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RESUMO

Os estudos fitoquimicos contribuem para o desenvolvimento de novos medicamentos,
compreensao de perfil metabdlico e quimiotaxonomia. Entre as familias de plantas de
maior interesse fitoquimico destaca-se a familia Solanaceae, conhecida pela alta
capacidade biossintética de alcaloides, além de outros metabdlitos secundarios como
saponinas, lignanamidas e flavonoides. O género Metternichia J.C.Mikan é um dos
géneros taxonomicamente complexos e quimicamente pouco estudados da familia
Solanaceae. O taxon apresenta-se formado pelas espécies M. macrocalyx da
Caatinga e M. princeps da Mata atlantica, habitando ambientes ecolégicos e floristicos
contrastantes. Para tanto, esse trabalho teve como objetivo estabelecer o perfil
guimico do género Metternichia e avaliar a atividade anti-inflamatéria de lignanamidas
isoladas de Metternichia macrocalyx. Nesse trabalho, o extrato seco e pulverizado das
raizes de M. macrocalyx foi submetido & maceragdo em etanol 95% por 72 h (3 x 72h).
O extrato etandlico bruto (EEB) foi submetido ao particionamento em hexano,
cloroformio e acetato de etila para obtencao das respectivas fases. A fase cloroformica
foi submetida a cromatografia liquida de média pressao (CLMP) e cromatografia de
exclusdo por tamanho. As fracbes resultantes foram submetidas a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica e preparativa. Esse
fracionamento resultou em 5 lignanamidas inéditas, denominadas de
metternichiamidas A-E, além da N* N° N°-Tri-p-cumaroil-espermidina. Nenhum dos
compostos testados reduziram significativamente a viabilidade celular (%) de
macrofagos RAW 264.7, mas todos redurizam os niveis de 6xido nitrico (NO). Nos
ensaios de quantificacdo de citocinas, apenas a metternichiamida B n&o reduziu
significativamente os niveis de interleucina 10 (IL-10). Ademais, as metternichiamidas
A-C e E também reduziram os niveis de IL-18. Esses resultados sugeriram o potencial
anti-inflamatoério desses compostos. Além disso, 0 material vegetal seco e pulverizado
das folhas de M. macrocalyx e M. princeps foram submetidos a maceracédo em etanol
95% (3 x 72h). Os EEBs foram submetidos ao particionamento em hexano, cloroformio
e acetato de etila para obtencéo das respectivas fases. A fase acetatoetilica (2,0 g)
de M. macrocalyx foi fracionada por cromatografia de coluna classica (CC) em silica
gel utilizando hexano, acetato de etila e metanol, seguido de CLAE para isolamento
dos compostos majoritarios quercetina-3-O-xilopiranosil-(1—2)-ramnopiranosideo e
kaempferol-3-O-xilopiranosil-(1—2)-ramnopiranosideo. Posteriormente, foi realizada
analise das fases das folhas por CLAE-IES-EM/EM. Os dados foram analisados em
comparacao com padrdes, dados de EM/EM da literatura, com bibliotecas do GNPS,
Massbank, MassbankEU e Respect através do MS-DIAL, além de rede molecular,
levando a anotacdo de 49 compostos dessas espécies. Por fim, os dados foram
submetidos as analises quimiométricas na obtencdo das principais diferencas e
semelhancas entre esses perfis quimicos. Esse trabalho gerou uma contribuicédo
guimiotaxdmica e farmacologica para 0 género Metternichia, por meio do
estabelecimento do perfil quimico das duas espécies do género e descoberta de
novas lignanamidas com atividade anti-inflamatoria.

Palavras-chave: lignanamidas; perfil metabdlico; atividade anti-inflamatoria.



ABSTRACT

Phytochemical studies contribute to the development of new drugs, understanding of
metabolic profile and chemotaxonomy. Among the plant families of greatest
phytochemical interest is the Solanaceae family, known for its high biosynthetic
capacity for alkaloids, along with other secondary metabolites such as saponins,
lignanamides and flavonoids. The genus Metternichia J.C.Mikan is one of the
taxonomically complex and relatively understudied chemically genera of the
Solanaceae family. The taxon is formed by the species M. macrocalyx from the
Caatinga and M. princeps from the Atlantic Forest, inhabiting contrasting ecological
and floristic environments. Therefore, this study focused to establish the chemical
profile of the genus Metternichia and evaluate the anti-inflammatory activity of
lignanamides isolated from M. macrocalyx. In this work, the dried and pulverized
extract of the roots of M. macrocalyx was subjected to maceration in 95% ethanol for
72 h (3 x 72 h). The crude ethanol extract (CEE) underwent to partitioning in hexane,
chloroform and ethyl acetate to obtain the respective extracts. The chloroform extract
was subjected to medium pressure liquid chromatography (CLMP) and size exclusion
chromatography. The resulting fractions underwent to high performance liquid
chromatography (HPLC) on an analytical and preparative scale to obtain 5 new
lignanamides indicated as metternichiamides A-E, in addition to N,N°N©°-Tri-p-
coumaroyl-spermidine. All compounds tested reduced nitric oxide (NO) levels. In
cytokine quantification assays, only metternichiamide B did not significantly affect IL-
10 levels. Moreover, metternichiamides A-C and E also reduced IL-183 levels. These
results suggested the anti-inflammatory potential of these compounds. Additionally,
the dried and powdered plant material of M. macrocalyx and M. princeps leaves were
subjected to maceration in 95% ethanol for 72 h (3 x 72 h). The CEEs underwent to
partitioning in hexane, chloroform and ethyl acetate to obtain the respective extracts.
An ethyl acetate extract (2.0 g) of M. macrocalyx was fractionated by classical column
chromatography (CC) on silica gel using hexane, ethyl acetate and methanol, followed
by HPLC to isolate the major compounds quercetin-3-O-xylopyranosyl-(1—2)-
rhamnopyranoside and kaempferol-3-O-xylopyranosyl-(1—2)-rhamnopyranoside.
Subsequently, analysis of the extracts of the leaves was performed by HPLC-IES-
MS/MS. The data were analyzed in comparison with standards, MS/MS data from the
literature, with libraries from GNPS, Massbank, MassbankEU and Respect through
MS-DIAL, in addition to molecular networking, leading to the annotation of 49
compounds of these species. Finally, the data were subjected to chemometric
analyses to obtain the main differences and similarities between these chemical
profiles. This work generated a chemotaxomic and pharmacological contribution to the
genus Metternichia, through the establishment of the chemical profile of the two
species of the genus and the discovery of new lignanamides with anti-inflammatory
activity.

Keywords: lignanamides; metabolic profile; anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

As plantas representam uma fonte valiosa e diversificada de compostos
bioativos. Historicamente os vegetais tém sido utilizados em diversas culturas para
producdo de remédios, com varias propriedades medicinais relatadas na medicina
tradicional. Os compostos biologicamente ativos encontrados em plantas sao
provenientes do metabolismo especializado e exibem efeitos terapéuticos como
citotéxico, anti-inflamatério e antioxidante (KUMAR; GAUTAM; SINGH; KUMAR,
2023).

Os produtos naturais oferecem as melhores opcdes para busca de novos
agentes ou modelos ativos (NEWMAN; CRAGG, 2020). Estima-se que cerca de 35%
dos medicamentos se originaram direta ou indiretamente de produtos naturais,
incluindo: plantas (25%), microorganismos (13%) e animais (3%) (CALIXTO, 2019).
Com a descoberta de novos alvos moleculares proteicos, tem ocorrido uma crescente
demanda por maior diversificacdo quimica, um anseio que pode ser correspondido
pela execucao de estudos fitoquimicos, por meio do isolamento e identificacdo de
substancias bioativas inéditas (CHAACHOUAY; ZIDANE, 2024).

Os meétodos utilizados na quimica de produtos naturais para obtencdo e
identificacdo dos metabdlitos especializados, sdo abundantes. As pesquisas antes
realizadas exclusivamente por técnicas classicas de separacdo cromatogréfica,
encontraram na sofisticacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia, incremento de
resolucdo cromatografica e otimizagcdo no isolamento e purificacdo de compostos
conhecidos e inéditos (LATIF; SARKER, 2012).

Para além da necessidade de isolamento, as técnicas hifenadas como
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em
tandem (CLAE-EM/EM), possibilitam a identificacdo de compostos em extratos, fases
e fracdes, aliando eficiéncia de separacdo e alta seletividade da CLAE com
informacdes estruturais, massa exata e seletividade adicional da EM (CHIARADIA,
COLLINS; JARDIM, 2008; LIMA E SILVA; BRITO; AGRA; SILVA et al.,, 2024).
Ademais, o advento de softwares como MS-DIAL para processamento, alinhamento e
deconvolucéo de dados de EM/EM, tém permitido anotacfes otimizadas pelo uso de
bibliotecas e organizacdo de dados em redes moleculares (KATCHBORIAN-NETO;
ALVES; BUENO; DE JESUS NICACIO et al., 2024).
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Embora esses métodos representem avanc¢os nao invalidam a importancia do
isolamento e purificagcdo para a quimica de produtos naturais. A ampla diversidade
quimica e complexidade estrutural dos metabolitos especializados eventualmente
preconizam uma elucidagdo por técnicas como ressonancia magnética nuclear de *H
e 13C para determinacdo estrutural inequivoca, o que faz do isolamento um passo
fundamental para descoberta de substancias inéditas (BRAZ FILHO, 2010).

Entre as familias de plantas de interesse fitoquimico destaca-se a familia
Solanaceae, representada no Brasil por cerca de 35 géneros e 475 espécies
(BEZERRA; PINHEIRO; LUCENA, 2023). Farmacos de medicamentos convencionais
como atropina e escopolamina foram descobertos nessa familia, conhecida pela alta
capacidade biossintética de alcaloides (SAHU; PRADHAN; KUMAR, 2022), além de
outros metabdlitos especializados como saponinas esteroidais, flavonoides,
cumarinas, lignanas, lignanamidas, terpenoides, esteroides e outros compostos
fendlicos (KAUNDA; ZHANG, 2019).

Uma descoberta pioneira na familia Solanaceae foi atribuida as lignanamidas,
gue sdo metabolitos secundarios de origem vegetal, formados pelo acoplamento
oxidativo de amidas fenilpropanoidicas e seus intermediarios. A grossamida
biossintetizada por mondmeros de feruloiltiramina, foi a primeira de muitas
lignanamidas identificadas na familia. Esses compostos exibiram potencial anti-
inflamatorio, antioxidante, anticancerigeno, anti-hiperlipidémicas in vitro, cultura de
células e estudos in vivo, se mostrando promissores como agentes protetores contra
doencas crénicas (LEONARD; ZHANG; YING; FANG, 2020).

Apesar de seu grande potencial para biossintese de compostos bioativos, a
familia Solanaceae exibe géneros taxonomicamente complexos e quimicamente
pouco estudados. Metternichia J.C.Mikan, por exemplo, acumula varias discussdes
taxondmicas e atualmente apresenta-se formado por duas espécies de ambientes
ecologicamente e floristicamente contrastantes: M. macrocalyx e M. princeps;
espécies que demandam respostas oriundas de pesquisas quimicas acerca de seu
perfil metabdlico e potencial farmacolégico de metabdlitos especializados (DE
SOUZA; ANDRADE; RADAESKI; BAUERMANN et al., 2023).

Diante do exposto, fica evidente a importancia de se realizar estudos
fitoquimicos em espécies do género Metternichia J.C.Mikan, vislumbrando o
isolamento, identificacdo de novos compostos bioativos, avaliacdo do potencial

farmacoldégico e comparacdo de perfil quimico para fins quimiotaxondmicos. Para
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tanto, técnicas analiticas classicas e principalmente modernas foram aplicadas para
estabelecer o perfil quimico do género Metternichia, além de isolar e identificar

lignanamidas de M. macrocalyx e avaliar sua atividade anti-inflamatoria.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideragfes sobre a familia Solanaceae A.Juss.

A familia Solanaceae A.Juss. abrange 2950 espécies e 94 géneros distribuidos
em todos os continentes do mundo, exceto na Antartida (Figura 1). No entanto, a maior
biodiversidade € encontrada na América do Sul e Central. Estima-se que no continente
Sul-Americano existam 1680 espécies de Solanaceae, sendo o Brasil e o Chile, os
paises com maiores nimeros de exemplares endémicos. A nivel de territorio brasileiro
a familia Solanaceae compreende 35 géneros e 475 espécies, constando 47% de
espécies endémicas (BEZERRA; PINHEIRO; LUCENA, 2023; MOTTI, 2021).

Figura 1 - Mapa de distribuicdo de espécies de Solanaceae no mundo.
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Fonte: https://www.tropicos.org/name/42000282.

Os membros da familia Solanaceae, sendo anuais, bienais ou perenes, habitam
areas distintas, desde ambientes desérticos até florestas tropicais. Sdo herbaceos e
exibem grande diversidade floristica, caracteristicas fitoquimicas peculiares e
importancia etnobotanica (JAN; IRAM; BASHIR; SHAH et al., 2024).

Ademais, sdo conhecidos como pertecentes a terceira familia de plantas com
maior importancia econdmica, incluindo culturas amplamente cultivadas e
consumidas, como batata (Solanum tuberosum), tomate (Solanum lycopersicum),
berinjela (Solanum melongena) e pimentdo (Capsicum annuum), todas essenciais
para a agricultura global e a nutricdo humana (LIU; SHEN; LI; ZHANG et al., 2025).
Essa importancia econbmica se extende as plantas ornamentais como as petunias e
medicinais como mandragora (Mandragora offinarum), beladona (Atropa belladonna)
e Jimson weed (Datura stramonium) (MORRIS; TAYLOR, 2017).
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As aplicagbes medicinais e até tradicionais (medicina tradicional chinesa,
Ayurveda, Siddha e Unani), podem ser explicadas pela ampla gama diversificada de
metabdlitos secundarios biossintetisados por plantas da familia Solanaceae, como
flavonoides, cumarinas, antraquinonas, compostos fendlicos, lignanas, lignanamidas,
terpendides, witanolideos, glicosideos, amidas, lactonas, fendis simples e
principalmente diversos tipos de alcaléides (AFROZ; AKTER; AHMED; ROUF et al.,
2020; LI; HUANG; CHEN; GAO et al., 2023).

Considerando somente o género Solanum, ja foram identificados cerca de 670
compostos, dentre os quais, 134 sdo saponinas esteroidais, que sao consideradas
marcadores fitoquimicos do género. Os demais compostos tratam-se de 63 alcaléides
esteroidais, 31 outros tipos de alcal6ides, 13 glicosideos pregnanos, 128 terpenos, 72
flavonoides, 31 lignanas, 20 cumarinas, 4 cumarinolignoide e cumestanos, 52 outros
compostos fendlicos, 66 esterodis, 23 acidos graxos e ésteres e 30 outros compostos
(KAUNDA; ZHANG, 2019).

A familia Solanaceae compreende varias espécies complexas com linhagens
taxonomicamente desafiadoras, que exigem esforco especializado para delimitacdes
confiaveis e o desenvolvimento de hipoteses suficientemente fundamentadas em nivel
de espécie. Isso se faz evidente na classificacdo taxonémica dos exemplares do
género Metternichia (SOUZA; ANDRADE; STEHMANN, 2023).

2.2 Consideracfes sobre o género Metternichia J.C.Mikan

O género Metternichia J.C.Mikan teve sua posicao sistematica amplamente
debatida ao longo dos anos, e devido semelhancas morfolégicas com o Género
Sessea Ruiz & Pav. foi classficado inicialmente como pertencente a Tribo
Metternichieae Miers., no entanto subsequentemente foi transferido para a Tribo
Cestreae G. Don. (LISCOVSKY; COSA; BARBOZA, 2009).

Em uma segunda reclassificacdo o género Metternichia foi separado da tribo
Cestreae e transferido para a tribo monotipica Metternichieae Miers, motivada pelas
diferencas morfologicas da semente, e a escassez de endosperma. O quantitativo de
trés cromossomos na tribo Metternichieae Miers, frente aos cariétipos com oito
cromossomos, comumente encontrados na tribo Cestreae suportaram a proposicéao
(LISCOVSKY; COSA; BARBOZA, 2009; URDAMPILLETA et al., 2014).

O género Metternichia foi historicamente considerado como monoespecifico,

formado por uma Unica espécie denominada M. princeps J. C. Mikan, considerada
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uma arvore que se distribuia entre os estados do Rio de Janeiro até a Bahia (Figura
2), conhecida popularmente pelas denominagdes de “trombeteira”, café-do-mato” e
“Jasmin-do-morro” (MARAN; CALDAS; PRADO; GOMES et al., 2012).

Figura 2 - Distribuicao geografica do género Metternichia no Brasil. Legenda de cores: laranja-
Nordeste e em vermelho-Sudeste.

Fonte: Reflora Brasil. Jardim boténico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
https://floradobrasil.jbri.gov.br/[FB14673/. Acesso em: 26 mai.2025.

A espécie M. princeps apresentava duas variedades nativas de ambientes
geograficamente divergentes: uma variedade tipica (M. princeps var. princeps),
encontrada nas florestas umidas do leste do Brasil (regido da Mata Atlantica), e M.
princeps macrocalyx Carv., com calix maior e habitando areas semiaridas (regido da
Caatinga). Estudos baseados em analises uni e multivariadas de dados ambientais,
fenologicos, morfométricos e palinologicos levantaram evidéncias suficientes para
reconhecer duas espécies no género: Metternichia macrocalyx (Carvalho) L.S. Souza
& Stehmann (essencialmente da Caatinga) e Metternichia princeps J.C.Mikan
(endémica da Mata Atlantica), em detrimento de uma Unica espécie com duas
variedades. As diferencas morfologicas e palinolégicas entre as variedades
anteriormente classificadas como M. princeps var. princeps e M. princeps var.

macrocalyx, foram observadas nas relagdes entre comprimento e largura da corola,


https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB14673/
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comprimento do calice, comprimento da sépala, largura da sépala, entre comprimento
e largura da sépala, comprimento do pedicelo, relacdo entre comprimento do fruto e
comprimento do célice e didmetro do pdlen. Ademais, essas distingdes foram
corroboradas pela auséncia de sobreposi¢éo geografica ao longo da distribuicao das
duas variedades (Figura 3) (DE SOUZA; ANDRADE; RADAESKI; BAUERMANN et
al., 2023).

Figura 3 — Diagrama de caixa de caracteres morfométricos e palinolégicos selecionados. Ao lado de
cada grafico, ha fotos da parte da planta, da esquerda para a direita, Metternichia princeps var.
macrocalyx e M. princeps var. princeps, respectivamente. A. Comprimento do calice. B. Largura da
sépala. C. Proporcao entre o comprimento do fruto e o comprimento do calice. D. DE (diametro
equatorial).
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Fonte: (DE SOUZA; ANDRADE; RADAESKI; BAUERMANN et al., 2023).
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M. macrocalyx é uma espécie nativa e endémica do Brasil, restrita ao norte do
estado de Minas Gerais e regido sul e central da Bahia (Figura 6), considerada
essencialmente uma espécie da Caatinga, eventualmente encontrada em areas de
transicdo com os biomas Cerrado e Mata Atlantica. Sua Floragao e frutificacdo sao
mais intensas nos meses de novembro e abril (Figura 4). M. macrocalyx virtualmente
ndo possui registros em unidades de conservacdo e apresenta uma baixa area de
ocorréncia. Estes fatores, quando associados ao fato de o bioma Caatinga ser um dos
menos protegidos do Brasil e com diversas areas convertidas para agricultura, fazem
com que a espécie atualmente seja considerada ameacada de extincdo de acordo
com critérios da Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (SOUZA,
STEHMANN, 2025). A espécie M. princeps (Figura 5), encontra-se distribuida
principalmente em areas de Floresta Ombrofila Densa dos estados do Rio de Janeiro
e Espirito Santo (Figura 6). O exemplar é endémico do bioma Mata Atlantica, que
atualmente encontra-se bastante fragmentado e em constante declinio em termos de
gualidade de habitats (SOUZA; STEHMANN, 2025). Nessa distribuicdo territorial
descrita, ja foram relatados casos de intoxicagcdo animal por ingestdo acidendal de
partes aéreas de espécies de Meternichia. Outras espécies da familia Solanaceae

apresentaram casos similares.

Fonte: Eudes da Silva Velozo.
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Figura 5 - detalhes da esgécie M. princeps.

Fonte: Giulia Cavalcanti Ottino

Figura 6 - Distribuicdo geogréafica das espécies Metternichia macrocalyx (amarelo) e Metternichia
princeps (verde) no Brasil.

Fonte: Adaptado de Reflora Brasil. Jardim botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB21152/. Acesso em: 26 mai.2025.
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2.3 Relagbes entre as tribos Cestreae e Metternichieae e os eventos de
intoxicag&o animal

A tribo Cestreae se apresenta formada por trés géneros: Cestrum, Sessea e
Vestia. O género Sessea foi separado de Metternichia por diferencas morfologicas em
tracos de podlen, antera e semente. Apesar dessa divisdo em tribos, as espécies da
tribo Cestreae guardam algumas semelhancas com Metternichia. Uma importante
similaridade estd relacionada aos relatos de intoxicagdo animal evidenciados
principalmente em bovinos, caprinos e ovinos, devido a ingestdo dessas espécies
(CANELLA; TOKARNIA; DOBEREINER, 1968).

No género Cestrum intoxicagbes naturais em ruminantes foram relatadas em
dez estados brasileiros, especialmente no Rio de Janeiro, Santa Catarina, Rio Grande
do Sul e Pernambuco. Em geral, envenenamentos por espécies de Cestrum causam
danos ao figado e um quadro clinico-patologico caracterizado por insuficiéncia
hepatica aguda. O gado € mais suscetivel ao envenenamento por essas plantas, mas
ha relatos de que C. axillare também causa intoxicacdo em cabras e bufalos. Varios
constituintes quimicos foram identificados em C. axillare e C. parqui, incluindo
carboxiparquina e parquina, além de algumas saponinas que podem estar associadas
a casos de intoxicacdo em rebanhos (BEZERRA; PINHEIRO; LUCENA, 2023). A
similaridade ou equivaléncia entre o quadro da intoxicacdo causada por Sessea
brasiliensis em bovinos ao causado por Cestrum laevigatum Schlecht. (CANELLA;
TOKARNIA; DOBEREINER, 1968) e até de Metternichia tem chamado atenc&o dos
pesquisadores.

Quanto as espécies de Metternichia, o primeiro surto de intoxicacdo de animais
relatado se deu em caprinos no municipio de Itaguai no estado do Rio de Janeiro
(MARAN; CALDAS; PRADO; GOMES et al., 2012). Posteriormente ao caso de
Itaguai, foi evidenciado um surto de intoxicacdo em caprinos no estado da Bahia. O
incidente provocou a morte de 3 dentre 8 caprinos. Na necropsia 0s rins apresentaram
acentuada necrose, coagulacdo do epitélio tubular, além de tibulos com regeneracéo
epitelial (PEDROSO; SANTOS; SEUS; DA SILVA et al., 2015). Essas evidéncias de
problemas de classficacdo taxonémica e de eventos de toxicidade analogos podem
sugerir algumas semelhancas quimicas entre esses géneros.

No género Vestia, ja foram identificados um flavonoide glicosilado denominado
quercetina-3-a-(2-O-B-D-glicopiranosil)-D-glicofuranosideo  (ERAZO;  GALEFFI,
CIASCA RENDINA; DELLE MONACHE, 1971), dois triterpenos pentaciclicos (-
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amirina e &cido oleandlico), fraxetina, 1l-acetil-3-carboxi-B-carbolina, e a saponina
esteroidal diosgenina (FAINI; TORRES; DELLE MONACHE; MARINI-BETTOLO et al.,
2008). Enquanto no género Cestrum, mais estudado quimicamente na tribo, foram
identificados cerca de 77 compostos incluindo saponinas, glicoalcaléides,
terpendides, compostos fendlicos, lignanas e oxilipinas (BEZERRA; PINHEIRO;
LUCENA, 2023).

Ressalta-se que a maioria dos compostos identificados nessas espécies
possuem atividade farmacoldgica relatada in vitro, em detrimento de toxicidade.
Portanto, essas plantas despertam interesse para pesquisa de novos farmacos. As
lignanamidas, frequentemente encontradas em exemplares da familia Solanaceae,
destacam-se por sua atividade anti-inflamatdria e variabilidade estrutural. Por sua vez,
os flavonoides possuem uma distribuicdo mais ampla no reino vegetal e apresentam
inimeras aplicagdes (PAUMGARTTEN; DE SOUZA; DA SILVA; DE-OLIVEIRA,
2022).

2.4 Lignhanamidas

As lignanamidas sdo metabalitos secundarios de origem vegetal que contém a
funcdo amida conectada a pelo menos uma unidade de fenilpropanoide da lignana. O
termo lignana refere-se a unido de unidades de fenilpropanoides por meio das
posicoes 8 e 8' (C-8 e C-8'). As lignanamidas, sdo formadas pelo acoplamento
oxidativo de monémeros ou dimeros de amidas fenilpropanoidicas (SUN; TONG; TU;
CHEN et al., 2024).

O isolamento da grossamida a partir da espécie Capsicum annuum
(Solanaceae), foi o primeiro relato de identificacdo de uma lignanamida. O metabdlito
em questdo, seria biossintetizada a partir de mondémeros de feruloiltiramina; uma
amida fenilpropanoidica de ocorréncia comum nos vegetais (YOSHIHARA,;
KATSUYOSHI; SEIJI; AND SAKAMURA, 1981).

