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RESUMO

A histéria do uso de plantas medicinais combina conhecimentos empiricos e
cientificos sobre suas propriedades terapéuticas. O Brasil, detentor da maior
biodiversidade do mundo, possui um grande potencial para o desenvolvimento de
novos farmacos a partir de produtos naturais. A familia Solanaceae, uma das mais
relevantes entre as angiospermas, € reconhecida pela producdo de diversos
metabolitos secundarios bioativos e inclui Metternichia macrocalyx, espécie
endémica da Caatinga que apresenta uma escassez de estudos fitoquimicos
aprofundados. Diante da riqueza de metabdlitos caracteristicos dessa familia, este
trabalho busca caracterizar a composi¢ao quimica das folhas de M. macrocalyx por
meio de técnicas classicas e modernas. Para isso, materiais vegetais da espécie
foram coletados no municipio de Boa Vista do Tupim, na Bahia. O material coletado
foi seco em estufa, triturado e submetido a maceracdo com etanol a 95% para
obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB). Este extrato foi dissolvido em uma
solucédo de etanol:agua (7:3 v/v) e submetido a uma particdo com os solventes
hexano, diclorometano e acetato de etila. A fase acetato de etila foi fracionada por
cromatografia em coluna, utilizando silica gel como fase estacionaria e os solventes
hexano, acetato de etila e metanol como fase movel. Foram obtidas 17 fracbes,
dentre as quais a fracdo A13 foi submetida a analise por CLAE analitica, onde foi
desenvolvido um método para a identificacdo dos compostos, posteriormente
aplicado em escala preparativa por CLAE, resultando em 12 fracdes. A identificacéo
estrutural dos constituintes quimicos foi realizada através da andlise de dados
espectroscopicos de RMN de !'H e 13C, tanto unidimensionais quanto
bidimensionais, e comparacdo com dados disponiveis na literatura. Com base
nessas analises, foi possivel identificar na fragdo A13.12 a substancia (MMA-2)
como Canferol-3-O--xilopiranosil-(1—2)-a-ramnopiranosideo. Além disso, foi
desenvolvida uma metodologia por CLAE-IES-EM/EM que possibilitou a
caracterizacéo dos 13 flavonoides glicosilados presentes na fracdo MPF_A13. Por
fim, este estudo contribuiu para o avanco significativo no conhecimento fitoquimico
do género Metternichia e da espécie M. macrocalyx, constituindo o primeiro relato
cientifico da identificacdo e caracterizacdo de flavonoides glicosilados nesta
espécie.

Palavras-chave: Fitoguimica. Metternichia macrocalyx. Cromatografia. RMN.
CLAE-IES-EM/EM. Flavonoides glicosilados.



ABSTRACT

The history of medicinal plant usage combines empirical and scientific knowledge
regarding their therapeutic properties. Brazil, home to the world's largest
biodiversity, holds significant potential for developing novel drugs from natural
products. The Solanaceae family, one of the most relevant among angiosperms, is
recognized for producing various bioactive secondary metabolites and includes
Metternichia macrocalyx, an endemic species of the Caatinga biome that lacks in-
depth phytochemical studies. Given the abundance of characteristic metabolites in
this family, this study aims to characterize the chemical composition of M.
macrocalyx leaves using classical and modern techniques. Plant material was
collected in Boa Vista do Tupim, Bahia, dried in an oven, ground, and macerated
with 95% ethanol to obtain the crude ethanolic extract (EEB). The extract was
dissolved in an ethanol:water solution (7:3 v/v) and partitioned with hexane,
dichloromethane, and ethyl acetate. The ethyl acetate phase was fractionated by
column chromatography using silica gel as the stationary phase and hexane, ethyl
acetate, and methanol as the mobile phase, yielding 17 fractions. Among these,
fraction A13 was analyzed by analytical HPLC, where a method for compound
identification was developed and later applied on a preparative scale, resulting in 12
fractions. Structural identification of the chemical constituents was performed
through spectroscopic analysis of *H and *3C NMR data, both one-dimensional and
two-dimensional, and comparison with literature data. Based on these analyses, the
compound (MMA-2) in fraction A13.12 was identified as Kaempferol-3-O-3-
xylopyranosyl-(1—2)-a-rhamnopyranoside. Additionally, an HPLC-ESI-MS/MS
methodology was developed, enabling the characterization of 13 glycosylated
flavonoids present in the MPF_A13 fraction. Thus, this study significantly advances
the phytochemical knowledge of the Metternichia genus and M. macrocalyx,
constituting the first scientific report on the identification and characterization of
glycosylated flavonoids in this species.

Keywords: Phytochemistry. Metternichia macrocalyx. Chromatography. NMR. HPLC-
ESI-MS/MS. Glycosylated flavonoids.
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1. INTRODUCAO

A historia do uso de plantas medicinais é marcada por uma tradicdo milenar
de conhecimento empirico e cientifico sobre suas propriedades terapéuticas,
presente desde os registros das civilizagbes antigas. Essas praticas ancestrais
ressaltam a importancia das plantas na satde humana e impulsionam um interesse
crescente da medicina tradicional e moderna por alternativas naturais e
sustentveis aos farmacos sintéticos (Santos et al., 2024).

Reconhecido como o pais com a maior biodiversidade do mundo, o Brasil
abriga um patrimbnio natural de valor inestimavel, especialmente no setor
farmacéutico. Estima-se que mais de 64,9% dos farmacos modernos tenham
origem ou inspiragdo em compostos naturais, sendo as plantas a principal fonte
desses bioativos (Newman; Cragg, 2020). Ademais, essa importancia esta
intrinsecamente ligada a diversidade estrutural e farmacologica dos produtos
naturais, resultante de processos coevolutivos que geraram vias biossintéticas
exclusivas, capazes de produzir moléculas com alta especificidade bioldgica
(Donato et al., 2020).

Atualmente, a fitoquimica, que estuda a quimica dos produtos naturais das
plantas, concentra-se principalmente na caracterizagcao estrutural, na avaliacao das
propriedades e na investigacdo das vias biossintéticas das substancias originadas
pelo metabolismo secundario dos organismos vivos (Braz Filho, 2010). O
crescimento continuo das pesquisas nessa area tem sido essencial para aprofundar
o entendimento sobre a composicéo quimica das espécies vegetais e possibilitar a
identificagdo de novas moléculas bioativas, esse avango cientifico vem
estabelecendo bases cada vez mais sélidas para o desenvolvimento de farmacos
inovadores, aproveitando de forma sustentavel o potencial Unico do bioma
brasileiro.

Nesse contexto, a combinacdo sinérgica de técnicas espectrométricas e
espectroscopicas com meétodos classicos de extracdo e isolamento revela-se
indispensavel para a caracterizagdo de compostos bioativos na biodiversidade
brasileira. A integracdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com
espectrometria de massas proporciona uma andlise abrangente de misturas

complexas, permitindo a tentativa de identificagdo de compostos de interesse.
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Complementarmente, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), através de
experimentos unidimensionais (*H, 13C) e bidimensionais, oferece dados estruturais
detalhados para a completa elucidacéo estrutural. Essa abordagem integrada, que
combina métodos classicos e modernos, reduz a quantidade de amostra necessaria
e acelera a descoberta de novos compostos com potencial farmacolégico
otimizando o aproveitamento de produtos naturais. (Dolzan et al,.2019).

A familia Solanaceae, uma das mais relevantes entre as angiospermas,
abrange cerca de 100 géneros e aproximadamente 2.800 espécies. Assim, essa
diversidade confere-lhe significativa importancia econ6mica, devido ao seu
potencial alimenticio, medicinal e ornamental. Além disso, as Solanaceae sao
conhecidas por produzirem uma variedade de metabdlitos secundarios bioativos,
como alcaloides, flavonoides, glicosideos, lactonas, lignanas, esteroides, fendis
simples, acUcares e terpenoides (Afroz, et al., 2020).

