 0.257
0: . . . l " \.._L iy 8'35|'29 0.003— . ..L e l : . . - .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz _z I FWHM mz z | _FWHM
417.07 1- 3582350 0.31 142.43 1- 27169 0.27
418.06 1- 752974 0.31 251.42 1- 139602 0.29
419.08 1- 166816 0.29 252.47 1- 47643 0.27
463.09 1- 362734 0.26 281.83 1014556 0.35
47715 153246 0.31 282.77 1- 1055499 0.37
485.09 1- 417212 0.27 283.82 1- 179546 0.31
493.11 1- 1321073 0.32 297.51 1- 23589 0.23
49410 1- 309830 0.32 326.83 1- 132220 0.30
523.27 1- 822902 0.30 327.84 1- 24075 0.28
524.26 1- 228629 0.33 417.06 30588 0.28
|men56-— -MS3(417.07->282.78), 33.2-33.4min #4284-4301 Intensé_ -MS3(417.07->282.78), 33.3-33.5min #4291-4321
x10 x10;
1- 8- 1-
1.07 281.75 281.75
0.8 6
0.6
4
0.4+
0.2+ 2
ool MY ol T : —
200 400 600 800 m/z 200 600 800 miz
mz _z | _FWHM mz_ z I _FWHM
222.03 8953 0.22 155.02 2514 0.17
251.39 1- 121404 0.30 222.08 1- 7558 0.25
252.45 1- 46122 0.30 251.39 1- 114160 0.23
253.54 1- 3341 0.30 25245 1- 33835 0.30
263.76 5149 0.13 253.51 1- 6603 0.30
278.77 5620 0.17 264.01 3455 0.17
279.75 2313 0.13 278.63 2101 0.38
280.86 14881 0.42 280.83 11705 0.23
281.75 1- 914084 0.36 281.75 1- 703832 0.35
282.73 1- 56288 0.28 282.78 1- 83145 0.34
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 22, AutoMSn(447.09), 33.8 min

Intense. -MS, 33.6-34.0min #4331-4390) lntenss._ -MS2(447.09), 33.6-34.0min #4332-4392|
0 1- X0 282582
154 417.08
1- 61
447.09
1.0 4
3 1-
05 525.29 21
00 ; 31§<56 : 1.“ ll lll.I Al §35.'31 0 . L - . T T
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM mz z | FWHM
417.08 1- 1430428 0.31 278.65 1970 0.18
418.06 1- 318518 0.30 281.77 5736 0.13
447.09 1- 971195 0.32 282.82 1- 641401 0.41
448.08 1- 242267 0.30 283.80 1- 98578 0.34
485.09 1- 226898 0.31 284.92 1- 20361 0.32
493.12 1- 290232 0.28 298.48 3337 0.20
525.29 1- 314708 0.30 299.58 2740 0.34
527.27 1- 141926 0.32 313.17 1- 11766 0.30
569.13 1- 128715 0.33 314.20 1- 3334 0.29
587.18 1- 202196 0.32 378.92 2079 0.28
Intenss.: -MS3(447.09->282.82), 33.6-34.1min #4334-4394|
X0 282,81
53
4<
3
2]
13
0 - - - - -
200 400 600 800 m/z
mz z | FWHM
223.13 772 0.13
252.63 276 0.13
267.13 382 0.13
279.75 455 0.13
280.50 706 0.13
281.74 1847 0.24
282.81 466467 042
284.63 633 0.13
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 23, AutoMSn(585.12), 34.2 min

