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RESUMO

INVESTIGACAO QUIMICA DE Dictyoloma vandellianum: AVALIACAO DO PERFIL
QUIMICO E DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO FRENTE A Xanthomonas citri subsp.
Citri. A Dictyoloma vandellianum é uma espécie da familia Rutaceae reconhecida por sua
diversidade de metabolitos secundarios com potencial bioldgico. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar compostos presentes nos extratos de folhas da planta, com foco na
prospecgao de substancias com possivel atividade antibacteriana frente a Xanthomonas citri
subsp. citri, agente causador do cancro citrico. Foram obtidos extratos brutos utilizando
solventes de diferentes polaridades e, em seguida, analisados por HPLC-PDA para avaliagdo
do perfil cromatografico. A analise detalhada dos constituintes foi conduzida por UHPLC-
QTOF-MS/MS, em ambos os modos de ionizacdo, seguida de processamento por plataformas
metabolomicas (MS-DIAL, MS-FINDER e GNPS), com anotagao in silico e construcdo de rede
molecular. A abordagem revelou a presengca de compostos das classes dos flavonoides,
alcaloides, quinolonas e cumarinas. Trés substancias foram isoladas por fracionamento
cromatografico e submetidas a elucidagdo estrutural por espectroscopia de RMN
unidimensional e bidimensional, com validagdo pelos padroes de fragmentacdo observados em
espectrometria de massas. As estruturas identificadas ndo sdo inéditas, porém foram
identificadas com alto padrdo de confiabilidade pelos métodos utilizados. Os resultados obtidos
reforgam o potencial de D. vandellianum como fonte de metabolitos bioativos e estabelecem
uma base solida para futuras investigagdes. Os proximos passos incluem a testagem dos
compostos isolados frente ao fitopatdogeno e a caracterizagdo estrutural de novos constituintes

ainda ndo identificados.

Palavras-chave: Compostos bioativos; rede molecular; produtos naturais; fitopatdgenos

bacterianos.
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ABSTRACT

CHEMICAL INVESTIGATION OF Dictyoloma vandellianum: EVALUATION OF THE
CHEMICAL PROFILE AND ANTIBACTERIAL POTENTIAL AGAINST Xanthomonas citri
subsp. Citri. Dictyoloma vandellianum 1is a species of the Rutaceae family known for its
diversity of secondary metabolites with biological potential. This study aimed to characterize
compounds present in leaf extracts of the plant, focusing on the prospecting of substances with
potential antibacterial activity against Xanthomonas citri subsp. citri, the causal agent of citrus
canker. Crude extracts were obtained using solvents of different polarities and subsequently
analyzed by HPLC-PDA to assess the chromatographic profile. A detailed analysis of the
constituents was carried out by UHPLC-QTOF-MS/MS in both ionization modes, followed by
data processing using metabolomics platforms (MS-DIAL, MS-FINDER, and GNPS), with in
silico annotation and molecular networking. This approach revealed the presence of compounds
belonging to the classes of flavonoids, alkaloids, quinolones, and coumarins. Three substances
were isolated through chromatographic fractionation and structurally characterized by one- and
two-dimensional NMR spectroscopy, with validation based on fragmentation patterns observed
in mass spectrometry. Although the identified structures are not novel, they were confirmed
with a high level of confidence using the employed analytical methods. The results reinforce
the potential of D. vandellianum as a source of bioactive metabolites and provide a solid
foundation for future investigations. Next steps include testing the isolated compounds against

the phytopathogen and structural characterization of additional constituents yet to be identified.

Keywords: Bioactive compounds; molecular networking; natural products; bacterial

phytopathogens.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais constituem fontes promissoras de metabolitos secundarios
com potencial farmacologico e agricola, especialmente no combate a fitopatdégenos de interesse
agronomico. No contexto da citricultura, destaca-se a Xanthomonas citri subsp. citri, agente
etiologico do cancro citrico, uma das doencas mais devastadoras que acometem os pomares de
citros no Brasil e no mundo. Essa fitobactéria demanda estratégias eficazes de controle, que
incluam compostos bioativos naturais como alternativas sustentaveis e ambientalmente seguras

aos pesticidas sintéticos.

Dentro desse escopo, espécies da familia Rutaceae sio amplamente reconhecidas
por sua diversidade quimica, sendo particularmente ricas em alcaloides, flavonoides, cumarinas
e quinolonas. O género Dictyoloma, pertencente a essa familia, embora pouco explorado,
apresenta registros etnobotanicos e quimicos promissores. Estudos anteriores, como o de Sartor
et al. (2003), j4 demonstraram a presenca de derivados de 4-quinolonas com potencial

antimicrobiano em extratos dessa planta, o que motiva sua investigagdo mais aprofundada.

A presente pesquisa teve como objetivo geral o estudo quimico de extratos de
folhas de Dictyoloma vandellianum, com foco na caracterizagcao de metabolitos secundarios por
técnicas de espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear (RMN), e posterior
avaliacdo da plausibilidade de seus efeitos antibacterianos frente a Xanthomonas citri subsp.
citri. Especificamente, buscou-se a obtengdo dos extratos brutos da planta, a andlise do perfil
quimico dos extratos por HPLC acoplado a detector de arranjo de diodos (HPLC-PDA),
realizagdo de analise por UHPLC-QTOF-MS/MS em modos positivo € negativo € o
processamento dos dados obtidos por meio das plataformas MS-DIAL, MS-FINDER e GNPS,
com constru¢cdo de redes moleculares e anotagdes in silico e o isolamento e elucidacdo dos

compostos bioativos por técnicas cromatograficas e espectroscopicas.

A metodologia combinou extracdo por solventes organicos, andlise do perfil
quimico por HPLC-PDA, prospec¢ao de compostos por UHPLC-QTOF-MS/MS e aplicagado de
ferramentas de metabolomica para anotacdo de compostos. Compostos isolados foram
caracterizados por espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais (*H, *C, COSY,
HSQC, HMBC) e confirmados por fragmentacdo em espectrometria de massas de alta
resolugdo. As andlises foram conduzidas de forma a integrar evidéncias espectrais e quimicas

para validagao estrutural confiavel.



Como resultado, foram observados perfis quimicos ricos e complexos, com
destaque para a identificacdo de substancias pertencentes as classes de alcaloides, flavonoides
e quinolonas. A andlise de rede molecular permitiu agrupar compostos com similaridade de
fragmentacao, indicando a presenga de nucleos estruturais recorrentes e revelando a diversidade

de constituintes presentes nos extratos.

A validacdo cruzada entre os dados de RMN e MS/MS possibilitou a
confirmacao estrutural de duas quinolonas previamente identificadas em estudos com a espécie,
o que reforca a consisténcia dos resultados obtidos e a fidelidade dos métodos empregados.
Esses achados confirmam o potencial da planta como fonte de metabdlitos secundarios com
possivel aplicacdo no controle fitossanitario, ¢ fornecem suporte para investigagdes futuras

voltadas a avaliagdo da bioatividade dessas substancias frente a Xanthomonas citri subsp. citri.

Dessa forma, o presente trabalho contribui significativamente para o
aprofundamento do conhecimento quimico sobre Dictyoloma vandellianum, ampliando as
evidéncias sobre sua composi¢do metabdlica e fortalecendo sua relevancia no contexto da

quimica de produtos naturais com aplicacdo agricola.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial quimico e bioldgico de Dictyoloma vandellianum por meio do
isolamento e da caracterizagdo estrutural de metabdlitos secundarios utilizando técnicas
cromatograficas e espectroscopicas, com posterior avaliacdo da atividade bactericida dos
extratos brutos no controle de doencas bacterianas de interesse agricola, frente a bactéria

fitopatogénica Xanthomonas citri subsp. citri.

2.2 Objetivos Especificos

o Desenvolver métodos cromatograficos utilizando HPLC-PDA visando a separa¢do e ao
isolamento de compostos presentes nos extratos de Dictyoloma vandellianum;

. Aplicar espectrometria de massas de alta resolu¢do (UPLC-QTOF-MS/MS) associada a
construc¢ao de rede molecular para a triagem e anotagdo de metabolitos secundarios in Silico;

. Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos brutos frente a Xanthomonas citri subsp.
citri, agente etioldgico do cancro citrico;

. Realizar a caracterizagdo estrutural dos compostos isolados por meio de espectroscopia

de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Familia Rutaceae

A Familia Rutaceae, da ordem Rutales, possui ampla distribuicdo mundial nas
regides temperadas e tropicais. Esta familia integra mais de 1900 espécies e cerca de 150
géneros, dos quais, cerca de 50 podem ser encontrados no Brasil, tendo grande variedade de
ocorréncia nas Florestas Amazonica e Atlantica. As plantas que fazem parte da Familia
Rutaceae sdao angiospérmicas, possuindo flores, podendo ocorrer em forma de arbustos, arvores
e ervas perenes. Os géneros Citrus, Ruta e Pilocarpus, constituem os géneros mais conhecidos

das Rutaceas (Filho et al., 2020; Pirani, 2005; Albuquerque, 1976).

Em relacdo a fitoquimica, a familia Rufaceae apresenta uma grande variedade
de metabolitos secundarios como alcaloides derivados de acido antranilico, cumarinas,
lignanas, flavonoides, terpenoides e limonoides. Tais metabolitos, em especial as cumarinas e
os alcaloides sdo considerados marcadores quimicos das rutaceas e indicadores sistematicos

cruciais para entender a diversidade, evolugdo e classificagao dessa familia (Waterman, 1975).

Os alcaloides furoquilinicos e indolicos sdao frequentemente encontrados em
espécies da familia Rutaceae, a presenca ou auséncia destes compostos e suas variagdes
estruturais servem como indicadores de relagdes evolutivas entre espécies e géneros dentro da
familia ligada a adaptagdo ecologica como defesa contra herbivoros e microrganismos,
refletindo estratégias quimicas de sobrevivéncia, além de indicar base genética comum para sua

biossintese (Dreyer, 1970).

A espécie Pleiocarpus alatum foi estudada por Bandara ef al (1990) por ser uma
planta medicinal bastante conhecida no Sri Lanka e na India. Sua atividade medicinal foi
atribuida aos alcaloides e cumarinas encontrados e isolados dos extratos da casca da raiz de P,
alatum. Entre os compostos isolados, neste estudo destaca-se os alcaloides 1,5,6-trihidroxi-2,3-
dimetoxi-10-metil-9-acridona e 1-hidroxi-2,3,5,6-tetrametoxi-10-metil-9-acridona sendo
compostos isolados inéditos presentes na planta, ambas estruturas sdo observadas na Figura 1,

a seguir.



Figura 1. Alcaloides isolados de P. alatum

1.5,6-trihydroxy-2, 3-dimethoxy-10-methyl-9-acridone 1-hydroxy-2,3.5,6-tetramethoxy-10-methyl-9-acridone

Fonte: Bandara ef a/ (1990), adaptado

Estes compostos foram isolados pela primeira vez nesta pesquisa, sendo o 1,5,6-
trihidroxi-2,3-dimetoxi-10-metil-9-acridona totalmente inédito, sem ocorréncia na literatura
com grupos hidroxila nas posi¢des 1, 5 e 6, além de grupos metoxi nas posigdes 2 e 3. Ja o
composto 1-hidroxi-2,3,5,6-tetrametoxi-10-metil-9-acridona ja era conhecido por sua obtencao
via metilacdo do alcaloide 1,6-dihidroxi-2,3,5-trimetoxi-10-metil-9-acridona utilizando
diazometano como agente metilante, porém, foi reportado pela primeira vez como produto

natural obtido do isolamento do extrato de P. alatum (Badara et al., 1990).

Uma planta tradicional da medicina chinesa, Phellodendron amurense
pertencente a familia Rutaceae, comumente usada como analgésico foi estudada por Ikuta,
Urabe ¢ Nakamura (1998) com o objetivo de isolar compostos provenientes dos tecidos
calogénicos da planta e assim obter informacdes quimiotaxondmicos e de sua biossintese, na
qual foi isolado o alcaloide 7,8-diidroxirutaecarpina, derivado indolopiridoquinazolina,
composto inédito, sem relato na literatura tanto em origem natural como sintética. Este

composto pode ser observado na Figura 2, abaixo.

