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RESUMO

Resumo

Os péptidos antimicrobianos, as asterosaponinas e outros metabolitos isolados da
estrela-do-mar Marthasterias glacialis, apresentam um amplo espectro de bioatividades. Os
péptidos antimicrobianos, que podem ser encontrados nos equinodermos, demonstraram
atividades inibitdrias contra diversas estirpes microbianas. Por outro lado, acredita-se que as
asterosaponinas desempenham um papel protetor sobre as estrelas-do-mar, no entanto, as
suas funcdes bioldgicas continuam a ndo estar bem estabelecidas e, pensa-se que possam ser
elucidadas através de estudos sobre a sua localizacdo, num dado organismo.

Para caracterizar e inferir sobre a atividade antimicrobiana de compostos extraidos da
M. glacialis, estrela-do-mar abundante na Costa Atlantica Portuguesa, foram analisados, por
LC-MS/MS, metabolitos dos componentes do disco central (CDC) e das génadas (femininas-
GF e masculinas-GM).

Foi verificado que os niveis de esteroides polares sulfatados nos extratos
(metandlicos-M e aquosos-A) dos o6rgdos estudados sdo diferentes e, além das 79
asterosaponinas, foram detetados 10 compostos com atividade antimicrobiana e
antibacteriana e 24 compostos com outras propriedades bioativas descritas. Atraves de LC-
MS/MS foram detetados 433 compostos para A-GM; 432 para A-CDC; 430 para M-GM,;
427 para M-GF e, por fim, 422 para a amostra A-GF. Foi feita a comparacado da composicao
dos extratos dos diferentes 6rgdos com a atividade antimicrobiana obtida e deduziu-se que a
variabilidade encontrada nos diferentes tecidos pode estar associada a funcGes biologicas
especificas em M. glacialis.

Apds analise do rastreio de atividade antimicrobiana dos tecidos estudados, concluiu-
se que todos inibem o crescimento de Escherichia coli. A concentragdo inibitdria minima foi
de 2,5 pg/ulL para o extrato aquoso e metandélico das génadas masculinas; 4,0 pug/pL para o
extrato metanolico das génadas femininas e para o extrato aquoso dos componentes do disco
central e 5,0 pg/pL para o extrato aquoso das gonadas femininas. Referente aos ensaios de
concentracdo bactericida minima, as amostras M-GM e A-GM apresentaram atividade
bactericida aos 2,5 e 5,0 pg/uL, respetivamente. As restantes amostras, apresentaram
atividade bacteriostatica para as concentragfes de 4,0 pg/uL M-GF e A-CDC e 5,0 pg/pL
para A-GF.

Deste modo, através da comparacgdo das asterosaponinas face ao total de compostos
identificados, dos compostos com propriedades bioativas descritas, dos compostos com
propriedades antibacterianas e dos metabolitos presentes nos diferentes 6rgdos da M.
glacialis acreditamos que estes compostos possam participar em diferentes funcgdes
bioldgicas e que isto possa dever-se as propriedades toxicas, protetoras ou antimicrobianas
destes compostos (Maier, 2008).

Palavras-chave: Marthasterias glacialis, gdénadas, componentes do disco central,
metaboldmica, LC-MS/MS, atividade antimicrobiana



ABSTRACT

Abstract

Antimicrobial peptides, asterosaponins and other metabolites isolated from the
starfish Marthasterias glacialis, showed a wide spectrum of bioactivities. Antimicrobial
peptides, which can be found in echinoderms, have shown inhibitory activities against several
antimicrobial strains. On the other hand, it is believed that asterosaponins play a protective
role over starfish, however, their biological activities are still not well established and,
therefore, it is thought that they can be clarified through studies about their location, in a
certain organism.

To predict the antimicrobial activity of extracts from M. glacialis, a starfish abundant
on the Portuguese Atlantic Coast, characterization of the central disc components (CDC) and
from female (GF) and male (GM) gonads were analyzed.

It was found that the levels of sulfated polar steroids in the extracts (methanolic-M
and aqueous-A) of the organs studied are different. Also, our study allowed the identification
of 79 asterosaponins, 10 compounds with antimicrobial and antibacterial activity and 24
compounds with bioactive properties already reported. Through LC-MS/MS were detected
from A-GM, A-CDC, M-GM, M-GF and A-GF, respectively 433, 432, 430, 427 and 422
compounds. The composition among the extracts obtained from the several organs was
compared and tentatively correlated with their determined minimum inhibitory
concentrations. It was hypothesized that the variability found in the different tissues may be
associated with their biological functions in M. glacialis.

After the evaluation of the antimicrobial activity of each extract, it was concluded
that all compounds showed ability to inhibit Escherichia coli. The minimum inhibitory
concentration was 2.5 pg/pL for the aqueous and methanolic extracts of male gonads; 4.0
pg/uL for the methanolic extract of the female gonads and for the aqueous extract of the
components of the central disc and 5.0 pug/pL for the aqueous extract of the female gonads.
Regarding the minimum bactericidal concentrations, the samples M-GM and A-GM showed
bactericidal activity with 2.5 pg/uL and 5.0 pug/pL, respectively, and the remaining samples
showed bacteriostatic activity at concentrations of 4.0 pg/pL for M-GF and A-CDC and of
5.0 pg/uL for A-GF.

In conclusion, by comparing asterosaponins with the total of compounds identified,
compounds with the bioactive properties, compounds with antibacterial properties and other
metabolites that were found in different organs of M. glacialis, we believe that these
compounds may participate in different biological functions, and that this may be due to the
toxic, protective or antimicrobial properties of these compounds (Maier, 2008).

Keywords: Marthasterias glacialis, gonads and central disc components, metabolomics,
LC-MS/MS, antimicrobial activity
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1. INTRODUCAO TEORICA

1. INTRODUCAO TEORICA
1.1 O OCEANO E A SUA BIODIVERSIDADE

O oceano cobre cerca de 70% da superficie da Terra. Apesar de ser um recurso
ainda pouco explorado, é responsavel por hospedar uma grande diversidade de
organismos Vivos que biossintetizam compostos bioativos de interesse para a
indUstria farmacéutica (Carvalhal et al., 2018; Nalini et al., 2018).

Nos ecossistemas marinhos podemos encontrar uma enorme variedade de
biomoléculas que apresentam as mais diversas atividades bioldgicas, entre elas:
anticancerigenas, antifungicas, antibacterianas, antioxidantes, antivirais, anti-
inflamatorias e analgésicas. Contudo, para a maioria e como se trata de uma &rea em
desenvolvimento, as suas aplica¢cdes farmacolégicas ainda ndo foram detalhadamente
caracterizadas (Nalini et al., 2018).

O ecossistema marinho é composto por diversas plantas; invertebrados (como
por exemplo, a estrela-do-mar Marthasterias glacialis) e vertebrados que sdo ricos
em diversos compostos bioativos (peptideos, terpenos, alcaloides e proteinas),
nomeadamente antimicrobianos (Nalini et al., 2018).

O filo Equinodermata, em particular, a classe Asteroidea, tem vindo a ser
largamente estudada nas ultimas cinco décadas devido as bioatividades dos seus
compostos (Nalini et al., 2018).

Varios estudos tém provado que, os metabolitos da classe Asteroidea sdo uma
fonte promissora de agentes antibacterianos contra varias estirpes resistentes a
microrganismos patogénicos pelo que a descoberta de novos antibacterianos é crucial
para o desenvolvimento de novos farmacos (Beaver et al., 1967; Carvalhal et al.,
2018; Nalini et al., 2018).
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1.2 FILO EQUINODERMATA

A palavra equinodermo provém da juncdo das palavras gregas echinos e derma que,
traduzidas a letra, significam pele espinhosa. Esta designacéo foi utilizada inicialmente para
descrever os ouri¢os-do-mar, conhecidos pelos espinhos que revestem o seu exosqueleto
(Muller, 2005). Cada vez mais tém surgido estudos com equinodermos devido ao seu amplo
registo fossil, que remonta ao Pré-Cambriano; a sua importancia ecoldgica, no ambiente
marinho, a facil manipulacdo dos seus embrides; a interessante morfologia dos organismos
adultos e ao seu poder regenerativo (Beaver et al.,1967); (Matranga, 2005).

Os equinodermos sdo invertebrados marinhos que habitam desde as aguas mais
profundas até a zona entre marés e o seu ciclo de vida é, geralmente, complexo. De um modo
resumido, apresentam sexos separados; ndo tém dimorfismo sexual evidente e a sua
reproducdo é normalmente obtida por fertilizacdo externa contudo, também pode ocorrer por
reproducéo assexuada (Ruppert et al., 1996).

As caracteristicas dos equinodermos distinguem-nos dos restantes animais marinhos.
Entre elas ndo possuirem coluna vertebral nem cérebro (por isso, o0 sistema nervoso coordena
0s movimentos dos pés ambulacrarios que sdo pequenas projecdes tubulares); sao triblasticas
(ou seja, possuem trés tipos de tecidos: ectoderme, mesoderme e endoderme); sdo celomadas
(pois possuem uma cavidade embrionéaria preenchida por fluido coelémico e revestida pela
mesoderme) e deuterostomios (0 blastdéporo origina, primeiramente, 0 anus e s6 depois a
boca); por apresentarem simetria radial pentdmera (o corpo é dividido em cinco partes
organizadas em torno de um eixo central); possuem esqueleto interno (endosqueleto) de
origem mesodérmica e, por fim, a caracteristica que mais distingue 0s equinodermos dos
demais animais marinhos é o facto de possuirem um exclusivo sistema de canais coelémicos
e apéndices superficiais compondo o sistema hidrovascular ou ambulacrario (Smith et al.,
2018); (Ruppert et al., 1996).

Atualmente, estima-se que existiram cerca de 13.000 espécies de equinodermos,
7.000 das quais correspondem a classe Asteroidea Estas subdividem-se em cinco classes
(Smith et al., 2018) (Figura 1):



1. INTRODUCAO TEORICA

= Crinoidea (lirios-do-mar) - alimentam-se de pléncton e de detritos colhidos pelos
seus tentaculos e dirigidos a boca, pelos cilios;

= Echinoidea (ourigos-do-mar) - corpo arredondado sem bracos coberto por
espinhos delgados e moveis;

= Ophiuroidea (estrelas-do-mar comummente apelidadas de serpentes-do-mar) -
ndo possuem anus e alimentam-se de detritos, pequenos crustaceos e moluscos;

= Holothuroidea (pepinos-do-mar) - movem-se como lesmas no fundo do mar;

= Asteroidea (estrelas-do-mar) - inclui cerca de 1.500 espécies, tipicamente

pentameras e 0s seus bracos séo projetados a partir de um disco central.

Asteroidea Echinoidea

SN

Figura 1: As cinco classes do filo Equinodermata. Imagem adaptada de

http://ppcczoologia.blogspot.com/2014/11/filo-echinodermata.html.

Existem algumas caracteristicas que tornam os equinodermos um interessante alvo
de estudo, entre eles: a capacidade regenerativa apresentada nas espécies Ophiuroidea,
Asteroidea, Holothuroidea e Crinoidea (Carnevali et al., 2001) e, por outro lado, a elevada
atividade antimicrobiana encontrada em compostos bioativos presentes nos equinodermos.
Elevada atividade antimicrobiana foi encontrada, por exemplo, em 6rgédos gastrointestinais e
em ovos da estrela-do-mar Asterias rubens (Haug et al., 2002) e, também, em ovos do pepino

do mar Cucumaria frondosa (Haug et al., 2002).


http://ppcczoologia.blogspot.com/2014/11/filo-echinodermata.html
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1.3 CLASSE ASTEROIDEA: SUPERFICIE ORAL, ABORAL E ESTRUTURA
INTERNA

As estrelas-do-mar foram assim denominadas por possuirem cinco bragos, o que faz
lembrar a forma de uma estrela. Estas predadoras carnivoras contém um endosqueleto
subepidérmico de carbonato de célcio (calcita) que compreende uma série de ossiculos
produzidos pela mesoderme (Aparecida dos Santos, 2010).

O anus encontra-se na superficie aboral (Figura 2a) e nas proximidades da
madreporita (placa porosa responsavel por fazer a comunicacéo entre o sistema ambulacrario
e 0 meio externo) e a boca encontra-se no centro da superficie oral (Figura 2b). O sulco
ambulacral (Figura 2b) contém duas ou quatro fileiras de projecGes tubulares chamadas pés
ambulacrarios (6rgdos locomotores) que fazem parte do sistema hidrovascular (Figura 2c).
Este sistema hidrovascular é composto por um sistema de canais e apéndices que derivam do
celoma e auxiliam na locomocéo. O sistema hidrovascular é revestido por um epitélio ciliado,
o celoma e, preenchido por fluido celémico, semelhante a agua do mar, que tem, em
circulacdo, proteinas, varios morfotipos celulares e elevado teor em potéassio (Castro et al.,
2003). As péapulas sdo pequenas evaginagdes respiratorias que se encontram na superficie
aboral e que se projetam da cavidade do corpo e, ao redor destas, encontram-se as pedicelarias
em forma de pinca, que mantém a superficie do corpo limpa e, auxiliam na captura de
alimento. Este inclui oostras, moluscos, crustaceos, vermes tubicolas e outros equinodermes
que serdo digeridos com o auxilio de enzimas por digestao externa. (Fish et al., 2011; Castro
et al., 2003).

a) Superficie Aboral

3
Anus
Boca

’ s Madreporita /

= Sulco Ambulacral

a \ B 2 calc
= Bf}CC‘ agua » % & /
P Pé Ambulacririo * : Conslaquose  Vemtosa

¢) Estrutura interna

b) Superficie Oral 4 Py,
Figura 2: Representacao das superficies aborais (a) e orais (b) de Asterias vulgaris. Estrutura
interna (c) e seccédo transversal do braco com o respetivo sistema hidrovascular. Imagem
adaptada de Castro et al., 2003.
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1.4 MARTHASTERIAS GLACIALIS

Segundo Caroli Linnaei (Linnae, 1758), a espécie Marthasterias glacialis

(Linnaeus, 1978) (Figura 3), pertence ao/a:

Reino: Animalia B s 1 3
yy"%‘};\gz;c At‘ b VA“‘ 24

A A Ryl
AL el ST

Filo: Equinodermata
Sub-filo: Asterozoa

Classe: Asteroidea
Super-ordem: Forcipulatacea
Ordem: Forcipulatida
Familia: Asteriidae

Género: Marthasterias

Espécie: Marthasterias glacialis

Figura 3: Marthasterias glacialis. Imagem adaptada de http://www.european-

marine-life.org/30/marthasterias-glacialis.php

A superficie dorsal desta espécie € 0ssea, coberta por espinhos e calcificada,
0 que lhe confere alguma protecdo contra os predadores. Podem apresentar diversas
cores que, por um lado, as protegem contra-ataques de possiveis agressores e, por
outro, as camuflam da restante vida marinha (Ruppert et al., 1996; Sartore, 2015).
Quando chegam a forma adulta atingem, em média, um didmetro de trinta a quarenta
centimetros podendo chegar até aos oitenta centimetros (Fish et al., 2011).

A M. glacialis encontra-se distribuida por todo o nordeste da Europa e é,
essencialmente, uma espécie sub-litoral. E na proximidade das rochas que encontra
presas como mexilhdes (Figura 4) ou, em profundidade que encontra ouri¢cos do mar,
moluscos bivalves, crustaceos, peixes e outras estrelas-do-mar, das quais se ird
alimentar (Fish et al., 2011). Na Figura 4 esta ilustrado o processo de digestdo
externa de M. glacialis onde, com o auxilio dos seus pés ambulacrarios forga a

abertura da concha do mexilh&o e projeta o seu estbmago para o exterior, libertando
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uma serie de enzimas digestivas sobre o alimento que sera, em seguida, absorvido (Fish et
al., 2011).

Figura 4: Marthasterias glacialis alimentando-se de mexilhdo (imagem original).

O processo regenerativo de M. glacialis é complexo e lento, podendo variar entre
quinze a vinte semanas para regenerar completamente uma ponta do braco perdida ou, até
varios meses no caso de um braco autotomizado (Fish et al., 2011).

No final da década de 1940, varias espécies de estrelas do mar foram estudadas pela
primeira vez devido a presenca de glicosideos esteroides, uma classe de metabolitos
secundarios que se encontra distribuido pelo corpo das estrelas do mar (Dong et al., 2011).

M. glacialis tem vindo a despertar cada vez mais interesse pelos seus processos
regenerativos, mas também pelos compostos com propriedades antimicrobianas, presentes
nos seus 6rgaos (Dini et al., 1983; Laires, 2012; Stabili et al., 1994).
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1.5 COMPOSTOS COM POSSIiVEL ATIVIDADE ANTIMICROBIANA:
COMPOSTOS BIOATIVOS, ASTEROSAPONINAS E PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS

Os Equinodermos possuem varias moléculas bioativas, entre elas saponinas. Estes
compostos naturais foram inicialmente descobertos em plantas e, posteriormente,
encontradas em diferentes organismos marinhos, como nas estrelas-do-mar, nos pepinos-do-
mar e em esponjas (Andersson et al., 1989; Claereboudt et al., 2019; lorizzi et al., 2001).

Nas estrelas do mar foram identificados diferentes tipos de saponinas que, por
apresentarem uma conformagéo estrutural diversificada, foram agrupadas em trés grupos
distintos: glicosideos esteroides sulfatados (penta ou hexaglicosideos) denominadas
"asterosaponinas™; glicosideos ciclicos esterdides encontrados em estrelas-do-mar do género
Echinaster e, glicosideos de poli-hidroxiesteroides, um esterol poli-hidroxilado com uma ou
duas unidades de ose (Andersson et al., 1989; Riccio et al.,1986).

As asterosaponinas, tém caracteristicas estruturais comuns que incluem a fracdo
aglicona (A°*)-3B,60-dioxigenado-23-oxosteroidal), uma componente oligossacaridea
composta por cinco a seis unidades de oses ligadas ao Ce, um grupo sulfato no Cs e,
frequentemente, uma fungdo oxo em C»s, na cadeia lateral da aglicona (Figura 5) (Demeyer
et al., 2014). Existem semelhancas entre os grupos oligossacarideos das asterosaponinas: as
ligacGes interglicosideas sdo invariaveis e, a posi¢do da unidade ramificada esta localizada
na segunda unidade do monossacarideo a partir da aglicona. Os monossacarideos encontram-
se sempre na forma piranose com configuragdo -anomérica (o para L-arabinose). Os mais
comuns séo B-D-fucopiranose, -D-quinovopiranose, 3-D-xilopiranose, 3-D-galactopiranose
e B-D-glucopiranose; ja a 6-desoxi-xilo-hex-4-ulose (DXHU) ¢ a a-L-arabinopiranose estéo
presentes com menos frequéncia. As asterosaponinas apresentam massas moleculares de
cerca de 1500 Da (Riccio et al.,1986).

Sabe-se que as asterosaponinas exibem varias atividades biologicas (lorizzi et al.,
2001; Matranga, 2005) incluindo, efeitos citotxicos (Hasaimoto et al., 1960; lorizzi et al.,
2001; Mackie et al., 1976; Minale et al., 1993; Rio et al., 1965), hemoliticos (Mackie et al.,
1976; Rio et al., 1965; Prokof et al., 2003), anti-neoplasicos/anti-cancerigenos (Dubois et al.,
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1988; lorizzi et al., 2001; Kicha et al., 2010; Malyarenko et al., 2014), anti-inflamatdrios
(Matranga, 2005), antibacterianos (Andersson et al., 1989; Haug et al., 2002; lorizzi et al.,
2001; Stabili et al., 1996), antivirais (lorizzi et al., 2001; Shimizu, 1969), analgésicos
(Matranga, 2005) e antifungicos (Abraham et al., 2002; Matranga, 2005). Contudo, o
conhecimento das suas fungdes bioldgicas no organismo de origem é, ainda, limitado. Para
se conseguir perceber a funcdo bioldgica destes compostos bioativos é necessario recolher
informacdes sobre a sua distribuicdo corporal, em particular nas estrelas-do-mar, uma vez
que se supbe que a sua atividade possa estar relacionada com a sua localizacdo em
determinado 6rgéo/tecido (Prokof et al., 2003; Popov et al., 2019; Tang et al., 2006).
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Figura 5: Aglicona da molécula de Asterosaponina, onde R1 corresponde & cadeia

HO5S0

oligossacarida com 5 ou 6 residuos glicosidicos e R2 a cadeia lateral alifatica (Demeyer et
al., 2014).

Os glicosideos ciclicos esteroides sdo desprovidos de grupo sulfato e incluem um A’-
3B, 6B- nucleo esteroide desoxigenado e uma fracdo de trissacarideo ciclico que ligao Cz e
atomos Ce do esteroide. Estes sdo predominantes nas estrelas do mar e sdo responsaveis pela
sua toxicidade (Ivanchina et al., 2017; Kicha et al., 2010; Malyarenko et al., 2014).

Os glicosideos de poli-hidroxiesteroides (Figura 6) apresentam as mais variadas
estruturas e subdividem-se em, pelo menos, trés subgrupos que incluem os glicosideos que
possuem agliconas esteroides compostas por Cz7, C2s € C29. EStes compostos, que podem ser
encontrados nas formas sulfatada e ndo sulfatada, ocorrem geralmente em pequenas
quantidades e sdo apresentados por residuos B-D-xilopiranosil e a-L-arabinofuranosil ou os

seus derivados metilados ou sulfonados (Ivanchina et al., 2017). Incluem frequentemente
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esteroides altamente hidroxilados que contém cinco a nove grupos hidroxilo (Riccio et
al.,1986).

Figura 6: Estrutura molecular de glicosideos de polihidroxiesteroides (Popov et al.,
2019).

Segundo Nalini et al., 2018, foi identificada atividade antibacteriana para vérias
moléculas presentes em Equinodermos, nomeadamente, em tecidos contendo células em
circulacéo (fluido celémico).

No estudo publicado por Popov et al. (2019), foram identificadas e quantificadas as
asterosaponinas em diferentes Orgdos/tecidos da estrela-do-mar Lethasterias fusca. Os
esteroides polares sulfatados foram identificados nos tecidos: da parede do corpo da estrela-
do-mar, génadas, estbmago, ceco pildrico e fluido celémico e foi notério que existe uma
distribuicdo qualitativa e quantitativa variada de esteroides polares presentes nos diferentes
tecidos analisados. Em L. fusca, 97% dos esteroides polares sdo encontrados no estdmago e
foram identificados, maioritariamente, como asterosaponinas e agliconas nativas de
asterosaponinas (Popov et al., 2019). Por outro lado, o fluido celémico foi 0 componente do
corpo da estrela-do-mar L. fusca que apresentou menor concentracdo de asterosaponinas
(Popov et al., 2019). Estas diferencas na distribuicdo das asterosaponinas foi associada a sua
funcdo protetora, nomeadamente contra predadores, principal fungdo biologica destes
glicosideos esteroides sulfatados (Popov et al., 2019). Além disso, sugere-se que
asterosaponinas possam estar envolvidas em processos de reproducdo e em sinalizacdo

quimica interespecifica (Popov et al., 2019).
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Os péptidos antimicrobianos (AMP), que tém massas moleculares inferiores a 10 kDa
(cerca de 100 aminoacidos), podem exibir atividade antimicrobiana in vitro e in vivo e fazem
parte do sistema imunitario inato, onde participam na neutralizacdo e eliminacdo de
microrganismos patogénicos (Arizza et al., 2016). Encontram-se distribuidos por todos os
reinos, tanto dentro dos organismos unicelulares como multicelulares, o que sugere que
desempenham um papel importante e essencial nestes organismos. Como os invertebrados
dependem, exclusivamente, da imunidade inata para combater agentes infeciosos, acredita-
se gue 0s seus mecanismos imunoldgicos incluam moléculas com acéo inibidora rapida do
crescimento microbiano (Arizza et al., 2016; Sperstad et al., 2011).