Desde a pioneira descoberta ja foram identificadas cerca de 86 lignanamidas
em pelo menos 26 espécies de plantas, dentre essas, 42 lignanamidas sdo oriundas
de espécies da familia Solanacea, que tem sido a principal fonte desses metabdlitos
seguida de Moraceae e Piperaceae (SUN; TONG; TU; CHEN et al., 2024).

De modo geral as lignanamidas podem ser classificadas em grupos ciclicos ou
aciclicos. Mas, devido a diversidade estrutural e com base em seu nucleo e tipos de

ligacbes, preconizou-se sua separagao nos oito seguintes subgrupos: arilnaftaleno,
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arildi-hidronaftaleno,
fenilpropeno, succinimida e tetra-hidrofurano (Figura 7) (LEONARD; ZHANG; YING;

di-hidrobenzofurano, di-hidrobenzodioxina, lactama,

FANG, 2020).

Figura 7 - Classificacdo das lignanamidas em subgrupos
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2.4.1 Biossintese das lignanamidas

As lignanamidas sdo oriundas da via do acido chiquimico, por meio das vias
gerais dos fenilpropanoides e da tirosina. O &cido-trans-cindmico de origem
fenilpropanoidica (Ce-C3) é gerado mediante desaminagéo da fenilalanina catalisada
pela fenilanalanina-amonia-liase (PAL). A cinamato-4-hidroxilase (C4H) catalisa a
reacdo de conversdo do Acido-trans-cinamico em acido p-cumarico. Uma nova
hidroxilacao na posicao 3 (C-3) do acido p-cumarico possibilitada pela presenca de O»
e NADPH, seguida de metilacdo por acao da S-Adenosil-L-Metionina (SAM), converte-
o em &cido cafeico e acido ferulico, respectivamente. Um processo similar de
hidroxilacdo e metilacdo ocorre na posicdo 5 do acido ferulico para biossintese do
acido sinapico. Os acidos hidroxicinamicos sofrem esterificacdo por acdo da ligase da
4-(hidroxi)-cinamoil-CoA (LC4), permitindo a formagdo dos derivados de
hidroxicinamoil-CoA, como feruloil-CoA e sinapoil-CoA (DEWICK, 2009; LEONARD;
ZHANG:; YING; FANG, 2020) (Figura 8).

Em outra via, a tirosina descarboxilase (TIDC) viabiliza a converséo da tirosina
em tiramina, enquanto a tiramina-gB-hidroxilase (TBH) facilita a hidroxilagéo na posicéo
B da tiramina culminando na octapamina. A formacao das fenetilaminas é uma etapa
crucial para reacdo de condensacdo entre esses alcaloides e o0s ésteres de
hidroxicinamoil-CoA levando a formacéo das amidas fenilpropanoidicas (FENG; JIN;
CHENG; LI et al.,, 2024; TELES; PINHEIRO; DIAS; TAVARES et al., 2019). A
transferase de hidroxicinamoil-tiramina/hidroxicinamoil-CoA (THT) presente em
exemplares da familia Solanaceae, catalisa essas reacfes de condensacdo que
envolve as tiraminas, entretanto, as enzimas envolvidas no mecanismo biossintético
das amidas fenilpropanoidicas com octapaminas permanecem indefinidas (Figura 8).
Ha indicativos de que esses compostos possuam o papel de defesa contra infeccdes
bacterianas em plantas, pois esses processos infeciosos acarretam em acumulacao
das amidas fenilpropanoidicas, precedida por um aumento da expressao do gene da
enzima THT (BERTI; TAMBURELLO; FORZATO, 2025).

O mecanismo de acoplamento de oxidativo entre duas ou mais amidas
fenilpropanoidicas ou envolvendo no minimo uma unidade de amida com um
fenilpropanoide, representa a explicagdo mais aceita para biossintese das
lignanamidas. Para formacdo de lignanamidas do tipo tetrahidrofurano, esse

mecanismo de acoplamento se inicia atraveés da oxidagado do grupo fenol da porgéo
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Figura 8 - Proposta de via biossintética para lignanamidas em plantas. PAL: Aménia-liase da
fenilalanina; C4H: cinamato-4-hidroxilase; LC4: ligase da 4-(hidroxi)-cinamoil-CoA; TIDC: tirosina
descarboxilase; THT: transferase de hidroxicinamoiI-tiramina/hidroxicinamoiI-CoA.
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cumaroil, feruloil ou sipanoil da amida fenilpropanoidica. Entdo, o elétron
desemparelhado é deslocado para obtencéo de diferentes estruturas de ressonancia,;
a mais comum apresentando o radical alilico na posicdo 8 (C-8), estabilizado por
ressonancia. Os diversos acoplamentos radicalares, a exemplo da dimerizacao,
geram varias estruturas dotadas de p-quinonametidas reativas. Esses grupos sao
suscetiveis ao ataque nucleofilico de hidroxilas e moléculas de agua, que quando
sucedem causam o restabelecimento da fungao fenol da lignanamida (Figura 9).

Figura 9 - Mecanismo biossintético das reacfes de acoplamento de lignanamidas do tipo tetra-
hidrofurano.
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As lignanamidas do tipo bis-fenilpropeno com ligagéo C-C entre os C-8 e C-8'
podem ser formadas inicialmente pela oxidacdo das hidroxilas aromaticas da porcao
sinapoil, seguida da formacé&o de varias estruturas de ressonancia, sendo uma delas
com radical nos C-8 e C-8'. Um acoplamento radicalar entre esses carbonos promove
a dimerizacdo. Subsequentemente, um ataque nucleofilico da agua nas estruturas de
p-quinona-metidas promove o restabelecimento da aromaticidade dos anéis e das
hidroxilas aromaticas. Por fim, a oxidacdo por desidratacdo culmina na lignanamida
do tipo bis-fenilpropeno (Figura 10).

O tipo arildi-hidronaftaleno é biossinteticamente explicado de maneira analoga
ao das lignanamidas do tipo bis-fenilpropeno, no entanto apés o restabelecimento da
aromaticidade dos anéis e oxidagdo por desidratacdo, uma reagdo de Diels-Alder

promoveria a formacéo do anel de seis membros, enquanto um consecutivo rearranjo
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envolvendo o hidrogénio gama a dupla ligacdo entre (C-8 e C-8'), explicaria a
formacé&o de uma lignanamida do tipo arildi-hidronaftaleno (Figura 11).

Figura 10 - Mecanismo biossintético das reacdes de acoplamento de lignanamidas do tipo bis-
fenilpropeno.
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Figura 11 - Mecanismo biossintético das reaces de acoplamento de lignanamidas do tipo arildi-
hidronaftaleno.
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Diferenciando-se das demais, a proposta de mecanismo biossintético de
lignanamidas do tipo di-hidrobenzofurano, envolveria a dimerizagdo seguida de
enolizacdo da carbonila presente na porcao feruloil para formacdo da hidroxila
aromatica. Um ataque nucleofilico a p-quinona-metida promoveria a ciclizacdo do anel
di-hidrofurano e biossintese dessa lignanamida (Figura 12) (DEWICK, 2009;
LEONARD; ZHANG; YING; FANG, 2020).

Figura 12 - Mecanismo biossintético das reacdes de acoplamento de lignanamidas do tipo di-
hidrobenzofurano.
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Para esses compostos encontram-se relatos de excelentes propriedades anti-
inflamatérias e neuroprotetoras, demonstrando grande potencial para aditivos
alimentares, medicamentos e suplementos de saude. As lignanamidas podem atuar
por mecanismos de acdo que desencadeam atividades farmacoldgicas especificas,
como anti-inflamatoria, anticancerigena e antioxidante, o que pode ser uma fonte
potencial de novos farmacos, protétipos a principios ativos, cosméticos e suplementos
alimentares (MALLARDO; PACIFICO; PICCOLELLA; DI MEO et al., 2024; SUN;
TONG; TU; CHEN et al., 2024).
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2.5 Atividade anti-inflamatdria

A inflamag&o é uma resposta imune inespecifica do organismo. Durante esse
processo 0 sistema imunoldgico ativa um mecanismo de defesa complexo que
envolve a ativacao de varias células imunes, bem como a producdo de diferentes
moléculas de sinalizagdo, incluindo citocinas. As interleucinas (IL) sdo um tipo de
citocina que desempenha um papel crucial na modulacdo da resposta imune a
agentes infecciosos. As interleucinas sao produzidas por diferentes células imunes,
como células B, células T, células dendriticas e macréfagos. Essas atuam em
diferentes células-alvo, incluindo células imunes, células endoteliais e células
epiteliais. Varias interleucinas estdo envolvidas na resposta imune a agentes
infecciosos e podem ser classificadas como pro-inflamatorias ou anti-inflamatorias,
dependendo de seus efeitos no sistema imunologico. Fisiologicamente o resultado da
inflamacéo é restaurar a homeostase diante de estimulos patogénicos ou danosos
(AL-QAHTANI; ALHAMLAN; AL-QAHTANI, 2024).

Embora a inflamacao autolimitada seja uma resposta fisiolégica, a persisténcia
do gatilho é prejudicial e uma resolucao deficiente do processo pode evoluir para um
estado de inflamacédo crbnica de baixo grau, além da possibilidade de prejudicar
outros 6rgdos e desencadear reacles sistémicas. Essa condicdo esta fortemente
associada ao desenvolvimento de diversas condicdes cronicas cada vez mais
prevalentes e graves, como obesidade, cancer e doencas cardiovasculares, elevando
a morbidade e a mortalidade gerais em todo o mundo. Mais de 50% das mortes
atribuidas a doencas relacionadas a inflamacéo se devem as doencas inflamatorias
cronicas, em grande parte devido a possibilidade de progressdo de aterosclerose e
disfuncédo endotelial (CIFUENTES; VERDEJO; CASTRO; CORVALAN et al., 2025;
ZHAO; WU; LIU; CHEN et al., 2025).

A interrupcdo da progressdo das reacdes inflamatorias agudas e crbnicas
frequentemente preconizam intervencdes farmacoldgicas. No entanto, os
medicamentos anti-inflamatérios disponiveis acarrentam em importantes efeitos
colateriais, como ganho de peso, pressao arterial elevada, aumento do risco de
catarata e glaucoma e disturbios gastrointestinais. Por isso, a busca por alternativas
farmacoterapéuticas eficazes e mais seletivas tem sido almejada (ZHAO; WU; LIU;
CHEN et al., 2025).
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Nesse sentido, o uso de metabdltios secundérios derivados de raizes, caules e
folhas de plantas tem crescido significativamente na medicina moderna. Em muitos
casos, esses compostos tornaram-se a escolha preferida, mesmo durante os estagios
iniciais da terapia molecular direcionada, devido as suas capacidades em relacédo a
regulagdo imunologica e anti-inflamatoria. Varios compostos de origem natural
demostraram a capacidade de reduzir a inflamacgéo por meio da regulacao dos niveis
de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-17, bem como da
modulacao das vias de sinalizacdo JNK1, NF-kf/p65 e STAT3, o que faz das plantas
uma importante fonte para descoberta de novos medicamentos fitoterdpicos e
farmacos anti-inflamatérios (GANDHI; MOHANA; ATHESH; HILLARY et al., 2023).

A investigagdo sobre atividade anti-inflamatéria de metabdlitos secundarios
exige uma complexa investigagdo estrutural prévia. Aléem da possibilidade de varios
elementos de quiralidade comuns, os precursores de lignanamidas como as
sinapoiloctapaminas podem ser dotados de grupos volumosos, como as metoxilas
aromaticas, as quais em diferentes grupos dessa classe podem ocasionar
atropoisomerismo, um tipo de quiralidade axial que interefere diretamente na interacéo
farmaco-receptor (TOENJES; GUSTAFSON, 2018).

2.6 Atropoisomerismo

Etmologicamente o atropoisomerismo vem das palavras gregas a que significa
“ndo” e tropos que pode ser entendido como “giro”. E uma classe de
esterecisomémeros em que a rotacao restrita em torno de uma ligacédo simples gera
guiralidade axial. O tipo mais comum de atropoisomerismo séo as bi-arilas, no entanto
existem outros tipos néo bi-arilas que estdo sendo estudados, entre eles, as N-arilas.
Outra possibilidade consiste na presenca de uma ligacdo simples (C-C) entre duas
duplas ligacbes ndo aromaticas (CIOGLI; VIVEK KUMAR; MANCINELLI; MAZZANTI
et al., 2016).

O atropoisomerismo pode ser considerada uma forma dinamica de quiralidade,
visto que a rotacdo da ligacéo representa um mecanismo espontaneo de racemizacao.
No entanto, como 0 nome sugere, a definicdo arbitraria de atropoisomerismo é a de
conférmeros que tem restricdo a interconvercdo. No padrdo classico eles possuem
meia-vida de interconversdo maior que 1000 s em temperatura fixa. Os
atropoisémeros podem se classificados com base em sua meia-vida de racemizacao

a 37 °C: classe 1 (ti2< 60 s; AG* de racemizacéo: 10-20 kcal.mol?), classe 2 (60 s <
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ti2 > 4,5 anos; AG* de racemizacéo: 20-30 kcal.mol?) e classe 3 (t12> 4,5 anos; AG*
de racemizagdo: 30-40 kcal.molt. Os atropoisdmeros de classe 1 ndo atendem a
definicao classica de atropisomerismo e sdo tratados como ndo quirais, enquanto os
atropisbmeros de classe 3 sdo tratados como enantibmeros estaveis. Os
atropoisébmeros de classe 2, que podem ser observados por RMN e até isolados,
racemizam no intervalo de um minuto a um més. Essa falta de estabilidade
estereoquimica precisa ser compreendida para evitar riscos associados as suas
aplicacbes (BASILAIA; CHEN; SECKA; GUSTAFSON, 2022).

Como mencionado anteriormente, experimentos de RMN de *H podem mostrar
a duplicacao de sinais para alguns delocamentos quimicos. Considerando um grupo
fenil monossubstituido com atropoisomerismo, os carbonos 2 e 3 apresentam um
delocamento quimico diferente dos carbonos 6 e 5, embora eles possuam uma
relacéo de equivaléncia quimica. Isso significa que a rotacédo do grupo fenil é lenta o
suficiente na escala de tempo de RMN tornar os C-2 e C-3 diasterotdpicos em relacéo
aos carbonos C-6 e C-5. Ha casos em que se manifestam a duplicacdo ou até a
formacé&o de varios sinais, devido a rotacéo assimétrica do grupo fenil dando origem
a um novo elemento de assimetria e a existéncia de dois diasteroisémeros distintos,
com tempos de meia-vida suficientes para que os isdmeros individuais possam ser
observados no espectro de RMN. Essas anomalias ja foram relatadas em lignanas
arilnaftalénicas. A retrojusticidina B foi sintetisada e avaliada quanto por
espectroscopia de RMN de 'H adquiridos em diferentes temperaturas (Figura 13). Os
espectros revelaram o rompimento da barreira rotacional e formac&o de um unico sinal
em detrimento de quatro sinais, variando a temperatura de 26,8 °C (300 K) até 79,8
°C (353 K) (CHARLTON; OLESCHUK; CHEE, 1996).
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Figura 13 — Experimento de RMN de H da retrojusticidina B adquirido em diferentes temperaturas.
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Fonte: (CHARLTON; OLESCHUK; CHEE, 1996).

2.7 Flavonoides

Os flavonoides sdo um grupo de substancias polifenélicas naturais abundantes
em vegetais, frutas, grédos e chas. Nas plantas sdo normalmente encontrados em
flores, folhas e sementes. Além disso, desempenham papéis essenciais na mediacdo
das respostas das plantas a fatores ambientais bioldgicos e ndo bioldgicos. Por
exemplo, eles participam da coloracéo de frutos e flores para atrair animais e proteger
as plantas contra estressores bidticos, como herbivoros, bactérias, fungos, e
estressores ambientais abidticos, como a absorcdo de luz ultravioleta (UV) (SHEN;
WANG; GAN; LIU et al., 2022).

Diversos sinais exdgenos e enddgenos como a luz, temperatura, estado
nutricional e fitohormdnios, foram relatados como moduladores da biossintese e do
acumulo de flavonoides. Mdltiplos horménios e vias de sinalizagéo relacionadas ao

estresse estdo envolvidos na regulacdo da expressdo génica associada a essa via.
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Os reguladores transcricionais pertencentes aos fatores de transcricao da familia MYB
e bHLH sdo bem documentados como reguladores diretos dos genes estruturais
associados a biossintese de flavonoides e podem ser regulados por componentes
moleculares envolvidos nas vias de sinalizagdo hormonal e de estresse (NAIK;
MISRA; TRIVEDI; PANDEY, 2022).

O esqueleto basico de um flavonoide é representado pela flavanona com 15
atomos de carbonos (Cs-Cs-Cs), dispostos em dois anéis benzénicos (A e B) unidos
por um anel pirano de trés carbonos (C). A posicao do anel B, no anel C do pirano e
0 numero e a posicdo dos grupos hidroxila no anel B influenciam a capacidade
antioxidante dos flavonoides. Os grupos hidroxila funcionais nos flavonoides podem
doar elétrons por ressonancia para estabilizar os radicais livres e mediar a protecéo
antioxidante. Com base na estrutura flavonoides podem ser classificados em seis
classes principais: flavan-3-0is, flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas e
antocianinas (DIAS; PINTO; SILVA, 2021).

A biossintese de flavonoides ocorre na juncéo da via do chiquimato com a via
do acetato, sendo a via do chiquimato fornecedora do substrato para a sintese de
cumaroil-CoA, e a via do acetato fornecendo as unidades de malonil-CoA para a
reacdo de alongamento de C: catalisada pela chalcona sintase. A fenilalanina € o
produto inicial derivado da via do chiquimato, que gera acido cinamico por meio da
catélise da fenilalanina amonialiase (PAL). Posteriormente, a cinamato-4-hidroxilase
(C4H), facilita a hidroxilacédo na posicéao 4 (C-4) do acido cinamico para producéao do
acido p-cumarico. A esterificacdo por acao da ligase da 4-(hidroxi)-cinamoil-CoA (LC4)
converte o0 acido p-cumarico em p-cumaroil-CoA. Enquanto isso, a malonil-CoA esta
envolvida na producéao de flavonoides e na extensao de acidos graxos de cadeia longa
(SHEN; WANG; GAN; LIU et al., 2022).

Os metabdlitos p-cumaroil-CoA e malonil-CoA sofrem condensagcdo e
isomerizacdo catalisadas pela chalcona sintase (CHS) para producdo da chalcona
naringenina. Essa chalcona € precursora de flavanonas biossintetizadas pela acéo
catalitica da chalcona isomerase (CHI) (KUMAR; KUMAR; BHARDWAJ; SWAPNIL et
al.,, 2024). Ademais, a naringenina chalcona pode sofrer ciclizacdo para formar
naringenina sob a rapida acao catalitica da CHI ou até espontaneamente (Figura 14).

A naringenina € o precursor comum da maioria dos metabdlitos intermediarios
e produtos finais na biossintese de flavonoides. A naringenina pode reagir com a

flavona sintase | (FNS I) ou com a flavona sintase Il (FNS Il) para catalisar a formagao
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de flavonas, ou com a isoflavona sintase (IFS) para formar isoflavonas. A formacao
de di-hidroflavondis, sucedem pela acdo da flavanona-3-hidroxilase (F3H) para
formacdo de di-hidrokaempferol, além de di-hidroquercetina e di-hidromiricetina
obtidas por meio de rea¢Bes quimicas com a flavonol-3'-hidroxilase (F3'H) e a flavonol
3'5'-hidroxilase (F3'5'H), respectivamente. Sob a influéncia da flavonol sintase (FLS),
os di-hidroflavonois podem ser convertidos em flavonéis como kaempferol, quercetina
e miricetina. Ademais, o di-hidroflavonol pode ser reduzido a leucoantocianidinas sob
a atividade catalitica da di-hidroflavonol-4-redutase (DFR); as antocianidinas podem
entéo ser biossintetizadas pela leucoantocianidina dioxigenase (LDOX) e, finalmente,
essas antocianinas podem ser glicosiladas com sob catédlise da uridina difosfato
(UDP)-glicose: flavonoide-3-O-glicosiltransferase  (UFGT). Além disso, as
leucoantocianidinas podem gerar flavon6is por meio da atividade da
leucoantocianidina redutase (LAR), produzindo unidades de flavonois constituidas por
oligdbmeros ou polimeros de proantocianinas. Por fim, varios tipos de antocianinas e
flavondis podem ser modificados por meio de acilacdo, metilacdo e glicosilacao para
biossintetizar flavonoides relativamente estaveis que podem se acumular nas plantas
(Figura 14) (SHEN; WANG; GAN; LIU et al., 2022).

A maioria dessas moléculas existem na natureza como glicosideos, nos quais
os residuos de acucar atuam como um fator decisivo em sua complexidade estrutural
e bioatividade. Multiplos grupos hidroxila no esqueleto flavonoidico sdo alvos de
glicosilacéo, principalmente com glicose, manose ou galactose e seus derivados 6-
desoxihexoses (quinovose, fucose e ramnose) e pentoses (arabinose, apiose e
xilose). Em casos raros, foi relatada a presenca de outros aculcares
didesoxihexosideos, como digitopiranosideo e boivinopiranosideo de luteolina e
apigenina (VASUDEVAN; LEE, 2020).
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Figura 14 — Esbocgo da via biossintética de flavonoides em plantas. Chalcona sintase (CHS); chalcona
isomerase (CHI); 2-hidroxiflavonona sintase (IFS); 2-hidroxiisoflavanona desidratase (HID); flavona
sintase | e Il (FNS 1 e Il); flavanona 3-hidroxilase (F3H); flavonol 3' -hidroxilase (F3' H); flavonol 3' 5' -
hidroxilase (F3' 5' H); flavonol sintase (FLS); di-hidroflavonol 4-redutase (DFR); leucoantocianidina
redutase (LAR); leucoantocianidina dioxigenase (LDOX); UDP-glicose: flavonoide-3-O-
glicosiltransferase (UFGT).
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A glicosilacdo depende da existéncia de um agucar ligado a um nucleosideo
difosfato, normalmente uridina difosfato (UDP). O derivado UDP-agucar sofre um
ataque nucleofilico, comumente por meio da hidroxila de uma aglicona para formacao
de um glicosideo ou de um outro agucar para formacdo de oligbmeros de acgucares,
apos eliminacdo do grupo de saida. Se o mecanismo da reacdo for do tipo Sn2
culminard em inversao de configuracdo, gerando um produto com configuracao .
Alguns acucares mantém configuracdo a, apos a glicosilacdo. Esse fenbmeno pode
ser explicado pela acdo enzimatica que permite uma segunda reacdo Sn2,
restabelecendo a configuracdo original do acucar (DEWICK, 2009). Além da O-
glicosilagéo citada anteriormente, a C-glicosilacdo em flavonoides pode ser catalisada
pela enzima C-glicosil-transferase de flavonoide (CGT). Essa C-glicosilagdo ocorre
normalmente nas posicoes 6 e 8 (C-6 e C-8) orietanda pelos grupos orto doadores
representado pelas hidroxilas nas posi¢coes 5 e 7 (C-5 e C-7) (Figura 15).(LI; WU;
CHEN; DU et al., 2014).

Figura 15 - Mecanismo de glicosilacédo de flavonoides. a) O-glicosilacdo com inversdo de
configuracéo; b) O-glicosilacdo conservando configuracao original; ¢) C-glicosilacdo.
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Fonte: adaptado: (DEWICK, 2009).

Com a crescente demanda por terapias menos téxicas e mais toleraveis, 0s
flavonoides tém o potencial de modular eficazmente a resposta a terapia convencional

e a radioterapia. Seu potencial farmacologico de combater eficazmente o estresse
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oxidativo e a inflamacédo crénica € um ponto-chave, uma vez que sao importantes
fatores na patogénese e progressao de muitas doencgas cronicas, como cancer de
mama, rim, pulmdo e outras, doencas autoimunes (artrite reumatoide), doencas
cardiovasculares (hipertensao, aterosclerose, arritmia), doencas neurodegenerativas
(doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, doenca de Huntington), transtornos
mentais (depressdo, esquizofrenia, transtorno bipolar), distirbios gastrointestinais
(doenca inflamatéria intestinal, cancer colorretal) e outros transtornos (JOMOVA;
ALOMAR; VALKO; LISKA et al., 2025).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estabelecer o perfil quimico das espécies de Metternichia J.C.Mikan e avaliar a
atividade anti-inflamatoria de lignanamidas isoladas de Metternichia macrocalyx.

3.2 Objetivos especificos

e Obter extratos, fases e fracdes por metodos extrativos e cromatograficos.

e Desenvolver metodologia analitica CLAE-DAD e promover transposi¢cao para
escala preparativa para isolamento e purificacdo de metabolitos especializados
presentes em M. macrocalyx.

e Identificar as estruturas dos compostos isolados por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e °C (uni e bidimensionais),
infravermelho, espectroscopia de dicroismo circular eletrénico, calculos de
RMN e espectrometria de massas de alta resolucéo.

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria das lignanamidas isoladas de M.
macrocalyx.

e Desenvolver metodologia analitica de CLAE-IES-Q-TOF-EM/EM para
anotacao de substancias nas fases de M. macrocalyx e M. princeps.

e Comparar perfil metabolico das espécies de M. macrocalyx e M. princeps por

rede molecular e analise quimiométrica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do material vegetal de M. macrocalyx

O material vegetal foi coletado na Fazenda esperanca, no municipio Boa Vista
do Tupim, Bahia, Brasil (13°13'15"S, 41°11'08"W) em janeiro de 2019. 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). O
registro de acesso no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) foi obtido sob 0 numero AA54545.
Uma exsicata do material coletado foi produzida e depositada no Herbario Alexandre
Leal Costa — ALCB da UFBA (codigo ALCB 138826).