Dessa forma, a investigacdo da composicdo quimica das espécies,
especialmente da familia Solanaceae, torna-se fundamental para a caracterizacéo
de seu perfil fitoquimico. Nesse contexto, Metternichia macrocalyx, recentemente
reconhecida como espécie distinta de M. princeps, destaca-se por sua distribuicdo
restrita & Caatinga e pela auséncia de investigacdes fitoquimicas aprofundadas
(Souza et al.,, 2023; UICN, 2024). Considerando a riqueza de metabdlitos
secundarios da familia, como flavonoides e alcaloides, este trabalho busca analisar
a composicao quimica das folhas de M. macrocalyx por meio de técnicas classicas
e modernas, contribuindo para a valorizacdo da flora nacional e para possiveis

aplicacfes farmacoldgicas (Barros, 2012; Yang et al., 2018).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideragdes sobre a Familia Solanaceae Juss.

A familia Solanaceae, pertencente a ordem Solanales (APG Il, 2003)
compreende cerca de 100 géneros e aproximadamente 2.800 espécies. Destaca-
se como uma das mais diversas entre as angiospermas e uma das mais
economicamente relevantes, devido ao seu potencial alimenticio (batata, tomate,
pimentdo, berinjela, pimenta), medicinal (atropina, nicotina) e ornamental (petunia
e damas-da-noite) (Moura; Caires, 2021).

A distribuicdo da familia Solanaceae é subcosmopolita com sua maior
concentracdo na regido Neotropical, especialmente na Ameérica Central e América
do Sul, que apresentam a maior diversidade de espécies. Além disso, grandes
areas da Austrélia e da Africa também funcionam como centros secundarios de
diversidade (Figura 1). Outrossim, estudos indicam que a América do Sul é o
principal centro de origem, endemismo e diversidade dessa familia, com
aproximadamente 50 géneros endémicos. (Moura; Caires, 2021; Palchetti; Cantero;
Barboza, 2020).

Figura 1 - Distribuicdo geogréfica da familia Solanaceae Juss. no mundo representada em preto.

Fonte: TROPICOS.ORG, Missouri Botanical Garden, 2025.

No Brasil, a familia esta representada por 36 géneros e 504 espécies, sendo

237 delas endémicas, o que confere ao pais 0 maior percentual de espécies
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exclusivas, cerca de 50%. A familia est4d presente em todos os dominios
fitogeograficos do Brasil, com maior expressao na Mata Atlantica, na Amazénia e
no Cerrado. Na regido Nordeste, sdo registradas cerca de 21 géneros e 189
espécies (Agra et al., 2009; Flora do Brasil, 2020).

Quanto a distribuicdo das espécies nos géneros da familia Solanaceae, o
género Solanum se destaca por concentrar 50% das espécies da familia, seguido
por Lycianthes (Dunal) Hassl., Cestrum L., Nolana L. f., Nicotiana L., Physalis e
Lycium L., que compdem os sete géneros mais representativos (Sarkinen, 2013).

Entre os quatro géneros endémicos do Brasil, dois sdo monoespecificos:
Heteranthia Nees & Mart. e Duckeodendron Kuhlm. Alguns géneros sao exclusivos
de ambientes campestres, como Petunia Juss., Calibrachoa Cerv. e Nierembergia
Ruiz & Pav., enquanto outros ocorrem apenas em areas florestais, como Brunfelsia
L. e Capsicum L. (Mentz; Oliveira, 2004; Soares; Mentz, 2006). Além disso, as
espécies da familia destaca-se por sua rigueza em metabdlitos secundarios
bioativos, como alcaloides, flavonoides, glicosideos, lactonas, lignanas, esteroides,
fendis simples, acucares e terpenoides, substancias amplamente exploradas pela
industria farmacéutica, gerando um significativo impacto econémico (Afroz, et al.,
2020).

2.2 Consideracdes sobre o género Metternichia

A classificacdo dos géneros da familia Solanaceae tem sido alvo de debates
devido as dificuldades em definir suas relacfes evolutivas. O género Metternichia,
passou por diversas revisdes taxonémicas, sendo inicialmente incluido na tribo
Metternichieae Miers., posteriormente transferido para Cestreae G. Don e, mais
tarde, redefinido como uma tribo monotipica. Essa reclassificacédo foi sustentada
por diferencas na morfologia das sementes, como a escassez de endosperma,
além de variagdes cromossOmicas significativas. Enquanto os membros da tribo
Cestreae apresentam um numero basico de cromossomos X = 8, Metternichia
possui x = 13, reforcando sua distingdo como grupo independente. A tribo Cestreae,
composta pelos géneros Cestrum, Sessea e Vestia, também apresenta desafios
taxondmicos. O género Sessea, antes considerado préximo de Metternichia, foi

posteriormente separado com base em caracteristicas morfologicas especificas
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(Brito, 2021).

Além das diferencas taxonémicas, os géneros da tribo Cestreae apresentam
uma diversidade fitoquimica significativa. Por exemplo, no género Cestrum, a
presenca de alcaloides e lignanamidas o distingue dos demais géneros da tribo.
Dentre os compostos isolados, destacam-se saponinas esteroidais, alcaloides,
lignanamidas e triterpenos. Essas variacdes quimicas evidenciam a complexidade
metabdlica da tribo e reforcam a necessidade de estudos adicionais sobre suas
possiveis aplicacdes biologicas e farmacoldgicas (Silva, 2009).

O género Metternichia, endémico do Brasil, destaca-se por suas flores
grandes, vistosas e perfumadas, atributos que Ihe conferem grande potencial
ornamental. No entanto, estudos indicam que sua ingestdo pode ser toxica para
caprinos, podendo levar a morte em casos mais graves (Carvalho, 1986).
Historicamente classificado como monoespecifico, o género abrigava apenas uma
espécie valida: Metternichia princeps J.C. Mikan. No entanto, recentes pesquisas
baseadas em dados ambientais, fenoldgicos, morfométricos e palinolégicos
sustentaram a elevacdo da variedade M. princeps var. macrocalyx ao status de
espécie distinta, denominada Metternichia macrocalyx, resultando no
reconhecimento de duas espécies dentro do género (Souza et al., 2023).

Outrossim, o género foi registrado em dois biomas com regimes
pluviométricos distintos: Mata Atlantica e Caatinga. Essa distribuicdo abrange duas
espécies: M. princeps, encontrada em florestas umidas do leste do Brasil, nos
estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo, e M. macrocalyx, predominante em
areas semiaridas da Caatinga, especialmente na Bahia e parte do norte de Minas
Gerais (Figura 2). Comparativamente, M. macrocalyx apresenta um calice mais
longo que cobre o tubo da corola, folhas mais extensas, sépalas de forma irregular,
pedicelo até trés vezes maior e graos de polen de maior tamanho. Por outro lado,
M. princeps se destaca por suas flores maiores e margens foliares planas, enquanto

M. macrocalyx exibe margens foliares enroladas (Souza et al., 2023).
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Figura 2 - Distribuicdo geografica do género Metternichia J.C. Mikan.

Caatinga

‘) I Mmata Atlantida
'

Fonte: Flora e Funga do Brasil, 2025.

Popularmente conhecida como "café-do-mato”, "trombeteira" e "jasmim-do-
morro”, M. princeps é uma espécie cuja toxicidade foi confirmada por meio de
ensaios experimentais em caprinos e coelhos. Nos caprinos, os efeitos toxicos
manifestaram-se predominantemente no sistema renal, enquanto nos coelhos, as
alteracBes mais significativas ocorreram nos sistemas cardiaco e hepético (Maran,
2012). Além disso, um estudo identificou M. princeps como a causa de mortes em
caprinos em uma criacdo no municipio de Itaguai, no estado do Rio de Janeiro,
reforcando sua toxicidade para esses animais (Caldas et al., 2012). Posteriormente,
um surto de intoxicagdo por M. macrocalyx em caprinos foi registrado na Bahia,
resultando na morte de trés dos oito animais afetados. A necropsia revelou necrose
do epitelio tubular nos rins e edema pulmonar severo, evidenciando o impacto letal
da planta (Pedroso et al., 2014).