Nos equinodermos, os AMP’s foram identificados, por exemplo, no fluido celémico
do pepino do mar Cucumaria frondosa (onde foi detetada atividade contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas), no extrato de celomdcitos de Asterias rubens e, também, em
Holothuria scabra- que possui aglutinina, que permite aglutinar e matar bactérias gram-
positivas e gram-negativas in vivo e in vitro. No caso especifico de Marthasterias glacialis,
foram identificados péptidos antimicrobianos nos seus ovos e na parede celular (Li et al.,
2010). Embora estas investigacbes preliminares envolvam algumas espécies de
equinodermos, os resultados sugerem que estes merecem mais atengcdo uma vez que, podem
ser fontes de identificagdo de novos compostos bioativos (Arizza et al., 2016).

Segundo o estudo de Arizza et al.(2016), o sistema imunologico de equinodermos foi
examinado (nomeadamente, o do ouri¢o-do-mar Paracentrotus lividus e do pepino-do-mar
Holothuria tubulosa) e identificaram novos péptidos que demonstraram atividade contra
bactérias com capacidade de produzir biofilme. Esta atividade pode inibir os patdégenos
responsaveis por doencas infeciosas em humanos e animais, como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis ou Pseduomonas aeruginosa (Arizza et al., 2016). Deste modo,
0s AMP’s sdo fortes candidatos no combate a formacédo do biofilme, pois sdo capazes de

inibir o crescimento bacteriano.
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1.6 RESISTENCIA A FARMACOS E NOVAS ALTERNATIVAS NA INDUSTRIA
FARMACEKUTICA

A descoberta dos antibidticos possibilitou o controle das infeces bacterianas, dando-
nos qualidade de vida e de saude. Os antibidticos podem atuar especificamente sobre
bactérias gram positivas e/ou negativas e, normalmente, ndo afetam células e tecidos
humanos (Skold, 2011). Estes agentes quimicos sdo usados com tanta frequéncia que a sua
eficiéncia se encontra ameacada a longo prazo (Drlica et al., 2011).

As doencas infeciosas causadas por bactérias encontram-se no topo da piramide das
principais causas de morte a nivel mundial (OMS, 2020). O amplo uso e abuso de antibidticos
tem vindo a contribuir para o desenvolvimento de bactérias resistentes e multirresistentes a
estes farmacos (Chen et al., 2014). As bactérias multirresistentes (MDRO) referem-se a
resisténcia a mais do que um agente antimicrobiano; bactérias extensivamente resistentes
(XDR ou PDR) aludem a resisténcia a todos os agentes antimicrobianos, contudo, como
teoricamente € pouco provavel ser-se resistente a toda a classe de agentes antimicrobianos,
existem outras designacfes como: “resistentes a quase todos 0s antimicrobianos disponiveis
no mercado” ou “resistentes a todos os antimicrobianos que foram rotineiramente testados”
(Magiorakos et al., 2011; Kon et al., 2016). Estima-se que a maioria das infe¢@es hospitalares
sdo causadas por bactérias como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
spp., Staphylococcus. aureus, Micobacterium tuberculosis, Acinetobacter baumannii e
Klebsiella spp (Simdes, 2016).

As bactérias multirresistentes sdo um grande desafio para o controle eficaz de
infecBes bacterianas e, esta ameaca impulsionou a criagcdo e o desenvolvimento de estratégias
alternativas para tratar doencas bacterianas como por exemplo: usando derivados de plantas
com potencial antimicrobiano ou recorrendo a compostos bioativos marinhos provenientes
de equinodermos (Chen et al., 2014; Kon et al., 2016). Metabolitos secundarios de alcaloides,
exo-polissacarideos de bactérias marinhas e fendis presentes nas esponjas podem tornar-se
uma alternativa para a prevencdo e controle da resisténcia microbiana. Estes podem
biossintetizar uma grande variedade de metabolitos secundarios com vérias propriedades

bioativas (nomeadamente, antibacterianas) (Bejenaru et al., 2016).
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2. METODOS ANALITICOS
2.1 CROMATOGRAFIAS: LiQUIDA ACOPLADA A ESPETROMETRIA DE
MASSA (LC-MS) E EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)

A cromatografia (e, no caso particular desta tese de mestrado, a cromatografia
liquida) é uma metodologia que tem sido aplicada, com sucesso, para a analise de compostos
bioguimicos, organicos e inorganicos e, para separacdo de proteinas e peptideos com base na
sua polaridade e na sua interagdo com a fase estacionaria. A amostra € injetada numa coluna
e percorre duas fases: uma mdvel (solvente, que se move ao longo da coluna para transportar,
diferencialmente, os compostos presentes na amostra) e uma estacionaria (sendo a mais
comum e altamente apolar a silica modificada com cadeia de carbono n-octadecil Cis).
(Herbert et al., 2003; Silva, 2012).

As vantagens das cromatografias liquidas incluem a elevada especificidade; a
possibilidade de uso de quantidades diminutas de amostra; a rapidez do ensaio e o facto de
fornecer informacgdo qualitativa e quantitativa quando acopladas a métodos de detecdo
adequados (Finoulst et al., 2011).

A cromatografia liquida acoplada a espetrometria de massa (LC-MS) permite a
separacdo de misturas ndo volateis; a detecdo de compostos em amostras complexas e a
caracterizacdo/identificacdo dos compostos nela presentes. Na separacdo em fase reversa,
que foi a utilizada nesta tese de mestrado, a fase estacionaria é apolar e no caso de se utilizar
um gradiente, a polaridade da fase mdvel vai aumentando ao longo da corrida cromatografica,
portanto, os compostos polares sdo eluidos em primeiro lugar e os mais apolares eluidos
posteriormente (Herbert et al., 2003; Westman-Brinkmalm et al., 2009). Um sistema LC-MS
contém uma interface que transfere, de forma eficiente, os componentes separados da coluna
LC para a fonte de i6es MS. Assim, e de um modo resumido, num LC-MS, a mistura de
componentes € injetada no sistema cromatografico liquido e 0s seus componentes sdo
separados, devido a forcas de interacdo diversas com a coluna cromatografica (este processo
“competitivo” depende da afinidade do analito com as fases mdvel e estacionaria). As
moléculas eluidas sdo, sequencialmente, introduzidas num espectrometro de massa, onde 0s

espectros de massa sao adquiridos para os componentes separados (Herbert et al., 2003).
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A extracdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) é, também, um
tipo de cromatografia liquida (de baixa pressdo) e esta disponivel comercialmente desde 1978
(Jardim, 2010). Visa a separacdo liquido-sélido e, nesta tese de mestrado, foi utilizado
também um mecanismo de retenc¢éo de fase reversa, com o objetivo de simplificar e fracionar
matrizes de amostra complexas e reduzir a supressdo de ides, em aplicacbes de
espectrometria de massa (Caldas et al., 2011; Chemistry, 2019; Zdravkovic, 2017). Para que
seja realizada com sucesso, deve ser tida em consideracédo a escolha do solvente para ativacdo
dos cartuchos e para a elui¢do dos analitos, bem como o volume de amostra injetado (Caldas
etal., 2011).

Em SPE de fase reversa, a extragcdo ocorre em quatro etapas: a primeira etapa consiste
no condicionamento (Figura 7, Ponto 1) da fase estacionaria com um pequeno volume de
solvente organico miscivel em agua (exemplo: metanol e acetonitrilo), para humedecer esta
fase, sequido de uma solucdo aquosa para ajustar as forcas do solvente de eluicdo com as do
solvente da amostra. Uma vez condicionada, a amostra flui ao longo da fase estacionaria
(Figura 7, Ponto 2). O tempo de interacdo da amostra com a fase estacionaria deve ser
suficiente para que o analito fique retido na resina cromatografica. Segue-se a etapa de
lavagem (Figura 7, Ponto 3), onde serdo eliminados compostos que ndo possuem afinidade
com a matriz cromatogréafica. De seguida, é efetuada a eluicdo dos analitos retidos por adi¢éo
de um pequeno volume de solvente a fase estacionaria (Figura 7, Ponto 4) (Caldas et al.,

2011; Thurman et al., 1998; Zdravkovic, 2017).

1. Condicionamento do cartucho 2. Aplicagdo a amostra 3. Eluicdo os contaminantes 4. Eluigdo dos analitos
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Figura 7: Procedimento experimental da extracdo em fase solida. Imagem adaptada
de Caldas et al., 2011.
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2.2 PRINCIPIOS BASICOS DA ESPETROMETRIA DE MASSA

A espetrometria de massa é uma metodologia analitica que detecta ides e os quantifica
apos separa-los de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z). Permite assim a determinacéo
das massas do ido molecular e dos iGes fragmento com elevada exatiddo, apresenta elevada
sensibilidade de detecao para compostos iénicos ou ionizaveis ao nivel do atomol e zeptomol.
Pode ser aplicada a uma grande variedade de amostras, independentemente da sua
volatilidade e polaridade - desde que sejam ionizaveis. Combinada com outras técnicas de
separacdo de alta resolucdo, qualifica-se para analisar amostras complexas (Dass, 2001). A
configuracdo basica de um espetrémetro de massa inclui (Dass, 2001):

e Uma entrada para introducdo da amostra, na fonte de ionizacao;

e Um sistema de vacuo (10*-10°8 torr) que permite que os ides se movimentem
livremente no espaco, sem colidir ou interagir com outras especies;

e Uma fonte de ionizacdo que converte as moléculas da amostra em iGes em
fase gasosa. Nesta tese foram utilizadas as fontes de ionizagdo MALDI e ESI,

e Um analisador de massa que separa as espécies ionicas de acordo com o valor
m/z. Nesta tese foram utilizados: o analisador de alta resolucdo- Orbitrap; de
baixa resolugdo- Quadrupolo (Q) e dois analisadores com base no tempo de
voo (TOF);

e Um detetor que mede a abundancia dos ides;

e Um sistema eletronico que controla a operacdo de varias unidades;

e Um sistema informatico que regista, processa e armazena o0s dados.

O MALDI, ou seja, lonizacdo e Desadsorcdo a Laser Assistida por Matriz, é uma
método de ionizacdo suave que permite a desadsorcdo e ionizacdo de moléculas do estado
solido para o estado gasoso, com pouca ou nenhuma fragmentagdo dos i6es moleculares
gerados (Dass, 2001; Herbert et al., 2003; Shimadzu, 2020). Este método de ionizacéo, por
norma, subdivide-se em duas etapas. Na primeira, a matriz organica adicionada a amostra
absorve a energia do laser incidente (luz ultravioleta), converte-a em energia térmica e,
formam-se iGes primarios moleculares. Estes dispersam na fase gasosa, juntamente com as

moléculas intactas, formando uma pluma densa na qual ocorre o segundo passo: a
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transferéncia de carga dos ides da matriz para as moléculas do analito que, posteriormente,
sdo acelerados por um campo elétrico e introduzidos no analisador de massa (Dass, 2001;
Gross, 2010). Este método de ionizacgéo €, frequentemente, acoplado a um analisador TOF
(Time-of-Fligh) porém, é possivel realizar experiéncias MS/MS (que também séo conhecidas
por MS em tandem ou MS?) quando se acoplam dois analisadores TOF (Gross, 2010). No
TOF, os componentes ionizados e desadsorvidos sdo acelerados através de um campo
elétrico, sob condicGes de vacuo e, separados de acordo com a lei de conservacgéo de energia,
pelo que, 0 seu tempo de voo varia de acordo com a razdo m/z (Shimadzu, 2020). Esta
abordagem permite a elucidacdo estrutural de compostos desconhecidos bem como das vias
de fragmentacdo dos analitos e, consequentemente, a identificacdo de compostos com
elevada especificidade molecular (Santos et al., 2012; Santos, 2010).

O método de ionizacdo por eletrospray (ESI) é o utilizado em LC-MS/MS. E um
processo de ionizagdo suave uma vez que ndo gera fragmentacdo dos iGes moleculares. As
amostras liquidas a pressao atmosférica sdo bombeadas através de um capilar e nebulizadas,
para formar um spray fino de goticulas carregadas. O solvente destas goticulas é rapidamente
evaporado e estas desagregadas, pela aplicacdo de calor e por interacdo com um fluxo de
azoto e, cria-se uma carga elétrica na superficie das goticulas do analito que é ionizado e
transferido para o espectrometro de massa, sob condi¢fes de elevado vécuo. Esta
metodologia pode ser operada em modo de aquisicao positivo ou negativo (Crotti et al., 2006;
Diniz, 2011; Lancas, 2009).

O analisador de massa quadrupdlo utiliza campos elétricos variaveis, gerados por
quatro hastes metéalicas paralelas (elétrodos). No centro do quadrupdlo passam seletivamente
ibes de acordo com os seus valores m/z. O quadrupélo funciona como um filtro que permite
que os ides com diferentes valores m/z cheguem com tempos diferentes ao detetor. Os ides
podem sofrer fragmentac&o induzidas por coliséo (CID) (Dass, 2001; Diniz, 2011).

O analisador de massa Orbitrap, que possui elevada exatiddo de massa, & composto
por um elétrodo oco (externo), onde é acoplado um elétrodo em forma de fuso (central)
ambos sujeitos a tensdes eletrostaticas. Os iGes sdo injetados, tangencialmente, para o
elétrodo central, presos em torno dele, e ejetados de acordo com o0s seus valores m/z
(Kaklamanos et al., 2015).

15



2. METODOS ANALITICOS

Assim, o analisador de massa hibrido, Quadrupdlo-Orbitrap combina a sele¢do de um
precursor quadrupélo de alto desempenho com uma separacdo Orbitrap de alta resolucéo,
permitindo alta velocidade na aquisicdo dos dados e determinacdo de massa exata (Donato
et al., 2020). Esta metodologia, utilizada em LC-MS/MS, tem aplicacGes qualitativas e

quantitativas.
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3. OBJETIVO DE ESTUDO

O objetivo deste projeto foi identificar, caracterizar e fazer uma quantificacdo
relativa, através de LC-MS/MS, dos compostos presentes nos extratos obtidos para o disco
central (estbmago), as gonadas femininas e masculinas da estrela-do-mar da espécie
Marthasterias glacialis. Além disso, pretendeu-se determinar a atividade antimicrobiana dos
extratos obtidos para os varios tecidos estudados, a fim de estabelecer as suas concentragoes
minimas inibitdrias (CIM) e bactericidas (CBM) contra a bactéria gram negativa Escherichia
coli DH5a (estirpe K12).
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4. MATERIAIS E METODOS
Neste projeto de investigagédo, foram realizados os seguintes procedimentos

experimentais:

( ) ) 4
1. Recolha de espécimes 6. Ensaios de
de Marthasterias bioatividade: 7. Ensaio MALDI-
glacialis determinacéo da CIM e TOFE/TOE e LC-MS/MS
CBM
|\ J ) L
4 ~\ N Vs
5. Preparacao dos .
2. Remoc&o das GF, GM extratos metandlicos e 8. Analise de dados e
e CDC aquosos GF, GM e do estatistica
CDC
.
\. J J

3. Maceracdo dos tecidos
e preparacao de
extractos metandlicos e
cloroférmicos

4. Separagdo em Fase
Soélida dos analitos
extraidos

Figura 8: Fluxograma do trabalho experimental realizado. Procedimentos aplicados
as amostras génadas masculinas (GM), génadas femininas (GF) e componentes do disco
central (CDC) obtidos de M. glacialis. Onde: CIM-Concentra¢do inibitoria minima; CBM-

concentracdo bactericida minima.

4.1 ESPECIE EM ESTUDO - MARTHASTERIAS GLACIALIS

M. glacialis foi a espécie utilizada neste estudo por ser facilmente encontrada na costa
Atlantica portuguesa; de facil manutencdo em aquéario sob condi¢Ges controladas; por
apresentar boas capacidades regenerativas e, ainda, por ser vista como um importante modelo
para estudos de regeneracdo devido a ter 70% de homologia do seu genoma com 0 humano
(Laires, 2012).

Entre janeiro de 2018 e marco de 2020, foram recolhidas, durante a maré baixa,

estrelas-do-mar da espécie Marthasterias glacialis na zona do Estoril, Cascais, Portugal (38°
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.701850°N, 9.392015° W). Seguidamente, foram transportadas para o Aquario Vasco da
Gama (Dafundo, Portugal), onde foram mantidas em tanques de circuito aberto com
recirculacdo de 4gua do mar a 15°C e 33%o.. A alimentagdo foi feita ad libitum, com uma dieta

a base de moluscos.

4.2 REMOCAO DAS GONADAS E DOS COMPONENTES DO DISCO CENTRAL

Para a recolha das amostras de Gonadas Masculinas (GM), Gonadas Femininas (GF)
e Componentes do Disco Central (CDC) utilizaram-se 22 espécimes de Marthasterias
glacialis. Estas foram anestesiadas através da sua imersdao numa solugdo a 9% de MgCl:
6H.0 (BioXtra, USA), dissolvido em &gua do mar.

Com o auxilio de um bisturi e de uma tesoura cirurgica, procedeu-se a remog¢do dos
tecidos (Figura 9). As gbnadas foram separadas quanto ao sexo (macho e fémea), através de
uma inspecdo visual, como mostrado na Figura 9 B, onde as gonadas femininas apresentam
uma coloracdo alaranjada e as gonadas masculinas uma coloracdo amarela esbranquicada
(Corral, 2000). O pool de cada tipo de tecido recolhido teve os respetivos pesos humidos
registados e, em seguida foram congelados por imersdo em azoto liquido e armazenados a -
20 °C.

Figura 9: Orgéos de Marthasterias glacialis utilizados no estudo. A- Componentes do
disco central (CDC) e B- Génadas masculinas (GM), apresentam coloragdo esbranquicada e

gonadas femininas (GF), apresentam coloracdo alaranjada (imagem original).
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4.3 EXTRACAO METANOLICA DOS COMPONETES PRESENTES NAS
GONADAS MASCULINAS, FEMININAS E COMPONENTES DO DISCO
CENTRAL

A preparacdo dos extratos dos varios tecidos foi realizada de acordo com o protocolo
experimental adaptado de Popov et al.(2019). Os tecidos recolhidos- CDC, GM e GF, foram
macerados no almofariz, na presenca de azoto liquido, e submetidos ao processo de extragdo
metanolica numa propor¢do 1:10 (m/v) (peso himido de tecido/ volume de metanol). O
processo de extracao foi realizado a temperatura ambiente, durante 10 h sob agitacdo a 130
rpm, com trocas de solvente a cada 3,5 h. Este procedimento foi repetido trés vezes e, apos
cada centrifugacdo o sobrenadante foi armazenado num recipiente. Ao fim das 10 h, o pool
de sobrenadantes foi filtrado num sistema de vacuo, com papel de filtro qualitativo MN-615
125 mm (Macherey-Nagel, Alemanha). As amostras filtradas foram evaporadas, na hotte,
sob um fluxo continuo de azoto e a massa dos extratos metandlicos secos foi registada.

Para remover possiveis contaminacGes lipidicas, os extratos metanolicos foram
submetidas a uma segunda extragdo com CHCIs: MeOH: H.O (8:4:3) (v/v/v) para uma
diluicdo final de trinta vezes em relacdo a massa dos extratos metanolicos secos.
Posteriormente, os tubos com as amostras foram centrifugados a 2000 x g por 10 min.
Descartou-se o pellet e o sobrenadante foi evaporado sob um fluxo continuo de azoto.
Registou-se a massa de extrato CHCls: MeOH: H20 (8:4:3) (v/v/v) seco e procedeu-se a uma
extracdo liquido-liquido com CHCIs: MeOH: H20 (100:45:20) 1:1 (m/v). As amostras foram
centrifugadas a 2000 xg por 10 min a 4°C, promovendo a separacao de fases, onde o metanol
e a agua constituem a fase superior e o cloroférmio a fase inferior (Figura 10). A fase
metanolica foi retirada e evaporada no SpeedVac Savant SPD131DDA (Thermo Electron
Co., Hopkinton, MA, USA), a uma temperatura de 30°C. A fase cloroférmica foi descartada.
Foram registadas as massas de extrato seco para cada amostra, posteriormente dissolvidas

em agua.
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Figura 10: Extrato CHCIs: MeOH: H>O (100:45:20) apés centrifugacdo onde é possivel
verificar que existe separacao de fases. A fase superior do tubo (esbranquicada) é composta
por MeOH:H-O e a inferior (translicida) CHCIs (imagem original).

4.4 EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE) DAS GM, GF E CDC

Foram utilizados cartuchos SPE (Stratad-X 33 um Polymeric Reversed Phase, 500
mg/6 mL, capacidade de retencdo de 25 mg, Phenomenex) acoplados a um sistema de vacuo
constante de 127 mm Hg. Os cartuchos SPE foram lavados com 6 mL de metanol 100%
(Sigma-Aldrich, Alemanha) e com 6 mL de &gua. Posteriormente, foram carregados com 4-
5 mL do extrato metandlico obtido para cada um dos tecidos/6rgdos. Foi tido em
consideracdo que, segundo as instrucdes do fabricante, a quantidade de extrato ndo podia
ultrapassar a massa correspondente a 500 mg de tecido extraido. Ap6s o carregamento dos
extratos, 0s cartuchos de SPE foram incubados por um periodo de 30 min a temperatura
ambiente. Em seguida, e para cada extrato, foi realizada a lavagem com a adi¢do de 6 mL de
metanol 5%. Para a etapa de eluicdo, foram utilizados 9 mL de acetonitrilo 98% (Sigma-
Aldrich, Alemanha) com &cido férmico 2% (Sigma-Aldrich, Alemanha). Os analitos foram

recolhidos e armazenados a 4 °C.

4.5 PREPARACAO DO EXTRATO METANOLICO E AQUOSO DAS GONADAS E
DOS COMPONENTES DO DISCO CENTRAL

Comegou por se fazer um estudo para determinar a concentragdo de acido formico e
de metanol n&o inibidora do crescimento de Escherichia coli. Deste modo, tendo em conta o
critério acima referido, utilizou-se 4% de acido formico e 20% de metanol nas solubiliza¢des

abaixo descritas.
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Os analitos extraidos das génadas femininas (GF), masculinas (GM) e componentes
do disco central (CDC) eluidos do SPE foram secos num SpeedVac (Thermo Scientific,
USA). As suas massas foram registadas e, posteriormente, foram solubilizados em acido
formico a 4%. De seguida, foram homogeneizados no vortex e centrifugados a 4°C, 10.000
x g por 5 min. Os sobrenadantes aquosos foram guardados a 4°C. Ao precipitado
adicionaram-se pequenos volumes de metanol 20% (precipitado metandlico),
homogeneizou-se e armazenou-se 24 h a 4 °C. As suspensdes obtidas foram centrifugadas a
10.000 x g, por 5 min a 4°C, retirou-se o sobrenadante, secou-se e armazenou-se a 4°C. O
sedimento foi descartado.

Deste modo, para os ensaios de bioatividade, foram secos no SpeedVac 100 pL de
cada tipo de extrato: aquoso e metandlico. Registou-se a massa do extrato seco e solubilizou-
se em 100 pL de agua (extrato aquoso- A) e 100 L metanol 20% (extrato metandlico-M).
Armazenou-se a 4 °C para futuros ensaios. O extrato metanélico de CDC néo solubilizou em
metanol 20% pelo que, n&o foi utilizado nos restantes ensaios desta tese.

4.6 ENSAIOS DE BIOATIVIDADE: DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA
(CBM)

Para a realizacdo destes ensaios utilizou-se a estirpe Escherichia coli DH5a (MAX
Efficiency™ DHS5o Competent Cells, Invitrogen™). Os isolados de E. coli foram cultivados
em meio de cultura Luria-Bertani (LB — Miller’s) e incubados (INNOVA 44 New
Brunswick™ Scientific) sob agitacdo a 180 rpm e 37 °C, durante 24 h. A densidade 6tica
celular foi analisada através de um espectrofotometro para obter uma turbidez equivalente a
0,5 standard na escala de McFarland (=1,5 x 108 UFC/mL), sendo posteriormente diluida
1:10.000 (v/v) para o in6culo de teste atingir 1,5 x 10* UFC/mL.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos sob condigOes estéreis, sendo
executadas 3 réplicas biologicas para cada extrato, para um volume final, que inclui o meio
de cultura LB-Miller; o extrato em estudo e o indculo de 200 pL a 1,5 x 10* UFC/mL. Cada

ensaio foi realizado com concentragdes diferentes dos extratos. Para a determinagdo da
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concentracdo inibitéria minima, utilizaram-se concentragdes crescentes dos extratos. Assim,
para A-CDC foi utilizada uma faixa de concentragdo entre 1,5 — 5,0 pg/uL; para A-GF
utilizou-se entre 2,5 — 100 pug/uL de amostra; 0,36 — 5,59 pg/pL de amostra M-GF; 0,5 - 5
pg/ul de A- GM e 0,36 — 2,5 pg/pL de M-GM.