Figura 2. 7,8-diidroxirutaecarpina isolado de P. amurense

1:Ry=H R,=OH '@
2:R1=R2=OH
3:R1:R2:H

Fonte: Tkuta, Urabe e Nakamura (1998)



No extrato metanolico do caule de Rauia resinosa, foram identificados os
alcaloides observados na Figura 3, abaixo, 7-hidroxi-8-metoxi-N-metilflindersina (17) e 8-
hidroxi-N-metilflindersin (18) ambos de ocorréncia inédita na literatura, sendo este segundo
considerado inédito por ter sido descrito pela primeira vez como um produto natural, o qual ja
havia sido descrito sinteticamente. A presenca de alcaloides especificos derivados do acido
antranilico ¢ um marcador quimico importante em ruticeas, novas descobertas contribuem para
a compreensdo evolutiva e podem servir como prototipos para o desenvolvimento de novas
moléculas bioativas em quimica medicinal. Avaliagcdes adicionais sdo essenciais para

determinar a extensdo de sua relevancia em diferentes contextos (Albarici et al., 2010).

Figura 3. 7-hidroxi-8-metoxi-N-metilflindersina (17) e 8-hidroxi-N-metilflindersin (18)

(17) R=OH R,=OCHj
(18) R=H R;=OH

R, CH,

Fonte: Albarici et al. (2010)

Cabral e seus colaboradores identificaram em Conchocarpus fontanesianus os
alcaloides dictamina, y-fagarina, skimianina e 2-fenil-1-metil-4-quinolona. Estes alcaloides ja
eram conhecidos na literatura, entretanto foram pela primeira vez identificado em
C.fontanesianus. Os compostos foram obtidos dos extratos de caule da espécie e evidenciam o
valor do bioma da Mata Atlantica como um reservatorio de biodiversidade quimica, reforcando
a necessidade de sua preservacdo. Também sugerem que espécies nativas podem se tornar

fontes valiosas de produtos farmacéuticos, beneficiando a economia local e a pesquisa cientifica

Geijera parviflora, planta também pertencente as rutdceas, nativa da Australia,
foi estudada por Shou e seus colaboradores (2013) objetivando o isolamento de novos
compostos. Nesta pesquisa foram encontrados dois novos alcaloides nomeados de
Parvifloranina A (1) e Parvifloranina B (2), ambos com esqueleto de 11 carbonos ligados a
aminoacidos, sdo observados na Figura 3 a seguir, sendo relatados como de ocorréncia inédita

na natureza.



Figura 4. Parvifloranina A, Parvifloranina B e Geiparvarin
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Fonte: Shou et al., (2013)

A Parvifloranina A (1) observa-se como uma mistura de dois enantiomeros [(S)-
1 e (R)-1] na propor¢do 1:4, entre suas caracteristicas quimicas ¢ relatada a presenca de um
grupo lactona com uma cadeia lateral derivada da pirrolidina. A Parvifloranina B (2) ¢
diferenciada da A pela presenga do grupo amino secundario e uma substituicao por asparagina,
ambos os compostos sdo relatados como derivados do Geiparvarin indicado como precursor

caracteristico da planta (Shou et al., 2013).

Assim como os alcaloides, as cumarinas também sdo reconhecidas como
marcadores quimiotaxondmicos importantes nas rutdceas devido a sua diversidade e frequente
ocorréncia na familia. Furocumarinas ¢ outras variantes, sio comumente encontradas na familia
como produtos metabolicos tipicos e a presenca ou auséncia destes tipos de cumarinas, ou
cumarinas simples e piranocumarinas ¢ usada para diferenciar espécies ou géneros dentro da
familia Rutaceae, auxiliando na classificagdo botanica. Além disso, a presenca de cumarinas
em um género ou espécie da familia Rutaceae pode ser indicador de boa atividade

antimicrobiana (Ribeiro; Kaplan, 2002; Garcia-Argéez et al., 2003).

O género Zanthoxylum, amplamente conhecido pela sua diversidade em
alcaloides, ¢ também fonte de diversas cumarinas. Na espécie Zanthoxylum schinifolium foram

identificadas e caracterizadas 12 cumarinas em extratos do caule da planta por Li ef al. (2013)



como a escopolina, escopoletina. Além de cumarinas ja reportadas na literatura, foi isolada uma
cumarina inédita nomeada de Zanthoxyloside, observada na Figura 4 abaixo, uma cumarina

glicosilada, com um grupo apiofuranosil ligado ao glicopiranosideo.

Figura 5. Zanthoxyloside, isolado do extrato do caule de Zanthoxylum schinifolium
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Fonte: Li et al. (2013)

Garcia-Beltran e seus colaboradores (2014) ressaltam a importancia das
cumarinas como marcadores quimiotaxondmicos da familia Rutaceae ao identificarem
cumarinas substituidas do tipo 3-(1’,1'-dimetilalil) em Esenbeckia alata, assemelhando-se a um
pequeno grupo de rutaceas o qual inclui Ruta e Clausena. Embora essas substitui¢des ja fossem
conhecidas em outras espécies do género Esenbeckia, este estudo confirma pela primeira vez a

presenca dessas cumarinas especificas em E. alata.

Figura 6. Cumarinas isoladas de E. alata
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Fonte: Garcia-Beltran et al. (2014)

As cumarinas reportadas na pesquisa de Garcia-Beltran et al. (2014), podem ser

observadas na Figura 5, acima. A Chalepensina (1) com um nticleo cumarinico fusionado a um



furano, o grupo substituinte principal ¢ o 2,2-dimetilciclopropil ligado no carbono 3 do anel
cumarinico. O Bergapteno (2) ¢ uma furocumarina linear, com um grupo metoxi no carbono 5
e um anel furano fusionado no sistema cumarinico, sua biossintese envolve a prenilagao de um
precursor cumarinico seguido por oxidagdo e fechamento do anel furano. A Leptofilidina (3) ¢
uma cumarina prenilada, com um grupo 1,1-dimetilalil no carbono 3 e uma hidroxila no carbono
7. O grupo prenilado € uma caracteristica comum em cumarinas de Rutaceae, mas a posi¢ao 3
com uma configuragdao dimetilalil ¢ mais rara. A Isoangenomilina (4) estruturalmente
semelhante a leptofilidina, exceto pela presenca de um grupo metoxi no carbono 7, em vez de

uma hidroxila. O grupo 1,1-dimetilalil estd presente no carbono 3 do ntcleo cumarinico.

Além da identificagdo de novos compostos, outros estudos também contribuem
para o entendimento da biossintese das rutdceas. O estudo de Amaral et al. (2020) apresenta
avancos significativos nessa compreensdo, apresentando o estudo dos avancos na biossintese
de piranocumarinas, com énfase na xantiletina e seselina isolados da das raizes de Citrus
sinensis ¢ Citrus limonia. Os autores utilizaram experimentos de marcagdo isotopica com
glicose D-[1-13C] para confirmar que o anel pirano dessas moléculas ¢ formado pela via do
metileritritol fosfato (MEP), enquanto o esqueleto cumarinico se origina da via do chiquimato.
A analise detalhada foi realizada utilizando métodos combinados de cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HPLC) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

Na familia Rutaceae também se destaca a importancia dos limonoides como
marcadores quimicos significativos, derivados de precursores triterpenoides por vias
bioquimicas especificas. Embora a diversidade estrutural dos limonoides seja menor na
Rutaceae em comparacao a Meliaceae, ela ainda apresenta variabilidade consideravel em alguns
géneros. As subfamilias da Rutaceae, como Aurantioideae, Rutoideae e Cneoroideae, reforcam
a afinidade quimica com géneros proximos e sugerindo a inclusdo de alguns na subfamilia
Cneoroideae devido a presenca de limonoides complexos e cromonas preniladas. Além disso,
as rutaceas se destacam pela produgdo prolifica de alcaloides derivados de 4cido antranilico e
triptofano, bem como pelas prenilcoumarinas e cromonas, caracteristicas raramente
encontradas em outras familias de Sapindales (Silva et al., 2021). Anélises como as relatadas
fornecem suporte quimico para a classificagdo taxondmica e apontam possiveis relagdes

filogenéticas dentro da ordem Sapindales.
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3.2 Estudos de Usos e Aplicacoes de Extratos e Compostos da Familia Rutaceae

O estudo dos usos e aplicagdes dos extratos e compostos isolados provenientes
de espécies da familia Rutaceae permeia a pesquisa cientifica desde os primeiros achados. Em
1979, Cassady et al. verificaram a atividade antitumoral dos compostos micromelina ¢ a
escopoletina isolados de Micromelum integerrimum. Apesar da atividade antitumoral
demonstrada por esses compostos terem sido inconsistente e dependente de varios fatores, como
dose e solubilidade nos veiculos de teste. A micromelina, em particular, apresentou uma
atividade inicial promissora contra o sistema de leucemia linfocitica P-388, mas nao manteve a
eficadcia em testes subsequentes ou em doses menores. Apesar da necessidade de estudos
adicionais, este representa uma das primeiras investigagdes sistemdticas com foco em

Micromelum integerrimum.

Os constituintes quimicos de Zanthoxylum integrifolium, espécie amplamente
estudada em rutidceas, foram avaliados para atividade antiplaquetaria por Chen e seus
colaboradores (1999). Véarios compostos foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir a
agregacao de plaquetas induzida por diferentes agentes, como trombina, acido araquidonico,
colageno e o fator ativador de plaquetas. Entre os compostos analisados destaca-se a
Prudomestina, um flavonoide da classe das flavonas, com forte atividade capaz de inibir a
agregacao plaquetaria em concentragdes de 20pg/mL. Os autores destacam a possivel aplicagao
terapéutica desses compostos, especialmente no desenvolvimento de agentes antiplaquetarios

para prevenir condi¢des como trombose.

Alguns alcaloides e flavonoides obtidos dos extratos de caule e folhas de
Neoraputia paraensis foram estudados para avaliar sua capacidade de inibigdo da enzima
Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase de Trypanossoma cruzi a fim de interferir no
metabolismo energético do parasita. Os flavonoides altamente oxigenados e isoflavonoides
mostraram ser os mais ativos como 3'4',7.8-tetrametoxi-5,6-(2",2"-dimetilpirano)-flavona,
3'.4',5,7,8-pentametoxiflavona, 5-hidroxi-3'4',6,7-tetrametoxiflavona, 3',4'-metilenodioxi-
5,6,7-trimetoxiflavona e 5-hidroxi-3',4'-metilenodioxi-6,7-dimetoxiflavona, Esses flavonoides
possuem varias substituicdes metoxi (—OCHs), hidroxila (~OH) e grupos metilenodioxi, que
caracterizam a alta oxigenagao. A pesquisa focou no isolamento e caracterizagao dos alcaloides

nao demonstrando estudos sobre sua atividade de inibi¢do enzimatica (Moraes ef al., 2003).

No estudo da atividade antibacteriana de Hortia oreadica, foram identificados

quatro derivados do 4cido diidrocindmico, isolados do extrato n-hexanico, além da guianina,
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um limonoide, e da dictamina, um alcaloide furoquinolinico, ambos isolados do extrato de
diclorometano. Em relagdo a atividade antibacteriana, o extrato n-hexanico demonstrou maior
eficacia geral, atribuida a presenca de compostos lipofilicos que facilitam a permeagao através
das membranas bacterianas. A dictamina apresentou atividade significativa contra
Streptococcus sanguinis, S. mutans € Lactobacillus casei, enquanto a guianina mostrou eficacia
contra S. sobrinus, S. mutans, S. mitis e L. casei. Esses resultados destacam o potencial dessas
substancias no desenvolvimento de novos agentes antibacterianos para controle de caries e

formacao de placas dentarias (Severino ef al., 2009).

Terezan et al. (2010) investigaram a toxicidade de extratos e compostos isolados
de Spiranthera odoratissima contra formigas cortadeiras (4tta sexdens rubropilosa) e seu fungo
simbidtico (Leucoagaricus gongylophorus). Foram identificados alcaloides furoquinolinicos,
I-metil-2-fenilquinolin-4-ona e limonoides, sendo que o acido limonéxico e¢ a 1-metil-2-
fenilquinolin-4-ona foram descritos pela primeira vez no género Spiranthera. Os extratos e os
alcaloides apresentaram forte atividade fungicida, inibindo até 100% do crescimento do fungo,
enquanto o 4acido limonéxico mostrou a maior toxicidade as formigas, reduzindo a
sobrevivéncia mediana para 3 dias. Os resultados destacam o potencial da planta para o controle

bioldgico sustentavel de pragas agricolas.

Outro estudo voltado para a area agricola utilizando plantas da familia Rutaceae
refere-se a andlise de Nebo et al. (2014) dos alcaloides (evolitrine e graveolina), cumarinas
(psoraleno e chalepensina) e flavonoides (como flavona), destacando seu alto potencial
fitotoxico. No bioensaio de coleoptilos de trigo, a graveolina demonstrou inibicao superior a
85%, enquanto psoraleno e chalepensina inibiram consistentemente o crescimento mesmo em
baixas concentragdes. Nos ensaios com espécies padrdo, graveolina e psoraleno apresentaram
efeitos semelhantes ou superiores ao herbicida comercial Logran®, especialmente na inibi¢ao

de germinagdo e crescimento radicular Lepidium sativum.