Embora haja evidéncias da toxicidade e do potencial ornamental de
Metternichia, o género permanece pouco explorado sob a perspectiva
farmacoquimica e farmacoldgica. Estudos mais detalhados sobre sua composicéo
quimica, especialmente no que diz respeito a presenca de compostos bioativos e
suas possiveis aplicacdes terapéuticas, sdo essenciais para compreender seu real
potencial, tanto em termos de beneficios quanto de riscos a saude. Pesquisas
adicionais podem esclarecer melhor sua relevancia farmacoldgica e contribuir para

o entendimento de suas propriedades bioldgicas (Flora e Funga do Brasil, 2025).

2.3 Consideracfes sobre a espécie Metternichia macrocalyx

Metternichia macrocalyx é uma arvore de pequeno porte caracterizada por
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um célice longo e persistente, suas flores sdo campanuladas, com coloracdo
amarela (Figura 3). Estudos fenoldgicos revelam que a espécie estd amplamente
distribuida em regides semiaridas da Caatinga, demonstrando adaptacfes a solos
secos e temperaturas elevadas. A floracédo e frutificacdo ocorrem sazonalmente,

acompanhando os padrdes climaticos do bioma (Souza et al., 2023).

Figura 3 — Imagens da espécie Metternichia macrocalyx (Carvalho).

Fonte: Souza et al., 2023.

A espécie é frequentemente registrada em margens de estradas na Bahia e
no norte de Minas Gerais, no entanto, apresenta poucas ocorréncias em areas
protegidas (Figura 4). A Caatinga, considerada uma das regifes menos estudadas
e resguardadas do Brasil (Santos et al., 2011; Silveira et al., 2021), vem sofrendo

intensa conversao para atividades agricolas (Souza et al., 2020), o que agrava
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ainda mais a vulnerabilidade de M. macrocalyx. A espécie parece ser rara em
unidades de conservacao e esta localizada predominantemente em uma regiao
cientificamente pouco explorada (Santos et al. 2011). O estudo de complexos de
espécies no Brasil ainda esta em fase inicial, sobretudo em biomas subexplorados
como a Caatinga. Nos ultimos dez anos, sete novas espécies de Solanaceae foram
descritas na regido, pertencentes a géneros economicamente relevantes, como
Solanum e Capsicum (Stehmann; Oliveira; Tabosa, 2020).

De acordo com as diretrizes da UICN, M. macrocalyx foi classificada
preliminarmente como ameacada (EN - Em Perigo), devido a fragmentacéo de seu
habitat e as ameacas ambientais crescentes (UCNI, 2024). O reconhecimento
oficial dessa espécie, anteriormente considerada uma variante de M. princeps,
reforca a necessidade de medidas de conservacéo direcionadas para garantir a
manutencao de suas populac¢des naturais. Para mais, por se tratar de uma espécie
recentemente descrita e ainda pouco estudada do ponto de vista fitoquimico, é

fundamental ampliar as pesquisas cientificas para aprofundar seu conhecimento.

Figura 4 - Distribuicdo geografica da espécie Metternichia macrocalyx (Carvalho) L.S. Souza &
Stehmann.

Bahia
B Minas Gerais

Fonte: Flora e Funga do Brasil, 2025.
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2.4 Consideracgdes sobre os flavonoides

O termo flavonoide € um nome coletivo dado aos pigmentos de plantas
derivados da benzo-g-pirona, sdo metabdlitos secundarios que pertencem a uma
ampla classe de compostos polifenolicos, amplamente encontrados em diversas
plantas, com destaque para as angiospermas. Estdo presentes em sementes,
frutos, cascas, raizes, folhas e flores. Sua estrutura quimica é composta por 15
atomos de carbono distribuidos em dois anéis benzénicos (A e B), conectados a
um anel heterociclico central de pirano (C). Nessa configuracdo, o primeiro anel
benzénico liga-se ao quinto e sexto carbono do pirano, que, por sua vez, apresenta

um grupo fenila na posicéo 2 (Figura 5) (Silva et al., 2015).

Figura 5 — Esqueleto basico de um flavonoide

5 4
Fonte: Elaboragédo propria, 2025.

Esses polifenois séo biossintetizados a partir dos metabolitos derivados do
acido chiquimico e acetil-coA. O acido é originario da fenilalanina, que atua como
precursor primario na formacdo dos flavonoides. Esse aminoacido sofre um
processo de desaminagcdo por meio da enzima fenilalanina amoénia-liase (PAL),
resultando na producdo de acido cinamico. Posteriormente, esse acido €
transformado em &cido p-cumérico pela acdo da enzima cinamato 4-hidroxilase.
Em seguida, a CoA é adicionada por meio da catalise da enzima p-cumarato-CoA
ligase, gerando p-cumaroil-CoA. Esse composto reage com trés unidades de
malonil-CoA para formar a chalcona, um processo mediado pela enzima chalcona
sintase. Por fim, a chalcona passa por um processo de ciclizasao promovido pela
enzima chalcona isomerase, originando a flavanona, que constitui o esqueleto
basico dos flavonoides. Dessa maneira, a biossintese dos flavonoides segue um

padrdo no qual o anel A se origina da via do acetil-CoA, o anel B tem origem do
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acido chiquimico (Barros, 2012).

Figura 6 — Rota biossintetica dos flavonoides
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Fonte: Elaboragéo propria, 2025.
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Figura 7 — Classes dos flavonoides
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Fonte: Elaboracgéo propria, 2025.

Os flavonoides sdo divididos em 13 classes, abrangendo mais de 5000
compostos ja identificados. As principais subclasses incluem chalconas,
dihidrochalconas, auronas, flavonas (como luteolina e diosmetina), flavonois (como
quercetina e canferol), dihidroflavondis, flavanonas (como naringina), flavanois,
flavandiois, antocianidinas, isoflavonoides (como genisteina), bioflavonoides e
proantocianidinas (Figura 7) (Barros, 2012; Behling, 2004). Ademais, a
classificacéao dos flavonoides varia de acordo com o grau de oxidacao e insaturacéo
do anel C. Esses compostos podem ocorrer na forma de agliconas, glicosideos ou
associados a outras classes de metabolitos secundarios, como as flavolignanas, no
entanto, sua forma mais comum € a de glicosideos.

Nesse contexto, os flavonoides, exceto as catequinas, estéo

predominantemente na forma glicosilada nas plantas, ou seja, ligados a moléculas
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de acucar. Diferentes monossacarideos, isolados ou combinados, podem se
conectar a diversas hidroxilas desses compostos, formando uma grande variedade
de glicosideos. Esse processo ocorre, em geral, pela acdo da glicosiltransferase
presente em plantas ou microrganismos. A glicosilacdo desempenha um papel
essencial na modificagdo das propriedades dos flavonoides, aumentando sua
solubilidade em agua, reduzindo sua reatividade e influenciando sua estabilidade.
Embora qualquer hidroxila possa ser glicosilada, as localizadas nas posicoes 3, 5
e 7 sdo mais suscetiveis devido a maior acidez. Além de afetar as caracteristicas
quimicas, a glicosilacdo impacta a bioatividade dos flavonoides no organismo,
influenciando sua absorcdo, metabolismo e biodisponibilidade. Ademais, o0s
flavonoides apresentam uma ampla gama de efeitos bioquimicos e farmacoldgicos,
capazes de impactar as funcdes de diversos sistemas celulares. Entre suas
principais atividades estdo as propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antitumorais e antialérgicas, além de efeitos vasodilatadores, e acdes
antimicrobianas e antivirais (Barros, 2012; Yang et al., 2018).
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Ralizar o isolamento, identificagdo e/ou caracterizacdo dos constituintes

qguimicos das folhas de Metternichia macrocalyx da familia Solanaceae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos e fases organicas das folhas de Metternichia macrocalyx para o

estudo da sua composicdo quimica;

e Extrair, isolar e purificar os metabdlitos secundarios encontrados na espécie
Metternichia macrocalyx, utilizando técnicas extrativas com solventes

organicos e métodos cromatograficos;

e Desenvolver métodos analiticos por CLAE-DAD para as fracdes da espécie

Metternichia macrocalyx;

e Desenvolver métodos analiticos por CLAE-IES-EM/EM para caracterizar as

estruturas quimicas dos constituintes de Metternichia macrocalyx;

e Identificar os compostos isolados de Metternichia macrocalyx através dos
métodos espectroscopicos, incluindo espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H, 3C e bidimensionais, como também métodos

espectrométricos, como IES-EMAR;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais e equipamentos

4.1.1 Métodos cromatograficos

As etapas de analise, isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos
foram realizadas utilizando métodos cromatograficos como: cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA), cromatografia em coluna (CC) e cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE).