O controlo negativo foi composto por meio de cultura nutritivo LB — Miller’s. O
volume de extrato em teste variou entre 0,1 uL — 1 pL segundo o tipo de extrato. O controlo
positivo foi composto por 190 uL de meio nutritivo LB — Miller’s e 10 pL de suspensdo
bacteriana de E. coli (1,5 x10* UFC/mL). A incubacio foi efetuada a 37 °C, 180 rpm, por 24
h.

A densidade o6tica (DO) foi medida a 600 nm, num espetrofotometro (Biotek™
ELx808, USA), para os tempos 0 h e 24 h. A inibicao foi calculada usando a seguinte formula
(Madureira et al., 2015):

% Inibici DO controlo negativo — DO teste extrato 100
nibicdao = X
0 fTLDLS DO controlo negativo

Onde DO controlo negativo representa a densidade Otica obtida apds 24h de
incubacdo das amostras controlo (sem adicdo de suspensao bacteriana) e DO teste extrato
representa a densidade Otica apds 24h de incubacdo de bactérias sob a presenca de extratos
antimicrobianos.

Para 0s ensaios que apresentaram percentagem de inibicdo maior que 93%,
considerados como os CIM, foram retirados 20 pL da suspensdo teste e plaqueados em placas
de Petri com meio de cultura LB-Agar. A placa foi incubada a 37 °C, por 24 h e as
concentracdes dos extratos que ndo apresentaram crescimento por inspecao visual foram

consideradas bactericidas.

4.7 ANALISE POR ESPETROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF/TOF

Foi utilizado como matriz o acido o-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma-Aldrich,
Alemanha) na concentracdo de 5 mg/mL dissolvido em 50% acetonitrilo (ACN) com 5%
acido formico (AF) (v/v). Foi aplicado 1 pL de cada amostra e 0,5 uLL da solugdo de matriz,
numa placa MALDI (Applied Biosystems, USA).
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Os espetros de massa foram adquiridos no equipamento ABSciex TOF/TOF modelo
5800 (AB Sciex, Espanha) com refletor, em modo de ido positivo e negativo, e utilizando
CalMix 5 (Protea Biosciences, USA) como padrdo de calibracdo. Os espetros MS foram
recolhidos com 1500 disparos de laser num intervalo m/z de 800-3000, sendo processados e

interpretados utilizando o software mMass verséo 5.4.1.

4.8 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (LC-MS/MS)

Os dois extratos metanolicos: gonadas masculinas (M-GM) e génadas femininas (M-
GF); e os trés extratos aquosos: gonadas masculinas (A-GM); gonadas femininas (A-GF) e
componentes do disco central (A-CDC); os dois brancos (aquoso e metandlico) e o padrao
interno (IS) composto por 5 mM 3-Nitro-L-tirosina, foram solubilizados com 0.1% (v/v) de
acido formico.

A preparacao das amostras analisadas por LC-MS/MS encontra-se descrita na Tabela
1. Os volumes dos extratos variaram consoante a sua concentracao nas solugdes stock. A

todas as amostras, foi adicionado o padrdo interno numa concentragédo final de 0,042 mM.

Tabela 1: Preparacdo das amostras para ensaio LC-MS/MS. Onde: X- ndo

adicionado; 1S-3-nitro -L-tirosina M- Metandlico, A- Aquoso e B-Branco.

Amostra Vextrato VH20 VMeOH VIS Volume
(ML) (HL) 20% (pL) (ML) final (uL)
M- GM 15 60 X 0,63 75
M- GF 15 60 X 0,63 75
A- GM 50 50 X 0,84 100
A- CDC 50 50 X 0,84 100
A-GF 25 50 X 0,63 75
B- Aquoso X 100 X X 100
B- Metandlico X 60 15 X 75
3-Nitro-L- X 99,16 X 0,84 100
tirosina

24



4. MATERIAIS E METODOS

Para a analise LC-MS/MS foi utilizado 1 pL de cada amostra, branco e padrao
interno. A corrida cromatografica foi executada em modo gradiente com um fluxo de 0,4
pL/min usando uma pré-coluna Waters XBridge BEH C1s, VanGuard Cartridge, 2.1x5 mm,
3.5um. A coluna cromatografica de fase reversa Waters XBridge column C1g (2.1x150 mm,
3.5 um tamanho da particula) foi mantida a 30 °C. A composicdo da fase movel encontra-se
descrita na Tabela 2. Os dados foram adquiridos em modo de ionizagdo positivo e negativo
num espectrometro de massa Q Exactive Focus (Thermo Scientific, USA) acoplado a um
UHPLC Dionex Ultimate 3000, utilizando o software Xcalibur v.4.0.27.19 (Thermo
Scientific, USA). Para cada amostra foram efetuadas 2 aquisi¢des (Figura 11, Ponto 2), (i)
método MS, R = 70000; intervalos m/z 75-1125 e 200-1500 e (ii) método MS/MS, apéds cada
aquisicdo MS sdo selecionados para fragmentacdo os 3 ibes moleculares de maior intensidade
e 3 energias de colisdo normalizadas (NCE = 20, 40, 60). A calibracdo externa foi realizada
usando solucdo de calibragdo LTQ ESI Positive lon (Thermo Scientific, USA) e calibragédo
interna usando Lock Mass (m/z 112,98550).

Tabela 2: Sistema de gradiente utilizado na cromatografia de fase reversa acoplada

a MS.

) 0.1 % acido formicoem 0.1 % acido formico em
Tempo (min)

agua (v/v) acetonitrilo (v/v)
1 | 99 1
13 | 1 99
15 | 1 99
16 | 99 1
20 | 99 1

O software utilizado para o pré-processamento de dados foi o Compound Discoverer
3.1.1.12 e o workflow encontra-se esquematizado na Figura 11.
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Figura 11: Workflow utilizado no pré-processamento dos dados LC-MS/MS no
software Compound Discoverer 3.1.1.12 (imagem original).

As amostras foram selecionadas como fatores categoricos e, por isso, agrupadas por
tipo de extracdo: A para aquosa ou M para metandlica e, por nivel: amostra GF; GM e CDC.
No software Compound Discoverer 3.1.1.12 foi estabelecida a intensidade de pico minima
de 500.000 para detecdo dos picos cromatograficos, para evitar cromatogramas com muito
ruido de fundo (Figura 11, Ponto 3). As tolerancias da intensidade para 0 modo positivo e
negativo foram, respectivamente de 20% e 30%. Os compostos identificados devem ter na
sua composicdo elementar pelo menos carbono e hidrogénio, sendo a formula molecular
maxima CgoH190N10018P3Ss. Foram considerados como possiveis aductos: [2M+ACN+H]*;
[2M+ACN+Na]*; [2M+FA-H]Y; [2M+H]*; [2M+K]*:; [2M+Na]*Y; [2M-HTL; [M+2H]72;
[M+3H]*3; [M+ACN+2H]*?; [M+ACN+H]"; [M+ACN+Na]'l; [M+CI]Y; [M+FA-H]?;
[M+H]*Y,  [M+H+K]*%  [M+H+MeOH]™;  [M+H+Na]*?, [M+H-H01*%;, [M+K]™;
[M+Na]*t; [M-2H]?; [M-2H+K] Y, [M-H] ! e [M-H-H.0]2.

Os compostos foram identificados segundo o fluxo de trabalho apresentado na Figura
11 (Ponto 4.1), nas bases de dados estipuladas para a pesquisa. Neste caso, e segundo a
ordem de preferéncia (que interfere com a escolha do nome do composto/anotagédo): Mass
List (Ponto 4.2- onde constam as formulas moleculares de 286 asterosaponinas identificadas
na literatura e compiladas no Anexo 1); mzCloud (que faz a busca em todas as classes de
compostos e procura identificagdes utilizando o algoritmo “Confidence” e, para além disso,

através do algoritmo “Confidence Forward” procura compostos similares -Figura 11, Ponto
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4.3) e ChemSpider (Figura 11, Ponto 4.4- que busca segundo a formula molecular ou massa
e pesquisa também no KEGG e no PubMed). A tolerancia entre a massa medida e a massa
teorica, calculada a partir da férmula molecular, foi de 3 ppm. Relativamente a ativacdo do
estado energético (que se refere a tolerancia dada a energia de ativacdo de iGes usada para
gerar o espetro de fragmentacéo) para o mzCloud, foi de 20% para 0 modo positivo e de 30%
para 0 modo negativo (Figura 11, Ponto 4.4).

Na seccdo preencher lacunas (Figura 11, Ponto 5), o limite minimo de sinal-ruido
utilizado para centroides foi de 1,5. A ferramenta “Marcar compostos como Background”
(Figura 11, Ponto 6), compara as areas dos picos dos compostos (para a mesma classe de
compostos, massa molecular e tempo de retencdo) detetados nas amostras e nos brancos
respetivos. Assim, o software rotula como “Background’”/compostos presentes no ruido de
fundo aqueles cujas areas ndo respeitem os limites de maximos amostra/branco= 10 e de
branco/amostra= 0, ou seja, para ser considerada uma identificacdo véalida e ndo
“Background”, os compostos t€ém que ter uma area de pico 10 vezes superior na amostra
relativamente ao branco.

Todos os compostos sem designacdo ou sem qualquer tipo de identificacdo foram
eliminados. Para as bases de dados mzCloud e ChemSpider, foram excluidos todos os
compostos que ndo apresentaram espetros MS e MS? ou que tinham espectros e/ou
cromatogramas com fraca identificagdo e muito ruido de fundo. Como critérios de aceitacdo
para 0s compostos que apresentassem correspondéncia total com a Mass List (ou seja, em
que a férmula molecular e as anotacdes da estrutura correspondem ao melhor composto
disponivel), foram aplicadas as seguintes exigéncias:

e cromatogramas sem ruido de fundo;

o espectros MS? com uma boa série isotopica/boa fragmentacéo;

e se 0 composto ndo tiver espectro MS?: aceitar identificacdo se apresentar o
ido fragmento m/z 96,96 ou se apresentar uma boa série isotopica/boa
fragmentacéo. Isto porque o pico m/z 96.96 (padrdo de fragmentagcdo comum
em asterosaponinas), ¢ caracteristico do ifo sulfato SO.%, notoriamente
visivel em MS? em modo negativo (modo de ionizagdo preferencial para

asterosaponinas).
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O nodulo “Procurar no mzCloud” faz uma pesquisa na base de dados mzCloud
utilizando a massa molecular ou a féormula prevista do composto desconhecido, quando
disponiveis. Esta ferramenta assume uma identificacdo do composto quando encontra
espectros de fragmentacdo MS/MS correspondentes e semelhantes. O nédulo “Procurar no
ChemSpider” faz uma pesquisa em diversas bases de dados de MS utilizando a massa
molecular ou a formula prevista do composto desconhecido, quando disponiveis. Esta
ferramenta procura identificagdes de compostos apenas com base na sua massa ou na sua
formula molecular. Dentro do ChemSpider, selecionaram-se as bases de dados KEGG e
PubMed. Como 0 mddulo “Procurar no ChemSpider” (Figura 11, Ponto 4.4) ndo faz
identificacdo dos compostos tendo em conta o seu padréo de fragmentagéo e, com vista a
reduzir eventuais falsos positivos, as identificacdes foram filtradas com correspondéncia total
nesta base de dados para area maxima > 1x108,

Apds o processamento dos dados MS e MS?, os valores m/z dos compostos filtrados,
0s respetivos tempos de retencdo e areas dos picos cromatograficos foram exportados para
um documento Excel. As areas de cada composto foram normalizadas através da sua divisdo
pela area do padréo interno na mesma corrida cromatogréafica.

Para completar a gama de valores m/z dos compostos identificados, tanto para 0 modo
negativo como para 0 positivo, juntaram-se, da corrida m/z 75-1125, todos os compostos
pertencentes ao intervalo m/z 75-200 com o0s compostos da corrida m/z 200-1500.
Posteriormente, ordenamos 0s compostos quanto a férmula molecular e aplicamos os
seguintes critérios para evitar duplicacdo de compostos detetados em ambos os modos de
aquisicéo:

e quando houver igual nimero de isdémeros em modo positivo e negativo, sdo
mantidos para analise posterior apenas os isomeros do modo de aquisicdo em
gue houve valores mais elevados de area normalizada;

e se 0 numero de isébmeros for diferente em modo positivo e negativo, sdo
mantidas as areas do modo de aquisicdo em que houve maior nimero de

isdbmeros.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO DISCO CENTRAL,
GONADAS MASCULINAS E FEMININAS

Neste estudo foram utilizados 22 espécimes de M. glacialis. Para cada animal foram
recolhidas as 5 gonadas e os tecidos do disco central. As massas dos tecidos e as dos extratos
metanolicos secos encontram-se registadas na Tabela 3.

Estes extratos metanodlicos foram ressuspendidos numa primeira solucéo
cloroférmica de CHCI3:MeOH:H2O (8:4:3). Seguidamente, foram filtrados, evaporados,
secos e, posteriormente, submetidos a uma extracdo liquido-liqguido com uma segunda
solucéo cloroférmica CHCIl3:MeOH:H,O (100:45:20). As massas destes Ultimos extratos
secos estdo apresentadas na Tabela 3. De seguida, estes extratos, foram ressuspendidos em
agua e, posteriormente submetidos a cromatografia por SPE. Os analitos do SPE recolhidos
para cada tecido foram secos e as massas registadas na Tabela 3. Primeiro, estes extratos
foram solubilizados em 4% de acido formico numa concentracdo final de: 90,4 pug/uL para
GM; 1433,1 pg/uL para GF e 106,7 pg/puL para CDC. De seguida, a parte insolGvel dos
extratos dos varios tecidos estudados foi sedimentada por centrifugacéo, recolhida e as suas

massas registadas.

Tabela 3: Massa dos tecidos, massas dos extratos e rendimento final da extracéo.

. Gonadas - cDC

Masculinas Femininas
Massa tecido (g) 129,21 271,58 33,48
Massa extrato metandlico (8:4:3) () 15,81 47,79 14,21

Massa extrato liquido-liquido

(100:45:20) (q) 4,76 13,44 1,09
Extrato SPE (mg) 42,30 1043,30 28,30
Rendimento final (%) 0,03 0,38 0,08

Onde: SPE- Extracdo em fase sélida e CDC- componentes do disco central.

O rendimento final, calculado entre as massas dos extratos SPE relativamente & massa

dos tecidos, encontra-se detalhado na Tabela 3. Para a extragéo das GF, o rendimento final

29



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

é cerca de treze vezes superior ao das GM e 0 do CDC é cerca de trés vezes superior ao das
GM. Os resultados reportados em Popov et al., 2019, onde foram utilizados cinco espécimes
da estrela do mar Lethasterias fusca, referem um rendimento final de 0,08% para as gonadas
(sem distin¢do de sexo) e 0,06% para o estdbmago. Os rendimentos finais de CDC e GM sé&o
da mesma ordem de grandeza dos rendimentos obtidos por Popov et al., 2019.

5.2 SCREENING PRELIMINAR POR MALDI-TOF/TOF E ANALISE POR LC-
MS/MS, PARA CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS DE CDC, GF E GM
Foi realizado um screening preliminar dos compostos, presentes nos extratos dos
tecidos/6rgaos estudados por espetrometria de massa MALDI-TOF/TOF, em modo positivo
e negativo. Este tinha como objetivo fazer uma comparacéo dos perfis MS dos varios extratos
metanolicos e aquosos, verificando se as diferencas na sua composicao justificariam estuda-
los separadamente. Para além disso, serviu também para comprovar se realmente tinha
ocorrido extracdo, ou seja, se 0s extratos possuiam asterosaponinas. Os valores m/z detetados

para os i6es moleculares estdo compilados no Anexo 2 (espetros MS).

Como podemos perceber pelo Anexo 2, os ensaios de MALDI-TOF/TOF mostraram-
nos que foram detetadas varias asterosaponinas (apesar de nao terem sido todas identificadas,
posteriormente, por LC-MS). Para além disso, através dos dados fornecidos por MALDI-
TOF/TOF, verificou-se que existiam diferencas nas composic¢oes dos extratos metandlicos e
aquosos. ApoOs este screening preliminar de compostos, realizou-se uma analise mais
detalhada por LC-MS/MS, para caracterizacdo dos extratos. Para os dois tipos de extratos
(aquoso e metandlico) e para os tecidos/6rgaos GF, GM e CDC, foram realizadas corridas
cromatograficas para dois intervalos m/z, 75-1125 e 200-1500, nos dois modos de ionizacao.
As restricdes do equipamento ndo permitem uma corrida cromatogréafica no intervalo m/z 75-

1500. Os resultados obtidos encontram-se compilados na Tabela 4.
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Tabela 4: Compostos identificados por LC-MS/MS em modo positivo e negativo

para dois intervalos m/z.

Condic0es de aquisicao

m/z 200-1500 75-1125
Modo de aquisi¢édo Negativo Positivo Negativo Positivo
Compostos detetados 10902 15850 6605 11402
Background 326 1270 379 1349
Checked 10449 14392 6112 9784
Background+Checked 10775 15662 6491 11133
Compostos f|_|trados, para 197 188 114 269
analisar
CCT- mzcloud 3 23 13 42
CCT- ChemSpider e 1 9 8 18
mzcloud
CCT- ChemSpider 55 146 102 239
CCT- Mass List (Anexo 1) 69 20 6 5
Padréo interno 1 1 1 1

Onde: Background: Compostos presentes no branco e que foram eliminados;
Checked: Compostos eliminados; Background+Checked: Total de compostos eliminados;

CCT: Com correspondéncia total; Padréo Interno: 3-nitro-L-tirosina.

Como referido no subcapitulo 4.8, os “compostos filtrados, para analisar” excluem 0S
compostos designados por “Checked”, ou seja: compostos sem qualquer tipo de
identificacdo; compostos que n3o tinham espectros MS, MS? ou que tivessem espectros e/ou
cromatogramas com fraca identificagdo e baixo sinal e, que também ndo apresentam
compostos com repeticao de isomeros (segundo os critérios explicados anteriormente).

Para o intervalo m/z 75-1125, e como seria de esperar, as identificacbes de
asterosaponinas com a Mass List séo muito mais reduzidas face a faixa de m/z 200-1500 uma
vez que as suas massas moleculares rondam os 1200-1500 Da. Assim, para completar os
range m/z juntou-se, da corrida m/z 75-1125 os compostos pertencentes no intervalo m/z 75-
200 com os compostos da corrida m/z 200-1500, tanto para 0 modo negativo como para o
positivo. Deste modo, foi criada uma lista Gnica, para cada modo de aquisig&o, tipo de extrato

e amostra, conforme explicado no subcapitulo 4.8.
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5.3 CARACTERIZACAO GERAL DOS EXTRATOS E DOS VARIOS
TECIDOS/ORGAOS ESTUDADOS
O numero de compostos identificados, ap6s o processo de filtragem e da juncédo dos
modos de aquisicdo positivo e negativo (como descrito no Subcapitulo 4.8 e 5.2), para 0s
extratos aquosos de GM, CDC e GF foram, respetivamente de 433, 432 e 422 compostos.
Nos extratos metandlicos foram identificados 430 compostos para GM e 427 para GF.
Ao nivel do total de compostos identificados nos extratos e tecidos, as diferencas ndo
foram significativas. Porém, através da analise da Figura 12 e do Anexo 3, podemos perceber
que existem diferencas ao nivel da sua composi¢do pois houve compostos identificados

apenas para determinados extratos e tecidos analisados.

A-GF A-GM
422 compostos 433 compostos M_GF M_GM
427 compostos 430 compostos
il-4 ilamina) -2 (1H) -
pirimidinona- C27H47N306
Ruberosideo B- C57H94027S8
(EREERoximenIenoliglichiay 1- (3-Azido-2,3-didesoxipentofuranosil) -5-
metil-2,4 (1H, 3H) -
422 compostos pirimidinadiona- C10H13N504
Glicilglicilglicilglicilglicilgli
cilglicilglicilglicilglicina- B _ ) )
C20H32N10011 425 compostos 4 - {[4-Amino-- (ciclohexiimetoxi) -5-
ni!roso:z-pirimidinil] amino} -N- [2!3-
9 compostos " C20H28NGOES
Acantaglicosideo A-
CH6H890278
Acetato de Succinimidil- CEHTNO4
Nitrosobis (2-oxopropil) Acido (6R) -5-acetamido-3,5-didesoxi-6 -
amina- C6H10N203 [(1R, 2R) -1,2-dihidroxi-3- (lactoiloxi) propil]

-alfa-L-treo-hex-2-
ulopiranosénico- C14H23NO11

A-CDC

432 compostos

Figura 12: Diagrama de Venn representativo do total de compostos identificados nos
trés Orgdos/tecidos, para os dois extratos analisados. Onde: o diagrama a esquerda se refere
ao extrato aquoso e o diagrama a direita ao extrato metanolico. Os nimeros de compostos
analisados e de compostos listados referem-se exclusivamente a compostos encontrados num

dado extrato e tecido.

Para 0 extrato aquoso, 422 compostos sdo comuns aos trés tecidos/orgaos analisados
e 10 compostos séo detetados, em exclusivo, em CDC e GM. N&o foram encontrados
metabolitos, exclusivamente em comum entre GF e CDC e, entre GF e GM. O composto

Nitrosobis (2-oxopropil) amina (CsH10N203) foi detetado apenas em CDC e, (E) -N-
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(Hidroximetileno) glicina (C3HsNO3) foi detetado apenas em GM. Neste extrato aquoso, para
GM, foram detetados trés isomeros da asterosaponina Ruberosideo B (Cs7H94027S) €, nos
restantes tecidos/o6rgaos apenas foram detetados dois isdmeros desta asterosaponina.

Quanto ao extrato metandlico, foram identificados 425 compostos em comum entre
GF e GM, enquanto que 5 compostos foram detetados exclusivamente para GM e 2 para GF
(Figura 12).

Deste modo, através dos Diagramas de Venn presentes na Figura 12, torna-se
percetivel que existem algumas diferencas entre as composicdes dos tecidos/drgdos e entre o
tipo de extrato. Isto corrobora a ideia apresentada em Popov et al., 2019 de que, tais
diferengas possam estar relacionadas com uma funcéo bioldgica especifica desses compostos
nos diferentes 6rgaos da M. glacialis.

Os extratos e tecidos/orgdos sdo compostos por diversos metabolitos entre eles,
asterosaponinas e compostos com bioatividades reportadas na literatura. Assim, estes foram
analisados quanto a presencga de compostos com propriedades bioativas como apresentado na
Tabela 5. Em todos os extratos e tecidos analisados foram detetados farmacos e, compostos
com as seguintes propriedades bioativas: anticancerigenas, antivirais, antifangicas,
antiparasitarias, analgésicas, estimulantes, anti-inflamatdrias e citostaticas.

A L-(+)-Valina (Tabela 5) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6287) é um

L-aminoacido conhecido por promover o crescimento muscular e a reparacdo dos tecidos,
pelo que, pode auxiliar nos processos de regeneracdo da estrela-do-mar- quando esta perde
membros. Para além disso, tem a funcdo de nutracéutico.

No futuro, serd pertinente estudar a estrela-do-mar M. glacialis, como
bioacumuladora de residuos de farmacos uma vez que, foi detetado que esta possui
Aceclidina, Oxetacaina, Antramicina, Elacitarabina, Acido tranexamico, Olodaterol e

Vigabatrina, principios ativos de varios farmacos (Tabela 5).
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Tabela 5: Compostos que apresentam propriedades bioativas, excluindo os

compostos com propriedades antibacterianas, descritas na literatura.

