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METABOLIC PROFILE OF THE POLAR EXTRACTS OF THE LEAVES, BRANCHES AND BARKS OF Copaifera multijuga
HAYNE (COPAIBA mari-mari AMAZONIA) BY ESI-MS. Copaifera multijuga Hayne is the main species of the genus in the
Amazon region, being exploited for copaiba oil production mainly because of its therapeutic properties. The plant parts (leaves,
branches, and barks) are widely used in folk medicine. However, they are little explored in terms of chemical composition. In this
study, the polar extracts of leaves, branches, and barks of the species were analysed by direct infusion in ESI-MS with the aid of
reference standards and MS? fragmentation experiments. Twenty-six substances (carboxylic acids, flavonoids, condensed tannins, a
diterpene and fifteen isomers of galoylquinic acids) were detected. Metabolic profiles were similar between extracts of leaves and
branches, especially with the detection of galloylquinic acids and carboxylic acids. In bark extract, condensed tannins epicatechin-
(4B-8)-epiafzelechin (dimer) and epicatechin-(4[3-8)-epiafzelechin-(4p-8)-epiafzelechin (trimer) were detected. The PCA showed
differences and similarities in the chemical composition of the copaiba mari-mari extracts. Thus, galloylquinic acids and flavonoids
kaempferol, 7-O-methyl-kaempferol, quercetin-3-O-L-pentoside, and quercetin-3-O-L-rhamnoside are described for the first time
in C. multijuga. The phytotherapeutic properties of teas of the plant parts of the species may be associated with the suggested

polyphenols.
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INTRODUCAO

Copaifera multijuga Hayne (Fabaceae), popularmente conhecida
como copaibeira, pau d’6leo, copaiba mari-mari ou copaiba da folha
pequena, encontra-se distribuida entre os estados do Amazonas e
Pard, sendo considerada a principal espécie do género Copaifera na
Amazdnia.! H4 registros de sua ocorréncia também nos estados da
Bahia, Mato Grosso e Acre, alcangando o Peru e a Bolivia.'* A espé-
cie é reconhecida por suas propriedades medicinais, principalmente
devido ao 6leo-resina, um fitoterdpico natural utilizado na medicina
popular para o tratamento de doencas urindrias, respiratorias, cuta-
neas e inflamatdrias.'® O Gleo-resina € rico em sesquiterpenos tais
como, PB-cariofileno, 6xido de cariofileno, o-copaeno, o-humuleno
e y-muuroleno, bem como nos 4cidos diterpé€nicos eperdico, agitico,
pinifélico, copdlico e derivados, entre outros.'* Os chds das folhas
e cascas do caule de C. multijuga sdo muito utilizados na medicina
popular e podem ser preparados por infusdo ou decocgao para tratar
doengas gistricas, digestivas e respiratérias.* Embora a espécie apre-
sente enorme potencial fitoterdpico, pouco se conhece em relagio a
sua composi¢do quimica.

A maior parte dos conhecimentos quimicos e farmacolégicos
de extratos do género (sem contar a oleoresina) se concentram
na espécie C. langsdorffii Desf., que ¢ tipica do Cerrado.” Sua
composi¢do destaca-se pela presenga de substancias fendlicas, como
os 16 dcidos galoilquinicos descritos para os extratos de suas folhas,’
formando um grupo diversificado de mono-, di- ou tri-ésteres de
acido quinico nas variedades estruturais correspondentes aos dcidos
gélico e 3-O-metil-gdlico. Os ésteres de dcido quinico apresentam
isomeria de posicdo entre os carbonos C3, C4 e C5 na cadeia do
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acido quinico. Os glicosideos quercetina-3-O-L-ramnosideo e
canferol-3-O-L-ramnsoideo s3o derivados da estrutura da flavona e
sdo considerados substincias marcadoras das folhas desta espécie.*?
A quercetina pode ser encontrada em outras formas de glicosideos
como a quercetina-3-0-L-glicosideo e a quercetina-3-O-rutosideo,
identificados nos frutos dessa espécie.!® Os dcidos cumdrico,
cindmico, benzdico e gdlico, e derivados de catequinas, como:
epicatequina galato, epicatequina e catequina nas formas diméricas
epicatequina-(4p-8)-catequina e epicatequina-(4-8)-epicatequina
e os diterpenos nivenolideo e os dcidos ent-caurendico e polidltico
também foram descritos em extratos dos frutos da espécie.!*!!