A CCDA foi aplicada para analisar o processo de isolamento e purificagéo
das fracOes obtidas, compreender o perfil de separacao cromatografica e selecionar
os sistemas de eluicdo apropriados. O procedimento foi realizado com placas
cromatograficas da Merck, compostas por silica gel com indicador de fluorescéncia
F254, medindo 20x20 cm e com espessura de 0,25 mm. A visualizacdo das
substancias analisadas foi realizada por meio da exposicao das cromatoplacas a
radiacéo ultravioleta (UV), com comprimentos de onda de 254 e 366 nm, em uma

camara escura.

Para a CC foi empregrada por meio de colunas com dimensdes especificas
de comprimento e diametro adequadas a quantidade de amostra a ser aplicada. Foi
utilizado silica gel com particulas de diametro entre 60-200 um, como fase
estacionaria. Os solventes hexano (Hex), acetato de etila, cloroférmio e metanol,
tanto em sua forma pura quanto em misturas binarias, organizadas em ordem

crescente de polaridade, compuseram a fase movel.

Na CLAE, as analises foram realizadas com um cromatografo da Shimadzu,
equipado com duas bombas de alta pressdo LC-10ADvp, detector de arranjo de
diodos SPD-M10Avp, forno CTO-10Avp, controlador SCL-10Avp, desgaseificador
DGU-14a e injetor manual, utilizando alcas de amostragem de 20 pL para CLAE
analitica e de 100 pL para CLAE preparativa. As colunas cromatogréaficas
empregadas foram da marca GIST C18, com particulas de 5,0 um e dimensodes de
250 x 4,6 mm para analise analitica e 250 x 21,2 mm para preparativa. Para o
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preparo das amostras, foi utilizado um banho de ultrassom (Unique-USC-1600) e
filtros de seringa em PVDF, com poros de 0,45 pm e 30 mm de diametro (Allcrom).
A caracterizacdo do perfil cromatogréafico foi conduzida utilizando metanol grau
HPLC (LiChrosolv®, Brasil), acido formico e agua ultrapura obtida através de um
sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore®). O software LabSolutions® (Shimadzu,
Japao) foi empregado para o controle do equipamento, bem como para a aquisicéo

e analise dos dados.

4.1.2 Métodos Espectroscopicos

4.1.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e 3C, uni e bidimensionais foram obtidos em
espectrometros da BRUKER (operando a 500 MHz para RMN 'H e a 100 MHz para
RMN %2C), no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Andlise da UFPB
(LMCA-UFPB). As amostras foram preparadas por dissolu¢do em DMSO-de.

Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm)
e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades da RMN H foram
indicadas segundo a convencéao: s (sinpleto), sl (sinpleto largo), d (dupleto), dd
(duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), dddd (duplo duplo duplo dupleto), t
(tripleto), tl (tripleto largo), q (quadrupleto) e m (multipleto). Os deslocamentos de
RMN de 'H e 13C foram ajustados de acordo com o sinal residual do solvente néo
deuterado em 2,49 ppm (RMN de H) e 39,5 ppm (RMN de *3C).

Os espectros de RMN de ¥C foram obtidos por meio da técnica de
Broadband decoupling (BB) e DEPT-135, nesse ultimo os sinais em fase oposta
foram atribuidos aos carbonos metilénicos (CH2), enquanto os sinais em fase
normal foram relacionados aos carbonos metinicos (CH) e metilicos (CHs). Ja os
espectros de RMN de hidrogénio foram aprimorados por meio de técnicas
bidimensionais como HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation), HMBC

(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) e COSY (Correlation Spectroscopy).
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4.1.3 Métodos Espectrométricos
4.1.3.1 Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massa das substancias foram adquiridos em
espectrometros de alta e baixa resolucdo acoplados a um sistema CLAE
(Shimadzu, Kyoto, Japao) composto por duas bombas LC-20AD, autoamostrador
SIL-20A, detector SPD-M20A e controladora CBM-20A, utilizando ionizagao por
electrospray (ies) nos espectrémetros AmazZon X ou MicrOTOF Il (Bruker Daltonics,
EUA) para analises de IES-MSn e IES-EMAR, respectivamente. Esta abordagem
de CLAE-IES-EM/EM permite: (i) deteccdo sensivel de ions fragmentados via
dissociacao induzida por colisdo (CID), (ii) elucidacédo estrutural baseada em
padrbes caracteristicos de fragmentacdo, e (iii) identificacdo confiavel de
metabdlitos vegetais mediante comparagdo com bancos de dados especializados
(Geng et al., 2014).

4.2 Coleta e identificacdo do material vegetal

Os materiais vegetais de M. macrocalyx foram coletados em 15 de janeiro
de 2019 na Fazenda Esperanca, localizada no municipio de Boa Vista do Tupim,
BA. A espécie foi identificada pelo Prof. Dr. Domingos Benicio Oliveira Silva
Cardoso, do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da Universidade
Federal da Bahia (UFBA). Uma exsicata do material vegetal coletado foi produzida
e registrada com o cédigo ALCB 138826, sendo depositada no Herbario Alexandre
Leal Costa (ALCB) da UFBA. A atividade envolvendo essa espécie vegetal foi

registrada no Sisgen com o nimero AA54545.

4.3 Processamento do material vegetal de Metternichia macrocalyx

O material vegetal foi seco em estufa com circulacdo de ar a uma
temperatura de 40 °C durante 72 horas. ApOs a secagem, o0 material desidratado
foi triturado em um moinho mecéanico para a obtencdo do pé seco das diferentes
partes da planta, resultando em 4,38 kg de raizes, 1,88 kg de caules, 1,0 kg de

folhas e 1,10 kg de galhos.
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4.4 Obtencao do extrato etandlico bruto (EEB) das folhas de Metternichia
macrocalyx

O material vegetal seco e triturado das folhas foi submetido a maceragéo
com EtOH a 95%, em um recipiente de aco inoxidavel denominado percolador.
Foram feitos processos de extracdo num intervalo de 72 horas entre eles, e, ap0s
a coleta do primeiro extrato outras bateladas foram realizadas, totalizando 3
extracdes. A solucdo etandlica obtida foi filtrada, fazendo-se, em seguida, a
evaporacao do solvente com o auxilio de um rotaevaporador a uma temperatura
média de 40 °C. Apés esse processo de evaporacdo do solvente, obteve-se o
extrato etandlico bruto (EEB), que pesou 120,0 g e um rendimento extrativo de 15%
(Figura 8).

4.4.1 Particionamento do extrato etandlico bruto (EEB) das folhas de

Metternichia macrocalyx

Uma aliquota de 115,0 g do EEB foi suspensa em 300 mL de uma solucao
EtOH: H20 7:3 (v/v) e homogeneizado sob agitacdo mecénica. A solugéo
hidroetandlica foi submetida a uma particdo liquido-liquido, em ampola de
separacao, utilizando os respectivos solventes em gradiente crescente de
polaridade: hexano, cloroférmio e acetato de etila.