Compostos Formula Propriedades bioativas Fonte
Molecular
(22E) -Colesta-4,6,8 (14), 22- - o . . (Quang et
tetraen-3-ona C27H350 Constituinte quimico da ascomiceta D. concentrica al., 2002)
1- (beta-D-Arabinofuranosil) -4-
(hexadecilamino) -2 (1H) - CasHa5N30s Atividade anticancerigena 1
pirimidinona
2-Amino-9- (2- L . . i L .
desoxipentofuranosil) -7,9-di- CioH1sNsOs Atividade antlcangerlgena, Antiviral contra células Vero, 1
. - . infetadas com HSV-1
hidro-3H-purina-6,8-diona
4- (Palmitoilamino) -1-
pentofuranosil-2 (1H) - CasH43N306 Atividade antiviral contra o virus Vaccinia IHD 1
pirimidinona
Acamprosato CeH1NO4S Possiveis propriedades antlvgzl\s/ _nzomeadamente, contra SARS- 1
Aceclidina CoH1sNO; Farmaco usado no tratamento de glaucoma 1
i A Farmaco para tratar/prevenir a perda de sangue e para (Sadde,
Acido tranexamico CoHisNO: angioedema hereditario 1995)
Antramicina CiH17N3O4  Farmaco antineoplasico isolado de Streptomyces refuineus var. 1
Arabinosilhipoxantina C10H12N4Os Atividade antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi 1
Creatina CaHoN:O5 Possiveis propriedades antlvgzl\s/ _nzomeadamente, contra SARS- 1
Elacitarabina Ca7HasN3Og  Pro-farmaco usado para tratar a leucemia, em estado avancado 1
DMNB CyHgNOs Inibe o ataque de insetos/artropodes 1
s . e . . (Queener et
Glicobismina A C37H34N206 Atividade antifangica contra P. jirovecii al., 1991)
Itoprida CaoH26N204 Inibidor da proliferacéo de P. falciparum 1
Estimulante que promove o crescimento muscular e a reparagéo
L-(+)-Valina CsH11NO; dos tecidos; atividade antibacteriana contra varias estirpes e 1
antifungica contra C. parapsilosis
Mesalazina C/H/NO; Anti-inflamatorio associado a doengas inflamatérias intestinais 2
(Tucker
N- (2-Hidroxipropil) metacrilamida  CsH1sNO; Athldade_aqtlpancerlgeqa; Pol_lm_ero respopsavel por aL_Jmentar and_
a eficécia terapéutica e limitar os efeitos colaterais Sumerlin,
2014)
Nucle6sido de arabinose com propriedades citostéticas (em (Suspiro,
NOAC CarHasN30s mamiferos) e virostaticas 2011)
Farmaco usado para o tratamento da doenca pulmonar
Olodaterol CaiHzsN20s obstrutiva cronica e falta de ar 1
Oxetacaina CasH41N303 Farmaco- Analgésico oral 1
Pregabalina CeH17NO» Propriedades analgésicas, antl-s~tress e para tratamento de 1
convulsdes
. Atividade anti proliferativa; antineoplasica e, possivel atividade
Retaspimicina CarHasN30s antiviral contra SARS-CoV-2 !
(Henriques-
Vigabatrina CsH11NO> Farmaco usado em doentes epiléticos souza,
2007)
Minutosideo A CaHesOs Possivel atividade antifngica contra Cladosporium 1

cucumerinum e Aspergillus flavus
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Onde: 1-PubChem; 2-ChemSpider; DMNB- 6-nitroveratraldeido; NOAC- N (4) -
Octadecil-1-arabinofuranosilcitosina e Minutosideo A- asterosaponina.
No Subcapitulo 5.4, os extratos e tecidos sdo analisados quanto a presenca de

asterosaponinas e de compostos com propriedades antibacterianas.

5.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS E DOS VARIOS
TECIDOS/ORGAOS ESTUDADOS QUANTO A PRESENCA DE
ASTEROSAPONINAS E DE COMPOSTOS COM PROPRIEDADES
ANTIMICROBIANAS E ANTIBACTERIANAS

Com o objetivo de identificar nos tecidos GM, GF e CDC de M. glacialis, compostos
bioativos, em particular com atividade antimicrobiana e antibacteriana, pesquisou-se nas
bases de dados online do ChemSpider e PubChem informac6es sobre a sua atividade. Assim,
foram identificados 10 compostos com estas propriedades, presentes em todos os tecidos e
nos dois extratos analisados (Tabela 6).

Quando a estrela-do-mar M. glacialis sofre lesdes e perde membros, 0s seus 6rgaos
ficam expostos a possiveis contaminacdes. Assim, estes 10 compostos (Tabela 6) presentes
nos Orgdos e tecidos de M. glacialis, que possuem atividades antimicrobianas e
antibacterianas reportadas, poderdo conferir-lhe protecdo contra bactérias patogénicas e,
auxiliar no combate a eventuais infecdes. Ao mesmo tempo, e como as estrelas-do-mar
realizam digestdo externa, sabe-se que as propriedades antibacterianas e tdxicas das
asterosaponinas, auxiliam a imobilizar ou matar bactérias e outros agentes patogénicos

presentes nos alimentos (Popov et al., 2019).
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Tabela 6: Compostos com propriedades antimicrobianas e antibacterianas
identificados nos varios tecidos, de acordo com as bases de dados ChemSpider (1) e
PubChem (2)

Massa

Nome dos Formula . — Base de
compostos molecular mol(elj:)ular Propriedades bioativas 4ados
DL-Cicloserina CaHeNsOs 102,04 Antimicrobiano; Antibiotico; agente anti- 1
tuberculose
Atividade antibacteriana contra E. coli, S.
L-(+)-Valina CeHLNO, 117,08 epldermlqlls, S. aureus, Klgpsmlla )
pneumoniae, Bacillus subtilis e P.
aeruginosa
FG7175000 CoH/NO 145,05 Metabolito xenobiotico bacteriano 1
EDDA CeH12N204 176,08 Metabolito xenobidtico bacteriano 2
Acido Citrico CsHsO7 192,03 Antibacteriano; anticoagulante 1
. . Ligacdo de afinidade a guanina presente em
N-2-Acetilguanina C7H:NsO 193,06 . -~ e - 2
g e Bacillus subtilis e Clostridium difficile
Atividade antimicrobiana inespecifica contra
Decilubiquinona CigH3004 322,21 Mycobacterium smegmatis; atividade 2
térmiticida contra Coptotermes formosanus
Hexamidina C20H26N40> 354,21 Antiséptico 1
PD-124816 CiHisF2N4Os 364,13 CIM inespecifico contra E. coli 2
Desoximicina CosHetN-Ot 567,20 Associado a resposta anti-inflamatoria; 1

Antibacteriano- agente antitubercular

Onde: FG7175000- 2-Quinolinol; EDDA- Acido etilenodiamina-N, N'-diacético e
PD-124816- Acido 5-amino-7- (3-aminopirrolidin-1-il) -1-ciclopropil-6,8-difluoro-4-

oxoquinolina-3-carboxilico; CIM- Concentracéo inibitdria minima.

A identificacdo de asterosaponinas teve enfase neste trabalho uma vez que séo

compostos especificos das estrelas do mar com atividade antibacteriana reportada
(Andersson et al., 1989); (lorizzi et al.,2001). Para os extratos aquosos e metandlicos (Figura
13) e para os trés orgaos/tecidos estudados, a proporc¢do de asterosaponinas face ao total de
compostos e a proporgdo de compostos com atividade antimicrobiana e antibacteriana face

ao total analisado ronda os 18% e 0s 2%, respetivamente.
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A B
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Figura 13: Total: de compostos identificados; asterosaponinas e compostos com
atividade antimicrobiana e antibacteriana reportada. Onde A: extrato aquoso; B: extrato
metanolico; barra cinzenta: total de compostos com atividade antimicrobiana e
antibacteriana; barra laranja: total de asterosaponinas com correspondéncia total na Mass List

(Anexo 1) e barra azul: total de compostos identificados.

A-GF A-GM

76 asterosaponinas 78 asterosaponinas

M-GF M-GM

79 asterosaponinas 77 asterosaponinas

76 asterosaponinas

Acantaglicosideo A-

C56H89027S 77 asterosaponinas
Acantaglicosideo B-

C58HB9028S Acantaglicosideo A-C56H89027S

Ruberosideo B- C57H940275

A-CDC

Figu??ﬁ?lnfs)iagrama de Venn representativo das asterosaponinas e compostos com
atividade antimicrobiana e antibacteriana reportada, identificados em cada 6rgao/tecido.
Onde, o diagrama a esquerda se refere ao extrato aquoso e o diagrama a direita ao extrato
metanolico; respetivo numero de asterosaponinas analisadas. As asterosaponinas listadas
referem-se a asterosaponinas encontradas, em exclusivo, num dado extrato ou tecido.

Como podemos interpretar da Figura 14, existem nos extratos aquosos, 76
asterosaponinas comuns a GF, GM e CDC; as asterosaponinas Acantaglicosideo A
(Cs6Hga027S) e B (CsgHgeO28S) foram detetadas apenas em GM e CDC. Quanto aos extratos

metandlicos, existem 77 asterosaponinas em comum entre 0s 6rgdos GF e GM e a
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asterosaponina Acantaglicosideo A encontra-se, em exclusivo, nas GF. Neste extrato
metanolico, para GF, foram detetados trés isomeros da asterosaponina Ruberosideo B e, para
GM apenas foram detetados dois isomeros desta asterosaponina.

Como referido em Popov et al. (2019), estas diferencas na distribuicdo das
asterosaponinas (Figura 14) estdo associadas a fungdo protetora (principal funcao bioldgica
destes glicosideos esteroides sulfatados) nomeadamente, contra predadores e, para além
disso, acredita-se que possam estar envolvidas em processos de reproducéo e de sinalizacao
quimica celular.

No estudo publicado por Popov et al. (2019), foi realizada a identificag&o,
quantificacdo e distribuicdo de compostos esteroides polares e de asterosaponinas em
diferentes drgdos/tecidos da estrela-do-mar Lethasterias fusca. A maior quantidade de
esteroides polares foi identificada no estbmago, seguido do ceco pilérico, génadas (sem
distincdo de género), superficie externa do corpo e no fluido celémico da estrela L. fusca. Em
concordancia com esse estudo, 0 nosso também detetou a presenca de asterosaponinas em
todos os 6rgaos estudados (Popov et al., 2019).

As asterosaponinas identificadas em L. fusca foram comparadas com as
asterosaponinas encontradas nos érgdos/tecidos extraidos de M. glacialis e, foi possivel

identificar catorze asterosaponinas em comum.

Investigaces realizadas anteriormente demonstraram que, as asterosaponinas se
encontram distribuidas pelos diversos 6rgdos das estrelas-do-mar mas que, cada 6rgdo
possui uma combinacdo especifica. Num estudo realizado com a estrela P. pectinifera, o
nimero de asterosaponinas encontradas foi maior na parede externa do corpo (Kicha et
al., 2001); em A. rubens, as concentracdes mais elevadas de asterosaponinas também
foram medidas na parede externa do corpo e nas gonadas (Demeyer et al., 2014);
(Demeyer et al., 2015); para a estrela-do-mar L. polaris, verificou-se que o conteudo de
asterosaponinas no estdmago era superior ao da superficie externa do corpo e do ceco
pilorico (Harvey et al., 1987). Deste modo, esta variabilidade elevada observada entre
espécies, pode estar associada a biogénese dos compostos presentes em cada érgdo ou a

questdes fisioldgicas dos diferentes animais (Popov et al., 2019).
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Assim, a comparacdo do conteudo das asterosaponinas individuais, em diferentes
orgaos da estrela-do-mar, pode sugerir diferentes fungdes biologicas destes metabolitos, o
que nos leva a crer que possa estar relacionado com as propriedades toxicas, protetoras ou

antimicrobianas destes compostos.

No Subcapitulo 5.6, as asterosaponinas serdo quantificadas com o objetivo de
estabelecer uma correlagdo com o potencial antimicrobiano e antibacteriano demonstrado

no Subcapitulo 5.5.

5.5 ENSAIOS DE BIOATIVIDADE: CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM) E CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

Para os ensaios de bioatividade, 100 pL do extrato aquoso e de metandlico de cada
orgdo testado (GF, GM e CDC) foram secos no SpeedVac. Registou-se a massa dos extratos
secos e, posteriormente, solubilizou-se em 100 pL de agua (extrato aquoso) e em 100 pL
metanol 20% (extrato metandlico). Assim, os extratos metandlicos, de cada 6rgdo em estudo,
foram preparados para uma concentracao final de 3,6 pg/uL para GM e 55,9 pug/uL GF. O
CDC néo solubilizou em metanol 20% pelo que, ndo foi tido em consideracdo nos ensaios
seguintes. Quanto ao extrato aquoso, obteve-se uma concentracao final de 24,8 pug/uL para
as GM; 410,5 pg/uL para as GF e de 36,3 pug/uL para o CDC.

A CIM corresponde a concentracdo minima de um agente antimicrobiano para a qual
jando se observa crescimento do microrganismo (Hinton, 2001). Nesta tese mestrado, a CIM
foi determinada através da leitura da densidade 6ética e, foi considerada que a concentracdo
inibitéria minima corresponde as concentrages com inibicdo igual ou superior a 93%. Os
resultados de CIM obtidos neste estudo encontram-se descritos na Tabela 7. A amostra GM,
tanto para o extrato aquoso (A-GM) como para 0 metanolico (M-GM), apresentou a menor
CIM contra E. coli e a amostra A-GF é a que possui maior valor de CIM, necessitando de
uma concentracdo de 5 pg/pL para inibir o crescimento da estirpe E. coli em 99%. Tanto
para 0s extratos aquosos como metanolicos, todos 0s 0rgaos apresentaram um potencial de
inibicdo contra E. coli igual ou superior a 93%, para as concentracdes de 4 pg/uL A-CDC; 5
pmo/pul A-GF; 2,5 pg/ul A-GM; 4 pg/ul M-GF e 2,5 pg/uL M-GM (Tabela 7).
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Tabela 7: Compilacdo dos resultados da concentragdo inibitoria minima (CIM),
respetivas médias de inibicdes das trés réplicas bioldgicas e desvio padrao (SD) (ug/uL) (%)

e concentracao bactericida minima (CBM).

AMOSTRAS A-GF M-GF A-GM M-GM A-CDC
CIM (ug/pL) | 5 4 2,5 2,5 4
Média das inibicbes
+ 5D (%) 99+1 9545 9347 1000 100+0
CBM (pg/pL) ‘ 5 2,5

Onde: A- extrato aquoso; M- extrato metandlico; GM- génadas masculinas; GF- gonadas

femininas; CDC- componentes do disco central.

Segundo a anélise da concentracdo bactericida minima (CBM), as amostras M-GM e
A-GM apresentaram atividade bactericida para a concentracdo 2,5 pug/uL e 5 pg/uL,
respetivamente (Tabela 7). Quanto aos restantes tecidos/orgdos solubilizados em extrato
aquoso e metanolico, todos demonstraram atividade bacteriostatica para as concentracGes de
CIM apresentadas na Tabela 7. Deste modo, os resultados deste estudo mostram-nos que 0s
extratos aquosos e metanolicos dos 6rgaos e tecidos GF, GM e CDC da estrela-do-mar M.
glacialis possuem compostos responsavéis pela atividade antimicrobiana demonstrada contra
a estirpe bacteriana gram-negativa E. coli.

Uma vez que a estrela-do-mar se pode reproduzir sexuadamente cremos que as
gbnadas ao expelirem 0s seus gametas para a agua do mar possam estar sujeitas a acdo de
predadores e a entrada de patdgenos pelo que, necessitam de mecanismos de protecdo.
Mecanismos esses que podem estar implicados na atividade antibacteriana demonstrada
contra E. coli (Ruppert et al., 1996).

A atividade antibacteriana demostrada contra E. coli, por parte do CDC, pode estar
associada a digestdo externa realizada por M. glacialis. Como referido anteriormente, na hora
de se alimentar, o estbmago da estrela-do-mar é projetado para o exterior e, com o auxilio
dos pés ambulacrarios, a estrela-do-mar exerce pressao crescente sobre os bivalves, abrindo
as suas conchas. Apos a alimentacdo, o estbmago é recolhido por contracdo e relaxamento
dos musculos do corpo (Ruppert et al., 1996). Deste modo, a estrela-do-mar durante o

processo de digestdo externa esta sujeita a acdo de predadores e a entrada de patdgenos e, por
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ISSO, cremos que necessite de mecanismos de protecdo para se proteger e que podem estar
implicados na atividade antibacteriana testada contra E. coli (Ruppert et al., 1996).

Segundo dados bibliogréaficos, a atividade antibacteriana encontrada em compostos
da estrela-do-mar Stellaster equestris foi testada em isolados clinicos de varias estirpes
bacterianas gram-positiva (Staphylococcus aureus) e gram-negativas (E. coli, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi,
Vibrio parahaemolyticus e Vibrio cholerae), através do método de difusdo em disco (Prabhu
et al., 2013). Foi preparada uma solucéo stock e diluida, em série, para obter os intervalos de
concentracdo de 25%, 50%, 75% e 100%. Neste artigo, o extrato metandlico bruto mostrou
uma alo de inibicdo maximo de 9,7+ 0,3 mm contra E. coli e V. parahaemolyticus, para a
concentracdo de solucdo stock maxima testada, ou seja, de 100%. O extrato etanélico bruto
apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli (100%), K. pneumoniae (75%), S. typhi
(100%) e V. cholerae (100%) (Prabhu et al., 2013). N&o houve crescimento bacteriano de K.
oxytoca na concentragdo de 100% pelo que, esta demonstra atividade bactericida (Prabhu et
al., 2013). Assim, o resultado deste estudo indica que o extrato bruto e as fracGes metanolicas
e etandlicas da estrela do mar S. equestris tém atividades antimicrobianas notorias contra
estirpes bacterianas importantes em medicina humana (Prabhu et al., 2013).

No subcapitulo 5.6 os compostos presentes nos dois extratos e nos trés 6rgaos/tecidos,
serdo quantificados, através de LC-MS/MS, para que seja possivel inferir sobre as

concentracgdes inibitorias e bactericidas minimas detetadas para a estrela-do-mar M. glacialis.

5.6 CORRELACAO DA QUANTIFICACAO RELATIVA DOS COMPOSTOS
PRESENTES NOS VARIOS EXTRATOS E TECIDOS E CORRELACAO COM O
SEU POTENCIAL ANTIBACTERIANO

Com o intuito de caracterizar a composicdo dos orgdos GF, GM e CDC utilizados
neste estudo, tanto os extratos aquosos como os metandlicos, foram submetidos a LC-
MS/MS. A area cromatografica normalizada dos picos identificados foi utilizada para estimar
a sua quantidade relativa nos varios extratos analisados. Esta area normalizada, que depende
da quantidade dos compostos e da sua capacidade de ionizacao, corresponde a razdo entre a

area do pico cromatografico do composto e a area do padrdo interno 3-nitro-L-tirosina na
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mesma corrida cromatogréafica. Por estes motivos, ndo é possivel fazer para cada extrato a
correlacdo entre as quantidades dos diferentes metabolitos, uma vez que a area normalizada
depende da capacidade de ionizacdo de cada composto. Porém, especificamente para as
asterosaponinas (Tabela 8) é possivel fazer essa comparacdo pois para estes compostos 0
principal responsavel pela sua ionizagdo é seu caracteristico ido sulfato (SO.%), principal
responsavel pela sua capacidade de ionizacdo em modo negativo.

O ensaio de bioatividade foi efetuado antes de termos os resultados de LC-MS pelo
que, foram testados os dois extratos- aquoso e metandlico. No Anexo 3 encontram-se listados
todos os compostos identificados e os seus respetivos valores de area normalizada.

Com o objetivo de caracterizar a composi¢do de cada 6rgdo compilou-se no Anexo 3
a quantificacdo relativa dos compostos identificados no extrato aquoso com os do metanolico,
para 0os 6rgdos GF e GM. Para cada composto selecionou-se o maior valor de area
normalizada. Assim, e como demonstrado no Subcapitulo 5.3, foram identificadas diferengas
ao nivel dos extratos e dos tecidos analisados.

Através das bases de dados PubChem e ChemSpider, foram analisadas, quanto a
possibilidade de apresentarem propriedades antimicrobianas, todas as 79 asterosaponinas que
tiveram correspondéncia total com a Mass List (Anexo 1). A asterosaponina Minutosideo A
(C32Hs3012) apresenta atividade antifungica reportada na PubChem (Tabela 5). Em
comparagdo com as restantes asterosaponinas, esta nao se encontra em elevada abundéancia
nos 6rgdos estudados [A-GF (com area normalizada de 0,07), seguido de M-GF (0,005); A-
GM (0,002); A-CDC (0,0005) e M-GM (0,0002)].

Como foi referido anteriormente, as asterosaponinas sdo compostos caracteristicos
das estrelas-do-mar e tém atividades antibacterianas reportadas. Assim, das 79
asterosaponinas detetadas por LC-MS/MS destacam-se as da Tabela 8 porque sdo as que
apresentaram maior abundancia nos varios extratos, o que, e dependendo dos valores de CIM
e CBM apresentados no Subcapitulo 5.5, pode estar relacionado com a sua atividade
funcional em determinado tecido/érgdo (Andersson et al., 1989); (lorizzi et al.,2001).
Através desta tabela podemos verificar que os niveis de esteroides polares sulfatados nos

extratos dos diferentes 6rgdos sdo quantitativamente diferentes.
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Segundo a Tabela 8, podemos perceber que para as asterosaponinas destacadas, 0s
valores de area normalizada mais elevados estdo associados as GF, em especifico ao extrato
aquoso (com a excecdo das asterosaponinas goniopectenosideo B (Cs7Hg3027S),
pectiniosideo F (Ce2H101033S) e versicosideo A, forbesideo A (Ce2H102033S), que se

encontram em maior abundancia em A-CDC).

Tabela 8: Lista das 15 asterosaponinas mais abundantes, encontradas nos dois tipos
de extrato (A e M) e nos tecidos/érgdos (GM, GF, CDC), e respetivo somatdrio dos valores

de &rea normalizada.

. Formula A- A-

Nome das Asterosaponinas molecular GM M-GM A-GF M-GF CDC

ASterosap:?}gfgeg‘éigaC”;‘ (CO-ANS oo He0ms 064 00004 089 494

Asterosaponina 1, forbesideo C Cs7H94028S 1,28 0,11 1,83 4,05

dHe-dHe-Qui(-Qui)-He-AG Il Cs7HgeO28S  0,0003 0,002 0,03 0,11

Glicosideo B, forbesideo B Cs6Ho2028S 0,75 0,01 0,01 11,07
Goniopectenosideo B Cs7Hg3027S 0,01 0,08 0,30 0,05

N&o Identificado Cs7H94029S 0,32 0,002 0,0002 0,30

Néo Identificado Cs7Hg2028S 0,20 0,01 0,01 0,46

N&o Identificado Cs7H90027S 0,02 0,002 0,002 0,38
Pectiniosideo F Ce2H101033S 0,001 0,0004 0,01 0,002

Regularosideo B Cs6H92027S 0,01 0,0002 0,06 0,65

Ruberosideo B Cs7H94027S 0,01 0,0001 0,003 1,26

Ruberosideo G Cs7H92027S 0,24 0,02 0,0005 12,14

Sulfato de 17-hidroxipregnenolona C21H3206S 1453 2,53 20,11 6,28

Tenuispinosideo C Cs6H91020S 0,57 0,001 241 1,76

Versicosideo A, forbesideo A Ce2H102033S 0,06 0,003 0,89 0,01

Somatorio das areas norr_nallzadas destas 18,65 277 44123 2541 6564
asterosaponinas

Onde: asterosaponina mais abundante, em comparacdo com o0s restantes
tecidos/orgaos; A- extrato aquoso; M- extrato metanélico; GM- génadas masculinas; GF- génadas

femininas; CDC- componentes do disco central.