Seguindo na abordagem agricola, o uso de produtos naturais derivados das
rutaceas para utilizacdo em novos herbicidas como alternativa sustentavel no desenvolvimento
de agroquimicos ¢ indicado no estudo dos efeitos de oito alcaloides isolados da planta Ruta
graveolens sobre as atividades fotossintéticas realizado por Sampaio et al. (2018). Destes oito
destacou-se a graveolina, atuando como inibidor do transporte de elétrons durante a fase
luminosa da fotossintese e como regulador do crescimento vegetal e, a mistura homodloga de

quinolonas, inibiu tanto o transporte de elétrons quanto a transferéncia de energia. Ambos
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reduziram a biomassa seca de Lolium perenne (planta-alvo) em até 23%, desempenho

comparavel ao herbicida comercial DCMU.

Na area da quimica medicinal as rutdceas também sdo bastante exploradas na
busca de compostos bioativos com atividade em diferentes areas da medicina e com potenciais
aplicagdes farmacéuticas. O estudo dos frutos de Clausena anisum-olens levou ao isolamento
de Clausanisumine, visto na Figura abaixo, um alcaloide bicabazolado prenilado com uma nova
estrutura de carbono, o qual foi testado para atividade antiviral anti-HIV em células T-linfoides
(C8166). O composto Demonstrou uma potente inibi¢ao da transcriptase reversa do HIV-1, com
valor de concentragdo efetiva (ECso) de 18,58 nM. A Clausanisumine € o primeiro exemplo de
um alcaloide bicabazolado prenilados, ou seja, um alcaloide dimérico de carbazol, apresentando
em sua estrutura um composto heterociclico com dois anéis benzénicos fundidos a um anel
pirrol, o que demonstrou notavel atividade anti-HIV (Liu et al., 2021). A quimica medicinal

frequentemente explora compostos com novas estruturas quimicas para inovar em terapias.

Figura 7. Estrutura da Clausanisumine isolada de Clausena anisum-olens como atividade anti-HIV

clausanisumine (1)

Fonte: Liu ef al. (2021)

Seguindo na area da quimica medicinal Sousa et al. (2022) investigaram o
extrato etandlico de Rauia resinosa e isolou uma nova flavona, além de outros compostos
conhecidos, com foco na avaliacdo de atividade citotoxica contra células cancerigenas. Entre
os compostos analisados, a flavona 3'4',5,7,8-pentametoxiflavona destacou-se por sua
atividade antiproliferativa, exibindo um indice de seletividade superior a 2,0 contra as linhagens
T24 (carcinoma de bexiga) e TOV-21G (adenocarcinoma ovariano), com valores de
concentragdo inibitdria proximos a 30 pg/mL. Esses resultados indicam que a flavona citada

possui potencial promissor como agente anticancer devido a sua seletividade e eficécia.
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Os compostos isolados da planta Murraya paniculata, incluindo os novos
metabolitos varanasine e schroffanone, também demonstraram atividade citotoxica
significativa contra células cancerigenas, especialmente na linhagem HL-60 (leucemia). O
composto varanasine mostrou o melhor desempenho, com um ICsp de 12 uM, induzindo
apoptose de maneira dose-dependente, evidenciada por alteragcdes morfoldgicas, fragmentacao
nuclear (DAPI), reducdo do potencial da membrana mitocondrial e aumento da autofagia
(marcada por fluorescéncia de acridina laranja). Estudos de deteccdo e quantificagdo de
proteinas confirmaram que varanasine € minumicrolin promoveram a clivagem de caspase-3 e
a reducdo da expressdo de Poli(ADP-ribose Polimerase-1 (PARP-1), destacando seu potencial

como agentes anticancerigenos promissores (Kumari et al., 2024).

Diante da ampla diversidade quimica e biologica apresentada pelas espécies da
familia Rutaceae, evidencia-se o imenso potencial dessas plantas na descoberta de novos
compostos bioativos. Seja no desenvolvimento de agentes terapéuticos, em quimica medicinal,
ou no avango de alternativas sustentaveis na agricultura, os estudos destacados neste texto
ilustram a relevancia dessas espécies para a pesquisa cientifica. Apesar dos avangos, muitos
compostos ainda carecem de investigagdes aprofundadas quanto a sua atividade, mecanismos
de acdo e viabilidade de aplicag@o. Assim, a continuidade e a ampliacdo dessas pesquisas sao
de extrema importancia para explorar e validar o papel das rutdceas como uma rica fonte de

inovacdes cientificas e tecnoldgicas.

3.3 O género Dictyoloma

O género Dictyoloma inclui apenas duas espécies, sendo estas Dictyoloma
vandellianum e D. peruvianum. Este género foi historicamente alvo de controvérsias
taxondmicas sendo inicialmente classificado na familia Rutaceae e, posteriormente, na
Simaroubaceae. Até que evidéncias quimicas sustentaram sua inclusdo definitiva na Rutaceae

(Vieira, et al., 1988).

A Dictyoloma peruviana ¢ uma pequena arvore pertencente nativa da Bolivia,
possui relevancia tanto etnobotanica quanto cientifica devido ao uso tradicional de sua casca na
medicina popular para o tratamento da leishmaniose. Alguns alcaloides eram destacados em sua
composi¢ao como as dictyolomidas A e B pertencentes a classe de 4-quinolinonas, a planta

também ¢ conhecida por conter outros tipos de compostos bioativos, como cromonas preniladas



14

e limonoides, em espécies relacionadas do género. Do ponto de vista botanico, a D. peruviana

representa uma fonte promissora de compostos naturais bioativos (Lavaud et al., 1995).

A Dictyoloma vandellianum € uma planta endémica do Brasil com relevancia em
estudos quimicos e sistematicos. A planta ¢ rica em metabolitos secundarios, incluindo
alcaloides, como 2-quinolonas, cromonas preniladas e limonoides. Sua posi¢ao taxondmica foi
revisada ao longo do tempo, sendo hoje considerada parte de um subgrupo especial dentro da
familia Rutaceae. Em geral D. vandellianum combina caracteristicas quimicas Unicas com
relevancia taxondmica, sendo um exemplo interessante de biodiversidade brasileira (Sartor et

al., 2003).

3.3.1 Dictyoloma vandellianum

Os principais trabalhos envolvendo Dictyoloma vandellianum envolvem
pesquisas quimiotaxonomicas e de isolamento de compostos para entendimentos de suas vias
biossintéticas. Um dos primeiros trabalhos com a planta, esta ainda nomeada como D.
incanescens, relata a identificagdo de um novo alcaloide encontrado na casca do tronco,
identificado como N,N-dimetil-5-metoxitriptamina. O trabalho destaca que a ocorréncia deste
alcaloide ¢ uma caracteristica comum da familia Rutaceae, a qual a planta pertence (Pachter;

Zacharias; Ribeiro, 1959).

Vieira et al. (1988) destacaram o isolamento de trés limonoides e dois alcaloides
a partir dos frutos e caule de D.vandellianum. Os limonoides identificados, incluindo
deacetilspathelina e derivados hidroxibutenolideos, e os alcaloides encontrados sdo tipicos da
familia Rutaceae, fornecendo evidéncias quimicas que sustentam a inclusdo do género nessa
familia, uma questdo discutida desde sua descrig@o inicial em 1825. As andlises quimicas e
transformagdes realizadas confirmaram as estruturas dos compostos, reforcando a proximidade
quimica entre subfamilias relacionadas, como Spathelioideae, e consolidando a posigao

taxondmica de D. vandellianum nas Rutaceae.

Do ponto de vista quimico, a planta ¢ rica em metabdlitos secundarios com
importancia tanto para a sistematica do género quanto para o entendimento das relacdes
evolutivas dentro da ordem Rutales. O isolamento de cinco novos alcaloides isolados das folhas
de Dictyoloma vandellianum, pertencentes a classe das 2-alquil-4(1H)-quinolonas, incluindo
novos compostos apresentando estruturas Uinicas, caracterizadas por cadeias alifaticas longas e

substituintes hidroxila e metoxila em posigdes especificas, revela a importancia quimica, pois
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demonstra a presenga de metabolitos tipicos de grupos avancados dentro de Rutaceae, como
Zanthoxyleae, destacando a complexidade biossintética do género Dictyoloma. Além disso, 0s
resultados contribuem para o entendimento da evolu¢do quimica na ordem Rutales,
evidenciando o papel de D. vandellianum na produgao de metabolitos bioativos com potencial
sistematico e farmacoldgico. Os novos compostos 2-(14'-Hidroxi-14',15'-dimetilhexadecanil)-
4-quinolona, 2-(12'-Hidroxi-12'-metiltridecanil)-3-metoxi-4-quinolona, 2-(12'-Hidroxi-12'-
metiltridecanil)-4-quinolona, 2-(14'-Hidroxi-14',15'-dimetilhexadecanil)-3-metoxi-4-
quinolona e 6-Metoxicictyolomida A (Sartor et al., 2003), podem ser observados na Figura 8

abaixo identificados de 1 a 5, respectivamente.

Figura 8. Novos compostos identificados em D. vandellianum

n=12 n=10
1: R, =H 2: Ry =0OMe
4:R|=OME SiR[_H

Fonte: Sartor ef al. (2003)

Assim como outras plantas pertencentes a familia Rutaceae, as aplicagdes
envolvendo a Dictyoloma vandellianum sdo variadas. Um estudo identificou dez compostos
isolados de D. vandellianum, incluindo seis piranochromonas, sendo uma inédita, identificada
como 3,3-dimethylallylspatheliacromene metil éter, cromeno 1 Figura 9 abaixo, e cinco ja
conhecidas. Além disso, foram isolados dois alcaloides, o 8-metoxi-N-metilflindersina ¢ 8-
metoxiflindersina e dois limonoides, limonina diosfenol e rutaevina. As estruturas quimicas
foram caracterizadas por técnicas espectroscopicas, como IR, NMR e MS, confirmando a

presenca de heterociclos oxigenados e grupos funcionais como metoxila e prenila,
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caracteristicas relevantes para a bioatividade dos compostos. A descoberta de compostos
inéditos, como o cromeno 1, destaca o potencial quimico inexplorado da espécie (Alves et al.,

2017).

Figura 9. 3,3-dimethylallylspatheliacromene metil éter isolado do extrato da raiz de Dictyoloma vandellianum

Fonte: Alves et al. (2017)

O composto 1 possui um nucleo de piranochromona com um grupo metoxi na
posicdo 5 e uma cadeia lateral dimetilalil (3,3-dimetilalil) conectada a posi¢dao 3 do nucleo
cromeno. Quanto a atividade citotoxica, os compostos foram avaliados contra quatro linhagens
tumorais (B16-F10, HepG2, K562 e HL-60) e células ndo tumorais (PBMC). O composto 1 foi
0 mais ativo, apresentando ICso de 6,26 pg/mL em células B16-F10 e 11,65 ug/mL em PBMC.
Outros destaques incluem o composto 5, 5-O-metilcneoromocromona K (Figura 10), mais ativo
contra a linhagem K562 (ICso = 10,01 pg/mL), e os compostos 2, 6-(3-metilbut-2-enil)
alopteroxilina metil éter, e 6, espatelia-bis-cromeno (Figura 10), que exibiram as menores ICso
contra HL-60. Apesar das atividades moderadas em comparac¢ao a doxorrubicina, os resultados
indicam que as piranochromonas isoladas sdo candidatos promissores para o desenvolvimento
de terapias anticancer, sua complexidade quimica contribui para a atividade citotdxica
observada. especialmente com modificagdes estruturais para melhorar a eficacia (Alves et al.,

2017).
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Figura 10. Compostos 2, 5 e 6 isolados da raiz de D. vandellianum
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Fonte: Alves et al. (2017)

O potencial farmacoldgico anti-inflamatério de compostos isolados de
Dictyoloma vandellianum foi também avaliado por Opretzka e seus colaboradores (2019). Os
autores analisaram o potencial de trés cromonas naturais isoladas da raiz da planta como agentes
anti-inflamatérios. Os compostos foram purificados e testados quanto a citotoxicidade,
estabilidade metabolica e efeitos farmacoldgicos in vitro e in vivo. A cromona 5-O-
methylcneorumchromone K destacou-se por seu perfil farmacocinético superior e auséncia de
efeitos colaterais motores em camundongos. /n vitro, todas as cromonas inibiram a produ¢ao
de oxido nitrico e citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1p) em macrofagos
estimulados, enquanto in vivo, a 5-O-methylcneorumchromone K reduziu significativamente
edema, hiperalgesia e niveis de citocinas inflamatoérias em um modelo de inflamag¢do induzida.
Os efeitos foram atribuidos a inibicdo da atividade de NF-xB e a ativacdo do receptor de

glicocorticoides, destacando esta cromona como uma promissora candidata para o

desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios.