As fases obtidas em estado liquido foram concentradas em evaporador
rotativo, a uma temperatura de 40 °C. O liquido residual foi eliminado em
dessecador para pesagem, obtendo-se 14,0 g da fase hexanica (FHX), 7,9 g de
fase cloroférmica (FCIl), 2,4 g da fase acetatoetilica (FAE) e 85,0 g fase
hidroetandlica (FHE) (Figura 8).
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Figura 8 - Obtencéo e particionamento do extrato etandlico bruto das folhas de Metternichia
macrocalyx

Folhas de Mertternichia macrocalyx

-Secas em estufa com ar circulante
- Trituracdo em moinho mecanico

Material vegetal seco e triturado (1 kg)

- Maceracdo com EtOH a 95% 4x
- Concentracdo em rotaevaporador

Extrato etanodlico bruto (120 g)

-Uma aliquotade 115 g
1 - Dissolucao em EtOH: H,0 (7:3 v/v)
- Agitacdo mecanica por 60 min
Solucao hidroetanolica

- Particdo: hexano, cloroférmio e acetato de etila
- Concentracao em rotaevaporador

! } }

Fase hexanica (14,0 g) Fase cloroférmica (7,9 g) Fase acetatoetilica (2,4 g)

Fonte: Elaboragéo propria, 2025.

4.5 Fracionamento cromatogréafico da fase acetato de etila das folhas de
Metternichia macrocalyx
Inicialmente, foi realizado uma CCDA para observar o perfil cromatografico
da fase acetatoetilica em silica gel e determinar um método de eluicdo para
cromatografia em coluna (Figura 9). Em seguida, uma aliquota de 2,0 g da fase
acetatoetilica foi submetida a cromatografia de coluna, utilizando silica gel com
particulas de 60-200 um como fase estacionaria e hexano, acetato de etila e

metanol, puros ou em misturas binarias, como fase movel, em ordem crescente de
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polaridade. Esse procedimento resultou na obtencéo de 17 fracdes, codificadas de
A0l a Al7, as quais foram coletadas em frascos Erlenmeyer e concentradas em
um rotaevaporador (Tabela 1). A quantidade de massa das fracdes foi estimada em

balanca analitica.

As fracdes A01 a A017, foram analisadas por CLAE em escala analitica com
0 objetivo de avaliar sua adequabilidade ao isolamento e purificacdo em CLAE
preparativa. Para a preparacao da amostra, pesou-se 1,0 mg das fracdes em tubo
de eppendorf, em seguida, foram adicionados 1 mL de MeOH, o contetdo do
eppendorf foi filtrado em um filtro PVDF com porosidade de 0,2 um e transferida
para um vial de 1,5 mL. Apds a preparacédo da amostra, a mesma foi injetada no
equipamento de CLAE-DAD analitico. Sendo a fase movel composta por MeOH:
H20 acidificada (Ac. Formico/H20 0,1 % v/v) com fluxo da fase mével de 0,6 mL/min
e um volume de injecdo de 20 pL. O método exploratdrio operou em modo gradiente
utilizando MeOH:H20 acidificada (Ac. Férmico/H20 0,1 % v/v) variando a
concentracdo de MeOH na proporgéo de 5 a 100% em um tempo de 60 min. Apos
a andlise, o perfil cromatografico da fragcdo A13 foi considerado promissor para fins
de isolamento, pois apresentou picos bem definidos, com boa resolucdo e
separacao entre os compostos. Com base nesses resultados, foi desenvolvido um
método de separacdo em CLAE-DAD analitico, o qual foi posteriormente transposto

para escala preparativa para o isolamento e purificacdo dos compostos (Figura 10).

Para a preparacdo da amostra para CLAE-DAD preparativa, foi adicionado
1,6 ml de MeOH a uma aliquota 315,0 mg da Fracdo Al13. Apesar do aspecto
limpido da solucao resultante, o material ainda foi centrifugado para remocédo de
quaisquer outras particulas interferentes. O volume de injecdo dessa solucao foi de
100 pL, sob fluxo da fase mével de 8 mL/min e foram realizadas 16 injecdes. A
separacdo cromatografica foi realizada utilizando um sistema de solventes
composto por: solvente A = acido formico/H20 0,1% (v/v) e solvente B= MeOH; o
processo ocorreu em modo gradiente, variando de 40% de solvente B para 60%
em um periodo de 60 minutos. Ao final, foram coletadas 12 fra¢des visualizando
um comprimento de onda de 254 nm. Posteriormente, as fragcdes foram
concentradas em evaporador rotativo e submetidas a analises de RMN H, 13C 1D

e 2D para caracterizagao estrutural. A Fragédo 12 (9,0 mg) foi codificada como MMA-



37
2 (Figura 11).

Figura 9 - Perfil cromatografico desenvolvido por CCDA da Fase Acetatoetilica (1, 2) e da Fase

Cloroférmica (3, 4).

Hex:AcOEt 1:1 AcOEt:Hex 6:4 AcOEt:Hex 8:2

Fonte: Elaboragéo propria, 2025.
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Tabela 1 — Fracionamento cromatografico da fase acetatoetilica do extrato etanélico bruto das

folhas de Metternichia macrocalyx

Fragoes Solvente |
1-3 Hexano:AcOEt (75:25)
4 Hexano:AcOEt (1:1)
5-6 AcOEt:Hexano (6:4)
7 AcOEt:Hexano (7:3)
8 AcOEt:Hexano (8:2)
9 AcOEt:Hexano (9:1)
10 AcOEt 100%

1 AcOEt:MeOH (9:1)
12 AcOEt:MeOH (8:2)
13 AcOEt:MeOH (7:3)
14 AcOEt:MeOH (6:4)
15 AcOEt:MeOH (1:1)
16-17 MeOH 100%

Fonte: Elaboracao prépria, 2025.

Figura 10 - Cromatograma da FR_A13 em CLAE-DAD.
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Fonte: Elaboracao prépria, 2025.
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Figura 11 - Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila das folhas de Metternichia
macrocalyx

Fase acetatoetilica(2,0 g)

- CCDA
- CCsilica gel
- Hex, AcOEt, MeQH

A01aA17

v

A13 (315 mg)

- CLAE preparativo
- Coluna C-18
- MeOH; Ac. FérmicofH,0 0,1% (viv);

! }

A13.1 A13.2 A13.3 A13.4 A13.5 A13.6 A13.7 A13.8 A13.9 A13.10 A13.11 A13.12
(11,4 min) (16,8 min) (27,8 min) (31,7 min) (35,2 min) (38,8 min) (40,9 min) (44,0 min) (49,4 min) (51,6 min) (54,6 min) (55,5 min)

- RMN de 'H e 13C (500/100 MHz, DMSO-dg)

MMA-2 (9,0 mg)

Fonte: Elaboragédo propria, 2025.

4.6 Caracterizacdo de compostos anotados por CLAE-IES-EM/EM na Fracgéo
MPF_A13

Uma aliquota de 1,0 mg da fracdo MPF_A13 foi analisada por CLAE-IES-
EM/EM. Experimentos de CLAE foram realizados utilizando uma coluna C18
(Kromasil-250 mm x 4.6 mm x 5 pum), com volume de injecdo 15 pL. A fase movel
consistiu em acido formico/H20 0,1% (v/v) (Solvente A) e Metanol (Solvente B).
Gradiente exploratério linear (5-100%) foi realizado para eluicdo em 60 min, com
um fluxo de 0,6 mL/min. Os parametros das analises para espectrometros de
massas foram as seguintes: voltagem do capilar: 4,0 kV, IES em modo negativo,
end plate offset: 500 V, nebulizador 4,0 bar, gas de secagem (N2) com fluxo de 8
ml/min e temperatura de 200°C. Fragmentacdo CID (dissociacédo induzida por

colisdo), no AmaZon X foi efetuada em auto EM/EM, utilizando Enhanced resolution
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para os modos EM e EM/EM. Os espectros (m/z 50-1000) foram registrados a cada
2 segundos. Os dados obtidos foram interpretados com o auxilio da revisédo da

literatura, plataformas do SciFinder e Massbank.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacado estrutural de MMA-2

A substancia codificada como MMA-2, foi isolada como um pd amorfo
amarelo. Sua formula molecular foi estabelecida como C2sH28014 estabelecida por
IES-EMAR (-) com m/z 563,1419 [M-H]" (calculado para C2sH27014, 563,1406, A= -
2,3 ppm). Consequentemente, foi indicado um indice de deficiéncia de hidrogénio

(IDH) igual a treze (Figura 12).