O facto das asterosaponinas serem encontradas, com diferentes valores de area
normalizada (Tabela 8), nos diferentes drgéos (e extratos) pode ser indicativo de uma fungéo

bioldgica bastante especifica destas nesse tecido/6rgdo de M. glacialis. Por exemplo, a
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asterosaponina mais abundante nos dois extratos dos 6rgdos GF e GM foi o sulfato de 17-
hidroxipregnenolona (C21H3206S), contudo, apresentou valores de area normalizada muito
diferentes nesses orgaos (valores que variaram entre 2,5 e 177,5). No extrato M-GM, que
apresentou o menor valor de CIM (2,5 pg/uL) e atividade bactericida (2,5 pg/uL), esta
asterosaponina foi a que se encontrou em maior abundancia (2,5), porém, quando comparada
com os restantes tecidos/drgéos, foi a que apresentou menor valor de area cromatografica
normalizada. Através do somatorio das areas normalizadas das asterosaponinas mais
abundantes, presente na Tabela 8, podemos perceber que o extrato M-GM apresenta 0 menor
somatério (2,77) em comparagdo com os restantes tecidos/6rgaos estudados. O mesmo
acontece com A-GM que apresenta também o menor valor de CIM (2,5 pg/uL) e atividade
bactericida (5 pug/uL) e cujo somatoério das abundéncias das asterosaponinas foi o segundo
mais reduzido (18,65) em comparagdo com os restantes tecidos/6rgaos estudados. Neste caso,
leva-nos a crer que sdo outros compostos, que ndo as asterosaponinas, 0s responsaveis pelos
seus valores de CIM e CBM contra E. coli.

O estudo liderado por Popov demonstrou que a distribuicdo qualitativa e
guantitativamente de esteroides polares em Lethasterias fusca é diferente nos 6rgdos
estudados e que, o teor maximo (97%) de todos os esteroides polares foi observado no
estdmago, seguindo-se nas génadas e no fluido celémico (Popov et al., 2019). A semelhanca
de Popov, também os nossos 6rgdos e extratos analisados sdo qualitativamente diferentes e,
no que diz respeito as asterosaponinas, quantitativamente diferentes.

Os extratos sdo constituidos por varios metabolitos, alguns com atividade
antimicrobiana e, por isso, ndo podemos afirmar que a atividade antimicrobiana observada
se deva, exclusivamente, a acdo das asterosaponinas. Para além dos 10 compostos detetados
com propriedades antimicrobianas e antibacterianas descritas (Tabela 6), destacam-se 24
compostos que se encontram descritos na literatura como apresentando diversas propriedades
bioativas (entre elas: antivirais, anticancerigenas, antifangicas, antiparasitarias, estimulantes,
anti-inflamatorias, citostaticas, analgésicas e principios ativos de farmacos) (Tabela 5).

Segundo a Tabela 9, a maioria dos compostos com propriedades antimicrobianas e
antibacterianas encontrados com maior abundéncia estdo associados ao CDC. Mais uma vez,

e como referido no Subcapitulo 5.5, as estrelas-do-mar realizam digestéo externa e, por isso,
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0 estbmago pode estar sujeito a acdo de predadores e a entrada de patdgenos. Deste modo, 0s
componentes do disco central necessitam de mecanismos de protecdo que cremos que possam
estar implicados na atividade antibacteriana testada contra E. coli.

Os metabolitos acido citrico, L-(+)-valina e EDDA encontram-se, em maior
abundéncia, em A-GM e, os metabolitos DL-cicloserina, PD-124816 e desoximicina
encontram-se com maior abundéncia em A-GF (Tabela 9). Como explicado no Subcapitulo
5.5 e, uma vez que as estrelas-do-mar se podem reproduzir sexuadamente, cremos que as
gbnadas necessitam de mecanismos de protecao e tais mecanismos podem estar implicados

na atividade antibacteriana demonstrada contra E. coli.

Tabela 9: Compostos com propriedades antibacterianas e antimicrobianas e

respetivos valores de area cromatografica normalizada.

Formula

Nome dos compostos Molecular A-GM M-GM A-GF M-GF A-CDC
Acido Citrico CeHgO7 6,49E-04 5,24E-01 3,32E-02 6,28E-01

Decilubiquinona C19H3004 2,23E-03  6,77E-04 5,68E-02 2,95E-03
Desoximicina C21H41N7O11 1,03E-01  1,31E-04 1,63E-01 5,70E-02
DL-Cicloserina C3HsN202 1,14E-01  1,73E-03 8,46E-02 4,12E-02
EDDA CeH12N204 6,94E-04 2,63E-01 1,35E-01 6,36E-02

FG7175000 CoH7NO 3,71E-02  4,39E-04 1,63E-03 1,29E-04

Hexamidina C20H26N40; 4,81E-02  3,64E-03 7,52E-01 1,51E-02
L-(+)-Valina CsHuiNO2 3,73E-03 5,22E-02 2,69E-02 3,16E-01

N-2-Acetilguanina C7H7Ns0O2 1,64E-01 X 2,07E-03 X
PD-124816 - C17H18F2N4O3  5,42E-04  1,29E-04 - 3,73E-03  2,24E-03
Onde: composto encontrado em maior abundancia quando comparado com

0s restantes tecidos; X- composto ndo identificado em determinado 6rgéo; FG7175000- 2-

Quinolinol; EDDA- Acido etilenodiamina-N, N'-diacético; PD-124816- Acido 5-amino-7-

(3-aminopirrolidin-1-il) -1-ciclopropil-6,8-difluoro-4-oxoquinolina-3-carboxilico.
Relativamente aos compostos com maior valor de area cromatografica normalizada

(sublinhados a verde), sdo encontrados com abundancia muito superior quando feita a
comparacdo desse mesmo composto nos diferentes 6rgédos estudados. Por exemplo: PD-
124816, L-(+)-valina, decilubiquinona e acido citrico apresentam valores que rondam as 98,
17, 13 e 11 vezes superiores, respetivamente, face ao segundo valor mais abundante desse

composto (detetado noutro tecido/6rgao).
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Segundo a base de dados PubChem, o composto PD-124816 encontrado em A-GF e
com uma abundancia cerca de 98 vezes superior aos restantes tecidos, apresenta CIM
inespecifico contra E. coli. L-(+)-valina, encontrado com maior abundancia em A-GM,
quando comparado com os restantes tecidos que também apresenta atividade antibacteriana
contra E. coli. Assim, estes compostos poderdo estar implicados na atividade antibacteriana
reportada neste projeto, contra a bactéria gram negativa E. coli.

Deste modo, os metabolitos mencionados no decorrer do Capitulo 5, as
asterosaponinas e 0s compostos com atividade antibacteriana e outras propriedades bioativas
descritas, podem contribuir para a inibicdo da bactéria gram negativa E. coli e, o facto das
asterosaponinas serem encontradas, com diferentes valores de &rea normalizada nos
diferentes 6rgdos analisados pode estar relacionado com o seu papel biolégico (por exemplo:
funcdo protetora- nomeadamente, contra predadores e/ou patdgenos ou, em processos de
reproducdo ou de sinalizagdo quimica celular) em M. glacialis.

Assim, e de um modo resumido, podemos correlacionar o potencial antibacteriano de
cada 6rgdo com a composicdo e concentracdo relativa das substancias nele presentes. Desta
forma e, através da comparacdo de asterosaponinas e metabolitos presentes nos diferentes
Orgdos da M. glacialis, acreditamos que estes podem ter diferentes funcGes bioldgicas,
incluindo propriedades tdéxicas (misturas complexas de saponinas responsaveis por
toxicidade e que podem desempenhar um papel defensivo devido a acdo do seu sistema

membranotrépico), protetoras ou antimicrobianas (Maier, 2008).
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O potencial dos equinodermos como fonte de moléculas bioativas tem vindo a ser
investigado e algumas das suas propriedades j& foram testadas, em particular, quanto ao seu
potencial anticancerigeno e antimicrobiano (Claereboudt et al., 2019; Matranga, 2005).

Este trabalho experimental teve como objetivo a identificacdo, caracterizagdo e
quantificacdo relativa, através de LC-MS/MS, dos compostos presentes no disco central
(estbmago), nas gonadas femininas e masculinas da estrela-do-mar Marthasterias glacialis.
Para além disso, pretendeu-se determinar a atividade antimicrobiana para os extratos aquoso
e metandlico dos vérios Orgdos estudados, a fim de estabelecer as suas concentragdes
inibitérias (CIM) e bactericidas (CBM) minimas, contra a bactéria gram-negativa
Escherichia coli.

Tendo por base a complexidade dos extractos obtidos para tecidos/6rgaos testados
recorreu-se aos processos de extracdo metanodlica e cloroférmica e as técnicas de SPE,
MALDI-TOF/TOF e LC-MS/MS, para a identificacdo e caracterizacdo dos compostos
constituientes. O SPE permitiu a retencdo de compostos de interesse, enquanto outras
substancias indesejadas foram eluidas e descartadas (apesar de ndo ter sido feita uma
avaliacdo da composicdo dos extratos antes e ap6s a analise por SPE).

Da anélise de LC-MS/MS, detetaram-se 433 compostos, referentes a amostra A-GM;
432 A-CDC; 430 M-GM; 427 M-GF e 422 para a amostra A-GF. Nao foram identificadas
diferencas significativas entre os extratos e 0s tecidos/érgdos estudados no que diz respeito
ao total de compostos identificados, a proporcdo de compostos com atividade antimicrobiana
e a proporcdo de asterosaponinas face ao total de compostos identificados.

Relativamente aos ensaios de concentracdo inibitéria minima, tanto para A-GM como
M-GM, a CIM apresentou o menor valor (2,5 pg/uL) ou seja, e em compara¢do com as
restantes amostras, necessita de uma menor concentragdo de amostra para inibir o
crescimento de E. coli. Para as restantes, as CIM foram de 4 pug/uL para A-CDC e M-GF e 5
pg/uL para A-GF. Nestas concentragdes, todas as amostras, apresentaram um potencial de
inibicdo contra E. coli, igual ou superior a 93%. Segundo o ensaio de concentragdo

bactericida minima, as amostras A-GM e M-GM apresentaram atividade bactericida para a
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as concentracbes de 5,0 pg/puL e 2,5 pg/uL, respetivamente. Os restantes tecidos
solubilizados, demonstraram atividade bacteriostatica para as seguintes concentragdes: 2,5
pg/uL para A-GM; 4,0 pg/pL para o M-GF e A-CDC e 5 pg/pL para o A-GF.

A fim de elucidar eventuais diferencas de composicao, foram realizados os ensaios
de LC-MS/MS para identificacdo e caracterizagdo dos componentes presentes nos extratos,
nomeadamente, para asterosaponinas e compostos bioativos que podem ser responsaveis pelo
potencial antimicrobiano demonstrado. O facto das asterosaponinas apresentarem diferentes
valores de area normalizada nos varios extratos e 6rgaos, pode ser indicativo de uma funcao
bioldgica especifica destas num dado érgdo de M. glacialis.

Para além das varias asterosaponinas (que sdo especificas das estrelas-do-mar e tém
atividades antibacterianas reportadas) e dos 10 compostos com atividade antibacteriana
descrita, destacam-se ainda 24 compostos com diversas propriedades bioativas relatadas
(farmacos; compostos com propriedades anticancerigenas, antivirais, antifingicas,
antiparasitarias, analgésicos, estimulantes, anti-inflamatérias e citostaticas). Assim, 0s
compostos com atividade antibacteriana descrita, as asterosaponinas e o0s metabolitos
detetados nesta tese, podem estar envolvidos na atividade antibacteriana contra a bactéria E.
coli (Andersson et al., 1989; lorizzi et al., 2001). Através da comparacdo das asterosaponinas
e dos metabolitos presentes nos diferentes tecidos/6rgaos da M. glacialis, acreditamos que
estes compostos poderdo ter diferentes fungdes bioldgicas (por exemplo: em processos de
reproducdo ou de sinalizacdo quimica celular) e, possivelmente propriedades toxicas,
protetoras (nomeadamente, contra predadores e/ou patdgenos) e/ou antimicrobianas.

Futuramente, com vista a enaltecer a robustez deste projeto experimental seria
interessante realizar a quantificacdo absoluta, por LC-MS/MS, das asterosaponinas e dos
compostos com propriedades bioativas relatadas, para as amostras GM, GF e CDC. Para além
disso, seria interessante abranger mais 6rgdos e/ou tecidos da estrela-do-mar Marthasterias
glacialis, nomeadamente, o ceco pildrico. Sera vantajoso realizar os ensaios de CIM e CBM
utilizando outras estirpes bacterianas, gram-positivas e gram-negativas. Por fim, sera
interessante estudar a estrela-do-mar M. glacialis como bioacumuladora de residuos de

farmacos uma vez que foram detetado varios principios ativos nos seus 0rgaos.
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Anexo 1: Mass list com a formula molecular de 286 asterosaponinas conhecidas.

Nome da Asterosaponina

Férmula Molecular

24-0-hexosil-5a-colestano-3p,6,7,8,150,163,24-heptaol
24-0-hexosil-5a-colestano-34,6,8,15,16p,24-hexaol 3-O-sulfato
24-0-hexosil-5a-colestano-3,6,8,15,24-pentaol 3-O-sulfato
24-0-hexosil-5a-colestano-3p,6,8,158,24-pentaol
24-O-metilsulfopentosil-5a-colestano-34,6,8,15,24-pentaol
24-0-metilsulfopentosil-5a-colestano-34,6,8,15,24-pentaol
24-0-pentosil-5a-cholest-22-ene-3p,6,8,15,16[3,24-hexaol 3-O-sulfato
24-0-pentosil-5a-cholest-22-ene-3p,6,8,15,24-pentaol 3-O-sulfato
24-0-pentosil-5a-colestano-34,6,8,15,16p,24-hexaol 3-O-sulfato
24-0-pentosil-5a-colestano-34,6,8,15,24-pentaol 3-O-sulfato
24-0-pentosil-5a-colestano-34,6,8,15a,16[3,24-hexaol
24-0-sulfohexosil-5a-cholest-20(22)-ene-3p,6,8,15,24-pentaol
24-0-sulfohexosil-5a-colestano-34,6,8,15,16(3,24-hexaol
24-0-sulfopentosil-5a-cholest-22-ene-34,6,8,15,24-pentaol
24-0-sulfopentosil-5a-colestano-3p,6,8,15,16f3,24-hexaol
24-0-sulfopentosil-5a-colestano-3p,6,8,15,24-pentaol
24-0-sulfopentosil-5a-colestano-3p,6,8,15,24-pentaol
26-0-sulfohexosil-27-nor-5a-ergost-20(22)-ene-3p,6,8,15,26-pentaol
26-0-sulfohexosil-27-nor-5a-ergost-20(22)-ene-3p,6,8,15,26-pentaol
26-0-sulfohexosil-27-nor-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,16f,26-hexaol
26-0-sulfohexosil-27-nor-5a-ergost-22-ene-3p3,6,8,15,16f3,26-hexaol
26-0-sulfohexosil-5a-cholest-22-ene-38,6,8,15,163,26-hexaol
26-0-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p3,6,8,15,16,26-hexaol
26-0-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,16B,26-hexaol
26-0-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p3,6,8,15,26-pentaol
26-0-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,26-pentaol
28-0O-[sulfohexosil-hexosil]-5a-ergost-22-ene-34,6,8,15,28-pentaol
28-0-pentosil-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,16p,28-hexaol 3-O-sulfato
28-0-pentosil-5a-ergostano-34,6,8,15,16p3,28-hexaol
28-0-sulfohexosil-5a-ergost-20(22)-ene-3B,6,8,15,163,28-hexaol
28-0O-sulfohexosil-5a-ergost-20(22)-ene-3,6,8,15,16[3,28-hexaol
28-0-sulfohexosil-5a-ergost-20(22)-ene-3p,6,8,15,28-pentaol
28-0-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p3,6,8,15,16p,28-hexaol
28-0-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,16p,28-hexaol

C27H4508S
Cs2Hs50128
Ca3Hs5013S
Cs3Hs5012
Cs3Hs57014S
Cs3Hs70135
Ca3Hs010
Cs3Hs70128
Cas3Hs70128
Cs2Hs30135
Cs2Hs530128
Cs2Hs50135
C32Hs5012S
Cs2Hs6010
Cas3Hs50135
Cs3Hs7014S
Ca2H530128
Cs2Hs50135
Cs2Hs550128
Cs2Hs5012 S
Cs3Hs5013S
Cs3Hs5013S
Cas3Hs5014S
Cs3Hs5014S
CasHs5014S
Cs4Hs57014S
C34Hs57014S
Cs4Hs7013S
C34Hs57013S
C10He7018S
Cs3Hs50135
Cs3Hs8010
C34Hs57014S
C34Hs57014S
C34Hs57013S
C34Hs57014S
C34Hs57014S
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Férmula Molecular

28-0-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,28-pentaol
28-0-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,28-pentaol
28-0-sulfohexosil-5a-ergostano-3p,6,8,15,16[3,28-hexaol
28-0O-sulfohexosil-5a-ergostano-3p,6,8,15,16[3,28-hexaol
28-0-sulfohexosil-5a-ergostano-3p,6,8,15,28-pentaol
28-0-sulfopentosyl-5a-ergost-20(22)-ene-34,6,8,15,168,28-hexaol
28-0-sulfopentosil-5a-ergost-20(22)-ene-3B,6,8,15,28-pentaol
28-0-sulfopentosil-5a-ergost-20(22)-ene-3p,6,8,15,28-pentaol
29-0-sulfohexosil-5a-estigmast-22-eno-3p, 6,8,15,16p, 29-hexaol
29-0O-sulfohexosil-5a-estigmast-22-eno-3p, 6,8,15,16, 29-hexaol
29-0-sulfohexosil-5a-estigmast-22-eno-3p, 6,8,15,16p, 29-hexaol
29-0-sulfohexosil-5a-estigmast-22-eno-3p, 6,8,15,16p, 29-hexaol
29-0-sulfohexosil-5a-estigmast-22-eno-3p, 6,8,15,16p, 29-hexaol
29-0-sulfohexosil-5a-estigmastano-3, 6,7,8,15,16p, 29-heptaol
29-0-sulfohexosil-5a-estigmastano-3p, 6,8,15,16p, 29-hexaol
29-0-sulfohexosil-5a-estigmastano-3p, 6,8,15,16f, 29-hexaol
29-0-sulfohexosil-5a-estigmastano-3p, 6,8,15,16p, 29-hexaol
29-0-sulfohexosil-5a-estigmastano-3p, 6,8,15,29-pentaol
29-0-sulfopentosil-5a-estigmastano-3p, 6,8,15,16p, 29-hexaol

3-0O-pentosil-24-O-methilsulfopentosil-5a-colestano-34,6,8,15,24-
pentaol

3-O-pentosil-24-O-metilsulfopentosil-5a-colestano-3p,6,8,15,24-
pentaol

3-O-pentosil-24-O-sulfohexosil-5a-colestano-3p,6,8,15,24-pentaol

3-O-pentosil-24-O-sulfopentosil-5a-colestano-34,6,8,15,24-pentaol
3-O-pentosil-24-O-sulfopentosil-5a-colestano-34,6,8,15,24-pentaol

3-0O-pentosil-26-0O-sulfohexosil-27-nor-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,26-
pentaol
3-O-pentosyl-26-0O-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,26-pentaol

3-O-pentosyl-28-0O-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,28-pentaol
3-O-pentosyl-28-0O-sulfohexosil-5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,28-pentaol
3-O-pentosil-28-0-sulfohexosil-5a-ergostano-34,6,8,15,28-pentaol

3-O-pentosil-28-O-sulfopentosil-5a-ergost-20(22)-ene-3,6,8,15,28-
pentaol
3-O-pentosil-5a-colestano-3p,6,7,8,15,16B,26-heptaol 26-O-sulfato

3-O-pentosil-5a-colestano-3p,6,8,15,26-pentaol 26-O-sulfato
3-O-pentosil-5a-colestano-3,6,8,15,26-pentaol 26-O-sulfato
3-O-pentosil-5a-ergost-20(22)-ene-3p,6,8,15,28-pentaol 28-O-sulfato
3-O-pentosil-5a-ergost-22-ene-3,6,8,15,26-pentaol 26-O-sulfato
3-O-pentosil-5a-ergostano-3p,6,8,15,26-pentaol 26-O-sulfato
3-0O-sulfo-24,25-dihidromartasterona (AG XVII)
3-O-sulfoasterona (AG I1)

C34Hs57013S
Cs4Hs70135
Ca4Hs50014S
Cs4Hs59014S
Ca4Hs50013S
Cs3Hs50135
Ca3Hs50128
Cs3Hs50128
CasHs50014S
CssHs9014S
CasHs50014S
CssHs9014S
CasHs50014S
CssHe10155
CasH61014S
CssHe1014S
CasH61014S
CssHe1013S
CasHs59013S
CssHes016S

CagHes016S

CssHes017S
Cs7He3016S
Cs7He3016S
CssHe3017S

Cs9Hes017S
CaoHes017S
Cs9Hes017S
CsoHe7017S
CssHe3016S

C32Hs55014S
Cs2Hs50128
Cs2Hs5012S
Ca3Hs50128
Cs3Hs5012S
Ca3Hs70128
C27H4306S
C21H3106S
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8. ANEXOS

Férmula Molecular

3-O-sulfopentosil-24-O-pentosil-5a-colestano-3, 6,8,15,24-pentaol
3-O-sulfotornasterol A (AG V)
5a-colestano-3p,4,6,7,8,15a,16pB,26-octaol 6-O-sulfato
5a-colestano-3p,48,6a,70,8,150,16p,26-octaol
5a-colestano-3p,4p,6a,70,8,158,16,26-octaol
5a-colestano-3p,6,7,8,150,16[3,26-heptaol 6-O-sulfato
5a-ccolestano-3p,6,8,15,16p,24-hexaol 3-O-sulfato
5a-colestano-3p,6,8,15,24-pentaol 24-O-sulfato
5a-colestano-34,6,8,15a,16p3,26-hexaol 6-O-sulfato
5a-colestano-3p,6,8,15B,168,26-hexaol 6-O-sulfato
5a-colestano-3p,6a,70,8,15a,16[,26-heptaol
5a-colestano-3p,60,7a,8,15B,16f3,26-heptaol
5a-colestano-3p,6a,8,153,163,26-hexaol
Sa-ergost-22-ene-34,6,7,8,150,16p,26-heptaol 6-O-sulfato
5a-ergost-22-ene-3p,6,8,15,16p3,26-hexaol 6-O-sulfato
Acantaglicosideo A
Acantaglicosideo B
Acantaglicosideo C
Acantaglicosideo D
Acantaglicosideo F
AG I
AG VII
AG VIII
Anasterosideo A
Anasterosideo B
Arcasterosides A
Arcasterosideo B
Asteriidosideo B
Asteriidosideo C
Asterosaponina 1, forbesideo C
Asterosideo A
Asterosideo B
Asterosideo C
Asterosideo D
Co-aris 11
Co-ARIS 111/ Asterosaponina 4c
Coscinasterosideo B
Minutosideo dessulfatado A
dHex-AG |
dHex-AG |

C37H63016S
C27H4307S
C27H47011S
Ca7H180s
Ca7H130s
C27H47010S
C271H4700S
C27H4708S
C271H4700S
C21H4700S
Ca7H1307
Ca7H1807
C27H1306
C28H47010S
C2sH4704S
Cs6Hg9027S
CssHg9028S
Cs6Ho1028S
CssHg9028S
Ce3H103032S
C21H3306S
C27H4308S
C27H4108S
Ce2H101032S
Cs6HgoO32S
Cs9Hg7028S
Cs7Hg5027S
Ce3H104031S
Ce2H102031S
Cs7H04028S
Cs6Ho1028S
CssHg9028S
Cs7H04028S
Cs7H93027S
Cs7Hg9027S
Cs6Ho2027S
Cs2Hs5012S
C32Hs5404
C27H43010S
C27H13010S
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Nome da Asterosaponina