4.2 Obtencéao e particao liquido-liguido do EEB das raizes de M. macrocalyx

O material vegetal foi submetido a um processo de secagem em estufa de
circulacao de ar forgcada, sob uma temperatura media de 40°C, por um periodo de 72
horas. Esse material desidratado foi triturado em moinho mecanico para obtencdo do
pulverizado das raizes (3,4 Kg), caules (1,9 Kg), folhas (1,0 Kg) e galhos (1,1 Kg). O
pulverizado das raizes (3,4 Kg) foi submetido a maceracdo em um percolador de aco
inoxidavel. O material passou por uma extracao estatica em 5 L de etanol 95% (v/v)
por um periodo de 72 horas. A solucdo extrativa obtida por filtracdo comum com papel
de filtro qualitativo foi concentrada em evaporador rotativo, a uma temperatura média
de 40 °C, culminando na obtencédo de 70,0 g de extrato etandlico bruto (EEB), com
rendimento de 2,059% em relacéo ao peso seco do pulverizado das raizes (Figura 16).

Uma quantidade de 65,0 g do EEB foi ressuspendida em 300 mL de uma
solucdo EtOH:H20 7:3 (v/v) e homogeneizada sob agitacdo mecanica. A solucao
hidroetandlica foi submetida a uma particéo liquido-liquido, em ampola de separacéao,
utilizando 500 mL dos respectivos solventes em gradiente crescente de polaridade:
hexano, cloroférmio e acetato de etila. As fases obtidas foram concentradas em
evaporador rotativo, a uma temperatura de 40 °C. O liquido residual foi eliminado com
auxilio de um dessecador resultando em 7,1 g da fase hexanica (FHX), 34,1 g de fase
cloroféormica (FCL), 0,6 g da fase acetatoetilica (FAE) e 16,4 g fase hidroetandlica
(FHE) (Figura 16)..



Figura 16 - Obtencao e particao liquido-liquido do EEB das raizes de M. macrocalyx.

Estufa de circulagéo de ar forgada
Temperatura 40 °C
72 h

Maceragdo com etanol 95% v/v por 72 h (3x)
Evaporador rotativo (40 °C)

65,0 g do EEB solubilizado em etanol:H,0 7:3
Concentragao: 216,6 mg/mL

partigao liquido-liquido com Hexano, cloroformio e
acetato de etila
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4.3 Materiais e meétodos empregados no isolamento, purificacdo dos

constituintes quimicos

O fracionamento cromatogréafico das fases e fragBes foi conduzido por meio da
cromatografia liquida de média pressao (CLMP) e cromatografia em coluna (CC). Na
CLMP foi utilizado um equipamento Buchi com seguintes moédulos: duas bombas C-
605, a unidade de controle C-620, amostrado automatico C-660 e um detector C-635.
Uma coluna vidro com 3 cm de diametro interno espécifica para CLMP foi empacotada
com silica gel (Siliaflash, tamanho de particula 60-200 pum). A CLMP foi performada
utilizando hexano, acetato de etila e metanol puros ou em misturas binarias. Na CC
foram utilizadas colunas de diametros variaveis de acordo com a quantidade da
amostra empregada na separacao cromatografica. A silica gel (Siliaflash, tamanho de
particula 60-200 um) foi empregada como fase estacionaria e alternativamente o
sephadex LH-20 como suporte. A cromatografia de exclusdo por tamanho em gel de
sephadex LH-20 foi realizada no modo isocratico com metanol P.A.

O monitoramento inicial das fragcfes foi realizado por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA) utilizando cromatofolhas de aluminio (Whatman, silica gel
60 F254, espessura de 0,25 mm, suporte de aluminio 20 x 20 cm). A eluicdo foi
realizada com diferentes proporc¢des dos sistemas hexano/acetato de etila ou Acetato
de etila/metanol com 0,1% de acido formico.

A CLAE em escala analitica para desenvolimento de método e monitoramento
de fracdes foi realizada utilizando um sistema cromatografico CLAE (Shimadzu, Kyoto,
Japan) contendo duas bombas de solvente LC-20AD, um sistema de desgaseificacao
DGU-20A, um autoinjetor SIL-20A, um detector SPD-M20A de arranjo de diodos e
uma controladora do sistema CBM-20A. Uma coluna C18 ACE (250 mm x 4,6 mm X
5,0 um), C18 YMC (250 mm x 4,6 mm x 5,0 um) e C18 GIST (250 mm x 4,6 mm x 5,0
pum) foi empregada. Os isolamentos cromatograficos em escala preparativa foram
realizados em sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japan) com bombas binarias LC-
6AD, detector SPD-M10A de arranjo de diodos e uma controladora do sistema SCL-
10A. A coluna utilizada foi a C18 ACE (250 mm x 21,2 mm x 5,0 ym), C18 YMC (250
mm x 20,0 mm x 5,0 ym), C18 GIST (250 mm x 20,0 mm x 5,0 ym). Os solventes
utilizados na escala analitica e preparativa foram acetonitrila e metanol grau CLAE
(LiChrosolv®, Brasil), agua ultrapura obtida do sistema de purificacdo de agua Milli-Q

(Millipore®), além acido férmico grau CLAE como modificador de fase moével.
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4.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensionais e
bidimensionais foram realizados em um espectrometro de RMN Bruker Ascend 400
operando com intensidade de campo de 9,4 T (400 MHz e 100 MHz para *H e 3C) e
Bruker AvanceNeo 500 operando com um itensidade de campo de 11,7 T (500 MHz
e 125 MHz para 'H e *3C). Os espectros foram registrados em MeOD ou DMSO-ds e
referenciados utilizando o sinal residual do solvente MeOD (61 3,31 e 6c 49,00) e
DMSO-ds (6 2,49 e oc 39,5).

4.5 Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo (EMAR)

Para obtencdo dos espectros de massas de alta resolugcdo com a finalidade
Unica de determinacdo da formula molecular de substancias isoladas, foram
realizadas analise por injecdo em fluxo (AIF) em alta-resolucdo. As amostras foram
injetadas em um sistema cromatografico CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipado
com duas bombas de solvente LC-20AD, um autoinjetor SIL-20A, e uma controladora
do sistema CBM-20A, acoplado a um espectrometro de massas MicrOTOF Il (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA) com uma fonte de ionizacdo electrospray (ESI),
operando com a voltagem do capilar: 4,5 kV, IES em modo positivo ou 4,0 kV IES em
modo negativo, offset da placa final: 500 V, nebulizador 4,0 bar, gas de secagem (N>)
com fluxo de 8,0 ml/min e temperatura de 200°C. Os espectros (m/z 50-1000) foram
registrados a cada 2 segundos. Os dados foram analisados e processados no

software DataAnalysis 4.2.

4.6 Espectroscopia naregido do infravermelho (V)

Os espectros de infravermelho (IV) foram registrados em um espectrémetro
Shimadzu Proeminence IR Prestige-21 usando granulos de KBr, e alternativamente
em um espectrofotbmetro de infravermelho com transformada de Fourier (IVFT)
Shimadzu IRSpirit-T utilizando o acessério QATR-S. As anadlises de infravermelho
foram adquiridas na regido do infravermelho médio (MID) na faixa de 400-4000 cm™,

operando no modo transmitancia.
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4.7 Rotacao 6ptica especifica (ROE)

Um polarimetro Jasco P-2000 (Easton, MD, EUA) foi usado para medir as
rotacdes opticas especificas. Durante as analises foi utilizada uma célula com 100 mm
de comprimento de caminho 6ptico. Aliquotas de 0,9-2,2 mg das amostras foram
solubilizadas em 1,0 mL de metanol e analisadas a uma temperatura de 20 °C.

4.8 Espectroscopia de Dicroismo Circular Eletronico

Os espectros experimentais de dicroismo circular eletronico (ECD) foram
registrados em um espectrometro Jasco J-1100 (Jasco, Toquio, Japao) na regido de
200-400 nm usando os seguintes parametros: largura de banda 1 nm; resposta 1,0 s;
velocidade de varredura 100 nm.min*; 3 acumulacdes; temperatura ambiente (25 °C);
amostra em solucdo de metanol; comprimento do caminho da célula de 0,1 cm;

concentracdo de 0,1 mg.ml2. Os espectros foram suavizados no software Origin.

4.9 Calculos de ECD e RMN

Buscas conformacionais randomizadas foram realizadas para todos o0s
estereoisdbmeros possiveis usando o algoritmo de Monte Carlo com campo de forca
MMFF no software SPARTAN '14 (Spartan’14 Wavefunction, Inc. Irvine, CA.). Todos
os conférmeros dentro de uma janela relativa de energia livre de 10 kcal.mol-* foram
selecionados para calculos de otimizacao de geométrica na fase gasosa, empregando
o nivel de teoria B3LYP/6-31G(d). Calculos de frequéncia vibracional foram realizados
no mesmo nivel de teoria para confirmar que os pontos estacionarios correspondem
a energia potencial minima de superficie. Posteriormente, conformeros dentro de uma
janela de energia relativa de 3 kcal.mol! foram selecionados para simulagGes de
espectros de ECD e/ou célculos de constantes de blindagem magnética nuclear °C e
'H (o). Para simulacdes de ECD, TD-DFT em nivel de teoria foi aplicado: CAM-
B3LYP/TZVP, empregando um modelo continuo polarizavel com formalismo de
equacao integral (IEF-PCM) para simular implicitamente o metanol como solvente. Os
espectros de ECD finais foram gerados com base nas estatisticas de Boltzman dos

conférmeros selecionados e plotados usando o software Origin 8 (OriginPro 8,
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OriginLab Corporation; Northampton, MA, USA, 2020). Os célculos de blindagem
magnética nuclear foram conduzidos usando o nivel de teoria GIAO-mPW1PW?91/6-
31G(d), juntamente com o IEF- Método PCM para simular solvatacdo por metanol. As
constantes de blindagem médias da populacdo foram obtidas assumindo as
estatisticas de Boltzmann a uma temperatura de 298 K. Finalmente, os deslocamentos
quimicos RMN de e 'H e 13C () foram obtidos como dcalc = cTMS — o, onde cTMS
representa a constante de blindagem do composto de referéncia (tetrametilsilano,
TMS), que foi calculado usando os mesmos niveis de teoria. O método DP4+, que se
baseia na analise Bayesiana, foi empregado para estabelecer uma correlacédo
estatistica entre os deslocamentos quimicos 'H e 3C calculados e experimentais.
Cada estrutura foi classificada com base nas probabilidades. Probabilidades
superiores a 90% indicam um alto nivel de confianca de que o candidato exibiu a
melhor concordancia com os dados experimentais (GRIMBLAT; ZANARDI; SAROTTI,
2015). Todos os calculos de mecéanica quantica foram realizados utilizando o pacote
de software Gaussian 16 (FRISCH; TRUCKS; SCHLEGEL; SCUSERIA et al., 2016).

4.10 Fracionamento cromatografico da FCL das raizes de M. macrocalyx

A fase cloroformica (3,0 g) foi submetida a cromatografia liquida de média
pressao (CLMP), utilizando silica gel G60 com particulas de 60-200 um, eluida com
hexano, acetato de etila e metanol, puro ou em mistura binaria, em gradiente
crescente de polaridade. Desse procedimento foram obtidas 12 fracdes (Al-Al2)
(Tabela 1). As fracdes A4-6 (130 mg) foram agrupadas por similaridade de perfil
cromatografico em CCDA. A fracdo A4-6 (130 mg) foi submetida a separacéo
cromatografica preparativa em CLAE, utilizando coluna C18 (ACE, 250 mm x 21,2 mm
x 5,0 um) e o seguinte gradiente de eluicdo: Solvente A = H>O:HCOOH 0,1% v/v ;
Solvente B = MeOH; perfil de eluicdo = 0,0-45,0 min (5-35% B); 45,0-70,0 min (35-
45%B); 70,0-95,0 min (45-70% B); 95,0-100,0 min (70-100% B); 100,0-105,0 min
(100% B); 105,0-120,0 min (100% B); 120,0-125,0 min (100-5% B); 125,0-145,0 min
(5% B); volume de injecdo de 100 pL e fluxo de 8,0 mL/min. Desse processo foram
coletadas 15 fragOes, as quais foram concentradas em evaporador rotativo a 40°C. A
andlise do espectro de RMN *H e '3C das fracdes isoladas levaram a identificacdo de
dez compostos: 1 (1,3 mg, tr = 59.7 min), 6 (6,6 mg, tr = 66.7 min), 7 (5,6 mg, tr =
65.2 min), 8 (4,8 mg, tr = 82.0 min), 9 (3,0 mg, tr = 71.1 min), 10 (1,0 mg, tr = 79.7
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min), bem como mistura de dois isdbmeros posicionais 11 e 12 (3,2 mg, tr = 83.3 min)
e dois isdbmeros geomeétricos 13 e 14 (3,0 mg, tr = 101.2 min). A fracdo A7 (1,1 g) foi
analisada em CLAE-DAD e apresentou um perfil cromatografico similar ao
apresentado pela fracdo A4-6. Ademais, a fracdo apresentou no espectro de RMN de
'H em DMSO-ds, sinais caracteristicos para presenca de amidas fenilpropanoidicas
em O 6,55; 6,82, 4,53 e 3,15. A fracdo A7 (1,1 g) foi filtrada em gel de Sephadex LH-
20 e eluida com MeOH para obtencéo de 15 fracbes (B1-15), essas frac6es foram
monitoradas por CLAE-DAD. As fragdes B8-10 (377,1 mg) com perfis cromatograficos
semelhantes foram agrupadas e submetidas a CLAE preparativa, utilizando coluna
C18 (ACE, 250 mm x 21,2 mm x 5,0 ym) e o seguinte gradiente de eluigdo: Solvente
A = H20; Solvente B = MeOH; perfil de eluicdo = 0,0-45,0 min (5-35% B); 45,0-70,0
min (35-45%B); 70,0-120,0 min (45-60% B); 120-125,0 min (60-100% B); 125,0-140,0
min (100% B); 140,0-145,0 min (5% B); 145,0-165,0 min (5% B). Foram realizadas 19
injecbes de 200 uL da amostra com concentracdo 99,2 mg/mL sob um fluxo de 8,0
mL/min. Desse processo foram coletadas 21 fraces. A analise dos espectros de RMN
'H e 13C dos picos isolados levaram a identificacdo dos compostos 2 (6,0 mg, tr = 59,9
min), 15 (5,0 mg, tr = 109,5 min), além dos compostos reisolados 6 (10,0 mg, tr = 68,0
min) e 7 (8,6 mg, tr = 66,6 min).

Tabela 1 - Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica de M. macrocalyx.

Fracdes Proporcéo de solventes

Al Hexano:AcOEt (7:3)
A2 Hexano:AcOEt (6:4)
A3 AcOEt:Hexano (6:4)
A4 AcOEt:Hexano (8:2)
A5 AcOEt:Hexano (9:1)
A6 AcOEt:Hexano (95:05)
A7 AcOEt (100%)
A8 AcOEt:MeOH (9:1)
A9 AcOEt:MeOH (8:2)
A10 AcOEt:MeOH (6:4)
All AcOEt:MeOH (1:1)
Al12 MeOH (100%)

Diante do manifesto potencial de biossintese de lignanamidas, a necessidade

de reisolamento para realizacao de analises complementares e avaliacao de atividade
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biolégica, quatro gramas da fase cloroférmica foram submetidas a CLMP em silica gel
fase normal com tamanho de particulas de 60-200 pm e eluida em um sistema de
eluicdo em etapas com acetato de etila (Solvente A) e Metanol (solvente B) (Tabela
2). A amostra foi aplicada em fase solida sendo misturada previamente com silica gel
utilizando grau, pistilo e goticulas de metanol para facilitar homogeneizacéo. Desse
procedimento foram obtidas 10 fragbes (C1-10), as quais foram reunidas em 7 fracbes
de acordo com seu perfil cromatogréafico em CLAE-DAD.

Tabela 2 - Fracionamento cromatografico para reisolamento e isolamentos de novos compostos da
fase cloroférmica de M. macrocalyx.

Fracdes Proporcéo de solventes
C1 0% B
c2 0% B
C3 3-5% B
c4 5-7% B
C5 10% B
C6 10-15% B
c7 20% B
C8 30% B
C9 40-50% B
C10 100% B

A fracdo agrupada C4-7 (1,3 g) foi solubilizada em minima quantidade de
metanol, centrifugada e injetada por meio de uma alca de injecdo com capacidade
para 20 mL. A amostra foi submetida & CLMP em fase reversa (C-18) e eluida com
MeOH (Solvente B) e H20 (Solvente A), em gradiente linear de 5-100% de B em 90
min, sob um fluxo de 10 mL/min. Desse procedimento foram obtidas 8 fracdes (D1-8).
A fracdo D2 (148,0 mg) foi submetida a separacdo cromatografica preparativa por
HPLC utilizando coluna C18 (YMC, 250 mm x 20,0 mm x 5,0 ym) e o seguinte
gradiente de eluicdo: Solvente A = H>O; Solvente B = MeOH; perfil de elui¢cdo = 0,0-
40,0 min (25-40% B); 40,0-70,0 min (40-46%B); 70,0-75,0 min (46-100% B); 75,0-90,0
min (100% B); 90,0-95,0 min (100-25% B); 95,0-115,0 min (25% B); volume de injecao
de 100 pL; concentracdo da amostra 211,4 mg/mL; fluxo de 8,0 mL/min; foram
coletadas 16 fracdes (D2.1 — D2.16). As andlises do espectro de RMN de 'H e **C dos
picos isolados levaram a identificacdo dos compostos 3 (2,6 mg, tr= 73.5 min), 4 (7.2

mg, tr= 43.4 min) e 5 (4.4 mg, tr= 65.9 min), além dos compostos reisolados, 2 (10.4
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mg, tr=51.9 min), 6 (16.6 mg, tr= 60.6 min) e 7 (8.1 mg, tr= 63.0 min). A fracdo D2.9
(3,1 mg) foi purificada por CLAE semi-preparativo utilizando uma coluna C18 (Venusil,
250 mm x 10,0 mm x 10,0 ym) e o seguinte gradiente de elui¢do: Solvente A = H20;
Solvente B = MeOH/ACN 50% vl/v; perfil de eluicdo = 0,0-25,0 min (5-25% B); 25,0-
75,0 min (25-40% B); 75,0-80,0 min (40-100% B); 80,0-95,0 min (100% B); 95,0-100,0
min (100-5% B); 100,0-120,0 min (5% B); volume de injecdo de 100 yL e fluxo de 3,0
mL/min; para obtenc&o do composto 1 (1,0 mg). A fracdo D1 (151,0 mg) foi fracionada
por CLAE preparativa utilizando MeOH e H20 como eluente (8,0 mL/min), por meio de
um sistema de gradiente com os seguintes parametros: 0,0-83,0 min (25-46% B);
83,0-87,0 min (46-100%B); 87,0-102,0 min (100% B); 102,0-107,0 min (100-25% B);
107,0-127,0 min (25% B); 12 fragbes (D1.1-D1.12) foram coletadas. Este processo
levou ao reisolamento do composto 4 (7.7 mg, tr=38.2 min) e 5 (1.0 mg, tr=59.1 min).
Além disso, a fragéo D1.5 (2,6 mg) foi purificada por CLAE semi-preparativa utilizando
MeOH/ACN 50% v/v (solvente B) e H2O (solvente A) através de fluxo isocratico de 3,0
mL/min com 30% B e tempo de corrida de 70,0 min, para obtencdo do composto 1
(1,2 mg).
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4.11 Atividade anti-inflamatdria

4.11.1 Ensaio de citotoxicidade

Células da linhagem RAW?264.7 (macrofagos murinos) foram semeadas em
placas de 96 pocos na concentracdo de 1x10° células/mL em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF; GIBCO, Grand Island, NY, EUA) e 1% de solucao
de antibidticos (penicilina 10.000 U/mL e estreptomicina 10 mg/mL) (Sigma Aldrich).
ApOs 24 horas, periodo necessario para a aderéncia das células a placa de cultivo, as
células foram tratadas com diferentes concentracfes dos compostos 1; 2; 3; 4 ou 5
(25, 50 ou 100 pM), previamente dissolvidos em DMSO, n&o ultrapassando a
concentracgéo final de 0,5%, e mantidas em estufa a 5% de CO», 37°C. Prosseguido o
periodo de 24 horas de tratamento, as placas foram centrifugadas (500 x g, 5 minutos,
25°C), o sobrenadante (110 pL) foi removido e, finalmente, 10 yL da solugdo de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazoélio) foi adicionada (5 mg/mL em
PBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (MOSMANN, 1983). As placas foram
incubadas por quatro horas adicionais, e, em seguida, foi adicionado 100 yL de dodecil
sulfato de sodio (SDS) a 10% e os cristais de formazan produzidos foram dissolvidos
overnight. A absorbancia foi mensurada em um espectrofotdbmetro (leitor de
microplacas BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA) no comprimento de
onda de 570 nm.

4.11.2 Quantificacdo de nitrito

Para a quantificacéo indireta de 6xido nitrico (NO), células da linhagem RAW
264.7 foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos a uma densidade de 1 x 108
células/mL em meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de antibiticos em
incubadora de 5% de CO2 a 37°C, conforme descrito anteriormente. Apos o periodo
de quatro horas, as células foram entéo estimuladas simultaneamente com LPS (500
ng/mL) e IFN-y (5 ng/mL) na presenga dos compostos 1; 2; 3; 4, 5 (25, 50 ou 100 uM)
ou dexametasona (20 uM, droga padrao). Foram incluidos ainda um grupo controle
estimulado (meio de cultura e LPS/IFN-y) e um grupo basal (ndo estimulado). Apés

24 horas, os sobrenadantes livres de células foram coletados para a quantificacéo de
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nitrito, utilizado como indicador da produc¢éo de 6xido nitrico, através do método de
Griess (GRIESS, 1879). A concentragdo de nitrito foi avaliada por uma curva padrao
de nitrito de sédio (0 a 200 uM).

4.11.3 Quantificag&o de citocinas (IL-10 e IL-18)

Células da linhagem RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pocos em
uma densidade de 1x10° células/mL. Apdés quatro horas de aderéncia a placa, as
células foram tratadas com os compostos 1; 2; 3; 4, 5 em diferentes concentracdes
(25, 50 ou 100 uM) ou dexametasona (20 uM, droga padréo), e simultaneamente
incubadas na presenca de LPS (500ng/mL) e IFN- y (5ng/mL) por 24 horas. Foram
incluidos ainda um grupo controle estimulado (meio de cultura e LPS/IFN-y) e um
grupo basal (ndo estimulado). Apos esse periodo, 0os sobrenadantes de cada poco
foram coletados para determinar o contetudo de IL-10 e IL-18, de acordo com as
instrucdes do fabricante usando um kit de imunossorvente ligado a enzima (ELISA)

(Invitrogen, TermoFisher, Viena, Austria).

4.11.4 Analise estatistica

Os dados sao apresentados como meédia + erro padrdo da media (EPM) de
cinco replicatas. As comparacfes entre os grupos foram feitas utilizando anélise de
variancia (ANOVA) one-way com pos-teste de Tukey. As analises foram realizadas
utilizando o software Prism 8 (GraphPad, San Diego, CA, EUA) e os grupos foram

considerados estatisticamente diferentes quando p< 0,05.

4.12 Obtencéo e particionamento do EEB das folhas de M. macrocalyx

As folhas foram submetidas a um processo de secagem em estufa com
circulacao de ar forcado a 40 °C por 72 h. Esse material vegetal seco e triturado de M.
macrocalyx (0,8 kg) foi extraido com 3 L de etanol 95% (v/v) (3 vezes por 72 h) a
temperatura ambiente em um percolador de ago inoxidavel. Os extratos resultantes
foram concentrados sob pressao reduzida em evaporador rotativo a 40°C, obtendo-se

120,0 g de extrato etandlico bruto (EEB) de M. macrocalyx (Figura 17).
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Uma quantidade de 115,0 g do EEB foi ressuspendida em 400 mL de uma
solucdo EtOH:H20 7:3 (v/v) e homogeneizada em agitador mecanico. A solucéo
hidroetandlica foi submetida a uma particao liquido-liquido, em ampola de separacéo,
utilizando 100 mL (cinco repeticdes) dos respectivos solventes em gradiente crescente
de polaridade: hexano, cloroférmio e acetato de etila. As fases obtidas foram
concentradas em evaporador rotativo, a uma temperatura de 40 °C. O liquido residual
foi eliminado com auxilio de um dessecador resultando em 14,0 g da fase hexanica
(FHX), 7,9 g de fase cloroférmica (FCL), 2,4 g da fase acetatoetilica (FAE) e 85,0 g
fase hidroetandlica (FHE) (Figura 17).

4.13 Fracionamento cromatografico da FAE das folhas de M. macrocalyx

Um meétodo de fracionamento cromatografico foi desenvolvido utilizando CCDA
e sistemas de hexano:acetato. A fase acetatoetilica (2,0 g) foi submetida a
cromatografia de coluna classica (CC) em silica gel fase normal e eluida em gradiente
dividido em etapas. Desse procedimento foram obtidas 17 fracbes (E1-E17) (Tabela
3). Afracdo E13 (315,0 mg) foi submetida a separacao cromatogréafica preparativa por
CLAE, em coluna C18 (GIST, 250 mm x 21,2 mm x 5,0 pm) sob um gradiente linear
40 a 60% de B em 60 min (solvente A = HCOOH:H20O 0,1% v/v e solvente B = MeOH);
dezesseis injecdes (volume: 100 pL) foram realizadas; fluxo de 8,0 mL/min; 12 fracfes
foram obtidas. A andlise dos espectros de RMN de'H e *3C dos picos isolados levou

a identificagéo dos compostos 1 (42,7 mg, tr = 44,0 min) e 2 (9,0 mg, tr = 55,5 min).