Figura 12 - Espectro de IES-EMAR de MMA-2 ([M-H]-, modo de ionizag&o negativo).

Intens.
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Fonte: Elaboragéo propria, 2025.

Posto isso, o espectro de RMN !H, obtido em DMSO-ds a 500 MHz,
apresentou sinais na regiao de protons aromaticos em én 7,75 (2H, d, J = 8,7 Hz,
H-2', 6"); 6,91 (2H, d, J = 8,7 Hz, H-3', 5", 6,39 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8), e em &H
6,19 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-6), sugerindo a presenca de um anel aromatico 1,4-
dissubstituido e um anel aromatico tetrassubstituido (Figura 14 e Tabela 2). Além
disso, foram observados sinais de hidrogénios anoméricos em 615,36 (1H, d, J =
1,4 Hz, H-1") e 4,17 (1H, d, J= 7,6 Hz, H-1"), sugerindo a presenca de duas

unidades de agucares (Figuras 14-16 e Tabela 2).

O espectro de RMN de 3C-BB (Figura 17 e Tabela 2) possibilitou a
identificacdo de 24 sinais de carbono, atribuidos a 9 carbonos ndo hidrogenados,

15 metinicos, 1 metilénico e 1 metilico. Dessa forma, foram observados sinais

T T T
585 msiz
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caracteristicos de carbonos néao hidrogenados do esqueleto do tipo flavonol em &c¢
157,0 (C-2) e 134,3 (C-3) (Urményi et al., 2016). Os sinais em dc 161,4 (C-5); 98,9
(C-6), 164,7 (C-7), 93,9 (C-8), 156,6 (C-9) e 103,9 (C-10) corroboram o anel A de
um flavonol hidroxilado nas posicdes C-5 e C-7, biossinteticamente mais
favorecida, enquanto os sinais em 6c 120,3 (C-1'); 130,6 (C-2',6"); 115,5 (C-3',5"),
160,3 (C-4'), reforcam a proposta do anel B com um sistema do tipo AA'BB' de
substituicdo de um flavondide hidroxilado na posicdo C-4'. Ademais, um sinal em
Oc 177,7 (C-4) foi atribuido a um grupamento carbonila. Analisando o espectro de
RMN de *3C-DEPT135 (Figura 18), foram registrados mais onze sinais de carbonos
hidrogenados, os quais em concordancia com os sinais indicativos de carbonos
anoméricos em 6c 100,8 (C-1") e 106,4 (C-1") confirmaram a presenca de uma
hexose e uma pentose conectada ao nucleo da flavona. Os sinais de metila em &c
17,4 (C-6') e de metileno em o6c 65,8 (C-5") sugeriram que os acgucares

corresponderiam a uma ramnose e uma xilose.

No espectro de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 19), foram
observadas correlagbes entre os sinais em 6n 5,36/6¢ 100,8 (H-1"/C-1") e em &n
4,17/5c 106,4 (H-1"/C-1"), os quais confirmaram a atribuicdo para hidrogénios e
carbonos anoméricos (Tabela 2). Outrossim, o espectro de correlacédo
heteronuclear HMBC (Figura 20), possibilitou a observacdo de correlacdes do
dupleto em én 5,36 (H-1") com os sinais de carbonos metinicos da ramnose em &c
80,6 (C-2") e 70,4 (C-3"), além de outra correlagdo com o carbono nao hidrogenado
da aglicona em 6c 134,3 (C-3), confirmando a conexdo da ramnose na posi¢céao C-
3. As correlagcbes mutuas do dupleto em 61 4,17 (H-1") com sinal de carbono
metinico em &¢ 80,6 (C-2") e com o sinal de carbono metilénico em &¢c 65,8 (C-5")

confirmaram a conexao da xilose e ramnose por meio dos carbonos C-1" e C-2".

Além disso, no espectro de correlacdo homonuclear COSY (Figura 21) foram
observadas correla¢des do H-3" (61 3,42-3,39) com os H-2" (&1 4,00), H-4" (6w 3,12-
3,05) e com H-6" (oH 0,86), e do H-2" (6H 2,97-2,90) com os H-1" (on 4,17) e H-3"
(6n 3,12-3,05), por meio das quais, em conjunto com os dados de HSQC, foram

confirmadas as atribuicdes aos agucares ramnose e xilose (Tabela 2).

Por fim, apds andlise de todos os dados de RMN de 'H e 13C e dados de
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correlagcao heteronuclear HSQC e HMBC obtido em DMSO-ds a 500 MHz e 100
MHz, do espectro de correlagdo homonuclear COSY obtido em DMSO-ds a 500
MHz, IES-EMAR, e da comparacdo com dados da literatura, foi possivel identificar
a substancia (MMA-2) como Canferol-3-O-B-xilopiranosil-(1—2)-a-

ramnopiranosideo (Figura 13).

Figura 13 — Estrutura quimica do Canferol-3-O- g-xilopiranosil-(1—2)-a-ramnopiranosideo.

OH

Fonte: Elaboragéo propria, 2025.



Tabela 2 - Analise comparativa de dados de RMN de 'H e 13C entre MMA-
2 e a Canferol-3-O- p -xilopiranosil-(1—2)-a-ramnopiranosideo (Soicke;
Gorler; Waring, 1990).

MM-22 Literatura®
posicdo  ou(J em Hz) Oc, tipo OoH(J em Hz) Oc, tipo
2 157,0,C 156,7,C
3 134,3,C 134,03, C
4 177,7,C 177,3,C
5 161,3,C 161,2,C
6 6,19, d (2,1) 98,9, CH 6,10, d (2,0) 99,4, CH
7 164,7,C 164,2, C
8 6,39, d (2,1) 93,9, CH 6,25, d (2,0) 94,1, CH
9 156,6, C 156,7,
10 103,9, C 103,9
1 120,3,C 120,4,
2' 7,75, d (8,7) 130,6,CH  7,73,d (8,8) 130,4, CH
3 6,91, d (8,7) 115,5,CH 6,91, d (8,8) 115,4, CH
4 160,3,C 160,1, C
5' 6,91, d (8,7) 115,5, CH 6,91, d (8,8) 115,4, CH
6' 7,75, d (8,7) 130,6, CH 7,73,d (8,8) 130,4, CH
Ramnose
1" 5,36, d (1,4) 100,8,CH  5,37,d (1,3) 100,7, CH
2" 4,00, dd (1,5; 1,6) 80,6, CH 4,01, br.s 80,6, CH
3" 3,42-3,39, m 70,4, CH 70,3, CH
4" 3,12-3,05, m 71,7, CH 71,7, CH
5" 3,23,3,18, m 69,4, CH 69,3, CH
6" 0,86, d (6,2) 17,4, CH3 0,84, d (6,1) 17,4, CH3
Xilose
™ 4,17, d (7,6) 106,4,CH 4,19, d (7,4) 106,4, CH
2" 2,97-2,90, m 73,8, CH 73,7, CH
3" 3,12-3,05, m 76,3, CH 76,2, CH
4™ 3,52, m 70,3. CH 70,3, CH
5" 3,51, m; 2,92, m 65,8, CH2 65,8, CHz

aDados de RMN 'H obtidos em 500 MHz; dados de RMN de 13C adquiridos em DMSO-ds em
100 MHz.

bDados de RMN 'H obtidos em 300 MHz; dados de RMN de 3C adquiridos em DMSO-ds em
75 MHz.