Em estudos realizados com os extratos das cascas de C. multijuga
foram observadas propriedades antioxidantes e reducgio do estresse
oxidativo induzido por paracetamol e o efeito antineopldsico em
células tumorais de Ehrlich em testes in vitro e in vivo.'? As atividades
antioxidantes podem estar relacionadas com a presenga de polifendis,
como taninos condensados nas formas de dimero epicatequina-(4(3-8)-
epiafzelequina e trimero epicatequina-(4§3-8)-epiafzelequina-(4f3-8)-
epiafzelequina sugeridos por experimentos de espectrometria de
massas.'? Os usos medicinais das plantas nativas estdo relacionados
com a presenca das substancias fenélicas que possuem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e gastroprotetoras, as quais
proporcionam efeitos benéficos a saide na prevencéo contra radicais
livres e doengas cancerigenas.”!”

A presenca de polifendis potencialmente ionizaveis descritos nos
extratos das espécies de Copaifera estimulam os estudos de defini¢do do
fingerprint em andlises com inser¢do direta em espectrometro de mas-
sas (EM) utilizando a ionizag@o por electrospray (ESI) associada aos
experimentos de fragmenta¢do MS? induzida por coliséo, abordagem
que tem se mostrado eficiente em estudos preliminares da composigao
quimica.’® O experimento de fragmentacdo MS? com analisador triplo
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quadrupolo (QqQ) permite caracterizar parcial e integralmente os me-
tabolitos de um extrato a partir de seus fons moleculares e respectivos
fragmentos.'* As substincias fendlicas sdo eficientemente ionizadas
por meio da fonte ESI, transferidas para a fase gasosa e detectadas em
modo negativo como fons [M-H] . A técnica exige pouca quantidade de
amostra (mg), preparacao simples, € rapida, altamente seletiva e precisa
na produg¢@o de informacdes sobre as substancias potencialmente ioni-
zaveis.” A interpretagio dos dados espectrais obtidos por ESI-MS e o
reconhecimento de padrdes com andlises estatisticas multivariadas estdao
cada vez mais presentes nos tratamentos dos dados, sendo a Andlise de
Componentes Principais (PCA) uma das técnicas mais empregadas,
permitindo a distribui¢do das amostras em um plano bidimensional de
acordo com o grau de importincia das varidveis.'®

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a composicio
quimica de diferentes extratos obtidos das partes vegetais de
C. multijuga, principal espécie de copaiba da Amazonia Central e
Ocidental utilizando ESI-QqQ-EM, contribuindo para o conhecimento
da composi¢do quimica e a promog¢ao da seguranga no consumo das
partes vegetais da espécie na medicina popular.

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal, extracio e padrdes de referéncia

As partes vegetais (folhas, galhos e cascas) de C. multijuga fo-
ram coletadas na Reserva Florestal Ducke do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia (INPA), em Manaus, AM, Brasil. A exsicata
do espécime foi depositada no herbario do INPA, sob o nimero
INPA82.418. Acido quinico, canferol e quercetina-3-O-L-ramnosideo
foram obtidos da Sigma Aldrich (EUA). O 4cido ent-agatico foi obtido
e identificado em estudos anteriores do grupo de pesquisa Q-Bioma na
Universidade Federal do Amazonas com o 6leo-resina da espécie. O
metanol grau P.A. (Tedia Brasil) foi utilizado como solvente extrator
e grau HPLC (Tedia EUA) para as andlises espectrométricas.