Figura 17 - Obtencao e particao liquido-liquido do EEB das folhas M. macrocalyx.

Estufa de circulacdo de ar forcada
Temperatura 40 °C
72h

Maceracao com etanol 95% viv por 72 h (3x)
Evaporador rotativo (40 °C)

115,0 g do EEB solubilizado em etanol:H,O 7:3
Concentracdo: 287,5 mg/mL

particéo liquido-liquido com Hexano, cloroférmio
e acetato de etila
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Tabela 3 - Fracionamento cromatogréafico da fase acetatoetilica de M. macrocalyx.

Fracdes Proporcéo de solventes
E1-3 Hexano:AcOEt (75:25)
E4 Hexano:AcOEt (1:1)
E5-6 Hexano:AcOEt (6:4)
E7 Hexano:AcOEt (7:3)
E8 AcOEt:Hexano (8:2)
E9 AcOEt:Hexano (9:1)
E10 AcOEt100%
E11 AcOEt:MeOH (9:1)
E12 AcOEt:MeOH (8:2)
E13 AcOEt:MeOH (7:3)
E14 AcOEt:MeOH (6:4)
E15 AcOEt:MeOH (1:1)
E16-17 MeOH 100%

4.14 Coleta do material vegetal M. princeps

As folhas de M. princeps foram coletadas no Jardim Botanico do Rio de Janeiro
em abril de 2025. 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 coletado foi produzida e
depositada no Herbario RB do Jardim Botanico do Rio de Janiero com cdédigo de
registro GC. Ottino 135.

4.15 Obtencéo e particionamento do EEB das folhas de M. princeps

As folhas foram submetidas a um processo de secagem em estufa com
circulacao de ar forcado a 40 °C por 72 h. Esse material vegetal seco e triturado de M.
princeps (264,0 g) foi extraido com 750 mL de etanol 95% (v/v) (3 vezes por 72 h) a
temperatura ambiente. Os extratos resultantes foram concentrados sob presséo
reduzida em evaporador rotativo a 40°C, resultando no extrato etanolico bruto (EEB)
de M. princeps.

O EEB de M. princeps foi solubilizado em solu¢cédo de EtOH:H20 7:3 (v/v) na

concentragéo de 287,5 mg/mL. A solucéo hidroetandlica foi submetida a uma particéo
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liquido-liquido, em ampola de separacgdo, utilizando o0s respectivos solventes em
gradiente crescente de polaridade: hexano, cloroformio e acetato de etila. As fases
obtidas em estado liquido foram concentradas em evaporador rotativo, a uma
temperatura de 40 °C resultando nas fases hexanica (FHX), cloroformica (FCL),
acetatoetilica (FAE) e hidroetandlica (FHE).

4.16 Anélise de CLAE-IES-QTOF-EM/EM

Cinco microlitros das amostras (200 pg/mL), foram injetados no LC-40D X3
(Shimadzu) equipado com os médulos CBM-40, DGU-40S, LC 40D X3, SIL-40C X3 e
CTD-40S, acoplado a um espectrometro de massas LCMS-9050 (Shimadzu) com uma
fonte de ionizacéo electrospray (IES) e um analisador Quadrupole Time-of-Flight (Q-
TOF). Experimentos de CLAE foram realizados utilizando uma coluna C18 (Ascentis-
150 mm x 4,6 mm x 2,7 pum). A fase movel consistiu em uma solugdo &cido
férmico/agua 0,1% v/v (Solvente A) e Metanol (Solvente B). Um gradiente linear (15-
100%) foi realizado para eluicdo em 20 min, com um fluxo de 0,3 mL/min e a
temperatura da coluna mantida em 40°C. Os parametros das analises para
espectrometros de massas foram os seguintes: voltagem do capilar: -3,0 kV ou 4,0
kV, fluxo do gas nebulizador de 3,0 L/min, gas de secagem com fluxo de 10 mL/min e
temperatura da interface em 300 °C. As substancias foram analisadas no modo de
ionizacdo negativo e positivo. Os dados de fragmentacdo foram adquiridos no modo
de aquisicdo independente de dados (DIA), em uma faixa de massa de ions
precursores de m/z 100-1000 detectadas em um tempo de evento de 0,10 s. A
resolucdo Q1 foi de 34,6 distribuida em 26 eventos de EM/EM. Por tanto, o método
de massas apresentou um loop time de 0,906 s e um total de 27 eventos. A
fragmentacdo ocorreu com energia de colisdo (CE) em rampa de 5-55 eV e pressao
de 230 kPa de Argbnio. Foram detectados ions produtos de m/z 50-1000 e o
espectrometro de massas foi configurado para gerar acumulacao de dados e obtencao
de resultados no formato centrdide.

Os arquivos foram carregados no MS-DIAL, no modo SWATH-MS com
bibliotecas da global of natural products social (GNPS), Massbank, MassbankEU e
Respect. ApOs o processamento, deconvolucédo e alinhamento, os resultados foram
interpretados com auxilio do Insight Explorer (Shimadzu), SciFinder e dados da

literatura. Ademais, uma rede molecular foi gerada e exportada em informacdes de
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noés e rede. Esses arquivos foram carregados no software cytoscape v3.10.3 para

customizagéao da rede molecular.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Lignanamidas das raizes de Metternichia macrocalyx e sua atividade anti-

inflamatéria
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RESUMO

Cinco novas lignanamidas (1-5) e dez amidas conhecidas (6-15) foram isoladas da
fase cloroférmica das raizes de Metternichia macrocalyx. As estruturas dos novos
compostos foram elucidadas por meio de analise de dados espectroscopicos de RMN
e espectrometria de massas e as estruturas conhecidas por comparagao com dados
da literatura. O composto 1 teve sua configuracdo absoluta estabelecida por meio de
experimentos de ECD, calculos de RMN e calculos de mecéanica quantica. A atividade
anti-inflamatoria dos compostos (1-5) foi avaliada em macr6fagos RAW264.7. Todos
0s compostos testados reduziram os niveis de oxido nitrico (NO). Nos ensaios de
guantificacdo de citocinas, apenas o composto 2 nao reduziu significativamente os
niveis de IL-10. Além disso, os compostos 1-3 e 5 também reduziram os niveis de IL-

18. Esses resultados sugerem o potencial anti-inflamatério desses compostos.

Metternichia J.C.Mikan (Solanaceae) foi historicamente um género
monoespecifico, formado por duas variedades nativas de ambientes geograficamente
contrastantes: uma variedade tipica (M. princeps var. princeps), encontrada nas
florestas Umidas do leste do Brasil (regido da Mata Atlantica) e M. princeps macrocalyx
Carv., de areas semiaridas (regido da Caatinga). Recentemente, a variedade M.
princeps macrocalyx Carv. foi elevada a categoria de espécie com a nova combinacao
Metternichia macrocalyx (DE SOUZA; ANDRADE; RADAESKI; BAUERMANN et al.,
2023).

As espécies da familia Solanaceae sao produtoras de compostos
biologicamente ativos (KOWALCZYK; MERECZ-SADOWSKA; RIJO; MORI et al.,
2022), entre eles, as lignanamidas, que consistem em uma subclasse de lignanas
descobertas pela primeira vez nas raizes de Capsicum annuum var. grossum
(Solanaceae) (LEONARD; ZHANG; YING; FANG, 2020). Sequencialmente, outras
lignanamidas foram identificadas por meio de investigacdes fitoquimicas de varios
membros da familia Solanaceae, incluindo: Hyocyamus niger (MA; LIU; CHE, 2002),
Solanum melongena (SUN; GU; SU; LI et al., 2014), Solanum tuberosum (KING;
CALHOUN, 2005), Lycium yunnanense (ZHENG; HUANG; LIANG; XU et al., 2018), e
Lycium chinense (ZHANG; GUAN; FENG; WANG et al., 2013). Esses metabdlitos
demonstraram atividade anti-inflamatéria em modelos in vivo e in vitro (LUO; YAN;
BOBROVSKAYA; JI et al., 2017; SUN; GU; SU; LI et al., 2014; WANG; LUO; FAN,
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2019). Em nosso continuo estudo com espécies brasileiras de regibes semiaridas,
relatamos o isolamento e a determinagao estrutural de cinco novas lignanamidas (1-
5), juntamente com dez amidas conhecidas (6-15) e a avaliacdo de sua atividade anti-

inflamatdria por meio de testes in vitro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fase cloroférmica das raizes de Metternichia macrocalyx foi submetida ao
fracionamento por cromatografia liquida de média pressao (CLMP) utilizando silica gel
60 (70-230 mesh), seguido por CLAE. Esses processos resultaram no isolamento de
cinco novas lignanamidas (1-5) e dez amidas conhecidas (6-15). Além disso,
avaliamos suas atividades anti-inflamatorias por meio de testes in vitro. As estruturas
foram caracterizadas por espectroscopia de RMN unidimensional e bidimensional de
'H e 13C, IES-EMAR, célculos de RMN, dicroismo circular eletrénico (ECD), rotacéo
Optica especifica e espectroscopia no infravermelho (IV). Os compostos conhecidos
N-trans-sinapoiloctapamina (6) (SUN; HUO; ZHANG; HUANG et al., 2015), N-trans-
feruloiloctapamina (7) (SUN; HUO; ZHANG; HUANG et al.,, 2015), N-trans-
feruloiltiramina (8) (SUN; HUO; ZHANG; HUANG et al., 2015), N-cis-feruloiltiramina
(9) (SUN; HUO; ZHANG; HUANG et al., 2015), N-trans-cumaroiltiramina (10) (ZHANG,;
BAI; LIU; WANG et al., 2011), N-trans-feruloil-3-metéxitiramina (11) (SUN; HUO;
ZHANG; HUANG et al., 2015), N-trans-sinapoiloctapamina (12),(CHOI; CHO; JIN; LEE
et al.,, 2016; SUN; HUO; ZHANG; HUANG et al., 2015), N-trans-grossamida (13)
(KING; CALHOUN, 2005), N-cis-grossamida (14) (KING; CALHOUN, 2005), e
NZ,N° NO-Tri-p-cumaroilespermidina (15) (OHTA; FUJIMAKI; UY; YANAI et al., 2007;
WERNER; HU; LORENZI-RIATSCH; HESSE, 1995) foram identificados pela
comparacdo de seus dados espectroscopicos (Figura S54-S100) com aqueles
relatados na literatura. Além disso, o espectro ECD (Figura 20) estabeleceu a
configuracéo absoluta do composto 6, que foi isolado pela primeira vez em Solanum

melongena como R-N-trans-sinapoiloctapamina.
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Chart. Chemical structures of isolated compounds 1-15 from the roots of M. macrocalyx.

6 7'R, R; = OCH3, R, = OCH3, Ry = OH, Ry =H
77'S,Ry=0CH; Ry =H,R3=OH,R; = H
8R;=0CH; R;=H,R3=H,Ry =H, E, A"®
9R;=0CH; R;=H,R3=H,Ry=H, Z, A’®
10R,=H,R,=H,Ry=H,R;=H

11 R, = OCH3, Ry =H, Ry = H, Ry = OCH; 13 E, ATE)
12 R, = OCH,, R, = OCH,, Ry =H, R, = H 14 Z, AT®)

15

O composto 1 foi isolado como um pdé amorfo amarelado. Sua férmula
molecular foi estabelecida como CssHa1N2012 com base em IES-EMAR ([M+H]" em
m/z 717,2626, calcd. 717,2654, A = 3,9 ppm, com o indice de deficiéncia de hidrogénio
(IDH) igual a vinte; (Figura S9). O espectro infravermelho mostrou absor¢des em 3343
cm? (hidroxila), 1651 cm™ (carbonila de amida), 1611 e 1514 cm™ (C=C de anel
aromatico). O espectro de RMN de 'H (Figura S1-S3) mostrou sinais em dn 7,82 (1H,
brs, H-7) e 7,86 (1H, brs, H-7") caracteristicos de protons olefinicos em sistemas a,
conjugados, sinais de protons oximetinicos em 6n 4,38 (H-7") e 4,54 (H-7"), além de
um conjunto de sinais de protons aromaticos em én 6,87 (brs, 4H), on 6,94 (d, 2H,
J=8,5 Hz), éx 7,03 (d, 2H, J=8,4 Hz), én 6,63 (d, 2H, J=8,5 Hz) e 1 6,69 (d, 2H, J=8,4
Hz), indicando a presenca de dois pares de anéis aromaticos 1,3,4,5-
tetrassubstituidos e 1,4-dissubstituidos (Tabela 4). O espectro de RMN de '3C-APT
(Figura S4) mostrou sinais de carbonos olefinicos em éc 142,3 (C-7) e 142,5 (C-7'),
127,4 (C-8) e 127,6 (C-8"), sinais dos carbonos metinicos oxigenados em 6¢c 73,0 (C-
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7"), 73,5 (C-7"), além de sinais de carbonos metilénicos em &éc 48,5 (C-8",8") e
carbonilicos em 6c 168,2 (C-9,9"). No espectro de HSQC (Figura S5), os sinais de
correlacdo em oOn 7,82/6c 142,3 (H-7/C-7) e em On 7,86/0c 142,5 (H-7'/C-T')
confirmaram a presenca de duas ligagc6es duplas trissubstituidas. Esses dados foram
compativeis com a presenca de duas porcdes sinapoil e octapamina (Tabela 4-5). A
férmula molecular do composto 1 foi consistente com uma lignanamida do tipo bis-
fenilpropeno formada por dois mondmeros de N-trans-sinapoiloctapamina,
semelhante a cannabisina G (MA; LIU; CHE, 2002; SAKAKIBARA; IKEYA; HAYASHI;
OKADA et al., 1995).

No espectro HMBC (Figura 1 e Figura S6), as correlagdes muatuas entre os
sinais de protons em on 7,82 (H-7) e 6w 7,86 (H-7') com os sinais dos carbonos
metinicos aromaticos em 6c 108,8 (C-2,6), 6c 108,9 (C-2',6'), com os sinais dos
carbonos olefinicos n&o hidrogenados em éc 127,4 (C-8) e 127,6 (C-8') e com o sinal
do carbono carbonilico em é¢c 168,2 (C-9,9') confirmaram os deslocamentos quimicos
dos H-7 e H-7'. Essas correlacdes, juntamente com aquelas de “Jun COSY (ver Figura
18 e Figura S7) (H-7/H-2, 6 e H-7'/H-2",6"), correspondendo ao acoplamento benzilico,
e o0s espectros de NOESY (Figura S8) (H-2".6"/H- 7" e H-2",6"/H-7"), foram
condizentes com a unido das duas unidades monomeéricas através dos carbonos C-8
e C-8'. No espectro de RMN de H, pares de sinais de diferentes intensidades (on
7,819 e 7,857, 7,810 e 7,865) sugeriram quiralidade axial devido a rotacdo impedida
no eixo C-8-C-8', o que foi compativel com atropisomerismo. Além disso, 0s
deslocamentos quimicos dos prétons oximetinicos (6é+ 4,38 e 4,54), juntamente com
os pares de sinais dos sistemas AA',.BB' (Tabela 4) das unidades de octopamina,
foram compativeis com centros estereogénicos em C-7" e C7". Assim, calculos de
mecanica quantica sobre a barreira de energia livre em funcéo da rotacdo em torno
do angulo diedro C7-C8-C8'-C7' (Figura S101) estabeleceram o valor de energia livre
relativa de 29,04 kcal.mol?, confirmando a ocorréncia de quiralidade axial. Para o
composto 1, oito estereoisdmeros foram possiveis: (7"R,7"R,8aS), (7"S,7"S,8aS),
(7"S,7"R,8aS), (7"R,7"S,8aS), (7"S,7"'S,8aR), (7"R,7"R,8aR), (7"R,7'"'S,8aR) e
(7"S,7"R,8aR). O espectro de ECD foi predominantemente dominado pela quiralidade
axial, como demonstrado por Polavarapu (POLAVARAPU; JEIRATH; KURTAN;
PESCITELLI et al., 2009). Isso se tornou evidente uma vez que 0s estereoisébmeros
aS apresentaram similaridade com o0s espectros experimentais (Figura S10),

permitindo-nos determinar a quiralidade axial presente no composto. Entre os quatro
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estereoisdmeros aS (Figura S11), foi observada similaridade entre os espectros de
ECD na regido dos efeitos Cotton negativos em 315 nm e efeitos Cotton positivos em
355 nm, embora exibindo padrdes distintos na regido do efeito Cotton negativo em
240 nm. Assim, pode-se inferir que os dois primeiros estariam intrinsecamente
correlacionados com a quiralidade axial da molécula, levando ao fendmeno de
atropisomerismo, e o ultimo aos dois centros estereogénicos em 7" e 7"'. Além disso,
foi demonstrado que, ao variar a temperatura de 25 °C a 60 °C (Figura 19), os efeitos
Cotton observados em 315 nm e 355 nm apresentaram uma diminui¢do significativa
na intensidade em temperaturas mais altas. Por outro lado, o efeito Cotton em 240 nm
permaneceu inalterado (Figura 19). Esses resultados indicaram plausibilidade de
atropisomerismo. Os célculos dos deslocamentos quimicos de RMN de 3C e 'H,
seguido pela aplicacdo da metodologia DP4+ (GRIMBLAT; ZANARDI; SAROTTI,
2015; MARCARINO; CICETTI; ZANARDI; SAROTTI, 2022), permitiram a
determinacdo da estereoquimica relativa, com probabilidade de 100% para o
estereoisdbmero com a configuragéo 7"S*,7"S*,8aS (Tabela S1-S3). Esta proposta foi
confirmada pelo espectro de ECD simulado, que apresentou maior semelhanca com
o experimental (Figura 20). Portanto, foi possivel estabelecer a configuracédo absoluta
como 7"S, 7S, 8aS (Figura 20) e o composto 1 recebeu o nome trivial de

metternichiamida A.

Tabela 4 — Dados espectroscopicos de RMN de H dos compostos 1-5 em MeOD.

12 22 32 42 5b
Posicao on(J in Hz) on(J in Hz) o (J in Hz) On(J in Hz) On (J in Hz)

1

2 6,87, brs 6,73, s 6,71, s 6,77, brs 6,76, brs
3

4

5

6 6,87, brs 6,73, s 6,71, s

7 7,82, brs 5,27, d (6,3) 5,26, d (6,6) 7,33, brs 7,27, brs
8 3,38, dd (6,3; 2,8) 3,35, m

9

T

2' 6,87, brs 6,73, s 6,73, s 6,33, s 6,33, s
3

s
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6,87, brs
7,86, brs

6,94, d (8,5)
6,63, d (8,5)

6,63, d (8,5)
6,94, d (8,5)
4,54, m

3,40, m
3,40, m

7,03, d (8,4)
6,69, d (8,4)

6,69, d (8,4)
7,03,d (8,4)
4,38, m
3,37, m
3,37, m

3,75, s

3,75, s
3,75, s

6,73, s
5,29, d (6,3)
3,38, dd (6,3; 2,8)

6,96, d (8,5)
6,66, d (8,5)

6,66, d (8,5)
6,96, d (8,5)
4,49, 1 (6,5)

3,45, dd (13,3; 6,5)
3,22, dd (13,3, 6,5)

6,96, d (8,5)
6,66, d (8,5)

6,66, d (8,5)

6,96, d (8,5)

4,49, 1 (6,5)
3,45, dd (13,3; 6,5)
3,22, dd (13,3; 6,5)

3,87, s

3,87, s
3,87, s

6,73, s
5,28, d (6,4)
3,40, m

6,83, d (8,5)
6,63, d (8,5)

6,63, d (8,5)
6,83, d (8,5)

2,59, m
2,53, m

3,37, m
3,18, m

6,95, d (8,5)
6,66, d (8,5)

6,66, d (8,5)
6,95, d (8,5)
4,46, 1 (6,7)

3,49, dd (13,3; 6,7)
3,18, dd (13,3; 6,7)

3,86, s

3,88, s
3,88, s

6,33, s
4,87, brs
3,72,d (1,8)

7,14, d (8,6)

6,72, d (8,6)

6,72, d (8,6)
7,14, d (8,6)

4,68, dd (7,6; 5,1)

3,39-3,42, m
3,39-3,42, m

6,96, d (8,6)
6,67, d (8,6)

6,67, d (8,6)
6,96, d (8,6)
4,53, 1(6,2)
3,34-3,37,m

3,25, dd (6,0, 1,6)

3,68, s

3,92, s
3,58, s
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6,33, s
4,86, brs
3,72,d (1,3)

6,94, d (8,5)
6,66, d (8,5)

6,66, d (8,5)
6,94, d (8,5)
2,68, 1(7,2)

3,33-3,43, m

6,83, d (8,5)
6,63, d (8,5)

6,63, d (8,5)
6,83, d (8,5)
4,52, 1(6,2)
3,33-3,38, m

3,26, dd (13,4; 6,0)

3,70, s

3,92, s
3,53, s



Tabela 5 - Dados espectroscépicos de RMN de **C dos compostos 1-5 em MeOD.

Posicéo
1

© 00 N o o B~ WD

©@ @ YN o g &~ @ N =2

"
>
3
4"
5
5
-
g
"
o
3w
4
-
&
-

g
OCHs-3", 5'
OCH3-3
OCH3-5

1a 2a 3a 42 5b

Oc Oc Oc Oc Oc
126,7, C 132,3,C 131,0,C 124,2,C 1242, C
108,8, CH 104,8, CH 104,7, CH 109,1, CH 109,1, CH
139,0, C 1494, C 1495, C 1493, C 149,3, C
149,2, C 136,6, C 136,7, C 143,3, C 143,2, C
139,0, C 1494, C 1495, C 146,9, C 147,0, C
108,8, CH 104,8, CH 104,7, CH 125,2,C 125,3,C
142,3, CH 86,3, CH 86,4, CH 135,4, CH 135.0, CH
127,4, C 60,3, CH 60,6, CH 126,8, C 127,1,C
168,2, C 1725, C 172,1,C 170,3,C 170,0, C
126,7, C 132,3,C 132,4,C 135,3,C 135,2,C
108,9, CH 104,8, CH 104,9, CH 106,0, CH 106,1, CH
139,1, C 149,4,C 1494, C 149,0, C 149,0, C
149,2, C 136,6, C 136,7, C 135,3,C 135,3,C
139,1, C 149,4, C 1494, C 149,0, C 1495, C
108,9, CH 104,8, CH 104,9, CH 106,0, CH 106,1, CH
142,5, CH 86,3, CH 86,4, CH 41,4, CH 41,4, CH
127,6, C 60,3, CH 60,3, CH 50,2, CH 50,1, CH
168,2, C 172,5,C 172,5,C 1743, C 174,2, C
134,2,C 134,2,C 130,8, C 134,7,C 131,4,C
128,4, CH 128,5, CH 130,7, CH 128,4, CH 130,7, CH
116,0, CH 116,1, CH 116,2, CH 116,1, CH 116,2, CH
158,0, C 158,0, C 156,9, C 158,0, C 156,8, C
116,0, CH 116,1, CH 116,2, CH 116,1, CH 116,2, CH
128,4, CH 128,5, CH 130,7, CH 128,4, CH 130,7, CH
73,0, CH 73,1, CH 35,7, CH2 73,4, CH 35,6, CH2
48,5, CH2 48,1, CH: 42,6, CH2 48,4, CH2 42,8, CH2
134,3,C 134,2,C 134,5, C 134,3,C 134,4, C
128,3, CH 128,5, CH 128,5, CH 128,4, CH 130,8, CH
116,1, CH 116,1, CH 116,1, CH 116,1, CH 116,2, CH
158,0, C 158,0, C 158,0, C 157,9,C 156,9, C
116,1, CH 116,1, CH 116,1, CH 116,1, CH 116,2, CH
128,3, CH 128,5, CH 128,5, CH 128,4, CH 130,8, CH
73,5, CH 73,1, CH 73,2, CH 72,8, CH 72,8, CH
48,5, CH2 48,1, CH2 48,1, CH: 48,0, CH2 47,9, CH2
56,7, CHs 56,8, CHs 56,9, CHs 56,7, CHs3 56,7, CH3
56,7, CHs 56,8, CHs 56,8, CHs 56,8, CHs3 56,8, CHs3
56,7, CHs 56,8, CHs 56,8, CHs 60,8, CHs 60,8, CHs3
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aMensurado em 100 MHz.®Mensurado em 125 MHz.