Intens. | -MS, 34.1-34.2min #4395-4419] Intens.d -MS2(585.12), 34.1-34.3min #4396-4420)
x106 x106 1=
1 by 299.57
417.07
] 0.84
2] i 0.6
i 585.12
0.4+
1<
3 0.2 i
0l _201.14 318.54 I.L.l NI 835.31 0017171 58319
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z I FWHM
417.07 1- 2614903 0.32 171.71 1- 12611 0.27
418.05 1- 652406 0.29 186.43 7082 0.26
447.09 1- 608612 0.30 270.29 1- 8218 0.34
448.08 1- 140433 0.29 297.54 1- 15187 0.20
485.08 1- 489979 0.28 298.66 1- 7123 0.19
491.17 1- 140944 0.29 299.57 1- 816026 0.36
527.27 1- 223956 0.32 300.55 1- 134694 0.32
569.13 1- 263181 0.31 301.66 1- 19486 0.27
585.13 1- 1121366 0.33 433.04 6355 0.31
586.10 1- 364324 0.31 583.19 22250 0.36
Intens. ] -MS3(585.12->299.57), 34.1-34.3min #4397-4422
X103 299.56
1 L 4
3
2]
1
117171
il
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM

142,43 1- 48234 0.25
143.44 1- 5086 0.39
171.71 1- 64464 0.28
172.75 1- 7389 0.33
186.34 1- 4657 0.24
253.46 1- 8258 0.24
270.23 1- 8721 0.27
297.48 1- 20988 0.26
298.55 1- 3422 0.31
299.56 342008 0.33
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 24, AutoMSn(417.07), 34.3 min

Intense.; : -MS, 34.0-34.5min #4390-4453 Imenss_ “MS2(417.07), 34.0-34.5min #4391-4455|
o 417.07 g 282.79
1.57 67
1.0 44
] 1- ]
] 585.13
0.5 \ 1= 24
] 701.26 1
ol dess || L a0 83531 ™ Y o
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 miz
mz_ z I _FWHM mz z I FWHM
417.07 1- 1581119  0.32 251.44 1- 43308  0.36
418.05 1- 394124  0.29 252.47 1- 11389  0.20
44710 1- 517120  0.31 266.10 2- 11481 0.18
448.08 1- 125834  0.29 281.86 262983  0.37
485.08 1- 279788  0.29 28279 1- 611600  0.36
527.27 1- 175652  0.33 283.79 1- 123202  0.28
569.15 1- 354053 0.29 284.90 1- 13206 0.30
585.13 1- 611650  0.32 297.50 1- 9694  0.22
586.12 1- 186497  0.29 326.81 1- 34894  0.30
701.26 1- 147395  0.32 357.02 1- 10016  0.18
Intens4. -MS3(417.07->282.79), 34.5min #4457| Inlenssu -1M83(41 7.07->282.79), 34.1-34.5min #4393-4451
1044 105] -
%0 1- X190 ] 282.77
1.0 281.69 ]
3_
0.8 ]
0.6 25
0.4+
. 1:
0.2+ ]
oo+——L 1L — Y —
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 miz
mz_ z I FWHM mz_ z | FWHM
209.38 1916 0.13 207.40 2- 6459 0.15
251.42 3797  0.21 23465 1- 5574  0.20
278.88 2046 0.13 236.62 6026 0.20
281.69 1- 9819 027 251.40 23826  0.24
282.79 1- 4716  0.21 252.42 1- 25710  0.28
25350 1- 18219  0.32
263.97 6227  0.24
280.80 5704  0.35
281.79 1- 298113  0.32
282.77 1- 336219 0.33
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 25, AutoMSn(603.06), 35.5 min