Fonte: Elaboracao prépria, 2025.
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Figura 14 - Espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO-ds) do composto MMA-2.
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Figura 15 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) do composto MMA-2 (expans
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ao na regiao

Figura 16 - Espectro de RMN de H (500 MHz, DMSO-ds) do composto MMA-2 ( expans
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Figura 17 - Espectro de RMN de 13C-BB de MMA-2 (100 MHz, DMSO-ds).
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Figura 18 - Espectro de RMN de 13C-DEPT135 de MMA-2 (100 MHz, DMSO-ds).
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Figura 19 - Espectro de correlagdo H e 3C HSQC (500 MHz e 100 MHz, DMSO-ds) do
composto MMA-2,
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Figura 20 - Espectro de correlagéo 'H e *C HMBC (500 MHz e 100 MHz, DMSO-ds) do
composto MMA-2,
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Figura 21 - Espectro de COSY (500 MHz, DMSO-ds) do composto MMA-2.
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5.2 Caracterizacdo dos anotados presentes na Fracdo MPF_A13 por CLAE-
IES-EM/EM
A fracdo MPF_A13 foi analisada por CLAE-IES-EM/EM, revelando um perfil
com alta abundancia de flavonoides, sendo que a maioria das estruturas
identificadas é composta por flavonéis, como canferol e quercetina. A fragmentacao
por CID sob IES-EM/EM negativo provoca a clivagem glicosidica dos flavonoides,
mantendo a carga na extremidade redutora, que corresponde a aglicona. Como
resultado, no espectro EM/EM, os ions filhos fornecem informacdes tanto sobre os
residuos de acucar quanto sobre a aglicona dos flavonoides fragmentados. Com
base nessa andlise, 13 flavonoides glicosilados presentes na fragdo MPF_A13,
proveniente das folhas de M. macrocalyx, foram tentativamente anotados por
espectrometria de massas (Tabela 3) e estdo apresentados no cromatograma de

pico de base (Figura 22).

Figura 22 —Cromatograma de Pico base de CLAE-IES-EM da fragdo MPF_A13 de M. Macrocalyx
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Fonte: Elaboracao prépria, 2025.

Dessa forma, entre os compostos caracterizados, destaca-se a substancia
MMA-2, previamente identificada, correspondente ao pico 13. No experimento de
EM/EM, apresentou um ion precursor [M-H]- com m/z 563,1426 (C26H28014, A = -
3,5 ppm), sendo observados ions fragmentos em m/z 431 [M-H-CsHsO4]", 413 [M-
H- CsHsO4-H20], as perdas de 132 Da e 146 Da e a perda 279 Da (133 + 136 Da)
corroboram a presenca de um residuo de pentose e desoxihexose ligados na

mesma por¢cao da aglicona. A aglicona do tipo canferol foi caracterizada pela
presenca dos fragmentos caracteristicos em m/z 284 [M-H-CsHgO4-CeH1104], 255

[M-H-CsHgO4-CsH1004-CH20] e 179, em consonancia com todos os dados de RMN
discutidos na sec¢ao anterior (Figura 23).
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Figura 23 — Proposta de fragmentacéo do composto MMA-2.
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Fonte: Elaboragéo propria, 2025.

O pico 8 (Tr = 38.2 min), majoritario da fracdo, apresentou um [M-H] em
579,1369 m/z. Seu espectro de EM/EM, foram observados fragmentos em 475 [M-
H-C4HsO3],447 [M-H-CsHgO4], 429 [M-H-CsH1005], 411 [M-H-CsH1005-H20] € um
fragmento predominante em 300 [M-H- CsHsO4-CeH1104]". As perdas neutras de
132 Da e 146 Da e a perda de 279 Da (133 + 146 Da) sugerem a presenca de um
residuo de pentose e desoOxihexose ligadas na mesma porcdo da aglicona. A
aglicona quercetina foi corroborada pela presenca dos fragmentos caracteristicos
(271 m/z, 255 e 179). Sua férmula molecular foi definida como C2sH28015 por IES-
EMAR com m/z 579,1369 [M-H] (calculado para C26H2701s5, A = -2,3 ppm). Diante
do exposto, o composto 8 foi anotado como quercetina-3-O-xilopiranosil-(1-2)-a-

ramnosideo (Figura 24).
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Figura 24 — Proposta de fragmentacédo do composto 8.
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De modo geral, os derivados biossintéticos da quercetina apresentaram
fragmentos caracteristicos em 301 ou 300 m/z, além dos fragmentos em 271 m/z,
255 m/z e 179 m/z, enquanto os derivados do canferol foram diferenciados pela
presenca dos ions fragmentos 285 ou 284 m/z, além dos possiveis fragmentos em
255 e 179 m/z. Ademais, as perdas neutras de hexose (-162/180 Da), 6-
desb6xihexose (-146/164 Da) e pentose (-132/150 Da) foram utilizadas para
entender o padrdo de glicosilacao dos flavonoides. As perdas neutras de agua (18
Da) e CO (28 Da) corroboraram as estruturas propostas. Em consonancia com esse
padrdo de fragmentacdo, similar ao observado para substéncia 13 isolada,
purificada e identificada, os picos 2,7,10,11,12 foram anotados como derivados do
canferol, enquanto os picos 1,3,4,5,6,8 e 9 como derivados da quercetina
semelhante a proposta de fragmentacdo do composto 8 (Tabela 3).
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5.2.1 Derivados da quercetina

A analise do pico 1 (Tr = 33,3 min) revelou um ion molecular [M-H]-em m/z
595,1327 (C26H28016, A = -3,7 ppm), com padréo de fragmentagcdo caracterizado
por perdas sequenciais tipicas. Observou-se m/z 463 [M-H-CsHsO4] indicando a
eliminacdo de um residuo de pentose (132 Da) e em m/z 433 [M-H-CeH100s]

correspondente a perda de um residuo e hexose (162 Da), e finalmente m/z 300
[M-H-CsHs04-CsH1105]". Com base nesses dados, o composto foi anotado como

quercetina-pentosideo-hexosideo (Apel et al., 2021).

O pico 3 (Tr = 36,1 min), por sua vez, exibiu um ion molecular [M-H] em m/z
463,0903 (C21H20012, A = -4,3 ppm), apresentando em m/z 343 [M- H-C4HsO4] e
m/z 301 [M-H-CsH100s]". A perda neutra de um residuo de hexose (162 Da) permitiu

anotar o composto como quercetina-hexosideo (Apel et al., 2021).

O pico 4 (Tr= 35,3 min) apresentou um ion molecular [M-H] em m/z 565,1218
(C2sH26015, A = -3,3 ppm), com fragmentacgéo caracteristica em m/z 519 [M-H-H20-
COJ, m/z 475 [M-H-C3HsO3], m/z 433 [M-H-CsHgO4] € 415 [M-H-CsH100s] (perda
de pentose) e m/z 300 [M-H-CsH100s. CsH110s] (aglicona quercetina apos perda
neutra de dois residuos de pentose). Esses dados permitiram anotar o composto
como quercetina-pentosil-pentosideo, um derivado glicosilado contendo duas

pentoses ligadas ao ndcleo da quercetina.

O pico 5 (Tr= 36,5 min) revelou um ion [M-H] em m/z 609,1470 (C27H3001s,
A =-1,5 ppm). A fragmentacéo indicou perda de um residuo de desoxihexose (146
Da), com sinal em m/z 463 [M-H-CeH1004], além de m/z 343 [M-H-CeH1004-
C4HsO4] e 300 [M-H-CsH1004-CsH110s], representando a aglicona quercetina apos
perda neutra de um residuo de hexose, anotando o composto como quercetina-

desoxihexosil-hexosideo (Lescano et al., 2024).

Outro ion molecular foi observado no pico 6 (Tr = 37,0 min, C27H30016, A = -
0,3 ppm), em m/z 609,1459 com fragmentacdo distinta. Foram identificados
fragmentos em m/z 505 [M-H-C4HsOs3]", 463 [M-H-CsH1004]"; (eliminacao de residuo
de desoxihexose, 146 Da), m/z 447 [M-H-CeéH100s]" e 429 [M-H- CsH1005-H20]
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(perda neutra de um residuo de hexose, seguida de uma perda de H20, 162+18
Da), m/z 300 [M-H-CsH1004-CsH1105]~ (aglicona quercetina) e 271 [M-H-CsH100s-
CesH1004-CH20]. Com isso, o composto foi caracterizado como quercetina-

desoxihexosideo-hexosideo (Lescano et al., 2024).