As folhas, galhos e cascas foram secos a temperatura ambiente,
triturados e submetidos, separadamente, a extragdo por maceragao em
metanol P.A. por 48 horas, as solugdes foram filtradas e os extratos
foram concentrados em evaporador rotativo com o auxilio de vacuo.
Secos, os extratos foram padronizados em solu¢des em metanol
na propor¢do de 1 mg mL". Aliquotas de 20 pL foram separadas e
avolumadas para 1000 pL. para os experimentos espectrométricos.

Experimentos em espectrometro de massas de varredura
completa e fragmentacio MS?

Os experimentos foram realizados em espectrometro de massas de
LCQ-Fleet (ThermoScientific, CA, EUA) equipado com uma fonte de
ESI com analisador QqQ, operando em modo negativo de detecgdo.
Os espectros de massas foram adquiridos e processados usando o sof-
tware fornecido pelo fabricante (Xcalibur 2.1). As condicdes tipicas
do equipamento foram as seguintes: voltagem do capilar em 30 V,
voltagem de pulverizagio de 5,0 kV, temperatura do capilar a 275 °C,
gds de revestimento nitrogénio. Os experimentos de varredura completa
e a fragmentagdo MS? foram realizadas por inser¢éo direta utilizando
uma bomba de seringa a uma vazdo de 15 uL min™'. A varredura foi
realizada na faixa de m/z 100-1000 e os fons precursores [M-H] com
intensidades relativas superiores a 10% foram selecionados para a frag-
mentac¢do MS?. A energia de colisdo relativa foi padronizada em 30 V.

Analise quimiométrica de dados

PCA foi realizada usando o software ChemoFace. As intensi-
dades relativas normalizadas dos fons sugeridos nas partes vegetais
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constituiram o conjunto de dados multivariados que foi interpretado
pela PCA. O pré-processamento dos dados foi realizado por meio do
auto-escalonamento por norma suprema, com o objetivo de reduzir a
influéncia de varia¢des indesejaveis no conjunto de dados. Foi criada
uma matriz de dados (3 linhas — 16 colunas), 3 linhas correspondentes
as 3 partes vegetais (folhas, galhos e cascas) e 16 colunas correspon-
dentes as 16 substancias sugeridas. A PCA mostrou a distribuicio
das partes vegetais e a importancia das varidveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos das folhas, galhos e cascas de C. multijuga obtidos
em metanol contendo misturas complexas das substincias polares
foram investigados. Considerando as classes fendlicas de interesse,
0 modo negativo de ionizagdo em ESI-EM proporcionou resultados
abrangentes com alta seletividade e sensibilidade para o perfil meta-
bélico das partes vegetais, compreendendo uma grande variedade de
substancias fendlicas, pois sdo facilmente desprotonadas devido ao
cardter dcido e transferidas para a fase gasosa como fons [M-HJ~."> Os
perfis metabdlicos foram similares entre os extratos das folhas e dos
galhos e ambos foram diferentes do perfil do extrato das cascas da
C. multijuga. Os principais fons precursores observados nos extratos
das folhas, galhos e cascas de C. multijuga foram fragmentados e os
perfis de fragmentagdo foram confrontados com dados da literatura
e com os padrdes de referéncia.

Perfis de fragmentacido MS? das substéincias detectadas nas
partes vegetais

A partir dos perfis de fragmentacdo obtidos por ESI-QqQ-MS
foram sugeridos dcidos galoilquinicos, flavonéides e um diterpeno na
composi¢do quimica dos extratos das folhas e galhos, e no extrato das
cascas a presenca dos taninos condensados. Os dados da fragmentacgio
MS? dos fons sugeridos estdo dispostos da Tabela 1.