Intensé: -MS, 35.4-35.6min #4563-4601| Intens.] -MS2(603.06), 35.4-35.7min #4565-4603
1001 10°] F
J251 1- RS 299.56
223 299.59 5] ®
1.004 ]
0.751 1 2]
603.06 ]
0.507 ]
3 1
0.257
0_00: B YV TN VY | : 0. . i '0 i .
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z I FWHM
268.20 1- 87488 0.30 161.26 1381 0.13
297.50 1- 107548 0.32 171.69 1824 0.27
299.59 1- 1127196 0.30 186.34 1233 0.18
300.63 1- 195670 0.29 299.56 1- 307009 0.33
368.99 1- 87384 0.28 300.58 1- 44208 0.32
567.22 1- 68864 0.33 32259 1- 3123 0.28
603.06 1- 460636 0.36 512.13 1585 0.13
604.04 1- 170446 0.28 521.25 1793 0.13
625.11 1- 117693 0.28 534.25 1330 0.13
699.22 1- 137594 0.31 567.23 1105 0.14
Intenss.g -MS3(603.06->299.56), 35.4-35.7min #4567-4605]
10°7
e 299,56
9 2
1.004
0.757
0.507
1 1-
0259 171.74
0003l I o i — —
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
142.40 1- 15985 0.26
171.74 1- 19409 0.24
207.38 1287 0.13
22417 1- 1332 0.19
225.20 1- 1530 0.23
251.27 1- 1538 0.14
253.48 3145 0.30
270.22 1- 2341 0.28
271.36  1- 1308 0.14
299.56 114236 0.32
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 26, AutoMSn(537.11), 40.9 min

Intens | -MS, 40.7-41.1min #5261-5305]  Intens. -MS2(537.11), 40.7-41.1min #5262-5306
x106 1- x1063 s
] 5637.11 - 375.03
34 1.257 P
] 11005 443.05
2] 0.753
0.501
17 ]
1 0.257 537.11
0 ; . ; 0.003— U , :
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z I FWHM mz z | FWHM
327.02 32702 0.32 375.04 1- 1192910 0.39
483.29 37073 0.29 375.97 1- 311740 0.34
537.12 1- 2870648 0.32 377.03 1- 57418 0.29
538.08 1- 934616 0.31 399.05 1- 79616 0.31
539.10 1- 235480 0.30 401.02 1- 36613 0.27
540.12 1- 36487 0.31 417.07 1- 90046 0.32
559.11 37856 0.24 443.05 1- 965988 0.37
567.14 45259 0.27 443.97 1- 277319 0.33
605.07 91854 0.31 445.02 1- 64375 0.29
627.08 88109 0.29 537.11 78551 0.28
Intenss.: -MS3(537.11->375.03), 40.7-41.1min #5264-5307|
%0 375.00
5-
4:
3
27
13
0 T ; r ;
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
2561.35 1733 0.28
253.46 2333 0.28
254.49 1187 0.18
330.96 1- 6169 0.27
331.88 1- 2048 0.23
332.99 1- 737 0.19
346.93 2421 0.30
348.05 1235 0.28
375.00 463137 0.31
375.97 1- 8337 0.36
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 27, AutoMSn(537.12), 41.4 min

Intens. ] -MS, 41.1-41.6min #5314-5380| Intens. -MS2(537.12), 41.1-41.6min #5315-5382,
x106] 1 x105. 1-
1 5637.12 375.03
b L 4
2.0 1-
] 6 443.04
1.57
] 41
1.0 1-
] 327.04 2
0.5 { 1-
: 39519 67752 e
0.0+, e S 0+— Ll : —
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM mz z | FWHM
327.04 1- 630473 0.32 375.06 1- 675605 0.36
328.06 1- 124870 0.32 375.98 1- 168904 0.34
395.19 1- 137504 0.31 377.08 1- 23095 0.36
463.20 94589 0.31 399.04 1- 54460 0.27
483.30 81201 0.29 400.98 1- 24129 0.21
537.13 1- 2090290 0.33 417.07 1- 58569 0.29
538.10 1- 691366 0.31 443.04 1- 552986 0.35
539.13 1- 174595 0.31 443.99 1- 156375 0.33
567.12 1- 155611 0.27 445.02 1- 31636 0.34
677.52 1- 182052 0.31 537.12 43778 0.31
Imenss.- -MS3(537.12->375.03), 41.1-41.7min #5317-5384
x10°7
253 375.00
2.0
1.5]
1.0
0.5
0.0 - - - - - T T 4
200 400 600 800 m/z
mz z I _FWHM
251.38 802 0.19
263.43 2173 0.29
254.46 1173 0.20
330.92 2852 0.28
331.96 2- 2926 0.29
332.64 2- 870 0.13
346.99 1137 0.16
348.11 877 0.14
375.00 228499 0.33
375.94 1- 5761 0.33
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 28, AutoMSn(645.50), 58.9 min