Na éarea agricola Dictyoloma vandellianum teve seu potencial uso pouco
explorado, porém com sugestdes promissoras. Um estudo envolvendo diversas plantas da
familia Rutaceae explora a inadequagdo de plantas nativas desta familia da América do Sul
como hospedeiras potenciais do psilideo asiatico dos citros, Diaphorina citri. A pesquisa
classifica diferentes espécies em quatro grupos baseados na adequagdao como hospedeiras para
o desenvolvimento do inseto, analisando fatores como sobrevivéncia e reproducdo. A D.
vandellianum foi classificada como uma planta nao hospedeira do Diaphorina citri, pois nao
suporta seu desenvolvimento, reproducdo ou sobrevivéncia prolongada, tampouco serve como
refiigio temporario. Por ndo contribuir para a proliferacdo do vetor nem para a propagagao do
Huanglongbing (HLB) ou greening, essa espécie nativa do Brasil pode ser utilizada como

barreira ecologica em pomares, ajudando a reduzir a movimentacdo do psilideo de areas
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externas para as plantagdes. Seu uso, integrado a outras estratégias de manejo, representa uma

abordagem sustentavel no combate a disseminacdo do HLB (Felisberto ef al., 2019).

Em resumo, Dictyoloma vandellianum revela-se uma espécie de grande interesse
cientifico, unindo relevancia no campo da sistematica botanica e evolugdo quimica com
potenciais aplicagdes farmacoldgicas e agricolas. Os compostos isolados destacam-se por sua
diversidade estrutural e atividades biologicas promissoras, enquanto sua resisténcia ao
Diaphorina citri aponta para usos estratégicos na protecdo de culturas agricolas, bem como
instiga maior exploracdo na area da quimica agricola. Esses avangos reforgam a necessidade de
ampliar os estudos sobre a espécie, explorando ainda mais suas contribuigdes para a ciéncia e

suas possibilidades de aplicacdes praticas.

3.4 Cancro citrico - Xanthomonas citri subsp. Citri

O cancro citrico, uma doenca bacteriana causada por Xanthomonas citri subsp.
Citri afeta todas as variedades comerciais de citros. Esta doenga acarreta sintomas em todas as
partes aéreas das plantas jovens. O X. citri coloniza as superficies foliares e forma biofilmes
estruturados que protegem a bactéria contra estresses ambientais € promovem a infec¢do, a
penetragdo ocorre por aberturas naturais, como estomatos, ou ferimentos causados por insetos
ou ferramentas. ApoOs entrar na planta, o patdogeno desencadeia uma infec¢do que resulta no
desenvolvimento de lesdes em forma de pustulas elevadas e erupgdes em folhas, frutos e ramos

(Martins et al., 2020) conforme observado na Figura 11, abaixo.

Figura 11. Lesdes ocasionadas por Cancro citrico em folhas, galhos e frutos em citros

Fonte: Fundecitrus (2024), adaptado.

Apos a infecgdo e aparecimento das lesdes ocorre a desfolhacdo e a queda dos
frutos em consequéncia do agravo da doenca. O patdégeno Xanthomonas citri subsp. citri &

inicialmente reconhecido por receptores de reconhecimento de patdgenos da planta, que detecta
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padrdoes moleculares associados ao patégeno como flagelina e lipopolissacarideos. Esse
reconhecimento ativa a imunidade desencadeada por padrdes caracterizada pela produgdo de
espécies reativas de oxigénio, deposi¢ao de calose e expressao de genes de defesa. Contudo, o
X. citri utiliza o sistema de secre¢do para injetar fatores de viruléncia nas células hospedeiras,
sendo o principal deles a proteina PthA4, que interage com genes de suscetibilidade
promovendo alteragdes que favorecem o crescimento bacteriano e o desenvolvimento do
cancro. Como resultado, a planta tem dificuldade em manter suas respostas de defesa devido a
reprogramagao de genes relacionados ao crescimento celular e divisdo, induzidos pelo
patdgeno. Além disso, o X. citri forma biofilmes na superficie das folhas, o que aumenta sua

resisténcia a condi¢des adversas e a compostos antimicrobianos (Martins et al., 2020).

A Xanthomonas ¢ disseminada principalmente por chuvas com vento, que
transportam o inoculo e causam ferimentos nas plantas, facilitando a infec¢do. O patdgeno
prospera em condi¢des de alta umidade e temperaturas entre 20°C e 30°C, tipicas de regides
tropicais e subtropicais. O tecido jovem é o mais suscetivel a infec¢do, enquanto tecidos
maduros apresentam maior resisténcia. A bactéria sobrevive principalmente nas lesdes de
plantas infectadas e tem curta sobrevivéncia em superficies inanimadas ou no solo. Além disso,
a presenc¢a do minador dos citros (Phyllocnistis citrella) intensifica a doenga ao criar ferimentos
que facilitam a entrada do patéogeno, aumentando a severidade e a incidéncia do cancro citrico

(Ferrence et al., 2018).

O cancro citrico foi identificado no Brasil em 1957, no estado de Sao Paulo, e as
primeiras acdes envolveram a erradicagdo rigorosa de arvores infectadas e arvores proximas.
Durante décadas, protocolos rigorosos de erradicagao foram implementados, mas enfrentaram
desafios como a disseminagao da doencga por fatores como a mineragao foliar por insetos. A fim
de conter a infec¢do, uma instrugdo normativa foi publicada em 2018 pela Secretaria de Defesa
Agropecudria permitindo que estados definissem estratégias locais para erradicagdo e controle
do cancro citrico, instruindo ao manejo integrado com bactericidas e pulverizacao de cobre na
plantacdo e eliminagdo de plantas contaminadas. Para regioes onde a erradicagdo nao ¢ viavel
ou a praga ¢ mais dificil de controlar, ¢ indicado reduzir os impactos da doenga sem
necessariamente eliminar a praga, incluindo monitoramento, o controle de plantas hospedeiras

e outras praticas que minimizem os riscos de disseminacao (Brasil, 2018; Behlau, 2020).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos Extratos

Os extratos brutos de Dictyoloma vandellianum foram obtidos a partir de
amostras disponiveis na extratoteca do Laboratério de Produtos Naturais (PN) do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (DQ — UFSCar). De acordo com o registro
da extratoteca ¢ dados do Reflora — Herbario Virtual, o material botanico foi coletado pelo
Botanico J. R. Pirani em 14 de maio de 2000, na floresta ao longo do Rio Mucurizinho, na
Rodovia de Murici (sentido Itabata, km 12) no municipio de Nova Vigosa — Bahia, vista na

imagem da localizagdo via satélite na Figura 12 abaixo.

Figura 12. Localizacdo vista por satélite da area de coleta do material vegetal

@ s vucuriaono

Google

Fonte: Google Maps (2025), adaptado.

As amostras vegetais entregues a equipe do PN incluiam folhas, frutos, galhos
finos e caule. Estas partes foram inicialmente secas em estufa com circulagdo de ar por sete dias
a 40 °C. Apds a secagem, o material foi triturado, homogeneizado e submetido a extracao
sequencial com trés solventes em ordem crescente de polaridade: hexano (CsHis),

diclorometano (CH2Cl») e metanol (CH3OH).

Para cada etapa extrativa, aproximadamente 1 L do solvente foi adicionado ao
material vegetal acondicionado em frascos tipo Erlenmeyer. A extragdo foi realizada por
agitacdo em banho de ultrassom a 25 °C por 45 minutos. Em seguida, o extrato foi filtrado,
concentrado sob pressdo reduzida em rotaevaporador, e o extrato residual obtido foi transferido
com o auxilio de uma pipeta Pasteur para frascos menores e levado a capela de exaustdo para

secagem completa.
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O procedimento foi repetido sequencialmente com os trés solventes para cada
parte vegetal. Os extratos resultantes foram armazenados em freezer (-20 °C) para posterior
analise. Neste trabalho, optou-se por investigar o extrato metanolico obtido de cada uma das
partes (folhas, frutos, galhos finos e caule) de D. vandellianum. Na Figura 13 abaixo apresenta-

se a representacdo do processo de obtencao dos extratos.

Figura 13. Esquema ilustrativo da preparag@o dos extratos brutos de D. vandellianum.

Fonte: Autoria Propria (2025), criado com BioRender

4.2 Analise do Perfil Quimico de Dictyoloma vandellianum por HPLC-PDA

A andlise cromatografica dos extratos metandlicos das diferentes partes de
Dictyoloma vandellianum, sendo as folhas, galhos, frutos, casca do fruto e caule, foi realizada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector por arranjo de fotodiodos
(HPLC-PDA). Os extratos foram previamente solubilizados em metanol grau HPLC (CH30H;
Sigma-Aldrich®) na concentragdo de 20 mg/mL. As solugdes foram entdo submetidas a um
processo de filtragdo manual com seringa, utilizando filtros acopldveis descartaveis com
membrana porosa (0,45 um), com o objetivo de remover residuos sélidos e reduzir o conteudo
de clorofila residual antes da inje¢ao cromatografica, processo conhecido como clean up da

amostra.
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As analises foram conduzidas em sistema SHIMADZU® Prominence, equipado
com trés unidades de bombeamento de solvente LC-20AR (bomba de recirculagdo), auto-
injetor SIL-10AF de injecdo automatica de amostras, controlador de sistema CBM-20A,
detector por arranjo de diodos SPD-M20A (UV-Vis) e desgaseificador DGU-20A. O sistema
foi operado com o software LabSolutions™, versao 5.90. A separacdo cromatografica foi

realizada em coluna analitica Gemini C18 (Phenomenex®, 250 x 4,6 mm, 5 pm).

O volume de injecao adotado para as analises cromatograficas foi de 10 uL. O
método exploratério foi conduzido em sistema de gradiente linear utilizando fase movel binaria
composta por agua ultrapura Milli-Q® acidificada com 0,1% de acido férmico como fase A e
acetonitrila grau HPLC Sigma-Aldrich®, igualmente acidificada com 0,1% de acido formico

como fase B. O gradiente elucional padrao seguiu a programacao descrita na Tabela 1, abaixo.

Tabela 1. Programa de gradiente utilizado para a analise em HPLC-PDA.

Tempo (min) Concentracio A (%) Concentracio B (%)
0,01 95 5
40,00 0 100
45,00 0 100
47,00 95 5
60,00 95 5

Fonte: Autoria Propria (2025)

O perfil cromatografico de cada extrato foi obtido a partir da leitura do espectro
de absorcao na faixa de 200 a 600 nm. Os cromatogramas gerados foram utilizados para fins de
comparagdo qualitativa entre os diferentes extratos e posterior correlagdo com os dados de
espectrometria de massas e rede molecular. Conforme observado na Tabela 1, acima, a
separacao cromatografica foi conduzida sob um gradiente linear de eluentes durante 60

minutos, conforme observado na Figura 14, a seguir.



23

Figura 14. Grafico de Elui¢do do Gradiente de Exploracao de Metabolitos em HPLC-PDA

Gradiente Utilizado na Eluicdo Cromatografica (HPLC-PDA)
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Fonte: Autoria Propria (2025)

Como ilustrado na Figura 14, o gradiente iniciou com 95% da fase A e 5% da
fase B, promovendo uma mudanga progressiva até atingir 100% da fase B aos 40 minutos,
condi¢do mantida até 45 minutos. Posteriormente, o sistema retornou a condi¢ao inicial (95%
A e 5% B) aos 47 minutos, que foi mantida até o final da andlise, aos 60 minutos. Esse perfil
visou maximizar a separacdo de metabolitos com diferentes polaridades, permitindo uma

varredura eficiente e abrangente dos compostos presentes nos extratos analisados.