Os fons precursores m/z 133, 195 [M-H]-, corresponderam as
formas desprotonadas do dcido malico (MM: 134) e acido glucénico
(MM: 196). A fragmentagdo MS? do fon precursor m/z 133 induziu
a formagdo do fon fragmento m/z 115 [M-H,0-H] resultado da
perda de H,O. O {on fragmento m/z 71 [M-H,0-CO,-H] surgiu da
perda simultanea de H,0 e CO, e a descarboxilac¢@o direta do fon
precursor gerou o ion fragmento m/z 89 [M-CO,-H]".'” A fragmen-
tagdo MS? do fon precursor m/z 195 levou ao fon fragmento m/z 177
[M-H,O-H] resultado da perda de H,O. Outros fons fragmentos ca-
racteristicos foram detectados, como os fons m/z 119 [M-C,H,0,-H] e
75 [M-C,HO,-H] provenientes do Rearranjo de McLafferty a partir
do fon precursor.' O 4cido mélico (m/z 133) e o 4cido glucénico
(m/z 195) foram detectados nas folhas e nos galhos de C. multijuga.
O 4cido malico e o dcido glucdnico estdo entre os principais dcidos
organicos encontrados nas espécies leguminosas, sdo mais precisa-
mente encontrados nas folhas e frutos e sdo utilizados como aditivos
alimentares e para fins farmacolégicos.'*

O fon precursor m/z 285 [M-H] correspondeu ao flavonoide
canferol (MM: 286) e o fon precursor 299 [M-H]~ ao flavonoide
7-0-metil-canferol (MM: 300), ambos foram detectados apenas nos
galhos de C. multijuga. A fragmenta¢do MS? do fon precursor m/z 285
resultou nos fons fragmentos m/z 257 [M-CO-H] e que originou-se
da perda de CO, o fon fragmento m/z 229 [M-2CO-H]" que resultou
da segunda perda consecutiva de CO e o {on fragmento m/z 268
[M-OH-H] como resultado da perda do radical *OH a partir do fon
precursor (m/z 285).>' A fragmenta¢do MS? do fon precursor m/z 299
resultou na perda proeminente do radical *CH, gerando o fon frag-
mento m/z 284 [M-CH,-H]" e a perda consecutiva do radical *CHO
gerou o fon fragmento m/z 255 [M-CH,-CHO-H].*!
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Os {ons precursores m/z 433 e 447 [M-H] estdo relacionados
as formas desprotonadas de dois glicosideos derivados da aglicona
quercetina. A fragmenta¢do MS? dos fons precursores m/z 433 e 447
[M-H]" resultaram em um fon fragmento comum m/z 301, caracte-
ristico da unidade de aglicona quercetina. O ion precursor m/z 433
ao fragmentar perdeu um grupo neutro caracteristico de pentosideo
(-133 U), o qual sugeriu-se a quercetina-3-O-L-pentosideo (MM:
434),” sendo detectado apenas nos galhos de C. multijuga. A frag-
mentagdo MS? do fon precursor m/z 447 [M-H]J revelou a perda
de um grupo de ramnosideo (-147 U), logo sugeriu-se a querceti-
na-3-0-L-ramnosideo.”? A quercetina-3-O-L-ramnosideo também
foi identificada nas folhas de C. langsdorffii em diversos relatos na
literatura, sustentando a presenca dos demais derivados da aglicona
como a quercetina-3-O-L-pentosideo identificada na C. multijuga.®’

Os flavondides sdo importantes metabdlitos secunddrios e
desempenham nas plantas a fun¢@o de proteger contra raios ultra-
violeta, insetos, fungos, virus e bactérias.® Sdo potenciais agentes
terapéuticos e antioxidantes e exercem atividades antitumorais, an-
ti-inflamatorias, antivirais, além de agir nos sistemas imunoldgico,
circulatorio, cardiovascular e nervoso.?»** As substincias detectadas
nos extratos de Copaifera multijuga (canferol, 7-O-metil-canferol,
quercetina-3-O-L-pentosideo e quercetina-3-O-L-ramnosideo) po-
dem estar associadas as propriedades terapéuticas dos chds em usos
medicinais dessa planta, que incluem o tratamento de enfermidades
e disfungdes gastricas.