8. ANEXOS

Férmula Molecular

dHex-AG Il

dHex—dHex-Glc(-Qui)—(C7HINO4)-AG V

dHex—dHex—Glc(-Qui)-Hex-AG V
dHex—dHex—Glc(-Qui)-Hex-AG XIlII
dHex—dHex—Glc(-Qui)—Hex—-AG XXII

dHex—dHex—Glc(-Qui)-Qui-AG II

dHex—dHex—Glc(-Qui)-Qui-AG VI

dHex—dHex—Glc(-Qui)-Qui-AG VII

dHex—dHex—Glc(-Qui)-Qui-AG X
dHex—dHex—Glc(-Qui)-Qui-AG XIlII
dHex—dHex—Glc(-Qui)-Qui-AG XIlII
dHex—dHex-Glc(-Qui)-Qui-AG XIV
dHex—dHex—Glc(-Qui)-Qui-AG XVII

dHex—dHex-Glc(-Qui)-Qui-AG XX

dHex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG V

dHex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG XXII
dHex—dHex—Qui(-Qui)—(C6H603)-AG V
dHex—dHex—Qui(-Qui)-(C6H603)-AG V

dHex—dHex—Qui(-Qui)—(C6HINO3)-AG lII

dHex—dHex—Qui(-Qui)-(C7HINO4)-AG II

dHex—dHex—Qui(-Qui)~(C7HINO4)-AG I

dHex—dHex—Qui(-Qui)~(C7HINO4)-AG V

dHex—dHex—Qui(-Qui)~(C7HINO4)-AG V

dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG Il
dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG Il
dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG V
dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG VI
dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG VII
dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG VIII
dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG XIlI
dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG XIX
dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG XVII
dHex—dHex—Qui(-Qui)-DXU-AG XVIII
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Hex-AG IV
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Hex-AG V
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Hex-AG XIlI
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Hex-AG XX
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Hex-AG XXI
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Hex—-AG XXII
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Qui-AG |

C27H41010S
CssHo2NO25S
Cs7Hg3029S
CssHos029S
Cs7Hg3028S
Cs1Hs1027S
Cs7Hg3030S
Cs7Hg3029S
Cs6Ho1028S
CssHos028S
CsgHgs028S
CssHgs030S
Cs7Hg3027S
Cs7Hge5027S
Ce2H101032S
Ce2H101031S
Cs7Hg9026S
Cs7Hg9026S
Cs7HaaNO27S
Cs2HgoNO26S
Cs2HgoNO26S
CssHo2NO27S
CsgHg2NO27S
Cs1Hs1027S
Cs1Hs1027S
Cs7Hg3028S
Cs7H93030S
Cs7Hg3029S
Cs7H91020S
CsaHgs028S
Cs7H91027S
Cs7Hg3027S
Cs7Hg5027S
Cs3Hg5028S
Cs7Hg3028S
Cs7Hg9028S
Cs7Hg5027S
Cs7H91027S
Cs7Hg3027S
Cs1Hg3026S
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Férmula Molecular

dHex—dHex—Qui(-Qui)-Qui-AG Il
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Qui-AG Il
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Qui-AG V
dHex—dHex—Qui(-Qui)-Qui-AG XVII
dHex—Hex—Glc(-Qui)-Qui-AG V
dHex—Hex—Qui(-Qui)-Hex-AG XX
dHex—Hex—Qui(-Qui)-Hex—-AG XXII
dHex—Hex—Qui(-Qui)-Qui-AG I
dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Hex-AG V
dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Hex-AG XX
dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG I
dHex—Pent—Qui(-Qui)-Hex-AG XX
dHex—Pent—Qui(-Qui)-Hex-AG XXI
dHex—Pent—Qui(-Qui)-Hex-AG XXII
dHex—Pent—Qui(-Qui)-Qui-AG |
dHex—Pent—Qui(-Qui)—-Qui-AG |
dHex—Pent—Qui(-Qui)-Qui-AG Il
dHex—Pent—Qui(-Qui)-Qui-AG XI
dHex—Pent—Xyl(-Qui)-Qui-AG |
dHex—Pent—Xyl(-Qui)-Qui-AG Il
dHex—Pent—Xyl(-Qui)-Qui-AG IX
dHex—Pent—Xyl(-Qui)—Qui-AG X
dHex—Pent—Xyl(-Qui)—Qui-AG XI
dHex—Pent—Xyl(-Qui)—-Qui-AG XV
dHex—Pent—Xyl(-Qui)-Qui-AG XVIII
Distolasterosideo D1
Distolasterosideo D2
Forbesideo E
Forbesideo F
Forbesideo G
Forbesideo H
Fuc—-Gal-Xyl(-Qui)-Qui—-AG V (thornasterosideo A)
Fuc—-Gal-Xyl(-Qui)-Qui—-AG XVII (lethasteriosideo A)
Fuc—Gal-Xyl(-Qui)-Qui—-AG XVIII (lethasteriosideo B)
Fuc—Qui-Glc(-Qui)-Qui-AG V (luidiaquinosideo)
Fuscasideo B
Gal-Fuc-Gal-Xyl(-Qui)-Qui—-AG XVII (anasterosideo A)
Glicosideo B, forbesideo B
Goniopectenosideo A
Goniopectenosideo B

Cs1Hs1026S
Cs1Hs1026S
Cs7H93027S
Cs7Hg3026S
Cs7Hg3029S
Cs7Hg5028S
Cs7Hg3028S
Cs1Hs1027S
Cs6Hg1029S
Cs6Hg3028S
CsoH79027S
Cs6Hg3027S
CssHgoO27S
Cs6H01027S
CsoHg1026S
CsoHs1026S
CsoH78026S
Cs6Hg3027S
CuoH79026S
Ci9H77026S
CssHgo027S
Cs4Hg7027S
CssH91027S
Cs6Hg3027S
CssHg1026S
Cs71Hs4013
Cs7Hp2013
C27H42013S;
Cs1Hg3024S
CusH73020S
Cu4H71016S
Cs6Ho1028S
Cs6Ho1027S
Cs6Hg3027S
Cs7Hg3028S
Cs7Hs4013
Ce2H101032S
Cs6Ho2028S
Cs7H01028S
Cs7H93027S
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Férmula Molecular

Henriciosideo A
Hex-AG |
Hex-AG |
Hex—dHex—dHex—Glc(-Qui)—-Qui-AG V
Hex—dHex—dHex—Glc(-Qui)-Qui-AG XXII
Hex—dHex—dHex—Qui(-Qui)-Qui-AG V
Hex—dHex—dHex—Qui(-Qui)-Qui-AG XVII
Hex—dHex—dHex—Xyl(-Qui)-Qui-AG V
Hex—dHex—dHex—Xyl(-Qui)-Qui-AG XVII
Hex—dHex—dHex—Xyl(-Qui)-Qui-AG XX
Hex—dHex—dHex—Xyl(-Qui)-Qui-AG XXII
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Hex-AG V
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Hex-AG XIII
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Hex-AG XVII
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG |
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG Il
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG V
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG VII
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG VIII
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG X
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG XIII
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)—Qui-AG XVI
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)-Qui-AG XX
Hex—dHex—Hex—Xyl(-Qui)—Qui-AG XXIII
Hex—dHex—Pent—Xyl(-Qui)-Qui-AG IX
Hex—dHex—Pent—Xyl(-Qui)-Qui-AG XIII
Hex—dHex—Pent—Xyl(-Qui)-Qui-AG XV
Hex—dHex—Pent—Xyl(-Qui)-Qui—-AG XX
Laevigatosideo
Luidiaglicosideo C
Luidiaglicosideo D
Maculatosideo (luidiaglicosideo B)
Marthasterosideo Al
Marthasterosideo A2 (luidiaglicosideo A)
Marthasterosideo B
Marthasterosideo C
Minutosideo A
Mixodermosida A
N&o Identificado
Né&o Identificado

Cs6Ho1028S
C27H13011S
C27H13011S
Ce3H1030335
Ce3H103032S
Ce3H103032S
Ce3H103031S
Ce2H101032S
Ce2H101031S
Ce2H103031S
Ce2H101031S
Ce2H101034S
Ce3H103034S
Ce2H101033S
Cs6H91032S
Cs6Hg90325
Ce2H101033S
Ce2H101034S
Ce2Hg90324S
Ce1Hg9033S
Ce3H103033S
CeaH1050335
Ce2H103032S
Ce3H103032S
Ce1H99032S
Ce2H101032S
Ce2H103032S
Ce1H101031S
Cs6H91027S
Cs7H01027S
Cs7H93027S
Cs6Ho027S
Ce2H101032 S
Ce2H101031S
Cs7H91027S
Cs7H93027S
Cs2Hs53012S
CsoHg1024S
Cs6Ho4026S
Cs7Hg0027S
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Férmula Molecular

N&o Identificado
Néo Identificado
N&o Identificado
OfidianosideB
Ofidianoside C
Ofidianoside F
Asterosaponina | ovariana (Co-Aris |; forbesideo C)
Asterosaponina | ovariana-4 (Co-Aris 1)
Patiriosideo A
Patiriosideo B
Petiniosideo A
Petiniosideo B
Petiniosideo C
Petiniosideo E
Petiniosideo F
Petiniosideo G
Protoreasterosideo
Picnopodiosideo A
Picnopodiosideo C
Qui-Glc-Qui-AG |
Qui-Glc—-Qui-AG I
Qui-Glc-Qui-AG V
Qui—Qui—QUI-AG |
Qui—Qui—Qui-AG |
Qui—Xyl-Qui-AG |
Qui—Xyl-Qui-AG |
Regularosideo A
Regularosideo B
Regularosideo B
Ruberosideo A
Ruberosideo B
Ruberosideo C
Ruberosideo D
Ruberosideo E
Ruberosideo F
Ruberosideo G
Saponina 1
Saponina A
Saponina B
Saponina C

Cs7H92028S
CssHo6028S
Cs7H94029S
CssHg9028S
Cs4Hg7027S
Cs55Hg90,7S
Cs7H93028S
Cs6H01027S
Ce2H101032S
Ce3H1030335
Cs7H93028S
Ce3H103033S
CeaH105032S
Ce2H101032S
Ce2H101033S
Ce2H101032S
Cs6Ho1027S
Cs2Hs609
Cas3Hs7013S
Cs9Hs3019S
CaoH61010S
Cu5H73020S
CsoHe3018S
C39He3018S
CasHe1018S
CssHe1018S
CssHos028S
Cs6H01027S
Cs6H92027S
Cs7Hg6027S
Cs7H94027S
Ce2H104031S
Cs7H4026S
Cs6Ho2026S
Cs7H04028S
Cs7H92027S
CssHg9027S
Cs6Ho4026S
Cs7H4027S
CssHo6028S
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Férmula Molecular

Solasterosideo A
Solasterosideo A
Tenuispinosideo A
Tenuispinosideo B
Tenuispinosideo C
Tornasterosideo A
Versicosideo A, forbesideo A
Versicosideo A, forbesideo A
Versicosideo B
Versicosideo C (tornasterosideo B)

Cs6Ho1026S
Cs6Ho2026S
Cs6Ho1028S
Cs6H01027S
Cs6Ho1029S
Cs6Ho1028S
Ce2H1010335
Ce2H102033S
Ce3H1030335
Cs7Hg3028S

Anexo 2: m/z dos ides moleculares detetados pelo MALDI-TOF/TOF.
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m/z

929,5
933,5
945,5
947,5
963,5
965,5
975,5
981,5
983,5
991,3
993,5
995,5
997,5
1011,5
1013,5
1025,5
1027,5
1041,5
1075,5
1079,6
1081,5
1093,6
1095,6
1097,6
1107,5
11116
1113,6
1121,6
1123,6
1125,6
1127,5
1139,6
1141,6
1143,6
1149,6
1157,6
1159,6
1162,3
1165,5
1169,6
1171,6
1173,6
1185,6

Modo de Aquisicao

X XXXXXXXXXXXXXXXXX O

XX XX

X X X X

<

A-GF A-CDC M-GF M-GM

X X

X X

X X

Negativo

X

X X

X X X

XXX XXX

X

X X X XXXXX XXX

XXX X

Positivo
A-GM A-GF M-GM
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m/z

1187,6
1211,6
1215,6
1219,6
1221,6
1223,6
1225,6
1227,7
1229,7
1239,7
1241,7
1243,7
1245,7
1247,6
1253,6
1255,6
1257,7
1259,7
1267,6
1269,6
1271,6
1273,7
1285,5
1285,7
1286,7
1289,7
1295,6
1297,6
1299,5
1301,5
1301,7
1302,5
1305,7
1313,6
1314,7
1315,5
1317,5
1315,7
1319,5
1323,6
1329,5

Modo de Aquisicdo

A-GM
X

X

XXXXX XX

X X

A-GF A-CDC M-GF M-GM

XX X X X

X X

Negativo

X X X

X

X X X X

X X X

X

X XXX XX

X X

Positivo
A-GM A-GF M-GM

X X

X

X X XX
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m/z

1329,7
1331,5
1333,6
1333,7
1342,7
1343,6
1345,4
1371,7
1372,7
1387,7
1403,7
1405,7
1415,7
1419,7
1430,6
1447,2
2003
2345,2
2575,3
3622,8
3644,7
3661,8
3671,2

Modo de Aquisicdo

Negativo Positivo
A-GM A-GF A-CDC M-GF M-GM | A-GM A-GF M-GM
X X
X
X X
X
X X
X X
X
X X
X
X X X
X
X X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

Onde: “X”: valor m/z detetado; A- extrato aquoso; M- extrato metanélico; GM- génadas

masculinas; GF- génadas femininas; CDC- componentes do disco central.

Anexo 3: Quantificacdo dos compostos detetados nos 6rgdos GM; GF e CDC do extrato
aquoso e GF e GM do extrato metanolico.
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8. ANEXOS

] Massa RT M- M-
Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM GM A-GF GE CDC

(-)-Vindolina C25 H32 N2 06 456,23 12,55 7,71E-02 1,57E+00 2,45E+00
(1,4,8,11-tetraazaciclotetradecan-1-ilmetil) acido fosfénico C11H27N4O3P 294,18 11,84 1,02E-03 1,11E-02 2,87E-01
(2-{@3a, 58, 12a) -3,7,12-Trihid{gsﬁgﬁizlc-gxocolan-24-iI] amino} etil) acido C26HA6NO7P 51530 11,32 582E-03 2 23E-01 3.00E-01
(22E) -Colesta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-ona C27 H38 0 378,29 9,65 1,07E-01 3,40E+00 2,38E-01
(22E) -Colesta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-ona C27 H38 O 378,29 9,38 1,47E-01 1,91E+00 1,30E-01
(2R) -2,3-Bis (heptanoiloxi) propil 2- (trimetilaménio) etil fosfato C22H44NO8P 481,28 11,77 1,01E-02 2,15E-01 1,79E-01
(2R) -3- (Hexadeciloxi) -2-metoxipropil 2- (trimetilamdnio) etil fosfato C25H54NO6P 49537 14,26 1,26E-01 3,40E+00 3,33E-02
(2R) -3-Hidroxi-2 - [(9E, 12E) —9,12—&?}?g§$§gienoioni] propil 2- (trimetilamonio) C26HS0NO7P 51933 1265 4,22E-03 1,86E-01 1,22E-01
(2S) -1-Hidroxi-3- (fosfonooxi) -2-propanil D-alaninato C6H14NO7P 243,05 1,00 7,53E-03 2,58E-02 1,43E-01
(2S) -3-Hidroxi-2 - [(9E) -9-octadecenoiloxi] propil 2- (trimetilamonio) etil fosfato C26 H52NO7P 521,35 13,34 1,36E-01 4,53E+00 3,37E-03
(2B,3B,95,17¢,22R)-2,3,14,20,22- Pentahidroxi Ergosta-7-en-6-ona C28 H46 06 478,33 9,53 2,48E-04 1,05E-03 5,07E-02
(3beta)-6- Acetato de nitrocolest-5-en-3-il C29 H47 N 04 473,35 13,01 2’_4624E 8,04E-02 1,33E-01
(3beta,17E)-17-{[3-Acetato de - (1-pirrolidinil) propil] imino} androst-5-en-3-il C28H44N202 440,34 14,21 1,08E-03 3,84E-02 1,13E+00
(3beta,17E)-17-{[3-Acetato de - (1-pirrolidinil) propil] imino} androst-5-en-3-il C28 H44 N2 02 440,34 14,05 2,52E-03 X 1(%1 5,09E-01
(4S) -5-Oxo-4- (trifluorometil) -L-prolina C20 H22 06 358,14 9,64 3,39E-03 9,44E-03 5,27E-04
(4S) -5-Ox0-4- (trifluorometil) -L-prolina CeH6F3NO3 107,03 167 4510 1,67E-01 1,64E-01
(E) -N- (Hidroximetilen) glicina C3H5N O3 103,03 1,10 1,88E-01 3,64E+00 3,07E-01

(E) -N- (Hidroximetilen) glicina C3HsNO3 10303 110 LIFEO X X X
(Nitroimino) dimetanol C2HoN204 12203 082 2230 5,30E+00 1,23E+00
(RS)-3,5-DHPG C8HI9N O4 183,05 1,89 1,16E-01 2,86E-01 5,70E-03
(S)-(-)-5-Fluorowillardiina CTH8FN3O4 217,05 124 LToEY0 3,17E+00 9,41E-01
{(2R) -2 - [(1R) -1,2-Dihidroxietil] -4-hidroxi-5-oxo0-2,5-dihidro-3-furanil} oxidanil C6 H7 06 175,02 2,66 4,24E-01 3,93E-01 1,81E-02
1- (3-Azido-2,3-didesoxipentofuranosil) -5-metil-2.4 (1H, 3H) -pirimidinadiona ~ Cl0H13N504 267,10 287 2°¢E*0 2,86E+00 2,07E+00

1- (3-Azido-2,3-didesoxipentofuranosil) -5-metil-2,4 (1H, 3H) -pirimidinadiona CIOHI3N504 267,10 2,87 X 7’_%62E X X X
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] Massa RT M- M-

Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM GM A-GF GE CDC
1- (beta-D-Arabinofuranosil) -4- (hexadecilamino) -2 (1H) -pirimidinona C25H45N3 05 467,34 12,74 1,74E-02 6,13E-01 2,32E+00
1- (beta-D-Arabinofuranosil) -4- (hexadecilamino) -2 (1H) -pirimidinona C25H45N3 05 467,34 15,01 2’_50%E 1,74E-01 8,37E-01
L3, GoDhidrodioputriL e metod Smetibonzl) ZASIINIOLE 2 carmorz 68200 1512 650E04
1,1'-pentano-1,5-diildiguanidina C7 H18 N6 186,16 1,15 3,04E-03 1,37E-03 2,64E-01
1,3-Bis (fosfonooxi) -2-propanil estearato C21H44010P2 518,24 11,78 6,86E-03 2,43E-01 1,54E-02
1,4,20-pregnatrien-3-ona C21H280 296,21 8,18 2,18E-02 2,33E-01 8,92E-02
1,4'-Bipiperidina C10 H20 N2 168,16 6,78 1,92E-03 1,03E-01 2,57E-04
1,4-Butandiylbis (di ciclohexilfosfina) C28 H52 P2 450,35 14,63 8,03E-03 8,81E-02 6,88E-01
1-[(2-Hidroxiethoxi)metil]-1H-1,2,4-triazole-5-carboxamida CoeHION4O3 18608 10,70 Z8E0 1,81E+00 4,68E-01
11-Hidroxi-8(9)-THC C21H3003 330,22 9,16 138 2,70E-02 7,15E-04
160-Hidroxiestrona C18 H22 03 286,16 10,58 1,17E-03 7,36E-03 2,48E-04
18-Norpregn-4-eno-3,20-diona, 13- (2-propinil) - C23 H30 02 338,22 9,17 9,39E-03 1,79E-01 1,39E-03
1-Hexadecanamina C16 H35 N 241,28 12,37 1,32E-02 3,77E-01 6,50E-01
1-Hidroxi-3- (octadeciloxi) -2-propanil 2- (trimetilamonio) etil fosfato C26 HS6 NO6P 509,38 14,79 7,44E-03 2,78E-01 2,78E-01
1-Nitro-2- (2-nitroetoxi) etano C4 H8 N2 05 164,04 0,80 6,20E-02 1,34E-01 3,98E-02
1-pentofuranosil-2,4 (1H, 3H) -pirimidinadiona C9 H12 N2 06 24407 189 3,55E-02 1,83E+00 9,91E-02
1-Pentofuranosil-4- (estearoilamino) -2 (1H) -pirimidinona C27H47N306 509,35 14,27 4,74E-03 4,38E-01 2,12E-01
1-Pentofuranosil-4- (estearoilamino) -2 (1H) -pirimidinona C27H47N306 509,35 13,65 7,10E-03 3,80E-01 1,67E+00
1-Pentofuranosil-4- (estearoilamino) -2 (1H) -pirimidinona C27H47N306 509,35 13,88 1,15E-02 3,70E-01 8,72E-01
1-Pentofuranosil-4- (estearoilamino) -2 (1H) -pirimidinona C27H47N306 509,35 12,26 1,62E-03 5,44E-02 X 6,37E-02
1-tetradecil-sn-glicero-3-fosfocolina C22H48NO6P 453,32 12,04 1,13E-02 2,31E-01 8,24E-01
1-tetradecil-sn-glicero-3-fosfocolina C22H48NO6P 45332 14,21 1,50E-03 5,02E-02 8,93E-01
1-tridecanamina C13H29 N 199,23 11,01 4,08E-02 1,46E-01 1,71E-01

A oo . 9,40

2 - [(5E, 8E, 11E, 14E) -5,a’rli%ﬁleifi_llefr%%ar;[%)r?te”c%lolgf)((s:go-s- (estearoiloxi) propil 2- CA6HBANOSP 80959 16,68 3,_%?iE gl 1,05E-02
2- (1- (3-dimetilaminopropil) -5-metoxiindol-3-il) -3- (1H-indol-3-il) maleimida C26 H26 NA O3 442,20 9,44  4,21E-03 8,35E-01 4,27E-01
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] Massa RT M- M-

Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM GM A-GF GE CDC
2- (Aminooxi) fenol CoH7NO2 12505 412 HO3EYD 4,51E-01 1,15E-02
2- (Aminooxi) fenol C6 H7 N O2 125,05 2,66  3,49E-01 1,17E-01 1,61E-01
2- (Dimetilamino) tiazol-5-carboxaldeido C4HI1NO3S 153,056 0,95 7,23E-02 1,11E-01 6,78E-03
2- (Hidroximetil) -1-metil-3,4,5-piperidinetriol C6H8N20 S 156,04 5,02 7,00E-01 9,01E-03 5,02E-02