O composto 2 foi isolado como um p6 amorfo branco. Sua férmula molecular
foi estabelecida como CazgH42N2013 com base em IES-EMAR ([M+Na]® a m/z
757,2528, calcd. 757,2579, A = 2,8 ppm; IDH = 19; Figura S21). O espectro de RMN
de H (Figura S12-14) mostrou sinais de prétons aromaticos em on 6,73 (s, 4H), Ou
6,96 (d, 4H, J=8,5 Hz) e 6x 6,66 (d, 4H, J=8,5 Hz), sugerindo a presenca de anéis
aromaticos 1,3,4,5-tetrassubstituidos e 1,4-dissubstituidos. O espectro de IV mostrou
absorcdes em 3306 cm? (hidroxila), 1659 cm™ (carbonila de amida), 1612 e 1516 cmr
1 (C=C de anel aromético). No espectro de RMN de *C-BB e DEPT135 (Figura S15-
S16), os sinais dos carbonos oximetinicos em &6c 73,1 (C-7",7") e dos carbonos
metilénicos em oc 48,1 (C-8", C8"™) sugeriram a presenga da por¢cao octopamina
(SUN; HUO; ZHANG; HUANG et al., 2015). No espectro de HSQC (Figura S17), foram
observadas correlagbes em o4 3,38 (dd, J=6,3; 2,8 Hz)/6c 60,3 (H-8,8'/C-8,8'), o1 5,27
(d, J=6,3 Hz)/6¢c 86,3 (H-7/C-7) e em 6n 5,29 (d, J=6,3 Hz)/6¢c 86,3 (H-7'/C-7'), as quais
foram compativeis com uma lignana do tipo tetra-hidrofurano (ZHENG; HUANG,;
LIANG; XU et al., 2018) (Figura 17). Os sinais sobrepostos de RMN de 'H e *C
sugeriram que o composto 2 seria um dimero de simetria C2 semelhante a
liciumamida K (ZHENG; HUANG; LIANG; XU et al., 2018), exceto pelo mondémero

constituinte ser a N-trans-sinapolictopamina.
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Figura 18 — Principais correlacées de HMBC, *H-'H COSY e NOESY dos compostos 1-5.
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Figura 19 - Comparacao dos espectros experimentais de ECD do composto 1 em diferentes
temperaturas: 25 °C (preto), 40 °C (azul) e 60 °C (vermelho).
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No espectro HMBC (Figura 18 e Figura S18), correlagdes mutuas dos protons
H-7 (6w 5,27), H-7" (0w 5,29), com sinais em 6c 60,3 (C-8,8'), 132,3 (C-1,1'), 104,8 (C-
2,2'6,6') e 172,5 (C-9, C-9'), confirmaram a presenga de uma lignana do tipo tetra-
hidrofurano. No espectro de COSY (Figura S19), as correlagcbes entre H-7/H-8 e H-
7'/H-8'; H-7" com H2-8", e de H-7" com H2-8", corroboraram a proposta para o
composto 2. Sua configuracao relativa foi estabelecida com base em constantes de
acoplamento escalar (Tabela 4) e nas correlagbes NOESY (Figura S20). Interacdes
NOE entre H-8 e os prétons aromaticos H-2,6 (én 6,73) sugeriram orientacdo syn,
analogamente a H-2',6' com H-8' (Figura 18). Isso foi consistente com um arranjo trans
entre os protons H-7 (6n 5,27) e H-7' (6n 5,29), ambos com 3Jun = 6,3 Hz. A
configuragdo relativa proposta foi confirmada pelos céalculos de deslocamentos
quimicos de RMN de 3C e 'H. Com base nos dados espectroscopicos, foram
calculados quatro possiveis diastereoisbmeros para 0 composto  2:
(7S*,7'S*,7"S*, 7""R*,85*,8'S*), (7S*,7'S*,7"R*,7"'S*,85*,8'S¥),
(7S*,7'S*,7"R*,7"R*,85*,8'S*) e (7S*,7'S*,7"S*,7"S*,85*,8'S*) (Tabela S5-S6). A
metodologia DP4+ (GRIMBLAT; ZANARDI; SAROTTI, 2015; MARCARINO; CICETTI;
ZANARDI; SAROTTI, 2022; ZHENG; HUANG; LIANG; XU et al., 2018) foi aplicada e
produziu uma probabilidade de 100% para o candidato 7S*,7'S*,7"R*,7"R*,85*,8'S*
(Tabela S4). Pela comparacdo do ECD simulado e experimental, a configuracéo
absoluta foi determinada como 7S,7'S,7"R,7"R,8S,8'S (Figura 20). Assim, 0 composto
2 foi identificado como uma nova lignanamida, recebendo o nome trivial de
metternichiamida B.

O composto 3 foi isolado como um pé amorfo branco. Sua férmula molecular
foi estabelecida como CsgH42N2012 com base em IES-EMAR ([M+H]" a m/z 719,2797,
calcd. 719,2811, A = 1,9 ppm; IDH = 19; Figura S31). A analise dos dados de RMN
revelou que o composto 3 era semelhante ao composto 2 (Tabela 4-5), mas nao
consistia em um homodimero. O espectro de RMN de *H (Figuras S22-S24) exibiu os
sinais que corresponderam aos prétons aromaticos caracteristicos de dois anéis
aromaticos 1,3,4,5-tetrassubstituidos e dois anéis 1,4-dissubstituidos (Tabela 4). No
espectro de RMN de 3C-BB e DEPT135 (Figura S25-S26), os sinais de carbono
metinico em &6¢c 73,2 (C-7™) e trés carbonos metilénicos em &¢ 35,7 (C-7"), 42,6 (C-8")
e 48,1 (C-8") sugeriram a presenga de unidades de octopamina e tiramina. No
espectro HSQC (Figura S27), o conjunto de correlagdes dos sinais em on 3,35, m/dc
60,6 (H-8/C-8), on 3,40, m/éc 60,3 (H-8'/C-8'"), 6w 5,26, d, J=6,6 Hz/6c 86,4 (H-7/C-7),
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e on 5,28, d, J=6,4 Hz/d6c 86,4 (H-7'/C-7') corroborou a presenga de carbonos

oxigenados, que sdo caracteristicos de lignanas do tipo tetra-hidrofurano.

Figura 20 - Espectros de ECD experimentais (superior) e calculados (inferior) referente aos
compostos 1-6.
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Nos espectros HMBC (Figura 18 e Figura S28), as correlacbes matuas de H-7
(6n 5,26), H-8a" (o1 3,37, m), H-8b" (61 3,18, m) com o sinal em 6¢c 172,1 (C-9), e H-
7' (0w 5,28), H-8a" (6n 3,49), H-8b™ (6w 3,18) com o sinal em 6c 172,5 (C-9')
confirmaram a unido dos dois mondémeros (N-trans-sinapolitiramina e N-trans-
sinapolictopamina) por meio do nucleo tetra-hidrofurano. No espectro COSY (Figura
S29), as correlacdes entre H-7/H-8 e H-7'/H-8', aquelas dos sinais H-7a" e H-7b" com
H-8a" e H-8b", e entre H-7", H-8a"™ e H-8b™, apoiaram a estrutura proposta de uma
lignana do tipo tetra-hidrofurano (Figura 18). O espectro NOESY (Figura 1 e Figura
S30) revelou correlagbes de H-2,6 e H-2'.6' com H-8 e H-8', respectivamente,
sugerindo que eles possuem orientacdo syn. Dessa forma, quatro estereoisbmeros
foram possiveis para o composto 3: (7S,7'S,7"S,8S,8'S), (7R,7'R,7"R,8R,8'R),
(7S,7'S,7"R,8S,8'S) e (7R,7'R,7"S,8R,8'R). O espectro ECD (Figura S32) indicou
gue, especificamente, dois estereoisbmeros, 7S,7'S,7"S,8S,8'S e 7R,7'R,7"S,8R,8'R,
apresentaram melhor equivaléncia com os dados experimentais. Portanto, os
deslocamentos quimicos de RMN de H e 3C foram calculados usando um GIAO-
HDFT em nivel tedrico (COSTA; DE ALBUQUERQUE; FIOROT:; LIAO et al., 2021) e



71

foram comparados com os dados experimentais (Tabela S8-S9). Apd4s as simulacdes,
a metodologia DP4+ (GRIMBLAT; ZANARDI; SAROTTI, 2015; MARCARINO;
CICETTI; ZANARDI; SAROTTI, 2022) foi aplicada, resultando em 100% de
probabilidade para o estereoisdbmero com a configuracédo 7S,7'S,7"'S,8S,8'S (Tabela
S7 e Figura 20). Com base nesses dados espectrais, o0 composto 3 foi determinado
como uma nova lignanamida tetra-hidrofuranica com o nome trivial de
metternichiamida C.

O composto 4 foi isolado como um p6 amorfo branco. Sua férmula molecular
foi estabelecida como CsgHsoN2012 com base em IES-EMAR ([M+H]" a m/z 717,2634,
calcd. 717,2654, A = 2,8 ppm; IDH = 20; Figura S42). No espectro de RMN de 'H
(Figuras S33-S35), o conjunto de dupletos entre oy 6,67 e 7,14, além dos sinais em
on 4,68 (1H, dd, J=7,6; 5,1 Hz), 4,53 (1H, t, J=6,2 Hz), 3,39-3,42 (m), 3,34-3,37 (M),
3,25 (dd, 6,0; 1,6 Hz), foram compativeis com uma lignana formada por duas por¢des
octopamina. Além disso, foram observados sinais em 6n 4,87 (1H, brs) e 6n 3,72 (1H,
d, J=1,8 Hz), referentes aos protons da unidade arildi-hidronaftaleno (LEONARD;
ZHANG,; YING; FANG, 2020; SAKAKIBARA; IKEYA; HAYASHI; MITSUHASHI, 1992),
além dos sinais em 6x 3,92 (3H, s), 3,68 (6H, s), 3,58 (3H, s), correspondendo a quatro
metoxilas. Os dados espectroscépicos de RMN de *H e *3C (Tabela 4-5 e Figuras S33-
S37) do composto 4 foram semelhantes aos da flavifloramida B (WU; ZHENG; DENG;
QIN, 2013), diferindo apenas pela insercdo de hidroxilas nos carbonos C-7",7". O
espectro HSQC (Figura S38) mostrou as correlacdes de 6n 4,87, brs/éc 41,4 (H-7'/C-
7")e 61 3,72, d/dc 50,2 (H-8'/C-8") e no COSY (Figura 18 e Figura S40) entre os protons
do H-7" e H-7" com H-8" e H-8", respectivamente. No espectro HMBC (Figura 18 e
Figura S39), as correlacdes mutuas de H-7" com C-2",6" e C-8", e H-7" com C-2",6"
e C-8", confirmaram as hidroxilas nos carbonos C-7" e C-7". No espectro NOESY
(Figura 18 e Figura S41), a correlacéo de H-2'-6' com H-7 e H-8' inferiu a configuragao
trans relativa entre H-7' e H-8'. Portanto, existariam quatro possiveis estereocisémeros
para o composto 4, (7'S*,7"R*,7""R*,8'R*), (7'S*,7"S*,7"'S*,8'R*), (7'S*,7"R*,7"'S*,8'R*)
e (7'S*,7"S*,7"R*,8'R*). Entre estes, 0os deslocamentos quimicos calculados de RMN
de 'H e 3C, juntamente com o método DP4+ (GRIMBLAT; ZANARDI; SAROTTI,
2015; MARCARINO; CICETTI; ZANARDI; SAROTTI, 2022), definiram o candidato
7'S*,7"R*,7"S*,8'R* com uma probabilidade de 100% (Tabela S10-S12). A

comparacao entre os espectros de ECD simulados e experimentais definiu a
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configuragédo absoluta do composto 4 como 7'R,7"S,7"R,8'S (Figura 20). Essa nova
lignanamida recebeu o nome trivial de metternichiamida D.

O composto 5 foi isolado como um p6 amorfo branco. Sua férmula molecular
foi estabelecida como CzgH4oN2011 com base em IES-EMAR ([M+H]" em m/z
701,2674, calcd. 701,2705, A = 4,5 ppm, IDH = 20; Figura S53). A analise dos dados
de RMN de 'H e 3C-BB e DEPT135 (Figura S43-S47) indicou que o composto 5 era
semelhante ao composto 4 (Tabela 4-5), diferindo apenas pela presenca de um Unico
sinal de proton oximetinico em oy 4,52 (t, J=6,2 Hz) e trés sinais de carbonos
metilénicos em &6c 35,6 (C-7"), &c 42,8 (C-8") e &c 47,9 (C-8"). As correlagbes no
espectro HSQC (Figura S48) em 64 2,68, t, J=7,2 Hz/bc 35,6 (H2-7"/C-7") em o1 3,33-
3,43 m/d¢c 42,8 (H2-8"/C-8"), em on 4,52/6¢c 72,8 (H-7"/C-7") e em &4 3,33-3,38, m e
on 3,26, dd, J=13,4; 6,0 Hz,/6c 47,9 (H-8a™, H-8b™/C-8""), associadas com aquelas do
espectro de HMBC (Figura 18 e Figura S49) dos prétons H2-8" com o carbono em &c¢
170,0 (C-9) e de H-8a™ e H-8b™ com &6¢c 174,2 (C-9') confirmaram a presenca de uma
porcdo tiramina e uma por¢cdo octopamina conectadas em C-9 e C-9,
respectivamente. A configuracdo relativa de C-7', C-7" e C-8 foi determinada
inequivocamente por célculos de deslocamentos quimicos de RMN de *H e 3C
(Tabelas S14-S15). Posteriormente, a metodologia DP4+(GRIMBLAT; ZANARDI;
SAROTTI, 2015; MARCARINO; CICETTI; ZANARDI; SAROTTI, 2022) foi aplicada,
resultando em uma probabilidade de 100% para o candidato com configuracdo
7'S*,7"S*,8'R* (Tabela S13), conforme indicado pelo espectro NOESY (Figuras S51-
S52). A andlise dos dados de ECD estabeleceu a configuragcdo absoluta como
7'S,7"S,8'R (Figura 20), e o composto 5 recebeu o nome trivial de metternichiamida
E.

O ensaio MTT, um teste colorimétrico para avaliar a atividade metabdlica
celular, foi utilizado para estabelecer concentra¢des ndo citotoxicas dos compostos 1-
5 em macrofagos RAW 264.7. Nenhum dos compostos reduziu significativamente a
viabilidade celular até uma concentracédo de 100 uM (concentracao citotoxica de 50%
- CCs0 > 100 uM) (Tabela 6). Em seguida, o efeito dos compostos 1-5 na producéo de
NO, IL-18 e IL-10 foi avaliado na linhagem celular RAW 264.7 estimulada com LPS e
IFN-y.
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Tabela 6 — Viabilidade cellular (%) de macrofagos RAW 264.7 depois do tratamento com 0s
compostos 1-5.

Composto Viabilidade celular (%)
25 uM 50 uM 100 uM
Control 100+£1,3
1 95,3+1,7 96,9+2,8 101,8+6,0
2 102,3+1,3 100,5+1,3 103,4+1,7
3 102,1+5,8 109,1+3,0 114,6£1,4
4 103,6x2,4 104,1+3,5 92,6£3,1
5 92,3+1,5 94,8+0,7 98,1+1,8

Resultados expressos como média + desvio padrao da média
(EPM), n=5.

Os compostos 1 e 3 reduziram os niveis de nitrito em comparacédo ao grupo
estimulado (p < 0,05) em todas as concentracgdes testadas (25, 50 e 100 yM) (Figura
21). O efeito significativo dos compostos 2, 4 e 5 na redugdo dos niveis de nitrito foi
observado em 50 e 100 uyM (p < 0,05). Como esperado, o farmaco padrao
dexametasona (20 yM) reduziu significativamente os niveis de nitrito em células RAW
264.7 estimuladas (p < 0,05). O 6xido nitrico desempenha um papel crucial na
regulacdo da inflamacdo (FRIEBE; ENGLERT, 2022; GOSHI; ZHOU; HE, 2019);
portanto, nossos resultados sugerem efeito anti-inflamatorio para os compostos 1 a 5.

Em relacdo a analise de citocinas, apenas 2 ndo apresentou alteracao
significativa nos niveis de IL-10 em comparac&o ao grupo controle tratado com veiculo
(Figura 22). Os efeitos inibitérios maximos na producéo de IL-10 para os compostos
1,3 e4a100 uM foram de 26,1%, 37,2% e 31,9%, respectivamente. Para 5, o efeito
inibitério maximo foi de 89,6% a 25 pM, e a dexametasona (20 uM) reduziu os niveis
de IL-10 em 17,2%. A IL-10 é classicamente definida como uma citocina anti-
inflamatoria; entretanto, dados da literatura de estudos experimentais e clinicos tém
mostrado que em algumas condi¢des patologicas os niveis de IL-10 podem estar
elevados, potencialmente produzindo efeitos prejudiciais (SURBATOVIC; POPOVIC;
VOJVODIC; MILOSEVIC et al., 2015). De fato, a reducao dos niveis de IL-10 tem sido
associada ao efeito anti-inflamatério de farmacos farmacologicamente ativos testados
in vivo (KALECHMAN; GAFTER; GAL; RUSHKIN et al., 2002), ou in vitro (macréfagos
RAW 264.7) (GUTIERREZ; HOYO-VADILLO, 2017; QIN; JIANG; JIANG; WANG et
al., 2016).
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Além disso, apenas 4 ndo alterou os niveis de IL-18. Os outros compostos
reduziram a medicdo de IL-18 em todas as concentracgdes testadas (25, 50 e 100 uM)
em comparagdo ao grupo controle (p < 0,05) (Figura 22). Os efeitos inibitorios
maximos nos niveis de IL-18 foram de 52,6%, 57,7%, 66,4%, 36,9% e 70% para 1, 2
e 3 em 100 pM, 5 (25 pM) e dexametasona (20 uM), respectivamente (Figura 22).
Considerando que a reduc¢éo dos niveis de IL-18 é crucial para atenuar a inflamacéo
(MA; TANG; SHENG; WANG et al., 2018), nossos resultados para a producao de IL-
18 no modelo de macréfagos RAW 264.7 reforcam o potencial anti-inflamatério desses

Ccompostos.
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Figura 21 - Efeito inibitério dos compostos 1-5 na produ¢édo de NO em macréfagos RAW 264.7
estimulados com LPS e IFN-y. Os resultados foram apresentados como média  erro padrao da
média (EPM), n = 5. #Diferente do grupo basal (p<0,05) *Diferente do grupo controle.

A B
20+ 20+
# # T
15+ 15+
~ 10+ * ~ 10+
(@) = (@]
P4 Zz
5= 5=
0 1 1 1 | | 0 1 I I
Basal C 25 50 100 Dexa Basal C 25 50 100 Dexa
—ee] _—
Compound 1 (M) Compound 2 (uM)
LPS+IFNy LPS+IFNy
C D
20+ # 20— #
e =28
15+ 15
~ 10+ * * ~ 10+ *
(@] o
=z =z
) D i
0 1 1 1 0 L] L] 1]
Basal C 25 50 100 Dexa Basal C 25 50 100 Dexa
S E— —_—
Compound 3 (M) Compound 4 (uM)
LPS+IFNy LPS+IFNy
E
20" #
15+
T
~— 10~ *
(@]
Z *
5

0 L] 1 L]
Basal (o 25 50 100 Dexa

_—_
Compound 5 (uM)

LPS+FNy



76

Figura 22 - Efeito inibitério dos compostos 1-5 sobre os niveis de IL-18 e IL-10 em macréfagos RAW
264.7 estimulados com LPS e IFN-y. Resultados apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM), n = 5. #Diferente do grupo basal (p<0,05). *Diferente do grupo controle (p<0,05). Dexa:
Medicamento padrdo (controle positivo, 20 uM). IL: Interleucina.
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SECAO EXPERIMENTAL

Procedimentos Experimentais Gerais. Os espectros experimentais de ECD
foram registrados por meio de um espectrémetro Jasco J-1100 (Jasco, Téquio, Japao)
na regido de 200-400 nm usando 0s seguintes parametros: largura de banda 1 nm;
resposta 1 s; velocidade de varredura 100 nm.min%; 3 acumulacdes; temperatura
ambiente (25 °C); amostra em soluc¢do de metanol; comprimento do caminho da célula
de 0,1 cm; concentracdo 0,1 mg.mlt. Os espectros foram suavizados no software
Origin 8. (OriginPro 8, OriginLab Corporation; Northampton, MA, USA, 2020) foi usado
para medir a rotacdo Optica a 20 °C. Os espectros de IV foram registrados em um
espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (Shimadzu
Proeminence IR Prestige-21) usando granulos de KBr, bem como em um
espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (IVFT). Os

espectros de RMN foram obtidos nos espectrémetros de ressonancia magnética
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nuclear (Bruker Ascend — 400 MHz e 100 MHz para *H e '3C e Bruker AvanceNeo 500
— 500 MHz e 125 MHz para 'H e 13C). Os deslocamentos quimicos da RMN de *H e
13C foram referenciados aos picos do solvente para MeOD interno residual em oy 3,31
e Oc 49,00. Um espectrometro de massas (MicroTOF II, Bruker Daltonics, Billerica,
MA, EUA) com uma fonte de ions por eletrospray (ESI) foi utilizado para realizar a
analise IES-TOF-EM. O isolamento, a purificacdo e a andlise dos constituintes
quimicos foram conduzidos usando véarios métodos cromatograficos, incluindo
cromatografia liquida de média pressdo (CLMP), cromatografia em coluna (CC),
cromatografia em camada delgada anaitica (CCDA) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Uma coluna preparativa C18 (ACE, 250 mm x 21,2 mm x 5,0 pm)
e uma coluna preparativa C18 (YMC, 250 mm x 20,0 mm x 5,0 um) foram usadas para
o isolamento em escala preparativa. Silica gel (Siliaflash, tamanho de particula 0,060-
0,200 mm) foi a fase estacionaria utilizada na CLMP, enquanto o suporte de Sephadex
LH-20 foi usado na CC. Placas comerciais de silica gel (Whatman) foram usadas na
CCDA em camadas com espessura de 0,25 mm em um suporte de aluminio (20 x 20
cm). As substancias foram analisadas por meio de radiacdo ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm (aparelho da marca Botton).

Material Vegetal. O material vegetal foi coletado na Fazenda Esperanca, no
municipio de Boa Vista do Tupim, Bahia, Brasil (13°13'15"S, 41°11'08"W) em janeiro
de 2019. 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). O registro de acesso no Sistema Nacional de Gestédo do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) foi obtido
sob o niumero AA54545. Uma exsicata do material coletado foi produzida e depositada
no Herbéario Alexandre Leal Costa (ALCB) da UFBA. O material vegetal passou por
um processo de secagem em estufa com circulacdo de ar a uma temperatura de 40
°C por 72 h.

Extracdo e Isolamento. As raizes secas e moidas de M. macrocalyx (3,4 kg)
foram extraidas com EtOH (x3 por 72 h) a temperatura ambiente. O extrato resultante
foi concentrado sob pressao reduzida em evaporador rotativo a 40 °C para obtencéo
de 70,0 g de extrato etandlico bruto. Uma aliquota de 65,0 g foi ressuspendida em
solucdo de EtOH:H20 (7:3) e particionada sucessivamente com n-hexano, CHClIs,
AcOEt, culminando em 7,1, 34,1, 0,6 g das respectivas fases e 16,4 g da fase

hidroetandlica. A fase cloroférmica (3,0 g) foi submetida a CLMP em silica gel e eluida
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com hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em mistura binaria, em gradiente crescente de
polaridade. A partir deste procedimento, foram obtidas 12 fragcbes que foram
agrupadas em 10 grupos (Al1-12) de acordo com seu perfil cromatografico em CCD.
O grupo da fracdo A4-6 (130,0 mg) foi submetido a separacdo cromatografica
preparativa por CLAE, em coluna C18 (ACE, 250 mm x 21,2 mm x 5 um) e o seguinte
gradiente de eluicdo: solvente A = HCOOH:HO 0,1% vl/v; solvente B = MeOH; perfil
de eluicdo = 0,0-45,0 min (5-35% B); 45,0-70,0 min (5-35% B); 35-45% B); 70,0-95,0
min (45-70% B); 95,0-100,0 min (70-100% B); 100,0-105,0 min (100% B); 105,0-120,0
min (100% B); 120,0-125,0 min (100-5% B); 125,0-145,0 min (5% B); volume de
injecdo de 100 pL e fluxo de 8,0 mL/min; foram obtidas 15 fracBes. A andlise dos
espectros de RMN de 'H e 3C dos picos isolados levou a identificacdo de dez
compostos: 1 1,3 mg, tr= 59,7 min), 6 (6,6 mg, tr = 66,7 min), 7 (5,6 mg, tr = 65,2
min), 8 (4,8 mg, tr = 82,0 min), 9 (3,0 mg, tr = 71,1 min), 10 (1,0 mg, tr = 79,7 min),
bem como uma mistura de dois isdbmeros posicionais 11 e 12 (3,2 mg, tR = 83,3 min)
e dois isdmeros geométricos 13 e 14 (3,0 mg, tR = 101,2 min). A fracdo rica em amida
A7 (1,1 g) foi separada em Sephadex LH-20 e eluida com MeOH para obter 15 fracdes
(B1-15), as quais foram monitoradas via CLAE-DAD. As fragbes B8-10 (377,1 mg)
com perfis cromatograficos semelhantes foram reunidas e submetidas a separacao
cromatografica preparativa usando CLAE, em uma coluna C18 (ACE, 250 mm x 21,2
mm X 5 um) e o seguinte gradiente de eluicédo: solvente A = H,0; solvente B = MeOH,;
perfil de eluicdo = 0,0-45,0 min (5-35% B); 45,0-70,0 min (5-35% B); 35-45% B); 70,0-
120,0 min (45-60% B); 120-125,0 min (60-100% B); 125,0-140,0 min (100% B); 140,0-
145,0 min (5% b); 145,0-165,0 min (5% B); volume de injecdo de 200 pL e fluxo de
8,0 mL/min; foram obtidas 21 fracdes. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C
dos picos isolados levou a identificagdo dos compostos 2 (6,0 mg, tr = 59,9 min) e 15
(5,0 mg, tr =109,5 min), além dos compostos reisolados 6 (10 mg, tR = 68,0 min) e 7
(8,6 mg, tR = 66,6 min). Devido ao potencial manifesto para biossintese de novas
lignanamidas, e a necessidade de reisolamento, para andlise complementar e
avaliacdo da atividade biolégica, uma aliquota da fase cloroférmica (4,0 g) foi
submetida a CLMP em silica gel e eluida com hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em
mistura binéria em gradiente crescente de polaridade. A partir deste procedimento,
foram obtidas 10 fragbes (C1-10), que foram combinadas em 7 fracées de acordo com
seu perfil cromatografico em CLAE-DAD. A fracdo do grupo C4-7 (1,3 g) foi submetida

a CLMP de fase reversa (C18) e eluida com MEOH e H>O em uma mistura binéaria por
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meio de um gradiente crescente de polaridade até 100% de MeOH. A partir deste
procedimento, 8 fracdes (D1-8) foram obtidas. A fracdo D2 (148,0 mg) foi submetida
a separacao cromatografica preparativa usando CLAE em uma coluna C18 (YMC, 250
mm x 20,0 mm x 5,0 um) e o seguinte gradiente de elui¢cdo: solvente A = H>O; solvente
B = MeOH; perfil de eluicdo = 0,0-40,0 min (25-40% B); 40,0-70,0 min (40-46% B);
70,0-75,0 min (46-100% B); 75,0-90,0 min (100% B); 90,0-95,0 min (100-25% B); 95,0-
115,0 min (25% B); volume de injecdo de 100 uL e vazéo de 8,0 mL/min; 16 fracdes
foram obtidas (D2.1 — D2.16). A analise do espectro de RMN de *H dos picos isolados
levou & identificagdo dos compostos 3 (2,6 mg, tr= 73,5 min), 4 (7,2 mg, tr= 43,4 min)
e 5 (4,4 mg, tr= 65,9 min), além dos compostos reisolados, 2 (10,4 mg, tr= 51,9 min),
6 (16,6 mg, tr= 60,6 min) e 7 (8,1 mg, tr= 63,0). A fracdo D2.9 (3,1 mg) foi purificada
usando CLAE semipreparativa em uma coluna C18 (Venusil, 250 mm x 10,0 mm X
10,0 um) e o seguinte gradiente de eluicdo: solvente A = H>O; solvente B =
MeOH/ACN 50% vl/v; perfil de eluicdo = 0,0-25,0 min (5-25% B); 25,0-75,0 min (25-
40% B); 75,0-80,0 min (40-100% B); 80,0-95,0 min (100% B); 95,0-100,0 min (100-5%
B); 100,0-120,0 min (5% B); volume de injecdo de 100 pL e um fluxo de 3,0 mL/min
para obtencdo do composto 1 (1,0 mg). Fracdo D1 (151,0 mg) foi fracionado via CLAE
preparativa usando MeOH e H>.O como eluente (8,0 mL/min), por meio do seguinte
sistema de gradiente: 0,0-83,0 min (25-46% B); 83,0-87,0 min (46-100% B); 87,0-
102,0 min (100% B); 102,0-107,0 min (100-25% B); 107,0-127,0 min (25% B); 12
fracbes (D1.1-D1.12) foram obtidas. Este processo levou ao reisolamento do
composto 4 (7,7 mg, tr = 38,2 min) e 5 (1,0 mg, tr = 59,1 min). Além disso, a fracado
D1.5 (2,6 mg) foi purificada via CLAE semipreparativa usando MeOH/ACN 50% v/v
(solvente B) e H2O (solvente A) sob um fluxo de 3 mL/min no modo isocratico com
30% de B e um tempo de corrida cromatografica de 70,0 min para obtencdo do
composto 1 (1,2 mg).