O fon precursor m/z 333 [M-H] foi atribuido a forma despro-
tonada do diterpeno 4cido ent-agatico (MM: 334) em comparagdo
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com o padrdo. O principal fragmento detectado em MS? foi o fon
m/z 289 [M-CO,-H] decorrente da perda de CO,. O dcido ent-agatico
faz parte da composi¢do quimica do 6leo-resina da C. langsdorffii,
C. paupera,® C. reticulata.”” Este dcido diterpénico se destaca pelas
atividades antileishmanial,®® e anti-trypanosoma.?

Os fons precursores m/z 191, 357, 495, 509, 523 e 689 [M-H]-
foram atribuidos ao dcido quinico (MM:192) e os derivados ésteres
do 4cido quinico com os 4cidos gélico e 3-O-metil-gdlico, cujos
serdo considerados como dcidos galoilquinicos e foram detectados
nos extratos das folhas e galhos de C. multijuga. Os 4cidos galoil-
quinicos possuem como nucleo principal o dcido quinico, que pode
ser esterificado por uma ou mais unidades de 4dcido gélico e/ou dcido
3-0-metil-galico.’ As diferengas observadas nos perfis de fragmen-
tacdo dos fon precursores originaram-se das variacdes nas perdas
dos grupos galoil e/ou 3-O-metil-galoil ligados ao 4cido quinico.
Alguns fons detectados podem estar relacionados as diferentes séries
dos 4cidos galoilquinicos mono-, di- e tri-substituidos. A partir dos
experimentos de fragmentacdo MS? e as limita¢des do analisador
QqQ, ndo foi possivel estabelecer a caracterizagdo completa dos
dcidos galoilquinicos, uma vez que existem isoOmeros especificos
para cada fon detectado de acordo com a Tabela 1.%°

O fon precursor m/z 191 [M-H] correspondeu a forma despro-
tonada do 4cido quinico (MM: 192), sendo um importante precursor
na biossintese dos dcidos fendlicos. A fragmentagdo MS? do fon
precursor resultou no fon fragmento m/z 173 [M-H,O-H] relacionado
aperda de H,O. O fon fragmento m/z 129 [M-C,H,0O-H]" resultou da
segmentagdo retro Diels-Alder e a perda sequencial de CO, resultou

Tabela 1. Substancias propostas para as partes vegetais de C. multijuga por ESI-QqQ-MS

Modo Negativo de lonizagado

Intensidade relativa (%)

MS? e fons

Substancias sugeridas

FM MM  m/z [M-H] Folhas  Galhos  Cascas
fragmentos m/z
C,HO; 134 133 115, 89, 71 10,1 11,7 ND Ac. malico®
CH,0, 192 191 173, 129, 85 76,4 433 ND Ac. quinico®
CH,0, 196 195 177, 119,75 28,2 11,1 ND Ac. glucénico?
CsH,,Oy 286 285 268, 257,229,243  ND 14,9 ND Canferol®
C,H,0, 300 299 284, 255 ND 25,3 ND 7-O-metil-canferol®
C,H;0, 334 333 289 139 ND ND Ac. agdtico®
Ac. 3-0-(3-0-metil galoil)-quinico®;
C,sH,0, 358 357 191, 183 46,8 38,6 ND Ac. 4-0-(3-0-metil galoil)-quinico®;
Ac. 5-0-(3-0-metil galoil)-quinico®
C,)H O, 434 433 301 ND 124 ND Quercetina-3-0-D-pentosideo®
C,H,)0,, 448 447 301 10,3 18,3 ND Quercetina-3-O-L-ramnosideo*
Ac. 3,5-di-O-(galoil)-quinico®;
C,H, 0., 496 495 343; 191,169 12,3 ND ND Ac. 3,4-di-O-(galoil)-quinico®;
Ac. 4,5-di-O-(galoil)-quinico®
Ac. 3-0-(galoil)-5-0-(3-0-metil galoil)-quinico®;
Ac. 3-0-(galoil)-4-0-(3-0-metil galoil)-quinico®;
357, 343, 191, 183, Ac. 4-0-(galoil)-5-0-(3-O-metil galoil)-quinico®;
Cabln0 510 309 169 ND 1.7 ND Ac. 3-0-(3-0-metil galoil)-5-O-(galoil)-quinico®;
Ac. 3-0-(3-0-metil galoil)-4-O-(galoil)-quinico®;
Ac. 4-0-(3-0-metil galoil)-5-0-(galoil)-quinico®
Ac. 3,5-di-O-(3-O-metil galoil)-quinico®;
C,;H,,0,; 524 523 357, 191, 183 100 94,8 ND Ac. 3,4-di-O-(3-O- metil galoil)-quinico®;
Ac. 4,5-di-O-(3-0- metil galoil)-quinico
CyHyO,, 562 561 289 ND 11,1 100 Epicatequina-(4p-8)-epiafzelequina (dimero)®
C;H;00,5 690 689 523,357,191, 183 90,7 100 ND Ac. 3,4,5-tri-O-(metil-3-O-galoil)-quinico®
CyHyO0y 834 833 561, 289 ND 18,2 97,3  Epicatequina-(4f-8)-epiafzelequina-(43-8)-epiafzelequina (trimero)®