4.2.1 Fracionamento por Extracdo em Fase Solida (SPE)

Com base no perfil quimico obtido por HPLC-PDA dos extratos metanolicos,
foi realizado o fracionamento por Extracdo em Fase Solida (SPE), com o objetivo de concentrar
os compostos detectados em fragdes enriquecidas, favorecendo a posterior caracterizacao
quimica. Aproximadamente 515 mg do extrato metanodlico das folhas de Dictyoloma
vandellianum foram utilizados para o fracionamento. O extrato foi previamente solubilizado
em uma mistura de acetonitrila e agua (ACN:H>O), na mesma propor¢ao da primeira fase de
eluicdo. Em seguida, foi utilizado um cartucho de fase reversa C18 (SUPELCLEAN™ LC-18,
Supelco®, 10g, 60mL, 45um), previamente ativado com 100mL de acetonitrila grau HPLC,

garantindo o condicionamento adequado da fase estacionaria., conforme a Figura 15, abaixo.
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Figura 15. Sistema de Extragdo em Fase Sélida (SPE)

Fonte: Autoria Propria (2024)

A eluigao foi realizada utilizando volumes equivalentes a cinco vezes o volume
morto do cartucho para cada condi¢do de polaridade, conforme listado na Tabela 2, a seguir.
Antes da adi¢ao da amostra, o cartucho foi condicionado na primeira fase movel em acetonitrila
e agua (ACN:H20) e em seguida, a amostra de D.vandellianum solubilizada nessa mistura foi

repassada para o cartucho.

Tabela 2. Porcentagem de solvente utilizado para o fracionamento das amostras

FRACIONAMENTO SPE

FRACAO ACN (%) H:0
SPE 1 50% 50%
SPE 2 70% 30%
SPE 3 100% -

ACN:CHCl;
LIMPEZA 1:1
100% ACN

Fonte: Autoria Propria (2025)

ApoOs a coleta das fracdes, o cartucho foi submetido a uma etapa de limpeza
utilizando inicialmente 100mL de uma mistura ACN:CHCl3 (1:1, v/v), seguida por 100mL de
acetonitrila pura. Essa etapa teve como finalidade a remoc¢ao de compostos fortemente retidos
e o preparo do cartucho para descarte ou reutilizagdo. As fragdes eluidas foram transferidas para

frascos de vidro tipo vial (20mL, transparentes), sendo posteriormente submetidas a secagem
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em capela de exaustdo com fluxo de ar forgado, para posterior calculo do rendimento em massa,

podendo ser observadas na Figura 16, abaixo.

Figura 16. Fra¢cdes SPE

Fonte: Autoria Propria (2025)

As fragdes secas foram redissolvidas em acetonitrila grau HPLC e analisadas
novamente por HPLC-PDA, com o objetivo de verificar a eficiéncia do fracionamento e

observar a distribuicdo dos compostos originalmente presentes no extrato bruto.

4.2.2 Anélise do Perfil Obtido do Fracionamento SPE

As fragdes obtidas por Extracdo em Fase Solida (SPE) foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢do por arranjo de fotodiodos (HPLC-
PDA), a fim de avaliar a eficiéncia da separacao e a distribuicdo dos metabolitos originalmente
presentes no extrato bruto. A redissolugdo das fracdes foi realizada em metanol grau HPLC
(Sigma-Aldrich®), mantendo-se a concentragao proporcional ao teor seco previamente obtido

para cada uma, de modo a garantir comparabilidade entre os cromatogramas.

As analises cromatograficas foram conduzidas utilizando o equipamento
SHIMADZU® Prominence, previamente descrito no item 4.2, operando sob as mesmas
condig¢des padronizadas de gradiente exploratorio utilizadas para o extrato bruto. O programa
de eluicao foi estabelecido em um gradiente linear de 60 minutos, iniciando com 5% da Fase B

(ACN + 0,1% HCOOH) e 95% da Fase A (H20 Milli-Q® + 0,1% HCOOH), com aumento
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gradual da Fase B até atingir 100% ao final de 40 minutos, mantendo-se nesta condi¢ao até 45
minutos. Posteriormente, foi realizado o retorno a condigdo inicial (5% B) com estabiliza¢ao

até os 60 minutos, conforme detalhado na Tabela 3 e representado no grafico de elui¢ao na

Figura 15, a seguir.

Tabela 3. Programa de gradiente utilizado para a analise das fragdes SPE em HPLC-PDA.

Tempo (min) Concentrac¢ao a (%) Concentracao b (%)
0,01 95 5
40,00 0 100
45,00 0 100
47,00 95 5
60,00 95 5

Fonte: Autoria Propria (2025)

Figura 17. Grafico de eluicao da analise das fragdes obtidas por SPE
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Fonte: Autoria Propria (2025)

Os cromatogramas gerados para cada fracdo foram registrados € armazenados
em banco de dados interno, com o objetivo de documentar o perfil de elui¢cdo obtido para cada
condi¢ao de polaridade aplicada no fracionamento. Os dados cromatograficos foram utilizados
posteriormente como base comparativa para a selecao de amostras a serem submetidas a anélise

por LC-MS/MS e RMN, conforme descrito nos itens subsequentes desta metodologia.
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4.3 Analise por UHPLC-QTOF-MS/MS

As analises por cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucao (UHPLC-QTOF-MS/MS) foram aplicadas tanto aos
extratos brutos metandlicos das folhas de Dictyoloma vandellianum no modo full scan, quanto
as fragdes obtidas por SPE. As amostras foram previamente preparadas por diluigdo em metanol
grau LC-MS (Sigma-Aldrich®), nas concentragdes finais de 100ppm e 50ppm, conforme a
necessidade de sensibilidade e resposta espectral. As solugdes foram acondicionadas em frascos

tipo vial de vidro incolor e armazenadas em geladeira até o momento da analise.

As andlises foram realizadas em sistema UHPLC- Agilent 1290 Infinity II
acoplado ao espectrometro de massas Agilent G6545B Q-TOF (Agilent Technologies Inc.),
equipado com fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI). O sistema foi operado com coluna
Agilent® Zorbax SB-C18 (50 x 3,0 mm; particula de 1.8 pm), mantida a temperatura constante
de 35 °C. A fase movel foi constituida por agua ultrapura (Milli-Q®) contendo 0,1% de acido
formico (linha A) e acetonitrila grau LC-MS contendo 0,1% de acido férmico (linha B). O

volume de inje¢do utilizado foi de 1uL, com fluxo constante de 0,3mL/min.

O gradiente exploratério adotado para separagdo cromatografica foi iniciado
com 10% de fase A e 90% de fase B, mantido até¢ 12 minutos, em seguida a concentracio foi
aumentada para 100% de fase B entre 12 e 15 minutos, com manutengdo até¢ 17 minutos e
retorno para 5% de fase B e 95% de fase A entre 17 e 19 minutos, permanecendo nesta condigao
até os 22 minutos para recondicionamento da coluna. A pressdo operacional foi mantida

constante em aproximadamente 1300 bar ao longo de toda a analise.

A aquisi¢ao dos dados de espectrometria de massas foi realizada nos modos de
ionizagdo positiva e negativa, utilizando o modo automatico de fragmentacao (Auto MS/MS).
Os espectros foram obtidos no intervalo de m/z 120-1500, com taxa de aquisi¢do de cinco
espectros por segundo. Os pardmetros da fonte de ionizacdo ESI incluiram: pressdo do gas
nebulizador de 35psi, fluxo do gas de secagem de 10L/min, temperatura do gas de secagem de
300 °C, fluxo do sheath gas de 11 L/min e temperatura do sheath gas de 320 °C. As voltagens

operacionais foram: capilar a 3000V, fragmentor a 110V e skimmer a 65V.

Todos os dados obtidos foram processados e armazenados por meio do software

MassHunter Workstation, versao B.09.00 (Agilent Technologies©), utilizado para aquisi¢ao,
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visualizacdo e exportagdo dos espectros e cromatogramas para posterior tratamento estatistico

e interpretagao.

4.4 Processamento de Dados UHPLC-QTOF-MS/MS para Obtenc¢io de Rede Molecular

Os dados gerados a partir das analises por UHPLC-QTOF-MS/MS foram
submetidos a um fluxo de processamento computacional com o objetivo de gerar redes
moleculares baseadas em similaridade espectral. As amostras analisadas nos modos de
ionizacao positiva e negativa produziram arquivos em formato bruto (.d), adquiridos por meio
do software MassHunter Workstation, versao B.09.00 (Agilent Technologies©). Para permitir
o alinhamento e a extracao de caracteristicas espectrais em ambiente apropriado, esses arquivos
foram inicialmente convertidos para o formato aberto .mzML utilizando o software MSConvert,

parte do pacote ProteoWizard (Chambers et al., 2012).

Os arquivos .mzML foram entdo importados para a plataforma MS-DIAL
(Tsugawa et al., 2020), onde passaram por etapas de pré-processamento, que incluiram extragao
de picos (peak picking), deconvolucao, alinhamento e normalizagdo. A partir dessas operagdes,
foi gerada uma matriz tinica de dados representando os features detectados com suas respectivas
intensidades, tempos de retengdo, massas e espectros MS/MS associados. Essa matriz foi
exportada nos formatos .msp e .mgf, utilizados nas etapas subsequentes de anotagdo e

organizagao da rede.

Os arquivos .msp foram submetidos ao software MS-FINDER (Tsugawa et al.,
2016) para anotagdo dos metabolitos, com base na similaridade espectral em relagdo a bancos
de dados publicos de metabolitos secunddrios. As bibliotecas utilizadas incluiram FooDB,
PlantCyc, ChEBI, LipidMAPS, DrugBank, KNApSAcK, NANPDB, NPA, COCONUT,
PubChem, UNPD e METLIN. A ferramenta agrupou os espectros de fragmentagdao por
similaridade, possibilitando a atribui¢do putativa de estruturas moleculares com base nos
fragmentos e pesos moleculares. Esses procedimentos podem ser melhores observados na

Figura a seguir, que mostra o fluxograma do tratamento até a obtencao da rede molecular.
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Figura 18. Fluxograma das etapas de processamento dos dados e visualizagdo da rede molecular
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Os dados estruturados foram entdo organizados em arquivos .mgf e .cys e
submetidos a plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) (Wang
et al., 2016), no médulo Feature-Based Molecular Networking (FBMN). Os parametros
adotados no fluxo FBMN incluiram: tolerancia de massa para ions precursores de A 0,02 Da,
tolerancia para fragmentos de A 0,06 Da, minimo de quatro fragmentos compartilhados por n6
e indice de similaridade (cosseno) > 0,7, com dois como valor minimo de membros por cluster.
A rede gerada foi exportada e visualizada na plataforma Cytoscape, versao 3.8.2 (Shannon et
al., 2003), onde foram aplicadas rotinas de organizagdo e filtragem de nos para melhor

interpretacdo da conectividade molecular.

4.5 Isolamento de Compostos das Folhas de Dictyoloma vandellianum

O isolamento dos compostos presentes nas folhas de Dictyoloma vandellianum
foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia em modo preparativo (prep-HPLC),
utilizando sistema previamente descrito, acoplado a detector por arranjo de fotodiodos (PDA).
O método cromatografico empregado foi desenvolvido com base no perfil obtido nas analises

exploratorias das fracdes SPE, sendo ajustado para condi¢des isocraticas com proporcao fixa
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entre as fases moveis, a fim de favorecer a eluicdo dos compostos nas janelas de retengdo
previamente determinadas. A fragdo escolhida para o processo de isolamento foi determinada

com base na analise do perfil obtido nos experimentos em UPLC-QTOF-MS/MS.

As separagdes foram conduzidas utilizando coluna semi-preparativa do tipo fase
reversa, Phenomenex Gemini C18 (250 x 10 mm, 5 pm), operada sob fluxo compativel com as
dimensdes e capacidade de carga da coluna. A fase movel foi composta por um sistema binario
constituido por agua ultrapura Milli-Q® contendo 0,1% de &4cido formico (linha A) e
acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich®) contendo 0,1% de acido férmico (linha B). O método
foi conduzido em modo isocratico, com propor¢do constante de 50:50 (v/v) entre as fases A e

B, e tempo total de corrida de 30 minutos por inje¢ao.

A coleta dos compostos observados nas regides de interesse foi realizada de
forma automatizada, por meio de programacdo de tempo de retengdo associada as respostas
espectrais nos comprimentos de onda de 254 e 320 nm, conforme os parametros inseridos no
software de controle do sistema cromatografico. Os compostos isolados foram transferidos para
frascos apropriados, concentradas por evaporagao do solvente sob fluxo de ar em capela de

exaustao, e redissolvidas posteriormente na etapa de analise por espectroscopia de RMN.