2- [12-Hidroxi-3- (2-hidroxi-2-propanil) -6a, 12b-dimetil-8,11-dioxo-1,2,3,4a,

5,6,6a, 8,11,12 , 12a, 12b—dodecah|dro§é£?2§) [3,2-a] xanten-9-il] -4-metil-3-hexanil C30 H44 08 532,31 9,21 3,51E-03 9,48E-03 8,85E-01
2- [2- (Tetradeciloxi) etoxi] etanol C18 H38 03 302,28 16,03 1’_%93E 5,51E-02 1,54E-01
2-(Hydroxymethyl)-1-methyl-3,4,5-piperidinetriol C7 H15 N 04 177,10 0,91 5,06E-01 1(%7 4,06E-01
2,2 '- (1,2-Etanodildiimino) bis [4,6-bis (2-metil-2-propanil) fenol] C30H48N202 468,37 14,90 7,36E-05 1,26E-02 2,27E-01
2,2,5,5-Tetrametil-3-pirrolina-3-carboxamida COMIGN20 16813 104 LTiEY0 5,50E+00 3,28E-01
2,2'-Metilenbis [4- metil-6- (2-metil -2-propanil) fenol] C23 H32 02 340,24 8,71 2,12E-02 1,89E-01 1,08E-01
2,3-bis [(9E, 12E) -9,12-octadecadienoiloxi] propil 2- (trimetilamonio) etil fosfato ~ C44H8ONO8P 781,56 17,31 SOE  427E01 1,60E-02
2,3-Dihidroxi—2—metiIproplioliS.—er(g;?rqgicréc;—&;ﬁ;gimetoxi-2-quinazo|iniI) -1- C20H29N507 45121 618 549E-05 2.09E-03 1,36E-01
2,5-Bis (terc-butilperoxi) -2,5-dimetilhexano Cl6H3404 29025 13,16 431E  719E-02 2,02E-01
2,5-DMMA C12 H19 N 02 209,14 551  8,49E-05 3,39E-04 9,77E-03
24-O-pentosyl-5?-cholestane-3?,6,8,15,16?,24-heaol 3-O-sulfate C32H55013S 679,34 10,41 4,96E-04 6,48E-03 5,94E-04
2-Amino-1-ciclohexil-1,2,5-tridesoxi-5- (4-morfolinil) -L-arabinitol C15H30N203 286,22 8,01 5,88E-03 5,52E-02 1,97E-01
2-amino-3-piridinol C5H6N20 110,05 1,19 7,60E-02 1,10E+00 1,18E-01
2-Amino-7-metil-9-pentofuranosil-7,9-di-hidro-3H-purina-6,8-diona ClIHISN506 31310 288 21250 2,26E+00 1,72E+00
2-Amino-9- (2-desoxipentofuranosil) -7,9-di-hidro-3H-purina-6,8-diona CIOHI3N505 283,09 3,51 3,95E-02 7,11E-01 2,03E-01
2-Aminoetil-2,3-di- hidroxipropilidrogen -fosfato C5H14 N O6 P 215,06 0,91 5,12E-01 2,91E-01 9,54E-01
2-Heptadecil-1H-imidazol C20 H38 N2 306,30 7,72 2,90E-05 2,22E-04 1,32E-01
2-hexadecilpiridina C21 H37N 303,29 12,42 1,69E-01 4,73E+00 5,81E-03
2-lodohexadecanal C16H3110 366,14 5,14 8’_%93E 3,38E-02 1,38E-01
2-Metil-2-propanil -4- (4-hidroxifenil ) -1-piperazincarboxilato C15H22N203 278,16 548 1,19E-04 2,80E-04 2,09E-02
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] Massa RT M- M-
Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM GM A-GF GE CDC

__ 2-piridinilmetil [ (2S) -1 - {[(2S, 3S, 5S) -3-hidroxi-1,6-dif enil-5 - {[(3-
piridiniimetoxi) carbonil] amino} -c%a-lbkf;r%rgt% am ino} -3-metil-1-oxo -2-butanil] C37H43N506 653,32 15,12 6,09E-04 6,01E-02 2,12E-01
2-pirrolidona C4H7TNO 85,05 2,27 3,02E-01 1,21E-01 4,12E-02
2-Quinolinol (FG7175000) COH7NO 145,05 597 3,71E-02 1,63E-03 1,36E-01
3 - [(2,2-Dimetilpropanoil) oxi] -4- (trimetilaménio) butanoato Cl2H23NO4 24516 646 2488 182601 7,11E-03
3- [(2'6'0'idesox"4'0‘heﬁ‘)’(%icrg‘rr‘do_sziéh&éoﬁierﬁgl‘i’g2) oxi] -5,14-dihidroxi-19- C35H52014 696,34 8,66 2,49E-03 6,06E-03 5,45E-01
3- (2-Tioxo-2,3-dihidro-1H-imidazol-4-il) -2- (trimetilam6nio) propanoato C9HI5N302Ss 229,09 0,99 3,28E-02 1,88E-01 1,11E-03
3- (2-Tioxo-2,3-dihidro-1H-imidazol-4-il) -2- (trimetilam6nio) propanoato C9HI5N302S 229,09 1,03 1,50E-02 1,83E-01 1,56E-01
318 - (Dimetilamino) e S hidrop o fgz-al indol 31l 41 cogrognaoz 45222 944 1,66E-03 1,07E+00 1,19E-02
3,6,9,12,15,18,21-H eptaoxatritriaconta n-1-ol C26 H54 08 494,38 1458 6,10E-03 5,74E-02 5,74E-01
3,6-anidro-1-O- [2- (dodecanoiloxi) etil] -2,4,5-tris-O- (2-hidroxietil) hexitol C26 H50 010 522,34 1450 1,01E-03 1,24E-01 9,80E-01
3,7,11,15-Tetrametilhexadecil di-hidrogenofosfato C20 H43 04 P 378,29 9,99 5,28E-02 2,33E+00 3,03E-01
3-metiladenina C6 H7 N5 149,07 1,13  2,20E-02 6,41E-04 9,77E-02
3-O-pentosil-5? -Colestano-3?, 6,7,8,15,16?, 26-heptaol 26-O-sulfato C32H55014 S 695,33 15,12 3,24E-04 1,39E-02 3,45E-02
3-0O-sulfo-24,25-dihidromarthasterona (AG VII) C27 H43 06 S 49528 6,17 4,39E-03 1,20E-03 1,92E-02
4 - {[4-Amino-6- (Cgi'ﬁ%e}cj)'(%ertggi?)'gégiztgr?ggsﬁl' irimidinil] aminoy -N-(23- cooHsNs 06 480,18 851 6,11E-04 3,30E+00 6,62E-01
4 - {[4-Amino-6- (Cié:i'ﬁ%erxé'x%ertc?éi?)'Séﬂ?!ﬁé?;ﬁi irimidinilJaminoy -N-(23- coHsne06s 48018 seL  L28EO 9,75E-01  x  1,25E-03
4- (Palmitoilamino) -1-pentofuranosil-2 (1H) -pirimidinona C25H43N306 481,32 13,23 9,39E-05 4,20E-01 4,93E+00
4- (Palmitoilamino) -1-pentofuranosil-2 (1H) -pirimidinona C25H43N306 481,32 12,43 7,00E-03 2,20E-01 4,25E-01
4- (Palmitoilamino) -1-pentofuranosil-2 (1H) -pirimidinona C25H43N3 06 481,32 14,60 1,36E-02 4,01E-03 1,57E-01
4,5-Dimetoxi-2-nit robenzaldeido C9HIN O5 211,056 3,27 1,50E-02 4,16E-01 4,85E-04
4,5-Dimetoxi-2-nit robenzaldeido C9 HI9 N O5 211,05 4,84 3,44E-02 1,76E-01 3,10E-04
4-amino-2-(trifluoromethyl)-2-butenoic acid C5 H6 F3 N 02 169,03 0,93 3,25E-01 1,08E-01 1,77E-02
4-aminofenol C6H7NO 109,05 1,15 2,29E-01 2,83E-01 2,31E-02
4-hidroxi desbrisoquina C10H13 N3O 191,11 2,11  5,64E-01 9,06E-04 1,48E-03
4-lodoanisole C7TH710 233,95 0,82 9,87E-02 1,50E-01 1,45E-01
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8. ANEXOS

] Massa RT M- M-
Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM GM A-GF GE CDC
4-nitroanilina CeHoNzO2 13804 172 L9ZEYO 9,07E-02 6,94E-02
4-nitrobenzaldeido CTH5SNO3 151,03 536 HO3EH0 2,03E-02 1,30E-02
2,21
5- (4-piridilmetilideno) hexa-hidropirimidina-2,4,6-triona C10 H7 N3 03 217,05 1,82 1,33E-03 (I)E3 2,21E-04
5-acetamido-6-formamido-3-metiluracil C8 H10 N4 04 226,07 597 3,31E-03 1,33E-02 7,13E-01
5-alil-5- (2-hidroxipropil) -1-fenil-2,4,6 (1H, 3H, 5H) -pirimidinetriona C16 H18 N2 04 302,13 6,94 4,12E-04 6,18E-03 3,64E-01
5'-Desoxi-5 '- (metilsulfinil) adenosina CLLHISN5O4S 31308 249 L8E0 2,66E-01 1,26E+00
5-Fosfononorvalina C5H12NO5P 197,05 0,95 3,84E-02 1,23E-01 7,02E-04
5'-O- [Hidroxi (metoxi) fosforil] adenosina C11H16N5O7P 361,08 3,00 2,37E-02 7,09E-01 9,89E-03
5-
Oxoproilvalilprolilglutaminitriptophilalanilvalilgliilnisticilphenilalanilmethioni CoLiBANIS 12806 726  185E-04 1,09E-03 2,24E-01
namida
5a-colestano-3, 6,7,8,15p, 16B, 26-heptaol 6-O-sulfato C27TH47010S 56329 10,79 $&E  241E-02 5,26E-03
5a-colestano-3p, 6,7,8,15p, 16B, 26-heptaol 6-O-sulfato C28 H47 010S 575,29 5,82 5,81E-04 2,22E-03 3,54E-02
Sa-colestano-3p, 6,7,8,15p, 168, 26-heptaol 6-O-sulfato C28 H47 09 S 559,29 13,34 1,74E-03 3,41E-04 7,29E-02
6 beta hidroxi testosterona ClOH2803 304,20 11,58 489 800E-03 3,14E-01
6-Amino-1H-benzo [de] isoquinolina-1,3 (2H) -diona C12 H8 N2 02 212,06 6,55 3,33E-03 3,33E-04 2,66E-01
7-deazaguanina C6 H6 N4 O 150,05 2,66 1’820E+0 7,82E-04 1,43E-01
8-quinolinil beta-D-glucopiranosideo CI5HI7NO6 307,11 6,69 8.20E  467E-03 3,85E-01
9- (3-Amino-3-desoxi-beta-D-xilofuranosil) -N-ciclopentil-9H-purin-6-amina C15H22 N6 O3 334,18 10,45 5,23E-04 1,54E-02 3,01E-01
9-acetoantraceno Cl16 H12 O 220,09 1,08 4,24E-02 2,56E-01 1,41E-02
Acamprosato C5HIINO4S 181,04 5,13 9’9%E+0 6,80E-03 1,79E-02
osi 12255 6,71
Acantaglicosideo A C56 H89 027 S 3 10,25 5,87E-05 X X E- 1,63E-03
05
: 12415 2,23
Acantaglicosideo B C56 H89 028 S 5 9,75 1,10E-03 X E- 2,03E-01
01
Acantaglicosideo C CcseHoLO28S 12435 937  127E-02 9,05E-02 1,15E-03
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] Massa RT M- M-

Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM GM A-GF GE CDC
Aceclidina CIHI5N 02 169,11 1,13 1,27E-01 1,34E-01 5,91E-03
Acetato de (3p) -20-Oxopregn-5- en-3-il C23 H34 03 358,25 8,72 2,26E-02 2,03E-01 1,15E-01
Acetato de 1-piperazina carboxilato C7 H14 N2 02 158,11 1,87 1,62E-01 1,23E-01 6,55E-03
Acetato de Succinimidil C6 H7 N 04 157,04 539 9,91E-03 2,96E-01 1,17E-03
Acetato de Succinimidil C6H7 N O4 157,04 594  1,34E-02 X X 2,80E-04
Aéid.o (6R) -3,5-dideso§[§'i]; éPigc?ja%?Hggé?S?oﬁ|:a[r%|§5r12i|§3_-1_'2,3-t_”hidrOXi?ro?iI] CI2H2INO9 32312 1,09 520E-03 1,39E-01 2,16E-01
Acido (6R) '5"'ﬁ‘CetS%'Si?{?ﬁ%gl‘ﬂei??éi% QR 2R) L2 gimiaroxi-3- (lactollox)) —ciappsnow 38113 233 518E-01 X X 106E-01
Acido 1,3,4-trihidroxi-5-oxociclohexanocarboxilico C7 H10 06 190,056 2,32 8,87E-02 7,01E-01 2,17E-02
Acido 1,3,4-trihidroxi-5-oxociclohexanocarboxilico C7 H10 06 190,05 2,01 3,45E-02 2,96E-01 2,40E-02
Acido 1-aminociclopropano carboxilico C4 H7 N O2 101,05 2,11 4,81E-01 1,92E-01 1,82E-01
Acido 1-metil-1,2,3,4-tetra-hidro-beta-carbolina-3-carboxilico C13 H14 N2 02 230,11 6,65 3,95E-03 6,10E-02 1,55E-01
Acido 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzoico C15H22 03 250,16 11,56 3,83E-04 6,37E-03 2,10E-02
Acido 4,5,6,7-tetrahidrotieno [3,2-c ] piridina-2-carboxilico C8HINO2S 183,04 249 2,67E-02 1,03E-01 2,87E-03
Acido 4-dodecilbenzenossulfonico C18H3003S 326,19 13,83 3,74E-01 1,15E+00 9,53E-03
Acido 5- (tetradeciloxi) -2-furéico (TOFA) C19H32 04 324,23 12,59 1’_%31E 2,77E-03 1,53E-01
Acido 5-am|no—g;(és(;—&rgé?i%%[gr_%g%%;(lﬁ:L)O—(lF—)%(_:Il%arsci%l)l-G,8-d|fluoro—4— C17 H(l)%Fz N4 36413 1009 542E-04 3.86E-01 2 24E-03
Acido aminometanossulfonico CH5NO3S 111,00 0,81 3,93E-01 4,54E-01 1,08E-01
Acido ciclohexano-1,2-diaminotetraacético Cl4H22N208 346,14 1,30 4,82E-01 3,25E+00 6,55E-02
Acido citrico C6 Hg 07 192,03 157 ©88E+0 5,24E-01 6,28E-01
Acido difenilfosfinico Cl2H1102P 218,05 7,77 4,27E-05 6,24E-04 3,64E-03
Acido D-a-hidroxiglutarico C5H8 05 148,04 1,42 9,88E-01 3,73E-01 5,42E-02
Acido eicosapentaendico C20 H30 02 302,22 12,97 1,44E-04 2,28E-03 5,57E-02
Acido etilenodiamina-N, N'-diacético (EDDA) C6 H12 N2 04 176,08 0,91 6,79E-01 2,63E-01 6,36E-02
acido fosfopantoténico C9HI18 N O8 P 299,08 2,93 1,92E-02 1,11E+00 1,40E-02
Acido fosforamidocianidico CH3N202P 105,99 0,82 8,73E-02 1,15E-01 3,09E-02
Acido ftalico C8 H6 04 16603 657 O98E0 2,14E-02 1,66E-01
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] Massa RT M-

Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM A-GF GE CDC
Acido icossanodioico C20 H38 04 342,28 17,30 1,41E-03 5,35E-02 5,04E-01
Acido juniperico Cl6H3203 272,23 1517 7,01E-02 7,58E-01 5,28E-01
Acido N-acetil-L-aspértico CeHoNO5 17505 143 O340 3,78E+00 2,66E-02
Acido nicotindrico C8H8N203 180,05 544 830E-02 8,82E-02 8,34E-02
Acido quinurénico C10 H7 N O3 189,04 6,09 8,98E-02 6,32E-03 2,63E-01
Acido salicilico C7H6 03 13803 830 013540 1,48E-01 4,76E-01
Acido Subérico C8 H14 04 17400 718 >LEH0 5,51E-02 1,09E-01
Acido Succinico C4 H6 04 11803 212 OO0 9,28E-01 3,53E-01
Acido sulfdrico H204S 97,07 085 L30EH0 9,85E-01 5,04E-02
Acido tranexamico C8 H15N 02 157,11 1,26 5,18E-01 8,34E-01 2,11E-02
Acido tranexamico C8HISNO2 157,11 1,29 2,33E-01 2,23E-01 2,88E-02
Acido tranexamico C8 H15N 02 157,11 1,04 2,65E-01 3,16E-03 9,74E-04
Acido trans-3-indoleacrilico C11H9 N 02 187,06 5,97 5,13E-02 1,19E-02 4,06E+00
Acido urocanico ceHonzo2 13804 172 (OFEYO 2,36E-01 1,35E-01
Adenina C5 H5 N5 13505 250 H19E+0 1,96E-01 2,78E-01
Adenina C5 H5 N5 13505 288 O28E+0 1,87E-01 9,58E-01
Adenina C5 H5 N5 13505 118 12840 1,18E-02 1,16E-01
AG VIII C27H4108S 52525 569 1,89E-03 2,15E-03 1,14E-02
Alacepril C20H26N205S 406,16 126  4,42E-02 2,61E-01 4,92E-03
aldeido-D-glucosamina 6-fosfato C6 H14 N O8 P 259,05 0,99 3,54E-02 2,75E-01 7,67E-03
Alfoscerato de colina C8 H20 N O6 P 257,10 0,91 1,86E-01 1,15E+00
Aliskiren C30H53N306 551,39 14,84 6,42E-04 1,52E-02 4,29E-01
Amida C18 CI8H37NO 28329 13,60 4,72E-03 1,86E-01 3,49E-01
Anasterosideo B cseHgoozzs 13095 947 350E-02 2,30E-02 7,94E-03
Antramicina CI6HI7N304 31512 622 1,77E-02 2,47E-01 6,53E-02
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] Massa RT M- M-

Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM GM A-GF GE CDC
Arabinosilhipoxantina CIOHI12N4O5 268,08 3,54 7,24E-01 1,00E+01 4,36E-01
Arsenobetaina C5H11AsO2 17800 097 2,20E-01 2,11E-01 3,78E-02
Astemizole C28H3LFN4O 45825 10,07 1,99E-02 3,12E+00 6,68E-02
Astemizole C28H3LFN4O 45825 939 7,10E-02 1,39E+00 1,59E-01
Astemizole C28H3LFN4O 45825 10,30 1,34E-01 6,12E-01 1,24E-01
Astemizole C28H3LFN4O 45825 977 1,31E-01 5,85E-02 2,98E-02
Asteriidosideo C ce2H102031s 13748 10,06  4,87E-04 4,88E-01 8,31E-01
Asteriidosideo C ce2hi02031s 13748 978 387E-03 2,61E-02 8,24E-02
Asterosaponina 1, Forbesideo C csTHoao2ss 12385 g0 371E-02 1,02E+02 9,80E+00
Asterosaponina 1, Forbesideo C C57 H94 028 S 1257'8’5 9,32 7,20E-02 9,31E+00 4,05E+00
Asterosaponina 1, Forbesideo C csTHoaozss 12985 969  579E-01 7,79E+00 1,67E-01
Asterosaponina 1, Forbesideo C csTHoaozss 12385 g7y 12BED 3,83E-01 2,10E-03
Asterosaponina | ovariana (Co-Aris I; forbeside C) C57 H93 028 S 12%7’5 8,71 6,43E-01 9,17E+00 4,94E+00
Asterosideo B CssHBoo2ss 1229 959  4,03E-03 7,76E-02 1,55E-02
Azilsartana C25 H20 N4 05 456,14 9,92 2,50E-04 5,77E-03 1,30E+00
Benzoil-glicil-glicina CLLHI2N204 23608 3,14 SATE  167E-03 1,35E-01
Bis (2-etilhexil) ftalato C24H3804 390,28 17,07 1,10E-01 1,91E+00 2,43E+00
Bis (diciclohexilfosfino) etano C26 H48 P2 422,32 13,08 1,46E-03 2,85E-02 2,67E-01
Boc-Gly-OH C7THI3NO4 17508 0,94 516E-02 9,38E-02 7,85E-03
Chaksine C22H38N6O4 450,29 1534 2,81E-04 2,65E-03 2,56E-01
Ciclo (fenilalanil-prolil) CL4HIEN202 24412 7,37 347E-04 5,03E-03 2,78E-03
Cortisol 21-mesilato C22H3207S 440,19 9,27 3,99E-01 1,68E+01 3,13E-01
Creatina CaHON3O2 13107 098 S72E0 1,85E-01 7,04E-01
Creatinina C4aH7NZO 11306 097 BBE0 2,81E-02 4,86E-01
Decanoilcarnitina C1l7H33 N O4 315,24 9,81 1,29E-04 1,64E-03 1,98E-02
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decilsulfobetaina C15H31NO5S 337,19 9,77 5,65E-03 8,97E-01 6,74E-02
Decilubiquinona ClOH3004 322,21 12,95 2,23E-03 5,68E-02 4,78E-01
Decilubiquinona ClOH3004 32221 11,58 7,03E-04 1,26E-02 7,79E-01

Desoximicina C21H4LN7O11 567,29 7,58 1,03E-01 1,16E+00 5,70E-02
dHe-dHe-Qui(-Qui)-He-AG 11 csTHgoozss 12535 1061 >18E  341E-01 1,13E-01
Didecildimetilamonio C22HATN 32537 1373 2,04E-02 3,48E-01 1,42E+00

Diidrotimina C5H8 N2 02 128,06 0,96 2,81E-01 3,59E-01 7,01E-02

Dimetil 2,2 *- [(1,2-dioxo-1,2-etanodiil) diimino] diacetato C8 H12 N2 06 232,07 1,31 3,17E-01 3,34E-02 4,98E-02
Dimetil acetilsuccinato C8 H12 05 188,07 1,77 3,90E-02 3,26E-01 2,67E-04

DL-Acido Glutamico C5HONO4 147,05 134 6,18E-01 2,25E+00 5,07E-01

DL-Acido Glutamico CsHONO4 14705 003 Z13EY0 3,29E-01 5,38E-02

DL-Acido Léctico caHeo3 9003 1,35 23LE*0 1,01E+00 6,29E-01

DL-Acido Malico C4 H6 05 13402 116 L7TEHO 4,45E-01 6,38E-02
DL-Arginina C6 H14 N4 02 174,11 0,90 3,59E-01 1,02E+00 4,88E-01
DL-Carnitina C7THISNO3 161,10 095 478E*0 1,89E+00 1,00E-02
DL-Carnitina CTHISNO3 161,10 1,28 1,98E-01 8520 3,14E-01

DL-Cicloserina C3H6N202 102,04 082 1,14E-01 1,44E-01 4,12E-02
DL-Glutamina C5HION203 146,07 0,95 3,16E-01 X 1(’%3 8,03E-02
DL-Lisina C6H14N202 14611 084 2,59E-01 3,09E-01 3,12E-02
DL-Lisina C6H14N202 14611 089 7,47E-02 9,33E-02 2,51E-01
Edelfosina C2THS8NO6P 52340 1589 2,37E-04 1,83E-01 1,84E-01
Elacitarabina C27TH45N306 507,33 12,73 3008 3.25E-01 1,19E+00
Elacitarabina C27THA5N306 507,33 14,95 5,72E-04 1,22E-01 2,06E-01
Elacitarabina C27HA5N306 507,33 14,70 3,20E-02 3,74E-02 7,45E-01
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Enalkiren C35H56 N6 06 656,43 1503 2,10E-03 5,20E-01 1,80E+00
Estearoiletanolamida C20 H41 N 02 327,31 14,32 4,68E-02 1,74E+00 7,62E-02
Eter beta-guaiacil de veratrilglicerol C18 H22 06 334,14 12,15 2,53E-01 9,01E-01 6,59E-01
Eter monobutilico de trietilenoglicol C10 H22 04 206,15 7,97 1,69E-04 3,80E-03 4,20E-02
Eter monodecilico de decaetilenoglicol C32 H66 011 626,46 14,43 1,87E-03 2,16E-02 2,72E-01
Etil (22) -2 - [(2-nitrofenil) hidrazono] -3-oxobutanoato CI2HIZN305 279,09 0,90 408 10301 2,28E-01
Etiracetam C8 H14 N2 02 170,11 181 2,12E-02 9,85E-02 3,09E-03
Fator ativador de plaquetas C26 H54NO7P 523,36 14,63 1,50E-01 5,54E+00 9,23E-03
Forbesideo E C27H42013S2 63821 8,37 2,84E-03 1,55E+00 7,08E-02
Fosfato de 2-hidroxi-3- (tetradecanoiloxi) propil 2- (trimetilamonio) etil C22H46 NO7P 467,30 13,83 3,04E-04 2,23E-01 4,00E-01
Fosfato de 2-hidroxi-3- (tetradecanoiloxi) propil 2- (trimetilam6nio) etil C22H46NO7P 467,30 11,77 5,87E-03 7,74E-03 3,89E-01
Fosfocolina C5H14NO4P 183,07 0,90 1,50E-01 1,36E-01 1,83E-02
Furfural C5 H4 02 9602 082 [(13E0 1,06E-01 2,25E-01
g-Butirobetaina c7HISNO2 14511 099 LATEYO 6,99E-01 2,13E-01
Ginocardina CI2HI7TNO8 303,09 595 2,23E-02 2,27E-01 7,34E-04
Glicerol 3-fosfato C3H9O6P 17201 091 OFEY0 2,65E-02 3,32E-01
Glicilglicilglicilglicilglicilglicilglicilglicilglicilglicina C20HIZNIO 58822 540 2,39E-01 6,36E+00 2,26E-01
Glicilglicilglicilglicilglicilglicilglicilglicilglicilglicina C2O0HIZNIO 58820 571  7,12E-01 1,57E+00 7,18E-02
Glicilglicilglicilglicilglicilglicilglicilglicilglicilglicina C20H3ZNIO 58822 555 X X X 1%?3 X
Glicina C2H5N 02 7503 0,93  6,40E-01 1,72E-01 1,31E-01
Glicina C2H5N 02 7503 0,90 6,26E-01 1,98E-02 8,81E-02
Glicobismina A C37H34N206 602,24 550 5,08E-01 4,09E+00 1,62E-01
Glicosideo B , Forbesideo B cseHoz028s 12345 go1  326E-03 6,25E+01 1,44E-01
Glicosideo B , Forbesideo B cseHozo28s 12345 918 1,73E-03 4,62E+00 1,72E-01
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Glicosideo B , Forbesideo B cseHozo28s 124 922 155E-02 6,70E-01 1,11E+01
Glicosideo B , Forbesideo B cseHo2028s 1245 926 1,05E-02 3,86E-01 3,95E-02
Glicosideo B , Forbesideo B Cs6Ho20285 1244 961 7,50E-01 3,74E-01 2,21E-02
Glicosideo B , Forbesideo B cseHozo28s 12345 geg  6,16E-02 2,59E-01 6,43E-03
Glicosideo B , Forbesideo B cseHozo28s 1245 931 252E02 2,20E-01 2,92E-03