“Comparado com o padrio; ®* Comparado com dados da literatura; Os fons base estio em negrito; ND: Nao detectado, MS?.
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no fon fragmento m/z 85 [M-C,H,0-CO,-H].*! J4 o fon precursor
m/z 357 [M-H] pode estar relacionado com a forma desprotonada
do 4cido 3-0-(3-O-metil-galoil)-quinico (estrutura 1, Figura 1).
A fragmenta¢do MS? do fon precursor m/z 357 levou ao reconhe-
cimento de fons fragmentos caracteristicos, como o fon m/z 191
[M-C4H,O,-H]" correspondendo a forma desprotonada acido quinico
decorrente da perda do grupo 3-O-metil-galoil (-166 Da) e o fon
m/z 183 [M-C,H,,05-H] associado a forma desprotonada do acido
3-0-metil-gdlico decorrente da perda do radical quinico (-174 Da).>*

O 1fon precursor m/z 495 [M-H] pode estar associado as formas
desprotonadas dos trés possiveis isomeros dos dcidos di-(galoil)-qui-
nicos (Estruturas 2-4, Figura 1).>% A partir da fragmentacao MS? do
fon precursor m/z 495 foi possivel inferir duas perdas consecutivas
de radicais galoil, o fon fragmento m/z 343 [M-C,H,;0,-H]" resultou
da perda de um radical galoil (-152 Da) e o fon fragmento m/z 191
[M-2C,H;O,-H]" resultou da perda do segundo radical galoil
(-304 Da).>*® A detecgdo do fon fragmento m/z 169 estd associada a
forma desprotonada do acido galico.

O fon precursor m/z 509 [M-H] pode estar relacionado as formas
desprotonadas dos seis possiveis isdmeros dos dcidos (galoil)-(metil-
-galoil)-quinicos (Estruturas 5-10, Figura 1). A partir da fragmentacdo
MS? do fon precursor m/z 509 foi possivel observar duas perdas carac-
teristicas, o fon fragmento m/z 357 [M-C,H;0,-H] resultou da perda
do radical galoil (-152 Da) e o fon fragmento m/z 343 [M-C;H,O5-H]
resultou da perda do radical 3-O-metil-galoil (-166 Da).>* Outros
ions fragmentos caracteristicos foram detectados, como o fon rm/z 183
correspondendo a forma desprotonada do dcido 3-O-metil-gélico, o
fon m/z 169 ao 4cido gélico desprotonado e o fon m/z 191 ao 4cido
quinico desprotonado.