O pico 9 (Tr= 38,5 min) mostrou um ion molecular [M-H] em m/z 447,0954
(C21H20011, A = -4,7 ppm), com fragmento em m/z 301 [M-H-CsH1004]" resultante
da eliminacdo de um residuo de desoxihexose (146 Da). Esses dados permitiram
anotar 0 composto como quercetina-desoxihexosideo, um flavonoide

monoglicosilado (Li et al., 2011).

5.2.2 Derivados do canferol

Entre os derivados de canferol, o pico 2 (Tr = 34,8 min) apresentou ion
molecular [M-H]- em m/z 725,1949 (Cs2H38019, A = -2,0 ppm). A fragmentacgdo
resultou em m/z 593 [M- H-CsHsO4] (perda neutra de um residuo de pentose, 132
Da), 327 [M-H-CsHsOa4-CeH1004-C4HsO4] sugerindo a perda neutra de um residuo
de pentose, desoxihexose e hexose (132+146+120 Da) e 285 [M-H-CsHgOa-
CeH1004-CeH1005], esses dados permitiram anotar o composto como canferol-

desoxihexosideo-pentosil-hexosideo (Apel et al., 2021).

O pico 7 (Tr= 37,9 min) apontou um [M-H]- em m/z 549,1261 (C25H26014, A =
-2,1 ppm), com fragmentacdo em 503 [M-H-CO-H20], 417 [M-H-CsHsO4]
(eliminac&o de um residuo de pentose, 132 Da), 327 [M-H-CsHsO4-C3HsO3]" e 284
[M-H-CsHs04-CsHeO4] indicando a perda neutra de um residuo de pentose e uma
fissdo homolitica para eliminacdo de um segundo residuo de pentose, assim o

composto foi anotado como canferol-dipentosideo.

O pico 10 (Tr = 39,0 min) revelou [M-H] ~ em m/z 593,1535 (C27H30015, A = -
4,0 ppm), com fragmentacao em m/z 285 [M-H-CsH1004-CeH1005]" correspondente
a aglicona canferol apos a eliminacdo de um residuo de deséxihexose (146 Da) e
um de hexose (162 Da). Com base nas perdas sequenciais, 0 composto foi anotado

como canferol-desoxihexosil-hexosideo (Soria-Lopez et al., 2025).

Por fim, os picos 11 e 12 apresentaram ions moleculares [M-H]” em m/z
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593,1526 e m/z 593,1522 (C27H30015 A = -2,4 e -1,7 ppm, respectivamente),
demonstrando padrfes de fragmentacdo semelhantes com perdas caracteristicas
em m/z 431 [M-H-CesH1005]™ (162 Da), 413 [M-H-CsH1005-H20]", 339 [M-H-CsH1004-
C3HeO3-H20]" e 285 [M-H- CeH1005-CeH1004]" (aglicona canferol). Estas
fragmentacdes sequenciais indicam a presenca de derivados glicosilados de
canferol contendo uma hexose e uma desoxihexose. Com base nas diferencas nos
tempos de retencdo e nos perfis de fragmentacdo, os compostos foram anotados
como isdbmeros, o pico 11 foi anotado como canferol-desoxihexosil-hexosideo
isdbmero | e o pico 12 como canferol-desoxihexosil-hexosideo isémero |l (Soria-
Lopez et al., 2025).



Tabela 3 - Caracterizacao de anotados por CLAE-IES-EM/EM da Fracdo MPF-A13 de M. Macrocalyx
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Formula

Erro

Pico n° | Tr (min) m/z EM? Molecular | (ppm) Anotacéo Referéncias
1 33.3 595,1327 [M-HJ- | 463, 433, 373, 343, 300 C26H28016 | -3.7 Quercetina-pentosideo-hexosideo Apel et al., 2021
2 34.8 725,1949 [M-H]- | 593, 327, 285, 255 C32H38019 | -2.0 Canferol-desoxihexosideo-pentosil-hexosideo
3 36.1 463,0903 [M-H] | 343, 301 C21H20012 | -4.3 Quercetina-hexosideo Apel et al., 2021
4 35.3 565,1218 [M-H] | 519, 475, 433, 415, 300 C2s5H26015 | -3.3 Quercetina-pentosil-pentosideo
5 36.5 609,1470 [M-H]- | 463, 343, 301, 255 C27H30016 | -1.5 Quercetina-desoxihexosil-hexosideo Lescano et al., 2024
6 37.0 609,1459 [M-H] | 505, 447, 300 C27H30016 | -0.3 Quercetina-desoxihexosideo-hexosideo Lescano et al., 2024
7 37.9 549,1261 [M-HJ- | 503, 417, 327, 284, 255 C25H26014 | -2.1 Canferol-dipentosideo
8 38.2 579,1369 [M-H] | 475, 447, 429, 411, 355, 300 | C26H28015 |-2.3 Quercetina-3-O-xilopiranosil-(1-2)-a-ramnosideo | Urményi et al., 2016
9 38.5 447,0954 [M-H] | 301 C21H20011 |-4.7 Quercetina-desoxihexosideo Lietal, 2011
10 39.0 593,1535 [M-H]- | 285 C27H30015 | -4.0 Canferol-desoxihexosil-hexosideo gggg "Lopez et al,
11 40.3 593,1526 [M-HJ- | 431, 413, 339, 285 C27H30015 |-2.4 Canferol-desoxihexosil-hexosideo isdmero | ?g;iSa-Lopez et al,
12 (409  [593,1522 [M-HJ | 431, 413, 339, 285 Ca7H30015 | -1.7 Canferol-desoxihexosil-hexosideo isdmero Il g(c));i?-Lopez et al,
13 41.0 563,1426 [M-H] | 431, 413, 284, 255, 179 C26H28014 | -3.5 Canferol-3-O-xilopiranosil-(1-2)-a-ramnosideo Urményi et al., 2016

Fonte: Elaboracao prépria, 2025.
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6. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos neste estudo fitoquimico do extrato etandlico bruto
(EEB) das folhas de M. macrocalyx, foi possivel isolar uma substancia por meio de
métodos cromatograficos classicos e modernos. A identificagdo da substancia
MMA-2 foi confirmada por técnicas de ressonancia magnética nuclear de 'H e 13C,
incluindo anélises bidimensionais, e espectrometria de massas, sendo o0s
resultados comparados com dados da literatura. A substancia identificada, o
flavonoide glicosilado Canferol-3-O-D-xilopiranosil-(1-2)-a-L-ramnosideo,

representa o primeiro relato de sua ocorréncia tanto na espécie quanto no género.

Como parte desta investigacao, desenvolveu-se uma metodologia analitica
por CLAE-IES-EM/EM para caracterizagao dos flavonoides glicosilados presentes
na fracdo MPF_A13 da fase acetato de folhas de M. macrocalyx. Através de
analises por espectrometria de massas em tandem (EM/EM) complementadas por
estudos de fragmentacdo via dissociacdo induzida por colisdo (CID), foi possivel
identificar ou propor estruturas tentativas para 13 flavonoides glicosilados, sendo 7

derivados de quercetina e 6 derivados de canferol.

Em consonancia com 0s objetivos propostos, este estudo representa um
avanco significativo no conhecimento fitoquimico do género Metternichia e da
espécie M. macrocalyx, constituindo o primeiro relato cientifico da identificacédo e
caracterizacdo de flavonoides glicosilados nesta espécie. Além disso, a pesquisa
contribui para o enriquecimento do conhecimento quimico de espécimes vegetais
do Nordeste brasileiro, com énfase no bioma Caatinga, uma area ainda pouco

explorada do ponto de vista fitoquimico.
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