Gli-I-pro CTHI2N203 17208 107 O98E+0 9,90E+00 2,75E-01

Gli-Phe CLLHI4N203 222,10 6,00 9,32E-04 1,35E-02 1,52E-01

Goniopectenosideo B cs7Hozoz7s 12415 1027 5.48E-03 2,96E-01 1,82E+00

Guanina C5H5N50 151,056 3,50 2,10E-01 1,32E-01 4,20E-01

Guanina CsHsNsO 151,05 118 BITEYO 5,24E-02 3,75E-02
He-dHe-He-yl(-Qui)-Qui-AG VI ceari0s033s 14336 703 323E05 1,07E-04 5,33E-03
Hexamidina C20H26N402 354,21 1354 4,81E-02 7,52E-01 1,48E+00

Hexanoilcarnitina CI3H25NO4 25918 7,46 1,60E-02 1,70E-01 3,13E-02
Hexanoilcarnitina C13H25N O4 259,18 7,34  6,57E-03 7,12E-02 1,46E-03

Hexil (2E) -2 - [(5-nitro-2-furil) metileno] hidrazinocarboxilato C12H17N30O5 283,12 1,28 8,72E-02 6,11E-01 3,18E-02
Hidroximetilfurfural C6 H6 03 12603 568 80E0 3,63E+00 7,84E-02

Hipoxantina C5H4N4O 13604 136 836E-01 2,09E+00 8,88E-02

Hipoxantina C5H4N4O 136,04 1,37 8,10E-01 1,59E-01 6,65E-02

Hipoxantina C5H4N4O 13604 354 9,39E-01 3,77E-03 6,75E-02

Histamina C5 HO N3 111,08 081 585E-03 1,14E-03 9,28E-02
Histidilprolilfenilalanilhistidilleucilleucylvaliltirosina cozhraNiz - 10245 1544 761E-03 7,46E-01 2,99E-02
Impureza B de Sulpirida CO9HIINO5S 245,04 4,48 2,47E-02 4,25E-03 1,18E+00

Indolina C8 HO N 119,07 504 L1250 4,75E-01 4,05E-01

Intermediérios DYE Cl4HI2N203 256,08 493 2,38E-04 2,47E-03 1,60E-01
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Isoxil CIOHI7N302 21113 091 7,87E-02 2,26E-01 2,97E-02
Itoprida C20H26N204 35819 802 4,57E-02 6,38E-03 5,61E-01
L-(+)-Acido aspartico C4H7N O4 133,04 1,05 6,97E-01 5,15E-01 4,65E-02
L-(+)-Alanine C3H7NO2 8905 092 LOOEHO 1,48E-01 9,83E-02
L-(+)-Leucina ceH13NO2 13100 233 LIYEYO 1,63E+00 8,54E-02
L-(+)-Leucina CeH13NO2 13100 258 215E*0 7,13E-01 1,14E+00
L-(+)-Leucina C6HI3NO2 131,09 096 9,86E-01 4,03E-02 6,47E-01
L-(+)-Valina C5HIINO2 117,08 125 831E-01 5,22E-02 3,16E-01
L-(+)-Valina C5HIINO2 117,08 094 4,26E-01 1,37E-02 1,71E-01
L-(+)-Valinol C5HI3NO 10310 001 O30 2,20E-01 6,89E-01
L-3-nitrotirosina coHloN20s 22606 545 OO0 LOOE g ooE+00 %58 1,00E+00
L-3-nitrotirosina coHionNz0s 22606 546 OOE*0 LOOE - ooE+00 %(?8 1,00E+00
L-Acido glutamico C5HONO4 147,05 1,01 1,97E-02 4,34E-01 2,36E-01
L-Acido glutamico CsHoNO4 14705 004 29E0 2,02E-01 3,47E-02
L-Acido Piroglutamico csH7NO3 12004 1,67 SLEO 2,26E+00 2,14E-01
L-Acido Piroglutamico CsH7TNO3 12004 167 324EY0 1,45E-01 4,73E-04
L-alfa-aspartil-L-alfa-aspartil-L-alfa-aspartil-L-alfa-aspartil-L-lisina C22H34N6014 606,21 6,17 1,54E-02 2,15E-01 6,80E-04
Laureth-2 CI6H3403 27425 1474 1,26E-02 1,01E-01 1,91E-01
Leu-ala COHIBN203 20213 129 3,57E-02 2,34E-01 7,27E-03
L-Fenilalanina CoH1INO2 16508 504 H18E0 1,66E+00 1,48E+00
Lisil-N- [4- (9-acridinilamino) fenil] glicinamida C27H30N6 O2 470,24 12,80 1,86E-04 3,82E-03 2,14E-01
Lisolecitina C24HSONO7P 49533 13,14 9,40E-02 3,38E+00 1,37E+00
Lisolecitina C24HS0NO7P 49533 12,86 7,10E-03 2,73E-01 7,73E+00
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Liso-PAF-C16 C24H52NO6P 481,35 13,48 8,83E-01 2,30E+01 7,42E-03
L-Prolina C5HINO2 11506 099 24°E+0 1,58E-01 9,15E-03
L-Prolinamida C5H10N2 0 114,08 0,84 2,55E-01 3,05E-01 2,50E-01
L-Tianina C7 H14 N2 03 174,10 1,00 2,47E-01 3,88E-01 4,36E-02
L-Tirosina C9 H11 N O3 181,07 2,12 7,29E-01 4,75E-01 4,34E-01
lys-leu-lys-leu C24H48N6 O5 500,37 15,96 3,69E-03 5,30E-02 3,54E-01
Mesalazina CTH7TNO3 15304 115 L2TEYO 4,63E+00 3,33E-02
Mesalazina C7TH7NO3 153,04 2,66 8,81E-01 9,51E-01 1,78E-01
Metil N - {[(2-metil-2-propanil) oxi] carbonil} fenilalanil-2-metilalanilleucinato C25H39N3 06 477,29 1261 2,49E-02 2,70E+00 7,62E-02
Metil-1-pentil-1H-indol-3-carboxilato C15H19 N 02 245,14 8,18 1,19E-03 9,58E-03 2,59E-03
Metil-3-aminobenzoato C8 H9 N 02 151,06 1,00 1,06E-01 9,14E-02 9,69E-03
Minutosideo A C32H53012S 661,33 4,73 5,99E-04 7,30E-02 4,76E-04
Minutosideo A C32H53012S 661,33 505 1,52E-03 4,15E-02 3,34E-04
Minutosideo Dissulfatado A C32H5409 582,38 9,03 635 9,10E-04 7,51E-03
Minutosideo Dissulfatado A C32 H54 09 582,38 9,55 1,39E-04 7,69E-04 1,05E-02
Monofosfato de adenosina CIOH14N507P 347,06 1,18 4,57E-01 1,86E+00 2,61E-01
Monofosfato de adenosina CIOH14N507P 347,06 2,80 1,82E-02 1,96E-01 2,43E-02
Monofosfato de uridina (UMP) C9HI3IN209P 324,04 1,08 1,01E-01 1,82E+00 9,26E-02
N - [(4E) -1,3-Dihidroxi-4-octadecen-2-il] icosanamida C38 H75 N O3 593,57 16,56 5,97E-03 2,46E-01 4,97E-02
N - {[(2S) -3—Butoxi—2-hidroxi-3-oxop;%pniilr]]éisobutiI) carbamoil} -3- (2-naftil) -L- C25H34N206 45824 1337 4,41E-02 2 00E+00 9.27E-01
N- (1,3-dihidroxioctadec-4-en-2-il) acetamida C20 H39 N O3 341,29 13,91 5,68E-03 2,19E-01 2,40E-01
N- (2-Aminoetil) -N'-ciclohexil-1,2-etanodiamina C10 H23 N3 185,19 0,72 3,46E-01 2,04E-01 3,07E-04
N- (2-Aminoetil) -N'-ciclohexil-1,2-etanodiamina C10 H23 N3 185,19 6,79 2,30E-03 4,62E-02 1,27E-01
N- (2-Hidroxipropil) metacrilamida CTHIBNO2 14300 101 LBEEYO 1,19E+00 1,21E-01
N- (2-Hidroxipropil) metacrilamida C7THIZNO2 14300 095 L93EYO 4,35E-01 1,07E-01
N- (3-Metilbutanoil) tirosil-N- [1- (4-hidroxifenil) -3-oxo-2-propanil] leucinamida  C29H39N3 06 525,28 12,36 1,79E-02 6,46E-01 3,89E-03
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N- (3-Metilbutanoil) tirosil-N- [1- (4-hidroxifenil) -3-oxo-2-propanil] leucinamida  C29H39N306 52528 13,27 5,98E-03 1,80E-01 5,95E-02
N- (4-aminofenil) octadecanamida C24 H42 N2 O 374,33 8,17 1,14E-04 5,10E-04 3,47E-01
N- (tert-Butoxicarbonil) -L-leucina C11 H21 N O4 231,15 5,69 3,51E-02 7,79E-01 2,44E-01
N- (tert-Butoxicarbonil) -L-leucina C11 H21 N 04 231,15 5,79 8,94E-02 2,44E-01 4,44E-02
N ~ 6 ~ - [(1E) -3-Oxo-1-propen-1-il] -L-lisina C9 H16 N2 03 200,12 1,26  3,74E-02 2,15E-01 6,92E-03
N, N'-Metilenobisacrilamida CTHION202 15407 104 92050 1,11E+01 1,05E+00
N-2-acetilguanina C7 H7 N5 02 193,06 521 1,47E-02 2,07E-03 3,38E-01
N-2-acetilguanina CTH7N502 193,06 521 164E-0L  x X x  9,15E-02
N3, N4-Dimetil-L-arginina C8 H18 N4 02 202,14 1,00 5,46E-03 2,46E-02 7,55E-02
N6, N6, N6-trimetil-L-lisina COH20N202 188,15 0,89  6,30E-02 8,00E-02 1,38E-01

- 2 48E+0 1,21

N-acetilvalina CTHI3NO3 15900 094 248 X EX0 299801
Naftalen-2-amina C10 HO N 14307 652 7,26E-02 2,40E-02 3,10E-01
Nalfa-acetil-N- (4-nitrofenil) -L-tirosinamida C17H17N30O5 343,12 1,76 2,39E-02 5,21E-01 4,59E-03
N&o Identificado csTHooo27s 12385 973 1,08E-02 6,77E-02 2,98E-01
Néo Identificado csTHooO27s 12385 924 289E-04 5,34E-02 1,40E-03
N&o Identificado cs7HooO27s 12385 1018 921E-03 4,07E-02 2,40E-02
N&o Identificado csTHooo27s 12385 g5 2,83E-03 1,89E-02 4,67E-04
Néo Identificado csTHooO27s 12385 911 536E-04 9,98E-03 3,02E-03
N&o Identificado cs7HoO27s 12385 933 204E-02 5,45E-03 3,08E-04
N&o Identificado cs7Ho2028s 12305 902 4,70E-03 1,62E-01 4,52E-01
Néo Identificado csTHo20285 12305 goo  2,01E-01 8,76E-02 1,47E-02
N&o Identificado Cs7HO20285 12299 919  574E-03 8,53E-02 5,57E-02
N&o Identificado cs7Hoz028s 12305 g 2,02E-01 7,70E-02 4,43E-02
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N&o Identificado Ccs7Ho20285  1230° 606  6,76E-03 7,15E-02 9,64E-03
N&o Identificado Cs7Ho2028s  1230° 847 1,66E-01 6,81E-02 1,79E+00
N&o Identificado csTHoa029s 12045 1070  5,06E-05 1,99E+01 4,63E-01
N&o Identificado cs7Hoao29s 12045 835 2,36E-03 4,42E+00 8,61E-02
N4o Identificado csTHoao20s 12045 857 3.84E-04 3,94E+00 7,51E-02
N&o Identificado csTHoao29s 12045 912 5.27E-03 2,63E+00 2,30E-02
N#o Identificado cs7Hoao29s 12045 822 1,30E-03 2,20E+00 1,67E-02
N4o Identificado cs7Hoao29s 12045 933 848E-03 1,95E+00 3,44E-03
N&o Identificado cs7Ho4020s 12145 863 3,78E-02 1,48E+00 1,69E-03
N#o Identificado csTHoao29s 12045 953 321E01 1,09E+00 3,85E-01
N#o Identificado csTHoao29s 12045 701 553E-03 7,02E-01 1,58E-03
N&o Identificado csTHoao29s 12045 827 253E-02 6,98E-01 4,14E-02
N&o Identificado csTHoao29s 12045 945 832E-03 5,07E-01 1,89E-02
N&o Identificado cs7Hoao29s  12[4° 1064 231E  254E-01 1,97E-01
N&o Identificado cs7Hoao29s 12045 111y 309 228E-01 1,01E-02

Netupitant C30H32F6N4O 578,25 7,33 1,98E-04 1,60E-03 1,33E-01
N-Formilaspartato C5H7NO5 161,03 121 651E-01 9,43E-01 5,59E-02
Nicomol C34H32N4O9 640,22 515 1,02E-04 1,90E-01 3,98E-03
Nicotinamida CeHsN20 12205 1,33 200E+0 1,06E+00 5,39E-02
Nicotinamida CeHsN20 12205 133 SACE0 2,78E-03 3,59E-03
Nicotinato de vitamina E C35 H53 N 03 535,40 15,09 1,09E-01 1,67E+00 3,69E-02
Nitrato de 2-etilhexila C8HI7TNO3 17512 1,31 1,24E-01 5,68E-01 4,42E-02
Nitrato de 2-etilhexila C8 H17 N 03 175,12 0,97 1,72E-01 5,32E-01 5,41E-02
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Nitrato de 2-etilhexila C8H17 N O3 175,12 1,23 2,70E-01 5,28E-01 1,08E-02
Nitrosobis(2-oxopropil)amina C6 H10 N2 03 158,07 0,92 6,62E-01 3,56E-01 6,64E-02
Nitrosobis(2-oxopropil)amina C6 H10 N2 03 186,08 0,82 X X X X 6,18E-02
N-Metillhomoveratrilamina C11H17N 02 195,13 3,14  3,21E-02 2,69E-01 7,15E-03
Norhaman C11 H8 N2 168,07 6,73 2,59E-01 2,58E-02 1,08E-01
Novo anticoagulante oral (NOAC) C27H49N30O5 49537 1426 1,73E-01 5,07E+00 6,26E+00
N-Palmitoil-O-fosfono-L-tirosina C25H42NO7P 499,27 11,62 6,65E-02 2,23E+01 2,35E+00
N-Palmitoil-O-fosfono-L-tirosina C25H42NO7P 499,27 11,78 7,98E-01 5,44E+00 4,30E-01
Octa-hidro-1,2,8-indolizinetriol C8 H15N 03 173,10 1,04 2,53E-01 2,28E-01 1,91E-02
Octa-hidro-2H-pirido [1,2-a] pirazina C8 H16 N2 140,13 1,06 1,12E-01 1,66E-01 7,03E-03
Octilamina C8H19 N 129,15 636 >18E*0 2 43E-01 2,45E+00
Olodaterol C21 H26 N2 O5 386,18 11,36 5,71E-02 9,10E-01 3,32E+00
Ophidianosideo C csamgrozrs 11995 g5 674E-04 1,43E-02 1,26E-03
Oxetacaina C28H41N303 467,32 12,35 421E  2,44E+00 1,93E-01
Oxido de dimetil (2-tridecanil) amina CI5SH33NO 24326 11,01 1,04E-03 X 1(’%8 2,73E-01
Oxido de laurildimetilamina Cl4H31NO 229,24 11,26 5,85E-03 1,93E-01 1,98E+00
Oxido de trifenilfosfina C18H150P 278,09 10,09 1,97E-02 1,63E-01 2,95E-01
Ozagrel CI3HI2N202 228,09 6,58 L3 201E-04 1,37E-01
Pectiniosideo F ce2Hi01033s 4% 979 114E.03 8,40E-03 2,20E+00
Picrasin C C23 H34 O7 422,23 13,81 2,60E-02 6,45E-01 1,09E+00
Piperidina C5HI1LN 85,09 1,29 3,93E-01 1,85E-01 1,18E-01
Piperidina C5H11 N 85,09 2,33 1,62E-01 1,36E-01 8,14E-02
Piperidina C5HI1LN 85,09 2,58 2,07E-01 9,71E-02 3,68E-02
Piracetam CoHION202 14207 101 HO3EYO 1,53E+00 1,72E-01
Pregabalina ceHi7NO2 15913 122 LOPEYO 5,11E-01 5,51E-03
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8. ANEXOS

] Massa RT M- M-
Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM GM A-GF GE CDC

Progesterona C21H3002 31422 855 6,91E-02 2,96E-01 1,37E-02
Pro-Glu CIOHI6N205 244,11 105 4,59E-02 1,39E+00 1,30E-01
Prolilfenilalanilarginilserilvalilglutamina C33H52N1009 732,39 9,52  4,95E-02 9,78E-03 4,45E+00
Prolilglicilisilalanilarginina C22H41N9O6 527,32 12,43 3,70E-02 1,39E-01 7,12E-01
Regularosideo B cseHo2027s 12285 992 1.35E-02 2,16E+00 6,50E-01
Regularosideo B cseHoz027s 12285 1014 2,55E-03 8,36E-01 5,62E-01
Retaspimicina C31H45N308 587,32 11,66 6,53E-01 2,15E+01 2,03E+01
Retaspimicina C31H45N308 587,32 11,83 6,53E-01 6,13E+00 5,18E-03
R-Palmitoil- (1-metil) Etanolamida CIOH39NO2 31330 1377 4,15E-03 1,67E-01 6,36E-03
Ruberdsido B csTHo4027s 12325 1031 133E-02 3,24E+00 3,17E-04
Ruberésido B Cs7Ho4027s 12325 1027 149E-02 8,11E-02 1,26E+00

Ruberésido B csTHoaozrs 12425 1079 678E05  x X X X
Ruberésido G cstHozozrs 12405 1135 312E-04 2,83E+01 1,21E+01
Ruberésido G cs7Hozoz7s 12405 972 1,79E-02 2,34E+01 6,14E-02
Ruberésido G cs7Ho2027s  1230° 1044 917E-02 %’58 3,50E-01
Ruberésido G cs7Ho2027s 12305 986 7,22E-04 %’58 4,65E+00
Ruberésido G csrHozozrs 12405 1125 2,04E-03 8,50E-01 7,79E-01
Ruberésido G csTHozozrs 12305 906 2,38E-01 6,63E-01 1,61E-01
Ruberésido G csTHo2027s 12305 1038 541E-03 6,01E-01 1,79E-03
Ruberésido G csrHozozrs 12405 1025 2,28E-02 5,30E-01 4,65E+00
Ruberésido G cstHozozrs 12405 743 9.20E-04 2,18E-02 1,34E-01
Ruberésido G cs7Ho2027s 12305 9,03 6485 9,27E-03 2,36E-03
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8. ANEXOS

] Massa RT M- M-
Nome do composto Férmula M?alicu [min] A-GM GM A-GF GE CDC

2,86
S-2-pirimidinil benzenocarbotioato C11H8N20S 216,04 1,02 1,80E-01 gl 2,40E-02
Serotonina CIOHI2N20 176,09 597 2,52E-03 4,78E-04 1,13E-01
Spermidina C7 H19 N3 14516 643 1,26E-02 1,00E-01 6,60E-04
Spermidina C7 H19 N3 14516 6,78  2,29E-03 9,68E-02 2,96E-04
Spermina CIOH26N4 20222 0,72 7,61E-02 2,45E-01 2,54E-01
Spirost-5-en-3-ol C27 H42 O3 414,31 10,07 4,25E-03 5,45E-01 7,88E-02
Stearamida CIS8H37TNO 283,29 16,58 7,44E-03 4,05E-02 1,02E-01

idroxi 145E+0 2,53E 2,01
Sulfato de 17-hidroxipregnenolonal7-Hydroxypregnenolone sulfate C21H3206 S 412,19 8,56 7 100 1,78E+02 EIO 6,28E+00
Taurina c2H7NO3s 12501 090 L20F*0 3,68E-02 4,53E-01
Tenuispinosideo C cseHoLO29s  1299° 907 570E-01 2,70E+01 1,76E+00
Tetracianoetileno C6 N4 128,01 0,82 4,10E-01 4,48E-01 1,09E-01
Tetraidrocanabinol (THC) C21 H30 02 314,22 11,12 3,71E-03 6,34E-02 5,57E-04
Tetraquis [(2Z) -2-fluoro-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-il] difosfato CAOHOAFAOT 70441 633 6,12E-05 1,12E-03 1,50E-01
Timidina 5'-monofosfato CIOHI5SN208P 322,06 1,90 4,89E-02 1,79E-01 8,26E-01
Tridecil benzenesulfonato C19H3203S 340,21 17,76 9,51E-02 2,91E-01 5,17E-01
Trietilenoglicol C6 H14 04 150,09 4,13 5,13E-01 5,44E-02 1,43E-01
Trigonelina C7H7NO2 137,05 0,96 4,09E-01 9,55E-02 6,12E-02
UDP-GIcNAC CITHZINSOL7 607,08 097 1,57E-01 4,92E-01 1,80E-02
Vanilina C8 H8 03 152,05 545 6,40E-03 9,51E-02 1,19E-03
Versicosideo A, forbesideo A C62 H102 033 S 14%6’6 9,06 2,81E-04 8,87E-01 1,82E+01
Versicosideo A, forbesideo A ce2H102033s 14066 94 614E-02 7,46E-02 1,01E-02
Vesnarinone C22 H25 N3 04 395,18 1,26 2,46E-02 1,77E-01 2,71E-03
Victoria Pure Blue BO C33H39N3 477,31 1301 1,37E-02 3,21E-01 6,48E-02
Vigabatrina C6HIINO2 129,08 1,26 1,44E-01 3,94E-01 2,94E-02
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] Massa RT M- M-
Nome do composto Férmula |V|(|)a|$cu [min] A-GM GM A-GF GE CDC
Vigabatrina C6 H11 N 02 129,08 1,25 1,41E-01 1,45E-01 2,99E-02
Virilon C27 H40 03 412,30 9,17  4,96E-02 8,61E-01 3,99E-02

Onde: A- extrato aquoso; M- extrato metandlico; GM- gbnadas masculinas; GF- génadas femininas; CDC- componentes do disco
central; RT: Tempo de retencdo (min); x: Composto ndo detetado; vazio: resulta da juncdo dos dois extratos para os 6rgaos GM e GF
ficando-se, apenas, com o composto que apresentou maior valor de area normalizada e, o de menor area foi descartado desta

analise.
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