Na etapa de andlise e caracterizacdo, todas as amostras coletadas foram
redissolvidas em metanol deuterado (MeOD) e analisadas por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e '’C, utilizando equipamento Bruker® DRX de 9,4 T
(operando a 400 MHz para {H e 100 MHz para '*C). Além dos experimentos unidimensionais,
também foram conduzidas andlises bidimensionais do tipo HSQC, COSY ¢ HMBC, com o
objetivo de auxiliar na elucidagdo estrutural dos compostos. Os espectros obtidos foram
processados e interpretados no software MestReNova® (MNova©), versio 12.0.0,

desenvolvido por Mestrelab Research S.L. (Willcott, 2009).

4.6 Ensaios Bioldgicos com Xanthomonas citri subsp. Citri

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de Dictyoloma
vandellianum (folhas, galhos finos, caule e frutos) frente a bactéria fitopatogénica Xanthomonas
citri subsp. citri foi conduzida por meio do método de microdilui¢do em microplaca, segundo
protocolo adaptado do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (NCCLS, 2003),

conforme observado na Figura 19, a seguir.
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Figura 19. Representacdo do método de microdiluicdo em microplaca
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Fonte: Silva (2017), adaptado.

A cepa utilizada foi mantida em meio de cultura NBY (Nutrient Broth Yeast),
composto por caldo nutriente (8,0 g-L™"), extrato de levedura (2,0 g-L™"), K:HPO4 (2,0 g-L ™),
KH2POs (0,5 g-L™), glicose (5,0 g'L™") e MgSO4-7H20 (0,25 g-L "), conforme recomendagdo
de Schaad et al. (2001) para o crescimento de xantomonas fitopatogénicas. O inoculo foi
preparado a partir de culturas com 72 horas de crescimento, suspensas em solucao salina estéril

a 0,9% e padronizadas para uma concentragao final de 10° UFC-mL™".

As amostras foram inicialmente solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO) e
posteriormente diluidas com o meio NBY estéril, utilizando dois protocolos de dilui¢ao seriada:
de 2000 pg'mL™" a 15,62 pg'mL™" e de 400 pg-mL™" a 3,125 pg-mL™". As solugdes foram
distribuidas em microplacas estéreis de 96 pogos, com adi¢do de 100 pL de caldo NBY e 20 uLL
do in6culo bacteriano padronizado. Foram incluidos os seguintes controles: positivo (sulfato de
cobre pentahidratado), negativo (DMSO a 5% v/v), controle de viabilidade contendo apenas

inéculo e de esterilidade contendo apenas meio de cultura.

As microplacas foram seladas com plastico filme e incubadas em Camara
Incubadora BOD a 28 °C por 72 horas. Apos esse periodo, foi adicionada a cada poco uma

aliquota de 30 pL de solucdo aquosa de resazurina a 0,02% (m/v), preparada conforme
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Palomino et al. (2002). A resazurina ¢ um indicador redox que, na presenca de células
bacterianas viaveis, sofre reducdo a resofurina, promovendo alteracdo de coloragdo de azul
indicando auséncia de crescimento, para rosa intenso indicando crescimento bacteriano. A
Concentragao Inibitoria Minima (CIM) foi determinada como a menor concentragdo da amostra
na qual ndo foi observada alteragcdo da coloragdo (azul mantido), indicando total inibi¢cdo do

crescimento microbiano.

Para a determinagao da Concentragdo Bactericida Minima (CBM), foram
utilizadas placas paralelas aos testes de CIM que ndo receberam adicao do revelador. Com o
auxilio de uma pipeta multicanal, 5 pL. dos contetidos dos pogos que apresentaram inibi¢ao
foram transferidos para placas de Petri (140 x 15 mm) contendo meio NBY solidificado com
agar. As placas foram incubadas a 28 °C por 72 horas em Camara BOD. A CBM foi definida
como a menor concentragdo capaz de eliminar > 99,9% das bactérias, indicada pela auséncia

total de crescimento de colonias visiveis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise do Perfil Quimico de Dictyoloma vandellianum por HPLC-PDA dos extratos

Brutos

A analise por HPLC-PDA dos extratos brutos de Dictyoloma vandellianum
permitiu a observacao de perfis quimicos distintos para cada 6rgao vegetal avaliado: galhos
finos (Exp D.spp 43 83), frutos (Exp D.spp 43 83 cascas), caule (Exp D.spp 63 84) e
folhas (Exp Di 20 82). Cada cromatograma obtido revelou variagdes qualitativas e
quantitativas nos metabdlitos presentes, refletindo a diversidade fitoquimica caracteristica da
espécie, bem como indicando possiveis estratégias de direcionamento para isolamento de

compostos bioativos.

O sistema cromatografico utilizado foi o Shimadzu® Prominence, com detec¢ao
por arranjo de diodos (PDA), equipado com coluna Phenomenex® Gemini C18 (250 x 4,6 mm,
5 um), volume de inje¢do de 10 pL e sistema de gradiente linear de acetonitrila (ACN) com
0,1% de 4cido formico, partindo de 5% até 100% de ACN em fase reversa. Os cromatogramas
foram exportados utilizando o software LabSolutions™, versao 5.90, conforme descrito na

Secdo 4.2 da Metodologia.

O cromatograma do extrato dos galhos finos de Dictyoloma vandellianum
(Sample ID: Exp_D.spp 43 83), obtido por HPLC-PDA, Figura 20 a seguir, revelou um perfil
concentrado entre 12 e 20 minutos, com o pico de maior intensidade em aproximadamente 15
minutos. Esta faixa de eluic¢do, localizada na fase inicial do gradiente de acetonitrila, sugere
predominancia de compostos de polaridade moderada a alta, como cumarinas oxigenadas,
alcaloides ou lactonas com grupos hidroxila. A auséncia de picos relevantes apds os 25 minutos
reforcga a escassez de metabolitos apolares nesta amostra, o que se mostra atipico para um tecido
lenhoso, e pode indicar o predominio de substancias de defesa em galhos mais jovens ou com
fungdes secundarias. A presengca de multiplos sinais agudos e proximos em uma regido
concentrada sugere boa separacdo de compostos potencialmente bioativos (Cafeo et al., 2024;

Dugan et al., 2024).
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Figura 20. Cromatograma do extrato bruto dos galhos finos de D. vandellianum (HPLC-PDA, 254 nm). A eluigdo
majoritaria dos picos ocorre entre 12 e 20 minutos, indicando predominancia de metabolitos de polaridade
moderada, como lactonas oxigenadas, cumarinas e possiveis alcaloides com absor¢do em 254 nm.
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O cromatograma do extrato dos frutos de Dictyoloma vandellianum (Sample ID:
Exp D.spp 43 83 cascas) observado na Figura 21 a seguir, evidenciou um perfil com elui¢ao
majoritaria entre 25 ¢ 35 minutos, com multiplos picos de intensidade moderada, e um pico
isolado e mais intenso em aproximadamente 45 minutos. Esse comportamento revela a presenca
de metabolitos de baixa polaridade, caracteristicos de frutos com fungdo protetiva e atrativa,
como cumarinas preniladas, terpenoides oxigenados e compostos lipofilicos de alto peso
molecular. A diversidade de picos nesta faixa reforca a complexidade fitoquimica do extrato,
sugerindo seu potencial bioativo. O pico isolado no final do gradiente (45 min) indica um
composto extremamente apolar, passivel de isolamento direcionado, possivelmente relacionado
a triterpenos, esterdis ou ésteres longos com potencial farmacologico (Vilkickyte; Raudone

2021; Cafeo et al., 2024).
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Figura 21. Cromatograma do extrato bruto dos frutos de Dictyoloma vandellianum obtido por HPLC-PDA.
Apresenta picos em regido intermediaria da eluigdo (25-35 min), indicando predominancia de metabolitos de baixa
polaridade, como triterpenos, cumarinas preniladas e outros compostos lipofilicos.
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O cromatograma do extrato do caule de Dictyoloma vandellianum (Figura 22, a
seguir), apresentou picos de baixa intensidade distribuidos entre 5 e 40 minutos, sem sinais
predominantes ou compostos majoritarios. Esse comportamento indica uma matriz com baixo
conteudo de metabolitos secundarios cromoforicos, como alcaloides, cumarinas ou flavonoides
conjugados, refor¢ando o papel estrutural e menos biossintético do tecido caulinar. Os sinais
observados sugerem a presenga de constituintes de baixa polaridade, porém em concentracdo
diluida, ou de compostos pouco absorventes a 254 nm, como acidos fenolicos simples, ligninas
modificadas ou metabolitos estruturais com baixa conjugac¢do eletronica. A auséncia de elui¢dao
expressiva em regides intermediarias ou finais reforca a hipdtese de perfil fitoquimico menos

expressivo nesse orgao vegetal (Vrancheva ef al., 2021).
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Figura 22. Cromatograma do extrato bruto do caule de Dictyoloma vandellianum. Apresenta picos discretos e
distribuidos entre 5 e 40 minutos, sem sinais predominantes, indicando baixo teor de compostos cromoforicos ¢
perfil fitoquimico menos complexo.
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O cromatograma do extrato das folhas de Dictyoloma vandellianum, visto na
Figura 23 a seguir, revelou o perfil mais complexo entre todas as partes vegetais analisadas,
com elui¢do significativa a partir dos 18 minutos e picos de maior intensidade concentrados
entre 24 ¢ 34 minutos. Esse comportamento ¢ compativel com a presenca de metabolitos de
baixa polaridade, tais como flavonoides prenilados, cumarinas oxigenadas, lignanas apolares,
triterpenos oxidados e, potencialmente, alcaloides oxigenados do tipo hidroquinolinico, cuja
ocorréncia ja foi reportada em espécies da familia Rutaceae € que apresentam boa absor¢ao em
254 nm. A elevada densidade e resolug@o dos picos refor¢gam o carater fitoquimicamente ativo
da matriz foliar, apontando para um conjunto diversificado de compostos cromoféricos com

potencial bioativo (Sartor ef al., 2003; Vilkickyte; Raudone, 2021)
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Figura 23. Cromatograma do extrato bruto das folhas de D. vandellianum obtido por HPLC-PDA. Apresenta picos
bem definidos em toda a extensdo do gradiente, com énfase entre 20 e 35 minutos, refletindo a riqueza fitoquimica
da matriz foliar com compostos de baixa a média polaridade

Sample ID:Exp_Di_20 82

mAU %

:1254nm,4nm F
300 ;90
1 o

250 F
] j70
200 “60
1 £50

150 F
] 40
100 £30
50 ?20
__—L,\__wa w L }10

0 B
e T 0

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 550  min

Embora os cromatogramas obtidos para os demais extratos (galhos finos, frutos
e caule) tenham apresentado perfis quimicos interessantes € com picos detectaveis em diferentes
faixas do gradiente, o extrato das folhas (Exp Di 20 82) destacou-se por sua complexidade,
definicdo de sinais e intensidade de resposta. A elui¢do bem distribuida entre 18 ¢ 39 minutos,
com maior concentracao de picos entre 24 e 34 minutos, indicou a presenca de metabolitos com
caracteristicas estruturais compativeis com compostos de interesse em produtos naturais, como
alcaloides quinolinonicos oxigenados, flavonoides prenilados e triterpenos oxidados. Diante
desse perfil mais promissor, foi escolhido o extrato das folhas para a etapa de fracionamento e
posterior isolamento, sendo submetido ao processo de purificacdo por extragdo em fase solida
(SPE). Essa escolha visou aumentar a seletividade e o rendimento das fragdes, reduzindo
interferentes e otimizando a recuperagao de metabdlitos minoritarios para as analises

subsequentes.

5.1.1 Rendimento e Analise do Perfil Obtido do Fracionamento SPE

O extrato metanodlico das folhas de Dictyoloma vandellianum foi submetido a
extracdo em fase soélida (SPE) utilizando cartuchos C18 e sistema de elui¢do gradiente com
acetonitrila (ACN) em solu¢do acidificada. Foram utilizadas trés etapas sequenciais de elui¢ao:

50% ACN (SPE 1), 70% ACN (SPE_2) e 100% ACN (SPE _3), além de uma fragdo de limpeza,
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a qual ndo foi considerada para as anélises posteriores. As etapas de elui¢do foram definidas a

partir do cromatograma do extrato bruto de folhas conforme observado na Figura 24, abaixo.

Figura 24. Cromatograma com destaque para as regides correspondentes as fracdes SPE. As areas sombreadas
indicam os intervalos de tempo de reteng@o associados as eluigdes com 50% ACN, 70% ACN e 100% ACN,
respectivamente.
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A massa inicial aplicada no SPE foi de 515,1 mg. A fragdo SPE 1 resultou em
144,2 mg, a SPE 2 em 98,2 mg ¢ a SPE 3 em 97,2 mg. A fragdo de limpeza apresentou 107
mg. Com isso, o rendimento total obtido nas fragdes analisadas foi de 446,6 mg, o que
representa uma recuperagdo de 86,7% em relagdo a amostra original. A perda de 68,5 mg
(13,3%) pode ser atribuida a retencdo em cartucho, a manipula¢do experimental ou a presenca

de compostos altamente polares ou insoluveis nas condi¢gdes adotadas.