Metternichiamida A (1): p6 amorfo amarelado; [a]?%p +4 (¢ 0.1, MeOH); IV (ATR)
Vmax 3343, 1651, 1611, 1514 cm™; ponto de fusdo: 131,0 °C; dados de RMN *H e 13C,
ver Tabela 4-5; modo positivo IES-EMAR m/z 717,2626 [M+H]* (calcd. para
CagH41N2012, 717,2654, A = 3.9 ppm).

Metternichiamida B (2): p6 amorfo branco; [a]*°> +15 (c 0.09, MeOH); IV (KBr)
Vmax 3306, 1659, 1612 and 1516 cm™'; ponto de fusdo: 148,0 °C; dados de RMN de *H
e 13C, ver Tabela 4-5; modo positivo IES-EMAR m/z 757.2528 [M+Na]* (calcd. para
CagHa2N2NaOss, 757.2579, A = 2.8 ppm).
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Metternichiamida C (3) p6é amorfo branco; [a]*°b +6 (c 0.22, MeOH); IR (KBr)
Vmax 3310, 1659, 1612 and 1516 cm™'; ponto de fusdo: 124,0 °C; dados de RMN de *H
e 13C, ver Tabela 4-5; modo positivo IES-EMAR m/z 719.2797 [M+H]* (calcd. para
CagH43N2012, 719.2811, A = 1.9 ppm).

Metternichiamida D (4): p6 amorfo branco; [a]?% -21 (c 0.37, MeOH); IV (KBr)
Vmax 3275, 2920, 2847, 1639, 1609, 1512, 1454, 1223, 1111 and 833 cm™'; ponto de
fusdo: 147,0 °C; dados de RMN de H e '3C, ver Tabela 4-5; modo positivo IES-EMAR
m/z 717.2634 [M+H]* (calcd. Para CzsHs1N2O12, 757.2654, A = 2.8 ppm).

Metternichiamida E (5): p6 amorfo branco; [a]*°b -10 (c 0.26, MeOH); IV (KBr)
Vmax 3418, 1597, 1512, 1458, 1223 and 1111 cm™; ponto de fusdo: 136,0 °C; dados
de RMN 'H e 3C, ver Tabela 4-5; modo positivo IES-EMAR m/z 701.2674 [M+H]*
(calcd. para CsgHs1N2011, 701.2705, A = 4.5 ppm).

Célculos de ECD e RMN. Buscas conformacionais aleatorias foram realizadas
para todos os estereoisdmeros possiveis usando o algoritmo de Monte Carlo com um
campo de forca MMFF no software SPARTAN '14. Todos os conférmeros dentro de
uma janela de energia livre relativa de 10 kcal.mol! foram selecionados para calculos
de otimizacdo geométrica em fase gasosa, empregando o nivel tedrico B3LYP/6-
31G(d). Célculos de frequéncia vibracional foram realizados no mesmo nivel tedrico
para confirmar que pontos estacionarios correspondem a minimos na superficie de
energia potencial. Subsequentemente, conformeros dentro de uma janela de energia
relativa de 3 kcal.mol! foram selecionados para simulacdes de espectros de ECD e/ou
calculos de constantes de blindagem magnética nuclear de *C e 'H (o). Para as
simulacdes de ECD, o nivel tedrico TD-DFT foi aplicado: CAM-B3LYP/TZVP,
empregando um modelo continuo polarizavel com formalismo de equacao integral
(IEF-PCM) para simular implicitamente MeOH como solvente. Os espectros finais de
ECD foram gerados com base nas estatisticas de Boltzman dos conférmeros
selecionados e plotados usando o software Origin 8 (OriginPro 8, OriginLab
Corporation; Northampton, MA, USA, 2020). Os calculos de blindagem magnética
nuclear foram conduzidos usando o nivel tedérico GIAO-mPW1PW91/6-31G(d),
juntamente com o método IEF-PCM para simular a solvatacdo por MeOH. As
constantes meédias de blindagem da populagdo foram obtidas assumindo as
estatisticas de Boltzmann a uma temperatura de 298 K. Finalmente, os deslocamentos
quimicos de RMN de *3C e 'H (&) foram obtidos como dcalc = 6TMS — o, onde oTMS

representa a constante de blindagem do composto de referéncia (tetrametilsilano,



81

TMS), que foi calculado usando os mesmos niveis tedricos. O método DP4+, que se
baseia na analise bayesiana, foi usado para estabelecer uma correlacdo estatistica
entre os deslocamentos quimicos calculados e experimentais de *C e 'H. Cada
estrutura foi classificada com base em probabilidades, e probabilidades maiores que
90% indicaram um alto nivel de confianca em que o candidato exibiu a melhor
concordéancia com os dados experimentais (GRIMBLAT; ZANARDI; SAROTTI, 2015;
MARCARINO; CICETTI; ZANARDI; SAROTTI, 2022). Todos os calculos mecanicos
guanticos foram realizados usando o pacote de software Gaussian 16 (FRISCH;
TRUCKS; SCHLEGEL; SCUSERIA et al., 2016).

Ensaio de Citotoxicidade. O ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5-difeniltetrazolio) foi usado para avaliar a citotoxicidade dos compostos 1-5
(MOSMANN, 1983). A linhagem celular murina RAW 264.7 semelhante a macrofagos
foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil, e cultivada em Meio
Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS; GIBCO, Grand Island, NY, EUA) e
1% de penicilina-estreptomicina (Sigma Aldrich) a 37 °C com 5% de CO.». As células
foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade celular de 1 x 10°
células/mL e incubadas durante a noite. Os compostos 1-5 foram adicionados em trés
concentragdes (25, 50 ou 100 uM) em cinco replicatas, e as placas foram incubadas
por 24 h. Apds os tratamentos, o sobrenadante (110 pL) foi removido e 10 pL de
solucdo de MTT (5 mg/mL) foram adicionados (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
As placas foram incubadas por mais quatro horas, e o dodecil sulfato de sédio (SDS)
(100 uL/poco) foi adicionado para dissolver a formazana. As densidades Opticas foram
medidas em um espectrofotdmetro (leitor de microplacas BioTek Instruments, Sinergy
HT, Winooski, VT, EUA) a um comprimento de onda de 570 nm.

Ensaios de Producdo de Oxido Nitrico e Citocinas. Para as determinacdes
de NO, IL-18 e IL-10, as células RAW 264.7 foram semeadas em placas de cultura de
96 pocos a uma densidade de 1 x 108 células/mL em meio DMEM suplementado com
10% de SBF e 1% de penicilina-estreptomicina em uma incubadora com 5% de CO;
a 37 °C, conforme descrito anteriormente. Apds um periodo de quatro horas, as
células foram estimuladas com LPS (500 ng/mL, Sigma Aldrich) e IFN-y (5 ng/mL,
Thermofisher) na presenca dos compostos 1-5 (25, 50 ou 100 pM) ou dexametasona
(20 uM) em cinco replicatas. Além disso, um grupo controle estimulado (LPS/IFN-y) e

tratado com veiculo foi incluido. Ap6s 24 horas, os sobrenadantes livres de células
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foram coletados para quantificacdo de NO pelo método de Griess (GRIESS, 1879), ou
mantidos a -80 °C para determinagdo das concentragcbes de citocinas. As
concentracdes de IL-18 e IL-10 nos sobrenadantes da cultura de macrofagos foram
determinadas por ensaio imunoenzimético (ELISA) utilizando o kit Invitrogen
(ThermoFisher, VIE, Austria).

Analise estatistica. Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da
média (EPM). As comparag¢des entre os grupos foram realizadas por meio de andlise
de variancia (ANOVA) unidirecional com pés-teste de Tukey (p < 0,05). A analise
estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism 8.0.2 (Graphpad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA).
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Dados espectroscopicos do composto 1
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Figura S1 — Espectro de RMN de *H do composto 1 (400 MHz, MeOD).
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13C-DEPT135 do composto 2 (100 MHz, MeOD).
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Figura S21 - Espectro de IES-EMAR do composto 2 ([M + Na]*, modo positivo).
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Figura S27 — Espectro de HSQC do composto 3 (400/100 MHz, MeOD).
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Figura S31 — Espectro de IES-EMAR do composto 3 ([M + H]*, modo positivo).
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Dados espectroscopicos do composto 4
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Figura S33 — Espectro de RMN de H do composto 4 (400 MHz, MeOD).
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Figura S42 — Espectro de IES-EMAR do composto 4 (M + H]*, modo positivo).
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Dados espectroscopicos do composto 5
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Figura S43 — Espectro de RMN de 1H do composto 5 (500 MHz, MeOD).
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Figura S53 — Espectro de IES-EMAR do composto 5 ([M + H]*, modo positivo).

Dados espectroscépicos do composto 6
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Figura S54 — Espectro de RMN de *H do composto 6 (400 MHz, MeOD).
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Figura S57 — Espectro de COSY do composto 6 (400 MHz, MeOD).
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Figura S59 — Espectro de IES-EMAR do composto 6 (M + Na]*, modo positivo).
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Figura S60 — Espectro de RMN *H do composto 7 (400 MHz, MeOD).
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Figura S61 — Espectro de RMN *3C-BB do composto 7 (100 MHz, MeOD).
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Figura S62 — Espectro de IES-EMAR do composto 7 (M + Na]*, modo positivo).
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Dados espectroscopicos do composto 8
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Figura S63 — Espectro de RMN de H do composto 8 (400 MHz, MeOD).
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Figura S64 — Espectro de RMN de **C-APT do composto 8 (100 MHz, MeOD).
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Figura S65 — Espectro de HSQC do composto 8 (400/100 MHz, MeOD).
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Figura S66 - Espectro de HMBC do composto 8 (400/100 MHz, MeOD).



?.
Q.' :f{ ® = | |

——— T T T T T T T T
76 74 72 7.0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 32 3.0 28 26
2 (ppm)

Figura S67 — Espectro de COSY do composto 8 (400 MHz, MeOD).
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Figura S68 - Espectro de NOESY do composto 8 (400 MHz, MeOD).
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Figura S69 — Espectro de IES-EMAR do composto 8 (M + Na]*, modo positivo).

Dados espectroscépicos do composto 9
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Figura S70 — Espectro de RMN de *H do composto 9 (400 MHz, MeOD).
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Figura S71 — Espectro de HSQC do composto 9 (400/100 MHz, MeOD).
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Figura S75 — Espectro de IES-EMAR do composto 9 ([M + H]*, modo positivo).

Dados espectroscépicos do composto 10
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Figura S76 — Espectro de RMN de 'H do composto 10 (400 MHz, MeOD).
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Figura S77 — Espectro de HSQC do composto 10 (400/100 MHz, MeQOD).
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Figura S78 - Espectro de HMBC do composto 10 (400/100 MHz, MeOD).
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Figura S79 — Espectro de COSY do composto 10 (400 MHz, MeOD).
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Figura S80 - Espectro de NEOSY do composto 10 (400 MHz, MeOD).
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Figura S81 — Espectro de IES-EMAR do composto 10 ([M + H]*, modo positivo.
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Dados espectroscopicos dos compostos 11,12
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Figura S82 — Espectro de RMN de H do composto 11,12 (400 MHz, MeOD).
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Figura S83 — Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 11,12 (400 MHz, MeOD).
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Figura S84 — Espectro de RMN de *C-APT do composto 11,12 (100 MHz, MeOD).
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Figura S85 — Espectro de HMBC do compostos 11,12 (400/100 MHz, MeOD).
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Figura S86 — Espectro de IES-EMAR dos compostos 11,12 ([M + H]*, modo positivo).
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Dados espectroscoicos dos compostos 13
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Figura S87 — Espectro de RMN de *H do compostos 13,14 (400 MHz, MeOD).
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Figura S89 — Expansio do espectro de RMN de *H do compostos 13,14 (400 MHz, MeOD).
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Figura S90 — Espectro de RMN de *C-APT dos compostos 13,14 (100 MHz, MeOD).
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Figura S93 — Espectro de COSY do compostos 13,14 (400 MHz, MeOD).
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Figura S94 - Espectro de NOESY do compostos 13,14 (400 MHz, MeOD).
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Figura S95 — Espectro de IES-EMAR do compostos 13,14 ([M + H]*, modo positivo).
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Dados espectroscopicos do composto 15
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Figura S96 — Expansdo do espectro de RMN de *H do composto 15 (400 MHz, MeOD).
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Figura S97 — Espectro de RMN de *C-APT do composto 15 (100 MHz, MeOD).
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Figura S98 — Espectro de HSQC do composto 15 (400/100 MHz, MeQOD).
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Figura S99 - Espectro de HMBC do composto 15 (400/100 MHz, MeOD).
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Figura S100 — Espectro de COSY do composto 15 (400 MHz, MeOD).
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Figura S101 — Espectro de IES-EMAR do composto 15 ([M + Na]*, modo positivo).
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Calculos de mecéanica quantica do composto 1
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AE (kcal mol-1)

Figura S102 — Niveis de energia calculados (in kcal.mol?) para os conférmeros do composto 1 em
funcéo da rotacdo em torno do angulo diedro C7-C8-C8'-C7".
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Dados de céalculos de RMN do composto 1

Tabela S1 - Probabilidades DP4+ obtidas pela correlagdo dos deslocamentos quimicos calculados de
RMN de *3C e 'H dos 4 possiveis diasteroisomeros (aS) do composto 1 com os dados experimentais
de RMN do produto natural isolado.

7"R*7™R*8aS  7"S*7™S*8aS T7"R*7™S*8aS  7"S*7"R*8aS

Probabilidades

DP4+ 0,00% 100,00% 0,00% 0,00%

Tabela S2 - Deslocamentos quimicos calculados de RMN de *H [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para os 4 diasteroisdmeros do composto 1, e dados
experimentais do produto natural isolado.

6calc acalc 6ca|c 6ca|c

Nucleos [7"R*,T™R*, [7"S*,7™'S*,  [T"R*,7™S*, [7"S*T"R*, Oexp

8aS] 8aS] 8aS] 8aS]
2 8,45 6,13 6,70 6,65 6,87
6 7,62 6,99 6,37 6,66 6,87
7 8,06 6,53 7,71 6,44 7,82
2' 7,57 6,30 6,50 6,87 6,87
6' 7,41 6,65 7,17 8,06 6,87
4 7,85 7,54 6,81 7,26 7,86
2" 8,23 7,84 7,21 7,52 6,94
3" 7,83 7,29 6,80 6,73 6,63
5" 7,39 6,59 6,30 6,93 6,63
6" 8,31 7,58 7,44 7,49 6,94
™ 6,13 4,85 5,08 4,87 4,38
8a" 4,35 4,05 2,98 3,95 3,40
8b" 5,58 3,35 4,42 2,68 3,40
2™ 8,50 7,22 7,36 7,59 7,03
3™ 7,86 6,95 6,88 6,82 6,69
5™ 7,67 6,67 6,75 6,81 6,69
6™ 8,49 7,29 7,85 7,24 7,03
™ 6,03 4,98 5,08 5,29 4,54
8a™ 3,76 4,00 4,00 2,93 3,37
8b™ 4,91 3,02 2,70 4,36 3,37
3',5"-OCH3; 4,92 3,84 3,99 3,94 3,75
3-OCHz3 4,87 3,78 3,86 4,03 3,75

5-OCHs 4,86 3,94 3,79 3,65 3,75
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Tabela S3 — Deslocamentos quimicos calculados de RMN de *C [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para os 4 diasteroisdmeros do composto 1, e dados

Nucleos

© 00 N O o b~ W N PP

1 we
2|||
3|||

experimentais do produto natural isolado.

Ocalc
[7T"R*,T""R*,
8aS]
119,5
104,1
139,1
134,3
137,9
1111
136,6
125,4
166,2
120,2
104,0
138,7
132,5
138,2
107,6
131,7
130,5
164,1
125,5
121,7
109,5
146,8
108,9
121,9
75,9
49,2
128,0
121,5
108,6

Ocalc
[7"S*,7™S*,
8aS]
115,6
103,5
136,1
128,5
136,7
98,7
130,5
122,1
160,9
117,3
99,6
137,8
130,1
135,5
108,6
136,1
1241
162,0
126,6
120,9
107,6
144,2
104,7
1225
70,4
43,8
125,1
118,3
106,5

Ocalc
[7T"R*,7"'S*,
8aS]
118,3
109,6
134,1
131,5
137,9
101,2
134,2
126,0
163,3
116,3
113,7
135,7
132,9
138,1
100,5
130,8
123,1
161,6
124,9
119,2
105,5
1447
104,9
120,2
71,7
45,7
1247
119,0
105,8

Ocalc
[7"S*, T"R*,
8aS]
116,3
1141
134,3
132,5
137,7
97,5
123,1
125,9
160,1
116,9
107,5
136,1
131,8
137,5
100,4
135,9
123,3
161,5
123,0
118,4
105,5
144,9
105,9
118,7
68,8
45,1
121,8
117,7
107,6

6exp

126,7
108,8
139,0
149,2
139,0
108,8
1423
127,4
168,2
126,7
108,9
139,1
149,2
139,1
108,9
142,5
127,6
168,2
134,2
128,4
116,0
158,0
116,0
128,4
73,0

48,5

134,3
128,3
116,1
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4™ 146,5 145,1 145,0 145,5 158,0

5™ 108,9 105,7 105,6 108,0 116,1

6" 121,7 119,3 118,8 118,7 128,3

™ 72,1 70,0 67,6 67,1 73,5

8™ 51,3 47,0 43,6 447 48,5
3',5'-OCHs 56,0 50,4 52,8 52,0 56,7
3-OCHs 56,3 49,7 53,9 53,6 56,7

5-OCHs 57,3 51,7 50,4 50,5 56,7
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Dados de calculos de RMN de composto 2.

Tabela S4 - Probabilidades de DP4+ obtidas pela correlacdo dos deslocamentos quimicos de RMN
de 'H e 3C dos 4 possiveis diasteroisomeros do composto 2 com os dados experimentais de RMN do
produto natural isolado.

7S*7'S*,1"S*,  7S*7'S*,T"R*, 7S*,7'S*,T"R*, 7S*,7'S*,7T"S*,
7"R*8S*,8'S*  7™S*8S*,8'S* 7"R*,8S*,8'S* 7'"S*,85*,8'S*
PrOb%t;L{fad ©s 0,00% 0,00% 100,00% 0,00%

Tabela S5 — Célculos de deslocamentos quimicos de *H [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para os 4 diasteroisémeros do composto 2, e dados
experimentais do produto natural isolado.

6calc acalc 6ca|c 6ca|c
Nucleos [7S*T'S*,7T"S*, [7S*,7'S*, T"R*, [7S*,7'S*, T"R*, [7S*,T'S*, T"S*, Oexp
7""'R*,85%,8'S*| 7''S*,8S*,8'S%] 7"'R*,85%,8'S*] 7''S*,85*,8'S*]

2 6,00 5,88 6,39 6,71 6,73
6 6,98 7,00 7,08 6,96 6,73
7 5,46 5,52 5,20 6,18 5,27
8 1,62 1,20 2,81 3,16 3,38
2' 5,89 6,98 6,97 7,18 6,73
6' 6,98 6,00 6,84 6,82 6,73
4 5,53 5,46 6,13 4,78 5,29
8 1,17 1,63 3,55 2,23 3,38
2" 7,18 7,99 7,25 7,46 6,96
3" 6,18 7,04 7,02 6,96 6,66
5" 7,07 6,28 6,89 7,41 6,66
6" 7,52 7,20 7,79 7,91 6,96
™ 5,00 5,18 4,22 5,33 4,49
8a" 3,67 3,06 2,69 3,70 3,45
8b" 3,46 4,47 3,70 4,13 3,22
2™ 7,26 7,19 7,75 7,65 6,96
3™ 6,35 6,24 7,00 7,11 6,66
5™ 6,97 7,08 6,79 7,16 6,66
6" 7,92 7,54 7,71 7,85 6,96
™ 5,18 5,00 4,88 5,51 4,49
8a™ 4,47 3,67 4,54 3,24 3,45
8b™ 3,05 3,46 3,25 4,55 3,22
3',5"-OCHjs 4,08 3,94 404 4,58 3,87
3-OCHs 4,10 4,10 4,07 4,19 3,87

5-OCHjs 3,94 3,95 4.12 4,46 3,87
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Tabela S6 - Célculos de deslocamentos quimicos de *C [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para os 4 diasteroisdmeros do composto 2, e dados
experimentais do produto natural isolado.

6calc 6calc Gcalc 6ca|c
Nucleos [7S*T'S*,7"S*, [7S*,7'S*, T"R*, [7S*,T'S* T"R*,  [7S*,T'S*,7"S*, Oexp
7™R*,85*,8'S*] 7'S*,85%,8'S*] 7™R*,85*,8'S*] 7'S*,85%,8'S*]

1 126,0 125,3 123,1 128,7 132,3
2 104,8 105,4 107,0 97,8 104,8
3 134,8 134,1 135,6 138,6 149,4
4 129,4 130,0 130,9 130,2 136,6
5 137,6 137,4 138,6 1351 149,4
6 96,3 97,9 95,8 103,5 104,8
7 75,9 76,0 79,3 76,7 86,3
8 56,4 55,7 57,5 54,6 60,3
9 163,5 159,7 163,1 163,9 172,5
1 125,4 126,0 1247 1227 132,3
2 104,5 96,3 95,6 108,4 104,8
3 134,3 137,6 138,1 136,6 149,4
4 129,6 129,4 130,2 132,3 136,6
5' 137,4 134,8 136,3 138,4 149,4
6' 97,5 104,8 105,1 101,5 104,8
4 76,0 75,9 77,9 80,2 86,3
8 55,9 56,4 53,5 56,3 60,3
9' 159,7 163,5 158,6 162,5 172,5
1™ 124,2 120,4 123,8 125,2 134,2
2" 118,9 119,1 119,6 119,3 128,5
3" 107,1 107,6 106,5 107,8 116,1
4" 145,8 146,1 145,4 145,8 158,0
5" 107,0 107,4 106,0 107,3 116,1
6" 118,7 119,3 119,5 119,5 128,5
7 67,2 69,0 71,7 69,7 73,1
8" 46,1 40,5 47,5 48,1 48,1
1™ 120,4 124,1 1247 1211 134,2
2™ 119,3 118,9 121,0 119,6 128,5
3™ 107,4 107,3 106,7 107,5 116,1
4™ 146,1 145,9 145,2 146,6 158,0
5™ 107,6 107,0 106,2 108,5 116,1
6™ 119,1 118,8 120,6 120,7 128,5
™ 69,0 67,2 68,1 69,6 73,1
8™ 40,4 46,1 39,8 44,7 48,1
3',5"-OCH;s 52,3 52,3 52,1 54,1 56,8

3-OCHs 54,2 54,2 53,4 52,1 56,8
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5-OCHs 50,4 50,6 51,1 55,6 56,8

NMR calculation data for compound 3.