Intens. | -MS, 58.9-58.9min #7602-7607| Intens. -MS2(645.50), 58.9-58.9min #7604-7609
x106 x1057 L%
1 1- 577.49
0.8 27467 2.0
4 1_ :
0.6 57753 1.5 g
- 1.0] 345.14
02 345 184 645 50 0.5
1 g2 I 877 86 ]
0.0 - o ' LJLALJA J " 0.0 . | . . . . .
200 400 800 m/z 200 400 800 miz
mz_ z I FWHM mz z | FWHM
274.67 1- 772657 0.32 274.67 1- 13274 0.36
275.69 1- 149706  0.34 275.64 1- 5948  0.15
341.23 1- 74062 0.33 345.14 1- 100573 0.28
345.18 1- 201525 0.30 346.16 1- 17909 0.31
41321 1- 91218 0.34 577.51 1- 187523 0.36
481.22 1- 84861 0.30 578.48 1- 104013 0.26
527.50 1- 94479 0.28 579.47 1- 5431 0.23
577.53 1- 553960 0.39 599.25 1299 0.13
578.50 1- 244834  0.36 609.63 2015  0.13
645.51 1- 141371 0.35 614.63 1462 0.13
Intenss.~ -MS3(645.50->577.49), 58.9-58.9min #7606-7611
x10°1
1.0 by
| 27463
0.8
0.6
0.4
0.2-
) S .  S—
200 400 600 800 m/z
mz_ z | _FWHM
155.25 374 0.13
184.51 959 0.13
196.88 991 0.13
228.57 1- 2036 0.38
22963 1- 747 013
257.00 552 0.13
272.33 671 0.35
27463 1- 88991 0.23
275.64 1- 11737 0.36
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Compound Spectrum List Report

Cmpd 29, AutoMSn(409.30), 62.7 min

Intensé; -MS, 62.6-62.8min #8087-8110) Intenss_ -MS2(409.30), 62.6-62.8min #8088-8111
X3 409.30 s 409.30
] 4
34 3 1-
il 1 335.15
2] 2]
1] 1
] 520.92 ]
0 B e T 0 . b , —
200 400 600 800 m/z 200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM mz z I FWHM
316.24 50800 0.21 335.15 1- 228580 0.32
384.90 57512 0.28 336.16 1- 53199 0.29
409.31 1- 3134832 0.34 337.19 1- 7502 0.29
410.29 1- 1089424 0.31 349.20 1- 27578 0.28
411.30 1- 179911 0.30 350.24 1- 6837 0.23
452.90 106382 0.27 352.16 9045 0.35
515.37 63250 0.26 353.17 1- 23978 0.30
520.92 135064 0.23 354.16 1- 5851 0.35
577.31 107290 0.33 39425 1- 7749 0.37
588.87 105804 0.24 409.30 320319 0.32
Intensd: -MS;&(409.30->335.1 5), 62.6-62.8min #8090-8113
x104] 3
1.251 335.15
1.003
0.751
0.50
0.251 n
0003 bl T——
200 400 600 800 m/z
mz z I FWHM
276.69 1- 3519 0.33
277.57 1- 1209 0.26
291.34 1- 3761 0.20
31856 1- 1376 0.27
319.59 1- 947 0.34
335.15 1- 11325 0.36
336.16 1- 854 0.36
353.21 1- 9221 0.33
354.15 1- 1997 0.37
379.17 1- 1160 0.28
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