A escolha da técnica de SPE visou o pré-fracionamento direcionado do extrato
bruto, a fim de reduzir sua complexidade quimica e permitir maior seletividade nas etapas de
isolamento. O fracionamento baseado na polaridade dos compostos facilitou a organizacao das
classes de metabolitos em subgrupos com maior homogeneidade quimica, otimizando tanto o
rendimento das analises por UHPLC-QTOF-MS/MS quanto o sucesso nas abordagens de

isolamento cromatografico.

A avaliacao dos cromatogramas obtidos por HPLC-PDA (A = 254 nm) mostrou
redistribuicdo significativa dos compostos inicialmente presentes no extrato bruto
(Exp_Di 20 82). A fracdo SPE 1 (50% ACN) concentrou substancias de maior polaridade,

evidenciadas por multiplos sinais majoritarios entre 15 e 25 minutos de tempo de retengao,
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compativeis com alcaloides oxigenados, flavonoides glicosilados e acidos fenélicos. Ja a fracao
SPE 2 (70% ACN) exibiu picos definidos entre 25 e 35 minutos, sugerindo a presenca de
metabolitos com polaridade intermediaria, como alcaloides quinolinicos e cumarinas
substituidas. A fracdo SPE 3 (100% ACN), por sua vez, apresentou compostos menos polares,
com sinais de maior intensidade entre 35 e 40 minutos, perfil condizente com triterpenos,
furanocumarinas ou alcaloides apolares nao oxigenados. Conforme pode ser observado no

cromatograma comparativo da Figura 25, abaixo.

Figura 25. Comparacdo dos perfis cromatograficos do extrato bruto e fragdes obtidas por SPE de folhas de
Dictyoloma vandellianum
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Legenda: Cromatogramas HPLC-PDA (254 nm) do extrato metanolico bruto de folhas (Exp Di 20 82) e das
fragdes obtidas por extragdo em fase solida (SPE) com solventes de polaridades crescentes. O tragado rosa
representa o extrato bruto (Exp_Di 20 82), azul a fragdo 50%, laranja a fracdo, 70% ACN e cinza a fragao 100%
ACN. Observa-se a redistribuico seletiva dos compostos ao longo do tempo de retencao, refletindo a separacio

por polaridade promovida pela SPE.

A sobreposicao dos cromatogramas das fracdes SPE com o cromatograma do
extrato bruto revela boa correspondéncia entre os picos e comprova a eficiéncia do
fracionamento na redistribuicdo quimica das classes compostas. O padrdo obtido também
reforga a estabilidade do sistema cromatografico e a reprodutibilidade da separacdo por SPE. A
etapa foi essencial para a sele¢@o racional das fracdes submetidas a andlise por UHPLC-QTOF-

MS/MS e posterior elucidagdo estrutural por RMN.

Além disso, a fragdo SPE 3 (100% ACN), apesar de ter apresentado menor
rendimento gravimétrico, revelou picos intensos e definidos, refor¢ando a eficicia da separagao
por afinidade com a fase reversa. Esses resultados justificam a aplicacdo da SPE como etapa
preparativa robusta para estudos metabolomicos e isolamento fitoquimico de compostos

bioativos com potencial bactericida.
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5.2 Resultados da Analise dos Dados Obtidos em UHPLC-QTOF-MS/MS
5.2.1 Processamento de dados

O processamento dos dados obtidos por UHPLC-QTOF-MS/MS foi
fundamental para a constru¢ao das redes moleculares baseadas em caracteristicas (FBMN —
Feature-Based Molecular Networking), permitindo a visualizacdo de compostos majoritarios,
agrupamentos quimicos e possiveis classes estruturais nos extratos de Dictyoloma
vandellianum. Inicialmente, os dados brutos adquiridos foram convertidos para o formato
.mzML por meio do software MSConvert (ProteoWizard), assegurando compatibilidade com
as plataformas de andlise subsequentes. O arquivo correspondente ao branco foi utilizado como
referéncia de alinhamento e subtragdo de fundo, permitindo eliminar interferentes exogenos,

como ruido instrumental e contaminantes.

Em seguida, os arquivos .mzML foram processados no software MS-DIAL, onde
foi realizado o deconvolugdo espectral com um valor sigma de 0,5, detectando picos com
intensidade entre 1000 e 3000. Foram considerados até 30 espectros MS/MS por feature.
Durante o alinhamento entre amostras, utilizou-se o proprio branco como arquivo de referéncia,
com tolerancia de tempo de retencdo de 0,05 minutos e tolerancia de massa de 0,02 Da,

assegurando elevada precisdo na comparagdo entre compostos presentes nas diferentes fragdes.

A etapa de identificacdo no MS-DIAL envolveu critérios restritivos: similaridade
espectral minima de 80%, valor de p-score de 0,01, FDR de 0,05 e pelo menos 100 fragmentos
por espectro, aumentando a confiabilidade da anotagdo prévia das substancias com base nos
bancos de dados utilizados. Foram considerados adutos em ambos os modos (positivo e

negativo), o que ampliou a abrangéncia na deteccao de diferentes classes quimicas.

Em uma etapa inicial do processamento, foi aplicado um filtro especifico para
eliminar interferentes presentes na amostra do branco, bem como para selecionar
exclusivamente os espectros de MS/MS adquiridos. Durante o alinhamento dos dados, o
software MS-DIAL realiza a comparacdo de milhares de espectros gerados por segundo ao
longo da anélise cromatografica, agrupando aqueles que pertencem a uma mesma substancia
com base em sua similaridade espectral e proximidade no tempo de retencdo. Esse
procedimento ¢ essencial para reduzir a complexidade dos dados e garantir a exclusdo de ruidos,
artefatos e compostos oriundos de contaminagdes de sistema ou reagentes. A aplicacdo do

marcador “MS2 acquired” assegura que apenas o0s picos que possuem espectros de
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fragmentacdo validos sejam mantidos para as etapas subsequentes de anotacdo estrutural. As
Figuras 26 e 27, abaixo, ilustram comparativamente o perfil quimico obtido antes e apos o

processamento, evidenciando a eficécia da filtragem por branco e da sele¢do por MS/MS.

Figura 26. Demonstracdo do perfil cromatografico e espectral antes da filtragem do branco e selegcdo de espectros
MS/MS adquiridos
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Apos essa triagem, os dados foram exportados em formato compativel para o
software MS-FINDER, onde foram geradas as predigdes estruturais baseadas nos espectros
MS/MS. Foram sugeridas formulas moleculares, ontologias quimicas e estruturas candidatas

com base nos escores de fragmentacdo simulada (in silico), utilizando bancos como FooDB,
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PlantCyc, ChEBI, LipidMAPS, DrugBank, KNApSAcK, NANPDB, NPA, COCONUT,
PubChem, UNPD e METLIN. Compostos com score acima de 5 e espectros com alta coeréncia
entre fragmentos experimentais e simulados foram priorizados. Além disso, a plausibilidade
biossintética foi considerada, especialmente quanto a viabilidade da producdao desses

metabolitos em espécies da familia Rutaceae, como proposto por estudos recentes da area.

Dos 282 compostos que apresentaram padrdo de fragmentagdo visivel e
compativel com os parametros estabelecidos, 26 foram analisados em profundidade, conforme
apresentados na Figura do quadro comparativo a seguir. A selecdo foi feita com base nos
seguintes critérios: Score superior a 5 no MS-FINDER; compatibilidade entre fragmentos
experimentais e simulados (in silico), coeréncia com classes biossintéticas descritas na
literatura para a familia Rutaceae; presenga recorrente nas amostras. Cabe destacar que alguns
compostos, apesar de apresentarem bons escores, foram descartados por auséncia de registros

literarios ou por incompatibilidade biossintética com o género Dictyoloma.

Durante a etapa de avaliagdo, observou-se que nem sempre um alto escore era
suficiente para garantir a confiabilidade da anotagdo. Em diversos casos, espectros com escores
elevados apresentavam fragmentagdes incoerentes com as propostas estruturais do MS-
FINDER ou incompativeis com rotas biossintéticas conhecidas para a familia. Por essa razao,
composi¢des com escores superiores a 7,0, foram descartadas apds analise critica. Por outro
lado, compostos com escores intermediarios como 6,2 a 6,9, conforme o ID 829, foram
mantidos em virtude da forte correlacdo entre os ions fragmentérios principais, estrutura

proposta e a literatura de alcaloides, flavonoides e lactonas sesquiterpénicas em Rutaceae.

Os compostos priorizados, representados pelos IDs 512, 571, 642, 693, 721, 829,
915, 953, 1202, 1255, 1283, 1772, 1975, 2009, 2195, 2551, 2905, 2975, 3225, 3240, 3683,
3768, 3823, 5151, 5535 e 6788, apresentaram fragmentacdes tipicas de classes esperadas como
flavonoides, alcaloides, cumarinas e derivados fendlicos. Alguns desses compostos também
demonstraram rearranjos caracteristicos e perdas de grupos funcionais previsiveis como perda
de unidades de hexose, grupos metoxila ou fragmentagdes a-clivagem em compostos

aromaticos, reforcando a plausibilidade da estrutura proposta.



Figura 28. Avaliagdo Cruzada de Fragmentag¢ao Experimental e Compatibilidade Estrutural In Silico.

43

ID Rt (min) m/z Formula Score Classe provavel Prévavel Estrutura Comparacio de Espectros
512 2.004 180.1017 C10H13No2 6.65 Alcaloide o _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
(Pyrrolidines) / 200 120.9533
N . 180.1022
5
H
E 507 144.0818
o
& AIEEG 162.0916
0 “ I I I Tl |
g
é 2.50
£
g
&
[C6H11NO-7H]+
<00 [C7HINO2-H]+ [C10H15NO-3H]+
: [C10H13NO2+H
1(‘)0 1i0 12‘0 130 14;10 15‘0 16‘;0 170 1é0
m/z In silico MS/MS
571 4216 183.0919 C12H10N2 6.30 alcaloides N _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
-
Nl _x 1004 183.0912
- = .
] 168.068
3
<
3
g 5o
¢ 115.0539
k=~
5
= 129.0695
140.049
v
2
§ 2.50-
£ [C11H12N2-4H]+
<]
&
[C10H10-H]+ [C11H11N-3H]+
>0 [C12HI0N2+H]+
100 120 140 160 180

m/z

In silico MS/MS




44

642 4.361 187.1233 C12H14N2 6.85 alcaloides _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
HN/> 100 144.0809
=~
S N )
g
<
c
2
S 50+
K
T
3
2
, 1030542 ’ 158.0958
o
5
T 2.39
o
E
g
o
[CRHE H]+ [COHON-3H]+
4.78+ [COH10-H]+ [C1OH11N-H]+
100 120 140 160 180 200
m/z In silico MS/MS
693 4.008 190.0499 Ci1oH/NO3 6.52 alcaloide derivado 0 _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
. ;. 1440439
de aminoéacido 100-
aromatico u
¥
OH 5
N g
H g 504
0] 2 116.0492
5
£
132.9026 172.0391
101.0151 I
0 i n " 1 an (1 1 |
v
g
T 2.38
o
E
g
g
[CBHIN-3H]+
4787 [CO9H7NO+H]+ [C10H7NO2-H]+
100 130 140 160 180
m/z

In silico MS/MS




45

721 2.782 191.1181 C] 1H14N20 7.11 Alcaloides HO _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
(pirrolidina) 1001 132,044
N ¥
<
=]
N \ ‘é 115.0538 142.065
Q
H S 50 160.075
¢
g
E
o |“I 1 \ 193.5565
¥
§
£ 2399
E
g
I
[C8H10-3H]+
478 IGdEDSHy [C11H14N2-H]+
100 120 140 160 180 200
mfz In silico MS/MS
829 5.85 197.1180 C] 1H1603 7.10 Benzofuranoides _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
105.0702
100-|
/
o} g 133.1016
~]
HO o 3
S 50
M
£
R
LT
= 119.086
161.0955
o 1 LI wls s L.
g
§
£ 2.31
o
E
g
'y
162 [C8H16-7H]+