Tabela S7 - Probabilidades de DP4+ obtidas pela correlacdo dos deslocamentos quimicos calculados
de RMN de 'H e **C de ambos os estereoisdmeros do composto 3 com os dados experimentais de
RMN do produto natural isolado.

7S,7'S,7'S,85,8'S 7R, 7'R,7"'S,8R,8'R
Pmbgt;,'l{f ades 100,00% 0,00%

Tabela S8 — Célculos de deslocamentos quimicos de RMN de *H [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para ambos os diasteroisdmeros do composto 3 e dados
experimentais do produto natural isolado.

Hieleos [7s,7's,'e/s'c'?lsc,8s,8'51 [7R,7'R,'(;'c'?lsc,8R,8'R] Gexp
2 6,49 6,25 6,71
6 713 6,89 6,71
7 5,55 5,34 5,26
8 2,22 0,87 3,35
2 6,26 6,61 6,73
6 7,09 6,58 6,73
7 5,45 5,63 5,28
8 1,76 1,38 3,40
2" 7,38 7,52 6,83
3" 6,53 6,92 6,63
5" 7,02 6,36 6,63
6" 7,24 6,99 6,83

7a" 2,87 2,64 2,59
7b" 2,40 3,02 2,53
ga" 2,80 3,77 3,37
8b" 4,28 3,00 3,18
2 7,60 712 6,95
3 7,22 6,26 6,66
5 6,72 6,82 6,66
6" 7,49 7.81 6,95
™ 5,15 5,13 4,46
ga™ 3,38 4,38 3,49
8b™ 3,89 3,05 3,18
3,5-OCH3 412 4,03 3,88

3',5'-OCH3 4,07 4,00 3,86
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Tabela S9 — Calculos de deslocamentos quimicos de RMN de *C [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para ambos os diasteroisémeros do composto 3 e dados
experimentais do produto natural isolado.

6calc 60 alc

Hielzos [7S,7'S,7"'S,85,8'S]  [7R,7'R,7™S,8R,8'R] Gexp
1 123,2 126,3 131,0
2 103,7 98,7 104,7
3 136,0 135,7 149,5
4 129,2 127,7 136,7
5 138,2 136,8 149,5
6 95,2 97,9 104,7
7 78,3 79,1 86,4
8 58,4 58,4 60,6
9 159,1 160,1 172,1
1 125,6 126,8 132,4
2 105,3 101,1 104,9
3' 135,2 136,0 149,4
4 129,8 129,3 136,7
5' 137,9 136,0 149,4
6 96,8 100,6 104,9
7 77,6 78,5 86,4
8 56,2 56,6 60,3
9 165,9 161,1 172,5
1" 120,3 121,0 130,8
2" 121,9 121,8 130,7
3" 108,2 106,7 116,2
4" 145,6 145,3 156,9
5" 106,9 107,3 116,2
6" 122,3 122,5 130,7
7" 32,5 31,1 35,7
8" 33,8 37,0 42,6
1™ 126,5 121,0 134,5
2" 119,5 118,7 128,5
3™ 107,3 106,9 116,1
4 145,2 1455 158,0
5" 106,0 106,5 116,1
6" 118,8 118,8 128,5
™ 68,4 68,4 73,2
g™ 47,2 41,2 48,1

3,5-OCH3 51,2 70,9 56,8

3',5'-OCH3 54,6 51,8 56,9




Dados de calculos de RMN do composto 4

Tabela S10 - Probabilidades de DP4+ obtidas pela correlacdo dos deslocamentos quimicos
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calculados de RMN de 'H e **C dos 4 possiveis diaesteroisomeros do composto 4 com os dados
experimentais de RMN do produto natural isolado.

7'S* T"R*,
7"R*,8'R*

Probabilidades

DP4+

0,00% 0,00%

7'S*, 7"S*, 7'S* T"R*,
7IIIS*18lR* 7IIIS*18IR*

100,00%

7'S*7"S*,
7"'R*,8'R*

0,00%

Tabela S11 — Célculos de deslocamentos quimicos de RMN de H [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para os 4 diasteroisdbmeros do composto 4, e dados
experimentais do produto natural isolado.

Nuclei

8a"
8b"
om
gm
5™
6"
7
8a™

8blll

Ocalc
[7'S* T"R*",
7""R*,8'R*]

6,59

7,02

5,66

6,49

5,25

3,60

7,15

6,80

6,38

7,13

5,03

3,29

4,08

7,49

6,71

6,91

7,54

4,85

3,51

2,87

Ocalc
[7'S* 7 S*,
7'"'S*,.8'R*|

6,53

6,76

6,82

7,07

4,67

3,87

7,40

6,91

6,73

7,62

5,19

2,70

3,58

7,55

6,87

6,78

7,26

4,42

3,66

2,91

Ocalc
[7'S* T"R*,
7"'S*, 8'R*]

6,84

7,47

6,45

6,22

4,87

3,37

7,46

6,66

6,81

7,39

5,11

3,23

3,22

7,21

6,74

6,92

7.44

4,84

3,38

3,29

Ocalc
[7'S* 7"S*,
7"'R*,8'R*]

6,57

7,37

6,59

5,95

4,61

2,59

7,07

6,25

6,89

7,24

5,09

3,33

4,05

7,25

6,89

6,70

7,25

5,02

4,06

3,12

6e><p

6,77
7,33
6,33
6,33
4,87
3,72
7,14
6,72
6,72
7,14
4,68
3,39
3,39
6,96
6,67
6,67
6,96
4,53
3,34
3,25



3',5"-OCHjs
3-OCHzs
5-OCHs

3,66
3,97
4,05

3,89
3,95
3,89

3,90
4,04
3,49

4,18
4,15
3,63

3,68
3,92
3,58
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Tabela S12 - Célculos de deslocamentos quimicos de RMN de *3C [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para os 4 diasteroisdmeros do composto 4, e dados

Nuclei

© 00 N oo o0~ wWw N P

experimentais do produto natural isolado.

Ocalc
[7°R*T”’R*,
8aS]
115,4
100,7
136,9
135,5
135,1
119,8
129,9
117,9
164,4
126,9
99,5
136,5
123,7
137,6
96,6
36,4
47,6
163,6
123,6
117,5
107,0
145,5
106,4
118,3
69,4

Ocalc
[7°S*,T°S*,
8aS]
113,9
99,6
137,1
133,1
135,5
115,9
121,7
124,7
161,7
129,0
106,1
135,7
129,8
137,7
98,4
36,0
49,1
165,2
124,1
119,3
105,7
144,9
105,7
118,4
67,0

Ocalc
[7°R*,7°S*,
8aS]
116,0
109,2
137,1
137,2
136,9
118,1
129,9
118,8
160,0
126,9
100,5
136,6
125,8
137,0
96,2
38,0
48,9
162,3
123,5
119,6
106,0
145,5
106,2
119,6
68,3

Ocalc
[77S*, T’ R*,
8aS]
116,9
101,3
137,8
134,4
135,3
114,1
129,6
118,4
158,8
125,2
103,5
136,3
128,6
137,3
99,4
37,7
47,5
166,7
125,2
118,2
106,3
145,1
106,9
117,8
69,5

6exp

124,2
109,1
149,3
143,3
146,9
125,2
135,4
126,8
170,3
135,3
106,0
149,0
135,3
149,0
106,0
41,4

50,2

174.3
134,7
128,4
116,1
158,0
116,1
128,4
73,4



g"
g
om
g
4™
g
6
7m
g™
3',5"-OCHjs
3-OCHs
5-OCHs

47,2
125,7
119,2
105,4
144,9
105,8
119,4
71,7
49,7
50,6
50,5
53,6

47,1
124,2
118,9
106,6
145,5
105,7
120,8
70,6
43,6
51,3
50,2
53,0

48,1
123,1
119,0
106,9
145,8
107,4
119,5
69,1
44,1
50,2
52,1
54,9

46,7
125,1
118,9
106,5
144,4
105,7
118,7
69,3
46,4
51,1
51,1
53,4

48,4
134,3
128,4
116,1
157,9
116,1
128,4

72,8
48,0

56,7
56,8
60,8
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Dados de calculos de RMN do composto 5

Tabela S13 - Probabilidades de DP4+ obtidas pela correlacdo dos deslocamentos quimicos
calculados de RMN de *H e **C de ambos os diasteroisdbmeros do composto 5 com os dados
experimentais de RMN do produto natural isolado

7'S*, 7""R*,8'R* 7'S* 7"S* 8'R*
Prababilidades DP4+ 0,00% 100,00%

Tabela S14 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H calculados [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para ambos os diasteroisdbmeros do composto 5 e dados
experimentais do produto natural isolado.

Ndcleos Ocac [7'S,7"R,8'R]  &carc [7'S,7'"'S,8'R] Oexp
2 6,41 6,62 6,76

7 6,20 6,88 7,27

4 5,08 531 4,90

8 3,28 3,44 3,72
2'.6' 6,04 6,24 6,33
2",6" 7,06 7,17 6,94
3",5" 6,65 6,67 6,66
™ 2,82 2,22 2,68
8" 3,46 3,70 3,38
2™,6™ 7,39 7,52 6,98
3™,5" 6,53 6,85 6,67
™ 4,79 3,12 4,52
8a™ 3,90 4,15 3,35
8b™ 3,22 3,35 3,26
3'-OCH3 4,06 4,05 3,70
5'-OCH3 3,39 3,87 3,70
3-OCH3 4,05 4,24 3,92

5-OCH3

4,05

4,11

3,53
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Tabela S15 - Deslocamentos quimicos de RMN de *3C calculados [GIAO-mPW1PW91/6-31G(d)-
PCM//B3LYP/6-31G(d)] (em ppm), obtidos para ambos os diasteroisémeros do composto 5 e dados

Nucleos

[EEY

© 00 N o 0ok~ W0DN

"
2",6"
3".,5"

4"
7
g"
™
2™.6™
3™,5™
4™
7
g
3'-OCHjs
5'-OCHjs
3-OCHjs
5-OCHs

experimentais do produto natural isolado.

6ca|c [7'8,7"'R ’ 8'R]

116,1
110,1
135,5
137,0
136,8
119,4
1249
121,5
163,4
126,2
100,3
136,7
126,0
36,0
47,7
159,5
117,8
121,9
107,4
145,6
28,7
36,9
123,3
119,2
106,3
145,0
68,7
41,6
52,4
49,8
52,9
55,5

Ocalc
[7'S,7"'S,8'R]
116,3
102,2
136,7
135,3
135,3
119,9
127,5
121,5
162,9
127,9
98,6
137,3
1245
37,9
49,0
158,9
120,1
122,3
107,7
145,8
31,8
40,8
125,9
121,3
123,8
145,6
70,8
43,1
51,5
51,6
52,1
54,7

6exp

124,2
109,1
149,3
143,2
147,0
125,3
135,0
127,1
170,0
135,2
106,1
149,0
135,3
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5.2 Perfil metabdlico de Metternichia macrocalyx e Metternichia princeps
(Solanaceae) usando dados de CLAE-IES-Q-TOF-EM/EM em redes moleculares

e analise quimiomeétrica.
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RESUMO

Os biomas brasileiros Caatinga e Mata Atlantica, ecologicamente e floristicamente
constrantes, tém sido pouco explorados fitoquimicamente. Evidéncias provenientes de
estudos baseados em andlises uni e multivariadas de dados ambientais, fenolégicos,
morfomeétricos e palinolégicos reconheceram Metternichia macrocalyx e Metternichia
princeps como duas espécies do género Metternichia habitando esses diferentes
biomas, porém sem dados quimicos que corroborem essa informacédo. Diante disso,
nés realizamos um estudo do perfil metabdlico de M. macrocalyx e M. Princeps por
CLAE-ESI-Q-TOF-EM/EM e anélise de dados no MS-DIAL com bibliotecas do GNPS,
Massbank, MassbankEU e Respect, além da geracdo de rede molecular levando a
anotacao de 49 compostos nessas especies. Ademais, os dados foram submetidos a
analise de componentes principais para mostrar as principais diferencas e

semelhancas entre esses perfis metabolicos.

Palavras-chave: flavonoides glicosilados; perfil metabdlico; quimiotaxonomia.

INTRODUCAO

Os dominios fitogeograficos da Caatinga brasileira e da Mata Atlantica
apresentam caracteristicas ecoldgicas e floristicas contrastantes. O primeiro ocorre
em clima semiarido e € considerado o0 nucleo mais rico em espécies de florestas
tropicais sazonalmente secas da regido Neotropical (FERNANDES; CARDOSO;
PENNINGTON; DE QUEIROZ, 2022; QUEIROZ; CARDOSO; FERNANDES; MORO,
2017), enquanto o ultimo € a segunda maior floresta tropical da América do Sul,
formada por variadas e exuberantes formacdes florestais (BFG, 2022; BORMA;
COSTA; DAROCHA; ARIEIRA et al., 2022). Apesar das diferencas marcantes, ambos
0s biomas apresentam alto nivel de endemismo e biodiversidade vegetal (BORMA;
COSTA; DA ROCHA; ARIEIRA et al, 2022; FERNANDES; CARDOSO;
PENNINGTON; DE QUEIROZ, 2022).

O género Metternichia J.C.Mikan (familia Solanaceae) foi historicamente
classificado como um género monoespecifico, distribuido entre esses diferentes
biomas. Entretanto, estudos baseados em andlises uni e multivariadas de dados

ambientais, fenoldgicos, morfométricos e palinolégicos levantaram evidéncias
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suficientes para reconhecer duas espécies no género, sendo elas M. macrocalyx
(Carvalho) L.S.Souza & Stehmann da Caatinga e M. princeps Miers da Mata Atlantica
(DE SOUZA; ANDRADE; RADAESKI; BAUERMANN et al., 2023).

A primeira investigagdo fitoquimica das raizes de M. macrocalyx permitiu o
isolamento e identificagdo de cinco novas lignanamidas com antividade anti-
inflamatoria, além de outras dez amidas conhecidas (BRITO; DE ALBUQUERQUE;
DOS SANTOS JUNIOR; LOUREIRO et al., 2024), enquanto o conhecimento da
composicdo quimica da espécie M. princeps ainda permanece desconhecida. Apesar
dos estudos botanicos sustentarem essa classificagdo em duas espécies, ndo ha
evidéncias na literatura do género Metternichia que fornecam comparagao de perfil
guimico descrevendo os metabdlitos especializados que caracterizem esse género e
suas duas espécies.

Este estudo fitoquimico se concentrou na anota¢ao de constituintes quimicos e
comparacao do perfil metabdlico de M. macrocalyx e M. princeps por CLAE-IES-Q-
TOF-EM/EM usando redes moleculares geradas no software MS-DIAL (bibliotecas de
GNPS, MassBank, MassBankEU e Respect), andlise quimiométrica e isolamento de

dois compostos majoritarios de M. macrocalyx.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anotacdo de compostos de M. macrocalyx e M. princeps por analise de CLAE-
IES-EM/EM.

Considerando os recursos para aprimoramento do nivel de confianca de anotacfes
realizadas por espectrometria de massas, foi realizado o isolamento de dois
compostos majoritarios: quercetina-3-O-xilopiranosil-(1 — 2)-ramnopiranosideo (1)
and kaempferol-3-O-xilopiranosil-(1 — 2)-ramnopiranosideo (2), os quais foram
caracterizados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e 3C uni
e bidimensionais e espectrometria de massas de alta resolucdo, além da comparacéo
com dados da literatura (URMENYI; SARAIVA; CASANOVA; MATOS et al., 2016) e
com padrées de substancias previamente isoladas (BRITO; DE ALBUQUERQUE;
DOS SANTOS JUNIOR; LOUREIRO et al., 2024). Esses compostos foram reportados

pela primeira vez no género Metternichia.
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A organizacgdo de dados em rede molecular e a analise comparativa de dados
com bibliotecas de EM/EM (GNPS, Massbank, MassbankEU e Respect) foi realizada
no software MS-DIAL para otimizar a anotagdo dos compostos e comparagao de perfil
metabdlico entre as duas espécies (Figura 23). Antes da obtencao da rede molecular,
os dados de EM e EM/EM foram examinados (Figura M1), revelando a presenca de
varios flavondis glicosilados. Para abordar a atribuicdo correta desses compostos e
aumentar o nivel de confianca das anotacdes, uma rede molecular foi construida
usando o software MS-DIAL por meio do processamento, deconvolucao e alinhamento
de dados de espectrometria de massas, permitindo a anotacdo de 49 compostos
(Tabela M1).

Figura 23 - Rede molecular dos extratos de M. macrocalyx (vermelho) e M. princeps (azul). A
intensidade da cor é diretamente proporcional a polaridade dos extratos.
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Os metabdlitos especializados mais abundantes no extrato das folhas de M.
macrocalyx foram os flavonoides, representados pela subclasse de flavonois
glicosilados com aglicona do tipo quercetina ou kaempferol conectados a uma ou até
trés unidades de acucares. Foram detectados possiveis isbmeros de posicao, onde
compostos anotados apresentaram mesma formula molecular, padrdo similar de
fragmentacao e diferentes tempos de retencéo (Figura M2).

A anotacao dos flavonois glicosilados por andlise de dados de LC-ESI-MS/MS
envolveu a detec¢do de fragmentos formados pela perda neutra de residuo de hexose
[M-H-162]", deoxyhexose [M-H-146]" e pentose [M-H-132]°, assim como pela
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eliminacédo radicalar desses acgucares, os quais forneceram dados sobre o padréo de
glicosilagéo das substancias. A determinacéo da aglicona foi realizada pela deteccao
dos fragmentos em m/z 300 atribuido a quercetina ou em m/z 284 atribuido ao
kaempferol, além do fragmento diagndstico da reacéo de retro-Diels-Alder [*2A-H],
concernente com a subclasse dos flavondéis. Ademais, os fragmentos formados pelas
perdas sequenciais de H-O (-18 Da), CO (-28 Da) e CH2O (-30 Da), corroboraram
essas proposi¢cdes (JIANG; LI; WANG; PI et al., 2024). Os flavonoides glicosilados
anotados diferiram quanto a posicéo e tipo de acgUcar conectados a quercetina ou
kaempferol (Figura M2-M5).

As substancias 6,7-di-hidroxicumarina (10) (m/z 177,01844), acantosideo B
(m/z 579,20631) (25) e os flavondis glicolisados quercetina-pentosil-pentosideo (26)
(m/z 565,11825), quercetina-hexosideo 1 (28) (m/z 463,08689), quercetina-
deoxihexosil-hexosideo | (31) (m/z 609,14449) e quercetina-deoxihexosideo (39) (m/z
447,09279) foram anotadas usando as bibliotecas do GNPS, Massbank, MassbankEU
ou Respect no software MS-DIAL (Figura M6). A anotacdo com auxilio de bibliotecas,
juntamente com os compostos anotados em comparacdo com dados de EM/EM da
literatura (Tabela M1), corresponderam a uma anotacdo em nivel 2 de confianca
(SCHYMANSKI; JEON; GULDE; FENNER et al., 2014).

No modo negativo o ion precursor de m/z 328,11764 apresentou fragmentos
em m/z 310 [M-H-H20]", m/z 161 [M-H-CH3-CgH10NO2] ™ e m/z 133 [M-H-H20-
CoH703] ™, correspondendo a N-trans-feruloiloctapamina, enquanto o ion precursor de
m/z 312,12286 correspondeu a N-trans-feruloiltiramina caracterizada principalmente
pelo fragmento sugestivo da por¢éo tiramina em m/z 135 [M-H-C10H9O3]™ (CAROLI;
BRIGHENTI; CATTIVELLI; SALAMONE et al., 2023). Esses compostos, incluindo o
acido p-cumarico (22) e rutina (29) (m/z 609,14418) foram anotados em nivel 1 de
confianca por meio da utilizacdo de padrdes.

Ademais, no modo positivo foi anotada a N-metil-4-hidroxiprolina (1) (m/z
146,08052) exibindo perda neutra de H-O (-18 Da) e CO (-28 Da), enquanto no modo
negativo foram anotadas a quercetina-3-O-xilopiranosil-(1-2)-ramnosideo (38) (m/z
579,13451) e o kaempferol-3-O-xilopiranosil-(1-2)-ramnosideo (48) (m/z 563,13909).
Nesses casos, a anotagéo correspondeu aos compostos isolados, resultando em uma

anotacdo com nivel 1 de confianca.
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Comparacdo das espécies M. macrocalyx e M. princeps por analises

quimiométricas

O género Metternichia foi considerado historicamente como monotipico
incluindo apenas a espécie M. princeps, estudos recentes considerando aspectos
morfolégicos, ecoldgicos e fenoldgicos respaldaram a elevacdo de M. macrocalyx a
condicdo de uma espécie distinta, reconhecendo-a como uma segunda espécie,
anteriormente considerada uma variedade. Andlises quimiométricas usando dados de
CLAE-IES-EM/EM foram realizadas a fim de avaliar diferencas e semelhancas entre

esses perfis metabdlicos (Figura 24).

Figura 24 - Cromatogramas do pico Base (BPC) das fases de MP (M. princeps) e MM (M.
macrocalyx).
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Inicialmente foi realizada uma analise de componentes principais (PCA) entre
amostras de extratos das duas espécies, MP (M. princeps) e MM (M. macrocalyx),
como grupos distintos, ndo sendo clara a distingdo entre eles, observada pela
sobreposicao das elipses, indicando que as espécies compartilham caracteristicas
semelhantes em termos de metabdlitos analisados (Figura M7).

Entretanto, embora exista sobreposicdo entre MM e MP, ha também indicios
de diferengcas que podem ser exploradas para distingdo entre suas fases, e
similaridade entre as mesmas fases de duas espécies, em termos dos metabdlitos
analisados. Com base nisso, foi realizada uma anélise entre fases similares de

espécies distintas, resultando entdo em quatro grupos de amostras comparados entre
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si. As componentes PC1 e PC2 explicaram, respectivamente, 25,2% e 24,0% da

variacao total nos dados (Figura 25).

Figura 25 — As pontuacgdes de PCA obtidas a partir de analise quimiométrica entre amostras das
fases de MP (M. princeps) e MM (M. macrocalyx).
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As amostras de FAE apresentaram maior dispersao, indicando variabilidade
consideravel dentro do mesmo grupo. J4 as amostras FHE encontram-se
relativamente separadas das demais ao longo de PC1, evidenciando caracteristicas
diferentes quanto aos metabdlitos analisados. Similarmente a FHE, as fases FHX e
FCL ocupam uma posicao distinta no grafico, sugerindo a existéncia de diferencas
entre as fases, embora quando comparadas a FAE demonstrem maior similaridade
mutua.

As andlises quimiométricas evidenciaram a sobreposicdo entre as amostras
das espécies (MM x MP), mas a distincdo entre as fases (FHX x FHE x FCL x FAE)
das duas espécies, ressaltando padrdes de similaridade e dissemelhanca nos perfis
guimicos das amostras estudadas.

A andlise de componentes principais também resultou em um gréfico de
loadings permitindo identificar as m/z (metabdlitos) que contribuiram para o
agrupamento e separacdo das amostras (Figura M8). Por exemplo, a proximidade das
fases FHE, FCL e FHX pode ser observada pelos ions de m/z 191,0554 [M-H] e m/z
169,0135 [M-H] ~ anotados como acido quinico e acido galico, que estdo presentes
nas trés fases relacionadas. Ja o ion de m/z 433,0756, que corresponde a quercetina-

pentosideo Il, estd presente apenas em FAE, como observado nos metabdlitos
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anotados e parece contribuir com a distingdo desse grupo. Os compostos anotados
como fraxina de m/z 369,0814 [M-H]~ e kaempferol-3-O-xilopiranosil-(1-2)-ramnosideo
de m/z 563,1390 [M-H]™ apresentaram-se em todas as fases, exceto em FHX e
parecem contribuir pouco com o agrupamento e distincdo das amostras. Isso ficou
evidente no grafico de loadings, onde manifestam-se em quadrantes opostos a todos

as fases analisadas.

CONCLUSOES

Neste trabalho, investigamos o perfil metabdlico de M. macrocalyx da Caatinga
e M. princeps da Mata Atlantica. As analises de CLAE-IES-EM/EM e redes
moleculares descreveram uma vasta quantidade de flavonois glicosilados, além de
amidas fenilpropandides, lignanas e compostos fenolicos. As redes moleculares
desenvolvidas no software MS-DIAL e as analises quimiométricas foram combinadas
para comparar as duas espécies e mostrar as semelhancas e diferencas entre seus
perfis quimicos, levando a uma delimitacéo quimiotaxonémica do género Metternichia

baseado em perfil metabdlico.
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Resumo: os bhiomas brasileiros Caatinga e Mata Atléntica, ecologicamente e
floristicamente constrantes, tém sido pouco explorados fitoquimicamente. Evidéncias
provenientes de estudos baseados em analises uni e multivariadas de dados
ambientais, fenolégicos, morfométricos e palinolégicos reconheceram Metternichia
macrocalyx e Metternichia princeps como duas espécies do género Metternichia
habitando esses diferentes biomas, porém sem dados quimicos que corroborem essa
informac&o. Diante disso, nés realizamos um estudo do perfil metabdlico de M.
macrocalyx e M. Princeps por CLAE-ESI-Q-TOF-EM/EM e andlise de dados no MS-
DIAL com bibliotecas do GNPS, Massbank, MassbankEU e Respect, além da geracéo

de rede molecular levando a anotagdo de 49 compostos nessas espécies. Ademais,
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os dados foram submetidos a analise de componentes principais para mostrar as

principais diferencas e semelhancas entre esses perfis metabolicos.