O fon precursor m/z 523 [M-H] pode estar relacionado as formas
desprotonadas dos trés possiveis isdbmeros dos dcidos di-(metil-ga-
loil)-quinicos (Estruturas 11-13, Figura 1). A partir da fragmentacio
MS? do fon precursor m/z 523 foi possivel observar duas perdas
consecutivas de radicais 3-O-metil-galoil, o fon fragmento m/z 357
[M-C¢H,O4-H]" resultou de uma perda de radical 3-O-metil-galoil
(-166 Da) e o fon m/z 191 [M-2C4H,04-H] resultou da perda do
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segundo radical 3-O-metil-galoil (-166 Da).>* O fon fragmento
m/z 183 pode estar relacionado a deteccio da forma desprotonada
do 4cido 3-O-metil-gélico.

O fon precursor m/z 689 [M-H] pode estar relacionado ao 4cido
3,4,5-tri-O-(3-O-metil-galoil)-quinico desprotonado (Estrutura 14,
Figura 1). A fragmentagdo MS? do fon precursor m/z 689 resultou
em duas perdas de radicais 3-O-metil-galoil (-166 Da), a primeira
perda formou o {on fragmento m/z 523 [M-C;H,Os-H] e a segunda
perda o fon fragmento m/z 357 [M-2C4H,05-H]".>* Outros fragmen-
tos importantes foram detectados, como o {on fragmento m/z 183 e
191 que podem corresponder as formas desprotonadas dos dcidos
3-0O-metil-gdlico e 4cido quinico, respectivamente.

Os 4cidos galoilquinicos sugeridos foram identificados, ante-
riormente, nos extratos polares das folhas de C. langsdorffii.> Os
extratos polares e os dcidos galoilquinicos isolados apresentaram
atividades de gastroprote¢do em modelos de ulceras induzidas por
etanol-HC1 em camundongos.'? Os écidos galoilquinicos reduziram
significativamente a area total da lesdo e aumentaram a taxa de cura
em comparacido com o pantoprazol e apresentaram citotoxicidade
contra células de adenocarcinoma gdstrico.'> Logo, os dcidos ga-
loilquinicos sugeridos para a espécie de C. multijuga abrem novas
perspectivas sobre o potencial quimico e farmacoldgico da espécie,
além de viabilizar a obten¢@o de novos marcadores quimicos para a
espécie e o género Copaifera.

Os fons precursores de m/z 833 e 561 [M-H] corresponderam
as formas desprotonadas dos taninos condensados epicatequi-
na-(4pB-8)-epiafzelequina (dimero) e epicatequina-(4p3-8)-epia-
fzelequina-(4P3-8)-epiafzelequina (trimero), respectivamente. A
fragmentag¢do MS? do fon precursor m/z 561 levou ao fon fragmento
m/z 289 [M-C,sH,,0,-H]" resultado da perda de um mondmero de
epiafzelequina (-274 Da)."> A fragmentacdo MS? do fon precursor
m/z 833 resultou em perdas consecutivas de dois mondmeros de
epiafzelequina gerando o fon fragmento m/z 561 [M-C,;H,,05-H] e
o m/z 289 [M-2C,sH,,05-H]"."? O {fon fragmento m/z 289 detectado
em ambos precursores pode estar relacionado a forma desprotonada
da epicatequina.

OR;s
N° R, R, Rs Nomenclatura
1 3-O-mGa H H Acido 3-0-(3-O-metil-galoil)-quinico
2 Ga Ga H Acido 3,4-di-O-(galoil)-quinico
3 Ga H Ga Acido 3,5-di-O-(galoil)-quinico
4 H Ga Ga Acido 4,5-di-O-(galoil)-quinico
5 Ga 3-O-mGa H Acido 3-0-(galoil)-4-0O-(3-O-metil-galoil )-quinico
6 Ga H 3-O-mGa Acido 3-O-(galoil)-5-O-(3-O-metil-galoil)-quinico
7 H Ga 3-O-mGa Acido 4-0-(galoil)-5-O-(3-O-metil-galoil)-quinico
8 3-O-mGa H Ga Acido 3-O-(3-O-metil-galoil)-5-O-(galoil)-quinico
9 3-O-mGa Ga H Acido 3-0-(3-O-metil-galoil)-4-O-(galoil)-quinico
10 H 3-O-mGa Ga Acido 4-0O-(3-O-metil-galoil)-5-O-(galoil)-quinico
11 3-O-mGa 3-O-mGa H Acido 3,4-di-O-(3-O-metil-galoil)-quinico
12 3-O-mGa H 3-O0-mGa Acido 3,5-di-O-(3-O-metil-galoil)-quinico
13 H 3-O-mGa 3-O-mGa Acido 4,5-di-O-(3-O-metil-galoil)-quinico
14 3-O-mGa 3-O-mGa 3-O-mGa Acido 3,4,5-tri-O-(3-O-metil-galoil)-quinico
Abreviagoes:
Galoil = Ga

3-O-metil-galoil = 3-O-mGa

Figura 1. Derivados do 4cido quinico detectados nos extratos de C. multijuga
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Figura 2. Grdfico de biplot: extrato das folhas (E-Folhas); extrato dos galhos (E-Galhos) e extrato das cascas (E-Cascas) de C. multijuga

Os taninos condensados apresentaram boa ioniza¢do em modo
negativo e foram detectados em altas intensidades nos extratos das
cascas de C. multijuga, tais substancias podem estar relacionadas as
propriedades fitoterdpicas dos chds das cascas na medicina popular,
visto que os extratos possuem propriedades antioxidantes relatadas
frente aos testes in vitro e in vivo com redugio do estresse oxidativo,
além do potencial efeito antineoplasico em células tumorais de Ehrlich.'

Analise dos Componentes Principais (PCA)

A PCA daintensidade relativa dos fons sugeridos (Tabela 1) repre-
sentou uma variancia explicada dos dados nas componentes principais
le2de61,35% e 32,75%, respectivamente (Figura 2). Por esta andlise
é possivel observar que as amostras do extrato das cascas se separam
das demais partes vegetais devido a presenca de taninos condensados
nas formas de dimero epicatequina-(43-8)-epiafzelequina (mm/z 561)
e trimero epicatequina-(4p-8)-epiafzelequina-(4[3-8)-epiafzelequina
(m/z 833), detectados apenas nas cascas.

Os extratos das folhas e dos galhos foram separados ao longo
de CP2, as substancias detectadas unicamente em cada parte vegetal
foram cruciais para a distin¢do das partes: nas folhas o acido ent-
agatico (m/z 333) e os acidos di-(galoil)-quinicos, relacionados ao fon
m/z 495 foram substancias caracteristicas (Estruturas 2-4, Figura 1);
e nos galhos o canferol (m/z 285), 7-O-metil-canferol (m/z 299),
quercetina-3-O-L-pentosideo (m/z 433) e os seis dcidos (galoil)-
(metil-galoil)-quinicos (Estruturas 5-10, Figura 1), associados ao
fon m/z 509, foram caracteristicos. Apesar da distingdo entre folhas e
galhos, ambas amostras compartilharam perfis metabélicos similares,
ou seja, o dcido malico (m/z 133), dcido quinico (m/z 191), 4cido
glucdnico (m/z 195), quercetina-3-O-L-ramnosideo (m/z 447), e os
4cidos galoilquinicos representados pelos fons m/z 357, 523 e 689
(Tabela 1) foram substancias detectadas em ambas as partes vegetais.

CONCLUSAO

A técnica de fingerprint por inser¢do direta em espetrometro de

massas (ESI-QqQ-EM) possibilitou a distingdo dos extratos dos trés
orgaos vegetais de C. multijuga. Foi possivel realizar a identificacio
putativa de 26 substancias por meio de experimentos de fragmentacdo
MS? dos principais fons detectados. Este € o primeiro relato dos com-
postos identificados nos extratos de folhas e galhos de C. multijuga,
destacando-se os derivados do 4dcido quinico e flavondides. Taninos
condensados foram detectados unicamente no extrato das cascas de
C. multijuga, podendo ser utilizados como seus marcadores quimicos.
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