Palavras-chave: flavonoides glicosilados; perfil metabdlico; quimiotaxonomia.
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EXPERIMENTAL

Procedimento experimentais gerais

Experimentos de RMN 1D e 2D foram realizados utilizando um espectrémetro
de RMN Bruker Ascend 400 (400 MHz e 100 MHz para *H e '3C) e um espectrometro
de RMN Bruker AvanceNeo 500 (500 MHz e 125 MHz para 'H e 3C). Os desvios
guimicos foram referenciados aos sinais residuais de DMSO deuterado a 6+ 2,49 e Oc
39,5 ppm. As andlises CLAE-IES-EM/EM foram realizadas em um LC-40D X3
(Shimadzu) equipado com os médulos CBM-40, DGU-40S, LC 40D X3, SIL-40C X3 e
CTD-40S, acoplado a um espectrometro de massas LCMS-9050 (Shimadzu). Nestas
analises, uma coluna C18 (Ascentis-150 mm x 4,6 mm x 2,7 um) foi eluida com uma
fase mével composta por uma solucao de acido formico/agua a 0,1% v/v (Solvente A)
e Metanol (Solvente B). O isolamento, a purificacdo e a analise dos constituintes
guimicos foram realizados por cromatografia em coluna classica (CC) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). A Silica gel (Siliaflash, tamanho de particula 0,060—
0,200 mm) foi a fase estacionaria utilizada na CC, enquanto uma coluna C18
preparativa (GIST, 250 mm x 21,2 mm x 5,0 um) foi utilizada para o isolamento via
CLAE.

Material vegetal

As folhas de M. macrocalyx foram coletadas na Fazenda Esperanca, no municipio de
Boa Vista do Tupim, Bahia, Brasil (13°13'15"S, 41°11'08"W) em janeiro de 2019 e as
folhas de M. princeps foram coletadas em abril de 2025 no Jardim Botanico do Rio de
Janeiro. O boténico Domingos Benicio Oliveira Silva Cardoso, do departamento de
botanica do instituto de biologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), identificou
a espécie. Essa atividade foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) por meio do cédigo
AA54545. As exsicatas do material coletado de M. macrocalyx e M. princeps foram
armazenadas no Herbario Alexandre Leal Costa (ALCB) da UFBA sob cddigo de
registro ALCB 138826 e no Herbario RB do Jardim Botanico do Rio de Janeiro sob

cbdigo de registro GC. Ottino 135, respectivamente.
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Extracdo e isolamento

As folhas foram submetidas a um processo de secagem em estufa de ar
circulante a 40 °C por 72h. Os materiais vegetais secos e triturados de M. macrocalyx
(0,8 kg) e M. princeps (264,0 g) foram extraidos com etanol 95% (v/v) (3 vezes por 72
h) a temperatura ambiente. Os extratos resultantes foram concentrados sob presséo
reduzida em evaporador rotativo a 40 °C, obtendo-se 120,0 g de extrato etandlico
bruto (EEB) de M. macrocalyx e o EEB de M. princeps. O EEB de M. macrocalyx
(115,0 g) foi ressuspendido em solucdo de EtOH-H,O (7:3) e particionado
sucessivamente com n-hexano, cloroférmio, acetato de etila, resultando em 14,0, 7,9,
2,4 g das respectivas fases e 85,0 g da fase hidroetanolica. A fase acetatoetilica de
M. macrocalyx (2,0 g) foi submetida a CC em silica gel e eluida com hexano, AcOEt e
MeOH, puros ou em mistura binaria, em gradiente crescente de polaridade. Este
procedimento resultou em 17 fracbes (E1-17). A fracdo E13 (315,0 mg) foi submetida
a separacdo cromatografica preparativa em CLAE. Uma coluna C18 (GIST, 250 mm
x 21,2 mm x 5,0 um), gradiente linear de 40 a 60%B em 60 min (solvente A =
HCOOH:H20 0,1% v/v e solvente B = MeOH), dezesseis inje¢des (volume: 100 pL) e
fluxo de 8,0 mL/min, foram empregados para separagcao cromatografica preparativa.
Esse procedimento resultou em 12 fragdes. A andlise dos espectros de RMN de 'H e
13C dos picos isolados levou a identificacdo dos compostos 1 (42,7 mg, tr = 44,0 min)
e 2 (9,0 mg, tr = 55,5 min).

Andalises de CLAE-IES-EM/EM

Cinco microlitros das amostras (200 pg/mL) foram injetadas no LC-40D X3
(Shimadzu) equipado com os moédulos CBM-40, DGU-40S, LC 40D X3, SIL-40C X3 e
CTD-40S, acoplado a um espectrometro de massas LCMS-9050 (Shimadzu) com uma
fonte de ionizacdo por eletrospray (IES) e um analisador Quadrupole Time-of-Flight
(Q-TOF). Os experimentos de CLAE foram realizados utilizando uma coluna C18
(Ascentis-150 mm x 4,6 mm x 2,7 um). A fase movel foi composta por uma solucao de
acido férmico/agua a 0,1% (v/v) (solvente A) e metanol (solvente B). Um gradiente
linear (15-100%) foi realizado para eluicdo em 20 min, com uma fluxo de 0,3 mL/min
e a temperatura da coluna mantida em 40 °C. Os parametros de analise para

espectrometros de massa foram os seguintes: voltagem capilar: -3,0 kV, fluxo do gas



168

nebulizador 3,0 L/min, fluxo do gas de secagem 10 mL/min e temperatura da interface
em 300 °C. As substéancias foram analisadas no modo de ioniza¢ao negativo e positivo
(m/z 100-1000). Os dados obtidos foram interpretados com auxilio do SciFinder,
dados de literatura, padroes e MS-DIAL com dados da biblioteca global de produtos
naturais sociais (GNPS), Massbank, MassbankEU e Respect.

Processamento de dados de EM/EM para analises estatisticas

Os dados foram adquiridos no formato .lcd e convertidos para mzML usando o
software LabSolutions WorkStation (Shimadzu). Os arquivos foram abertos para
inspecao visual no software MS-DIAL, e o processamento dos dados foi realizado no
software estatistico R (versdo 4.5.1) usando os pacotes xcms, msdata e MSnbase,
utilizando a interface de funcionalidade do software RStudio (versdo 2025.05.1 + 513).

Dados de RMN de compostos isolados

Quercetina-3-O-xilopiranosil-(1 — 2)-ramnopiranosideo (1):

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds, 6, ppm, J/HZz): 6w 7,34 (1H, d, J = 2,3 Hz, H-2'), on
7,25 (1H, d, J = 8,3; 2,3 Hz, H-3'), 61 6,88 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5'), 64 6,37 (1H, d, J =
2,0 Hz, H-8), 61 6,18 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6), 61 5,28 (1H, d, J = 1,4 Hz, H-1"), 61 4,14
(AH, d, J = 7,6 Hz, H-1"); én 4,03 (1H, d, J = 3,6; 1,4 Hz, H-2"), dn 3,59-3,63 (1H, m,
H-5"), én 3,55-3,60 (1H, m, H-3"), én 3,46 (1H, m, H-5a"), on 3,17-3,22 (1H, m, H-4"),
on 3,14-3,08 (1H, m, H-4"), én 3,09-3,02 (1H, m, H-3"), 2,92-2,97 (1H, m, H-5"), &n
2,91 (1H, m, H-5b™), 6+ 0,89 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-6").

RMN de C (100 MHz): 6¢c 177,9 (C-4), 6c 164,5 (C-7), oc 161,4 (C-5), 6¢c 157,0 (C-
2), 6c 156,5 (C-9), 6c 148,8 (C-4'), 6c 145,3 (C-3'), 6c 134,3 (C-3), 6c 115,7 (C-5'), bc
115,5 (C-2"), 6c 120,9 (C-6'"), 6c 120,5 (C-1'), 6c 106,7 (C-1"), 6c 103,9 (C-10), oc
101,0 (C-1"), &¢c 98,8 (C-6), &c 93,8 (C-8), 6c 80,7 (C-2"), &c 76,3 (C-3"), &¢c 73,8 (C-
2"), 6c 71,8 (C-4"), &c 70,4 (C-5"), 6¢c 70,3 (C-3"), oc 69,3 (C-4"), bc 65,8 (C-5"), bc
17,5 (C-6").

Kaempferol-3-O-xilopiranosil-(1 — 2)-ramnopiranosideo (2):
RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds, &, ppm, J/Hz): &4 7,75 (2H, d, J = 8,7 Hz, H-2'-6"), On
6,91 (2H, d, J = 8,7 Hz, H-3'-5"), 6n 6,39 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8), 61 6,19 (1H,d, J =
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2,1 Hz, H-6), 81 5,36 (1H, d, J = 1,4 Hz, H-1"), &1 4,17 (1H, d, J = 7,6 Hz, H-1"), &1
4,00 (1H, d, J = 1,4; 1,6 Hz, H-2"), &n 3,56-3,50 (1H, m, H-4"), 5 3,55-3,48 (1H, m,
H-5a"), &u 3,45-3,36 (1H, m, H-3"), & 3,23-3,18 (1H, m, H-5"), 3,14-3,07 (1H, m, H-
4"), 4 3,11-3,03 (1H, m, H-3"), &4 2,97-2,90 (1H, m, H-2"), &4 2,92 (1H, m, H-5b™),
540,86 (3H, d, J = 6,2 Hz, H-6").

RMN de 13C (125 MHz): 6c 177,7 (C-4), 8¢ 164,7 (C-7), &c 160,3 (C-4'), 6¢ 161,3 (C-
5), &c 157,0 (C-2), 8¢ 156,6 (C-9), 8¢ 130,6 (C-2',6'), 5c 134,3 (C-3), 5c 120,3 (C-1"),
¢ 115,5 (C-3',5"), 8¢ 106,4 (C-1"), 6c 103,9 (C-10), 5¢c 100,8 (C-1"), 5c 98,9 (C-6), &c
93,9 (C-8), 6c 80,6 (C-2"), ¢ 76,3 (C-3"), 8¢ 73,8 (C-2"), &¢ 71,7 (C-4"), 5¢ 70,4 (C-
3"), 8¢ 70,3 (C-4™), 5¢ 65,8 (C-5"), 5c 69,4 (C-5"), ¢ 17,4 (C-6").



170

Dados de espectrometria de massas

Figura M1 - Cromatograma de ions totais de CLAE-Q-TOF-EM/EM das fases de M. macrocalyx (a) e
M. princeps (b). Legenda de cores: preto-FHE, vermelho-FAE, azul-FCL, verde-FHX.
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Figura M2 - Espectro de fragmentacéo do ion precursor m/z 463,08689 [M-H].
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Figura M4 - Esquema de fragmentagédo do ion precursor m/z 463,08689 [M-H]-.
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Figura M5 - Esquema de fragmentagédo do ion precursor m/z 431,09695 [M-H]-.
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Figura M6 — Combinacdo dos espectros de massa das substancias 6,7-di-hidroxicumarina (a),
acantosideo B (b), quercetina-pentosil-pentosideo (c), quercetina-hexosideo | (d), quercetina-
desoxihexosil-hexosideo | (e), quercetina-desoxihexosideo (f) com os espectros de massa das
bibliotecas do GNPS, Massbank, MassbankEU e Respect no software MS-DIAL.
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Figura M7 - Andlise de componentes principais obtida por anélise quimiométrica entre amostras de

MP (M. princeps) e MM (M. macrocalyx).
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Figura M8 - Loadings de PCA obtidas a partir de analise quimiométrica entre amostras de extrato de
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Tabela M1 - Compostos anotados por meio das andlises de CLAE-IES-EM/EM de extratos e fragBes de M. macrocalyx [MM-FHE (1); MM-FAE

(2): MM-FCL (3); MM-FHX (4); MP-FHE (5); MP-FAE (6); MP-FCL (7), MP-FHX (8)].

Pico tr Formula m/z Erro Nivel da _
) Compostos EM(-) EM(+) EM/EM Amostras . Referéncias
n® | (min) Molecular mensurada (ppm) anotacéao
) (HARAGUCHI;
N-metil-4-
1 4.13 ) o CsH11NO3 - [M+H]* 146,08052 | 128, 118, 100 -4,4 1,35 1 GORNIAK; IKEDA;
hidroxiprolina
MINAMI et al., 2003)
(CHANSRINIYOM;
NOOIN;
- - 173, 127, 111,
2 4.31 | Acido quinico C7H1206 [M-H] - 191,05549 93 85 59 -3,2 1,3,4,5 2 NUENGCHAMNONG;
o WONGWANAKUL et
al., 2021)
(SWIATEK;
SIENIAWSKA;
3 5.06 | Acido gélico C7HeOs [M-HJ - 169,01350 | 125 -4,4 1,5 2 SINAN;
MACIEJEWSKA-
TURSKA et al., 2021)
Acido cafeico-
] (YUAN; WANG; MI;
4 7.97 | hexosideo Ci15H16010 [M-H] - 355,06540 | 193,179 -4,7 56 2
) ZHANG et al., 2021)
carboxilico |
Acido cafeico-
. (YUAN; WANG; M,
5 8.17 | hexosideo Ci15H16010 [M-H] - 355,06573 | 193, 179 -3,8 5,6 2

carboxilico Il

ZHANG et al., 2021)
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Acido cafeico-
. (YUAN; WANG; M,
6 8.63 | hexosideo C15H16010 [M-H] 355,06540 | 193, 179 -4,7 56
ZHANG et al., 2021)
carboxilico Ill
Acido cafeico-
) (YUAN; WANG; M,
7 8.82 | hexosideo C15H16010 [M-H] 355,06533 | 193, 179 -4,9 5,6
ZHANG et al., 2021)
carboxilico IV
) 1,2,3,5,6, (WANG; XIAO; HAO;
8 9.45 | Fraxina C16H18010 [M-HJ 369,08142 | 207, 192, 135 -3,5
7 SUN, 2016)
(BREAUD;
Acido  cumérico LALLEMAND;
9 9.78 ) C1sH180s [M-HJ 325,09191 | 163, 119 -3,0 1,6
glucosideo MARES; MABROUKI
et al., 2022)
6,7-
10 | 10.36 o ) ) CgHeO4 [M-HJ 177,01844 | 133, 105, 93, 89 -5,0 2,3 -
Dihidroxicumarina
11 | 10.51 | Nao anotado C16H28010 | [M+COOH] 425,16468 | 379, 149 -4,1 1,5,6,7 -
212, 196, 143,
12 | 10.81 | Nao anotado C11H1sNOe [M-H] 256,08166 99 -3,9 1,3 -
o ] (JUNG; PARK; KIM;
13 | 11.16 | Liriodendrina C34H46018 787,26430 | 579, 417 -2,9 1,3,5
[M+COOH] SHIN et al., 2003)
(MORCOL;
WYSOCKI;
385, 223, 205, 1,2,3,6,7,
14 | 11.38 | Roseosideo C19H300s 431,19101 -2,9 SANKARAN;
[M+COOH] 179, 161, 153 8
MATTHEWS et al.,
2020)
15 | 11.70 | Matairesinosideo C26H32011 | [M+COOH] 565,19112 | 327 -2,7 1,3,6 (LIU; LIN, 2024)
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(EL-TABAKH;

Acido 3-0- ELHAWARY; HWIHY;
16 | 11.81 | o Ci8H22010 443,11849 | 237 -2,3 1
sinapoilquinico [M+COOH] DARWEESH et al.,
2023)
Lariciresinol-4-O-
17 | 11.84 ) C26H34011 [M-H] 521,20120 | 329 -3,1 1,2,3 (LIU; LIN, 2024)
hexosideo
18 | 11.87 | not annotated Ci6H20010 [M-H] 371,09710 | 249, 121 -3,4 2,3 -
Quercetin-O-
osil (LARBAT; PARIS; LE
entosil-
19 | 11.93 P ) ) Cs2H38020 [M-H] 741,18672 | 300, 271, 179 -2,2 1,56 BOT; ADAMOWICZ,
desoxihexosil-
. 2014)
hexosideo
341, 193, 165,
20 | 12.05 | Nao anotado C20H220s8 [M-H] 389,12309 -2,8 2,3 -
150, 135
(SOUZA; SANTOS;
Quercetina- MONTEIRO;
21 | 12.23 ) . Ca26H2s8016 [M-H] 595,12878 | 300, 271, 255 -3,5 1,2,5 6
pentosil-hexosideo ESPINDOLA et al.,
2022)
(SINOSAKI; TONIN;
22 | 12.47 | Acido p-cumarico | CoHsOs [M-H] 163,03935 | 119, 93 -4,4 2,3 RIBEIRO; POLISELI
et al., 2020)
(CAROLI;
BRIGHENTI;
N-trans-
23 | 12.50 Ci8H19NOs [M-H] 328,11764 | 310, 161, 133 -4,3 3 CATTIVELLI,

feruloiloctapamina

SALAMONE et al.,
2023)
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Kaempferol- (OZKAN; YILMAZ;
24 | 12.68 | desoxihexosideo- | Cs2H38O10 [M-HJ 725,19147 | 284, 255, 179 -2,7 1,2,35,6 SIENIAWSKA; HRYC
pentosil-hexosideo et al., 2024)
) 417, 402, 387, (KARTHIVASHAN;
25 | 12.85 | Acantosideo B C2sH36013 [M-H] 579,20631 -3,4 3,7 KWEON: PARK: KIM
181 ; ;
et al., 2019)/
Quercetina-
. 300, 284, 271,
26 | 12.94 | pentosil- C25H26015 [M-HJ 565,11825 - -2,9 1,2,56,7 -
pentosideo
Quercetina-
) 447, 387, 284, (KIM; KOH; FUKAMI,
27 | 13.08 | pentosideo- C26H28015 [M-HJ 579,13322 -4,0 1,2,6
] 255, 227 1985)
hexosideo
(SOUZA; SANTOS;
Quercetina- 300, 271, 255, MONTEIRO;
28 | 13.24 . C21H20012 [M-H] 463,08689 -2,8 1,2,3,6
Hexosideo | 151 ESPINDOLA et al.,
2022)
] 343, 300, 271, 1,2,3,5,6, (JIANG,; LI; WANG; PI
29 | 13.26 | Rutina C27H30016 [M-H] 609,14418 -3,2
255, 179, 151 7 et al., 2024)
(SOUZA; SANTOS;
Quercetina- MONTEIRO;
30 |13.33 . C21H20012 [M-H] 463,08697 | 300, 271, 255 -2,6 1,2,3,6
Hexosideo I ESPINDOLA et al.,
2022)
Quercetina-
] ) 447, 300, 271, (JIANG,; LI; WANG; PI
31 | 13.59 | desoxihexosil- C27H30016 [M-HI 609,14449 -2,6 1,2,3,6,7
i 255, 179, 151 et al., 2024)
hexosideo |
Quercetina- 300, 271, 255, (LI; MENG; ZHANG;
32 | 13.62 ] C20H18011 [M-H] 433,07593 -3,9 1,2,6
Pentosideo | 243,179, 151 SUN et al., 2016)
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Quercetina- 300, 271, 255, (LI; MENG; ZHANG;
33 | 13.73 . C20H18011 [M-H] 433,07561 -4,6 6
Pentosideo Il 243,179, 151 SUN et al., 2016)
Quercetina- 429, 300, 271,
) ) (JIANG; LI; WANG; PI
34 | 13.80 | desoxihexosil- Ca27H30016 [M-HJ 609,14449 | 243, 255, 179, -2,6 1,2,3,5,6 t al., 2024)
etal.,
hexosideo Il 151
Quercetina-
) ) 301, 300, 271, (JIANG; LI; WANG,; PI
35 | 13.91 | desoxihexosil- C27H30016 [M-H] 609,14428 -3,0 1,2,36
. 179, 151 et al., 2024)
hexosideo Il
Kaempferol- 417, 284, 255, (FETNI; BERTELLA,;
36 |13.98 | ) C25H26014 [M-HJ 549,12315 -3,3 1,2,36
dipentosideo 227,179 OUAHAB, 2020)
Kaempferol-
] ) (JIANG; LI; WANG,; PI
37 | 14.03 | desoxihexosil- C27H30015 [M-HJ 593,14955 | 284, 255, 227 -2,7 1,2,3,5,6
] et al., 2024)
hexosideo |
] (URMENY]I;
Quercetina-3-0O- 429, 300, 271,
- ) SARAIVA,;
38 | 14.10 | xilopiranosil-(1-2)- | C2sH2801s [M-H] 579,13451 | 255, 243, 179, -1,7 1,2,3,5,6
. CASANOVA; MATOS
ramnosideo 151
et al., 2016)
(SOUZA; SANTOS;
] 301, 300, 271,
Quercetina- MONTEIRO;
39 | 14.28 ) . C21H20011 [M-HJ 447,09279 | 255, 243, 179, -1,1 1,2,3,6
desoxihexosideo ESPINDOLA et al.,
151, 121
2022)
(URMENYI;
Kaempferol-
) SARAIVA;
40 | 14.34 | pentosil- Ca26H258015 [M-H] 579,13359 | 301 -3,3 1,2,3,6
) i CASANOVA; MATOS
desoxihexosideo
et al., 2016)
41 | 14.41 | Leeaosideo C24H40011 | [M+COOH] 549,25313 | 503, 371, 209 -3,8 1,56,7 -
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(CAROLI;
BRIGHENTI;
N-Trans- 297, 190, 178,
42 | 14.60 o C1sH19NO4 [M-H] 312,12286 -4,0 3 CATTIVELLI;
feruloiltiramina 148, 135
SALAMONE et al.,
2023)
Kaempferol-
] ) 431, 413, 284, (JIANG; LI; WANG,; PI
43 | 14.66 | desoxihexosil- C27H30015 [M-H] 593,14908 -3,5 1,2,56
255, 227, 151 et al., 2024)
hexosideo I
Kaempferol-
o . (JIANG; LI; WANG,; PI
44 | 14.86 | desoxihexosil- C27H30015 [M-H] 593,14977 | 284, 255, 227 -2,3 1,2,56
et al., 2024)
hexosideo I
3-Oxo-ionol- (THAO; LUYEN; TAI;
45 | 14.93 ) . Ci19H3007 | [M+COOH] 415,19581 | 179 -3,7 1,2,56
glucopiranosideo YANG et al., 2014)
Kaempferol-
o . (JIANG; LI; WANG,; PI
46 | 15.00 | desoxihexosil- C27H30015 [M-HJ 593,14935 | 285 -3,1 1,2,6
et al., 2024)
hexosideo IV
(SAMY; KHALIL;
. . . SUGIMOTO;
47 | 15.04 | Bizantionosideo B | Ci19H3207 [M+COOH] 417,21099 | 371 -4,8 3,6,7
MATSUNAMI et al.,
2011)
(URMENYI;
Kaempferol-3-O- 431, 413, 284,
o ] 1,2,35,6, SARAIVA;
48 | 15.17 | xilopiranosil-(1-2)- | C26H28014 [M-HJ 563,13909 | 255, 227, 179, -2,7
7 CASANOVA; MATOS
ramnosideo 151
et al., 2016)
Kaempferol- 285, 255, 227, (SOUZA; SANTOS;
49 | 15.48 ] C21H20010 [M-HJ 431,09695 -3,3 2,3,6
desoxihexosideo 211 MONTEIRO;
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ESPINDOLA et
2022)

al.,
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6 CONCLUSOES

A investigacdo fitoquimica das raizes de M. macrocalyx possibilitou o
isolamento  da amida N N° N¥°-Tri-p-cumaroil-espermidina e cinco novas
lignanamidas, sendo uma delas tipo bis-fenilpropeno atropoisomérica, duas
lignanamidas do tipo tetra-hidrofurano e duas lignanamidas do tipo aril-
dihidronaftaleno, trivialmente denomidas de metternichiamidas A-E. Esses compostos
apresentaram atividade anti-inflamatoria frente a linhagem célular de macréfagos
murinos (RAW 264.7).

As andlises de CLAE-IES-Q-TOF-EM/EM permitiram a anotacdo de 49
substancias nas fases de M. macrocalyx e M. princeps. O nivel de confianca dessas
anotacoes foi respaldado pelas substancias isoladas (quercetina-3-O-xilopiranosil-
(1—2)-ramnopiranosideo e kaempferol-3-O-xilopiranosil-(1—2)-ramnopiranosideo),
padrdes, bibliotecas de EM/EM no software MS-DIAL e dados de EM/EM da literatura.
As analises quimiométricas mostraram similaridades e diferencas entre o perfil
metabolico de M. macrocalyx e M. princeps. A maior separacdo entre 0s grupos foi
exibida pela comparacdo entre as mesmas fases de espécies distintas, enquanto a
analise entre as duas espécies mostrou sobreposicdo de dados. Em suma, 0s
resultados evidenciaram mais similaridades do que diferencas entre os perfis quimicos
dessas espécies, em conformidade com a antiga proposta de um género monotipico.

Por fim, esses trabalhos contribuiram com o conhecimento quimico e
farmacologico da espécie M. macrocalyx, por meio da identificacdo de novas
lignanamidas com atividade anti-inflamatéria e promocdo do conhecimento
guimiotaxondmico do género Metternichia e de suas espécies, por meio do
estabelecimento do perfil quimico de seus exemplares, além da comparacéo desses

perfis por andlises quimiomeétricas.
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