[C10H180-3H]+

[C11H1802-3H]+

T
100

120

T
140

m/z

T :
160 180
In

200
silico MS/MS




46

915 4.677 201.139 C13H16N2 647 alcaloides _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
158.0965
100
NH 143.0728
o
S
<]
N 5
S 50
¥
£~
5
&
117.0574
i , 170.0952 201.1269
0 i \ . \
v
g
& 2219
E
g
w
[CBH7N]+
w42 [C10H11N-3H]+
- [COHIN-H]+ [C11H13N-H]+
100 120 140 160 180 200
m/z In silica MS/MS
953 2.894 203.1177 C12H14N20 7.09 Alcaloides _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
.. r1: 160.0753
(isoindolico) N 100
3
HN 5
2
2 132.0808
S 50
o
£
0 s 115.054
“ J 203.1172
0 o 1 Jai Ly L
o
8
& 250
E
g
&
5.00 [CBHZNO-H]+ [C11H13NO-3H]+
’ [C12H14N20+H
100 120 140 160 180 200

m/z

In silico MS/MS




47

1202

4.462

215.1182

Ci3H14sN20O

6.28

alcaloides

_Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
172.099
100+
W
= 159.0684
3
S 50
2 131.0726 199.0864
o
< 215.1179
117.0589 |
0 L | Y| | I— | L
¥
g
§ 2507
E
g
o
[C1OHINO-H]+
5.00
[C13H14N20+H
100 120 140 160 180 200 220
m/z In silico MS/MS
1255 4.201 218.0813 C12H11NO3 6.86 alcaloides o) o _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
172.0757
100+
W
-]
©
N S 504
H
H 5
U
< 144.0441 200.0705
130.0644 159.0653
0 Iy |. 1
¢
8
£ 2267
E
g
=
[C8H11N-5H]+
4.52-
[CI9HINO-3H]+
100 120 140 160 180 200 220
m/z

In silico MS/MS




48

1283 3.619 219.1125 C12H14N20 741 alcaloides 1) _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
100 118.0647
2 OH
]
NH ,_E 132.0804
3
N T 50+
H 3 146.0594
2
1~
2
170.0588
0 | n
v
g
T 2384
W
£
g
o
4.76 [CI9H11N-3H]+ [C11H14N2-H]+
160 12‘0 1£‘10 léO 180 2[‘)0 2‘20
m/z In silico MS/MS
1772 4.843 246.1131 Ci4HisNO; 6.62 Alcaloide inddlico ‘Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
159.0679
100
0] 200.1075
¥
OH g
=
E
(0] S 504
2
N 5 228.1019
H 3
0 ol n
v
§
T 2.49-
U
E
§
z
05 [CTH7NO-HJ+  [COHONO2-H]+ LC13HI7NO-3H+
[C14H15NO3+H
100 120 140 160 180 200 220 240 26
m/z In silico MS/MJ




49

1975

9.105

258.1131

CisHisNO;

6.43

Alcaloide

_Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
piranoquinolina o 100 2250659
3
o
2 201.0418
S NH ; 50
k=1
s
O &
150.0558 ‘ |
0 fiemin ANl ||||i. T o A | LA | |
v
|
T 2.49-
v
£
g
&
[C7HINO-3H]+
4.99-
[C15H15NO3+H]
100 120 140 160 180 200 220 240 260
m/z In silico MS/MS
2009 5.833 260.1653 C16H21NO2 6.34 Alcalmde (derlvado _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
do tipo indolico) 100 159.0683
OH .
g
s
©
<
2
S 50+
S
E~
=2
& 242.1534
130.0635
o ol ol |
y
§
g 2.50
U
E
g
&
[C7H13NO-7H]+
4,99 [C13H17NO-3H]+
’ [C16H21NO2+H]

T T T T
100 120 140 160 180
m/z

T
200

220 240 260
In silico MS/MS




50

2195 9.444 270.1852 C18H23NO 7.29 alcaloides _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
o 159.0679
/1 100-]
P .
N NN ¢
H g
c
2
S 50
M
£
S
&
270.185
130.0651
0 nl L| I :
v
8
T 2.50-
W
E
g
o
[C7TH7NO-H]+
[C14H15NO+H]+
=001 [CEIFAEDIOH I [C18H23NO+H]+
100 150 200 250
m/z In silico MS/MS
2551 5586 287055 C15H1006 684 ﬂav0n01des _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
160.0716 287.1471
100
W
g
3
5 121.0279
S 50
£
5
&
0 1 JIILI Jl I L
g
8
£ 2.50
v
E
g
&
[C7HBO4-H]+ [COHBOS]+ [C14H1205-3H]+
5007 [C15H1006+H]+4
100 150 200 250 300
m/z In silico MS/MS
2905 6.903 303.0492 Ci5sH1007 7.02 flavonoides




51

_Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
1004 153.0176
303.0485
229.0492
¥
s
-
c
2
S 504
v 201.0532 257.0438
T
=
&
0 II || o] |ln\||-l|| T Ll L
v
8
E 2.49
o
E
g
S
[CTHE04-H]+ [C14H1205-3H]+
i [COHE604-H]+
pd| [ ECRAR [C15H1007+H]
100 150 200 250 300
m/z In silico MS/MS
2975 4.452 306.1329 Ci6H1605 5.66 Flavonol o OH _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
258.0751
100-|
N
=]
E
OH (o] OH 2 202.0487
5 509 174.0538 234.075
2
3
o
= 133.0534
|l Hlnnll. Uidy b ] JMJ 1l |“|I ol ol b0l
0
o
§
T 2.47
U
£
g
B [C1OHB02+H]+ [C11H8O5-H+NH4]+
4,93
[C16H1605+NH/
100 150 200 250 300
m/z

In silico MS/MS




52

3225 8.62 316.2856 Ci13H37NO3 5.87 alcaloides
“H‘h ‘J'A\I _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
A I 298.2164
o 100
W
g
=
c
3
: 0 172.0758
=
< 107.0858
=3
250.2543
0 (- b iy e [Leaeen - I
¥
|
T 2.26-
@
£
g
&
| C16H33N-3H]+
432V C5H1INO-H]+ : i3 no-3H1
160 léO 260 2;0 360
m/z In silico MS/MS
_Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
3240 7.461 317.1015 Ci7H1606 6.44 quinonas oxigenadas 100 A
]
g
<
<
2
: 504
£
3 241.0484
&
102.0978
o i | I
]
§
€ 2414
g
g
g
£
[C7TH1202-3H]+ [C17H1605-H]1
4827 [C14H1204-H]+
160 L;;ﬂ 160 25‘0 360
m/z In silico MS/MS
3683 3.173 337.1749 C17H24N20 6.72 Furanocumarina
5




53

2
2
13
3
: 50
=
5
&
gessioz 308.1487
0 NN
¥
g
T 2.40-
o
E
g
o
4.80+
[C8HI5NO3-H]+ [C16H21NOS+H]+
160 15‘0 260 ZFLO 360 3&0
m/fz In silico MS/MS
3768 12.084 341.139 C20H2206 6.72 Lactonas
diterpénicas
_Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
271.0969
100+
b
£
<
HO 2
° s 213.0555
£
g 313.1409
107.0849
0 [T TR Lo gk il IJJ
@
g
£ 233
o
E
g
g
4667 [C10H1203-3H]+ [C20H2405-3H]
1(‘)0 1.%0 260 2_%0 360 3;0
m/z In silico MS/MS
3823 11.305 343.1539 C20H240¢ 6.78 Cumarina prenilada




54

271.0962
100-
325.1431
W
§
o E
2
S 504
v
=
o
E 213.0542
o measoflne ! 1
IS
g
§ 2.40+
E
g
o
2.79- [C6H1002-5H]+ [C17H1805-H]+
' [C12H1003-H]+ [C15H1604-H]+
100 150 200 250 300 350
m/z In silico MS/MS
5151 45 1 409 1 836 C19H3008 656 GhCOSIdeO _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
terpenico 100 409.182
% OH
N 8
g
o C, o} OH 3
E]
S 50
S
OH %
o]
OH =
OH 153.0174 259.022
0 ¥ P PR T AT X ' N n
I
8
‘5 2.50-
E
g
&
5.00 [C6H1206-2H+Nal+ [C19H3008+Na]
100 150 200 250 300 350 400
m/z In silico MS/MS
5535 13.505 428.2423 | CpsH3sNOg 6.30 Sesquiterpeno




55

340.2268
100-|
HO, o]
OH 1y .
o =
OH _é
& ; 50|
k=]
P % 144.0438
= 200.0706
o I 1l 1 FTA—— (—
I
g
T 2.31
W
g
g
&
= C5H5NO3-H]+
4.63 [ ] [C19H29NO2-3H]+
100 150 200 250 300 350 400 450
m/z In silico MS/MS
6788 6.55 4942742 | CysH3sN3;O 7.11 esteroide
5 ox1genado _Experimental spectrum vs. In silico spectrum Actual MS/MS
332.2215
100
Q
W
L S
£~
S 50
3
5
)J\ :
% 0 1230807  203.0931 | | 3742382 476.2626
)
/ OH 0
n
@
§
T 2394
u
g
E [C12H19NO2-6H]+
2784 [C22H33N0O4-H]+
) [C26H39NO7-H]+
100 150 200 250 300 350 400 150 500
m/z

In silico MS/MS

Fonte: Autoria Propria (2025)




56

O ID 642 apresentou excelente correspondéncia com a estrutura do alcaloide 4-
(2-phenylethenyl)pyridazine, com fragmentacdes consistentes e possivel origem biossintética
plausivel, sendo considerado um marcador quimico promissor. O ID 829, embora com escore
mediano, revelou-se compativel com uma flavona O-metilada amplamente descrita em espécies
de rutaceas, com fragmentag¢des que incluiam perdas caracteristicas de metilas e grupamentos
carbonilicos conjugados. O ID 2975 foi mantido por apresentar um padrdo espectral altamente
compativel com fragmentacdes tipicas de flavonois, mesmo apresentando escore abaixo de 6.
O ID 3768 apresentou espectros bem definidos e compostos consistentes com esqueleto de

terpénico lactdnico, compostos ja reportados na literatura para a subfamilia Zanthoxyloideae.

Dentre os compostos anotados com boa compatibilidade espectral, destaca-se o
candidato relacionado ao 4cido ravenico, cuja estrutura apareceu associada ao ID 2009 e
apresentou espectro de fragmentagdo compativel com perdas sucessivas de grupos hidroxila e
acidos carboxilicos, além de alta estabilidade do nucleo aromatico, o que conferiu boa qualidade
aos ions secundarios. Embora este composto ndo seja relatado na literatura disponivel para
espécies do género Dictyoloma, ele é reconhecidamente associado a sistemas de defesa em
outras familias vegetais, principalmente por sua acdo como inibidor de enzimas bacterianas ou
por exercer atividade alelopatica e antimicrobiana (Zhao; Yu; Ding, 2020; Li ef al., 2024). A
presenca dessa estrutura em D. vandellianum pode refletir a produgdo de metabolitos
adaptativos relacionados a defesa quimica frente a patdogenos, o que embasa fortemente a

proposta de ensaios bioldgicos direcionados.

Esse achado ¢ especialmente relevante no contexto da avaliacdo frente a
Xanthomonas citri subsp. citri, uma vez que compostos como o acido ravenico ja foram
descritos em outras espécies como potenciais bacteriostaticos, afetando rotas biossintéticas
essenciais ou alterando mecanismos de quorum sensing (Zhao; Yu; Ding, 2020; Li et al., 2024).
Sua presenga no extrato, em especial no extratos de folhas, confere valor estratégico a fracao,
justificando tanto a priorizagdo do isolamento quanto a selecdo dessa amostra para testes de
bioatividade, especialmente contra fitopatdgenos bacterianos. Além disso, o fato de este
composto ter surgido mesmo apods a filtragem do branco e a aplicagdo de todos os critérios de

rigor espectral reforca a confiabilidade da anotagao.

E importante destacar que, apesar da robustez dos critérios aplicados, a

identificacao proposta deve ser considerada supositiva até que haja confirmagao estrutural por
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técnicas espectroscopicas, como RMN. Ainda assim, a combinagdo entre escore, padrdo de
fragmentacdo e coeréncia fitoquimica permitiu uma sele¢do confidvel de alvos para posterior
isolamento. Esses resultados refletem a importancia da avaliagdo qualitativa da fragmentagao e
ndo apenas da confianca atribuida pelos algoritmos. A analise minuciosa permitiu evitar

anotacgdes enganosas que poderiam comprometer a interpretacao do perfil quimico dos extratos.

Por fim, os arquivos resultantes foram submetidos a plataforma GNPS para
geragao da rede molecular. Nessa etapa, os espectros de fragmentagdo com 0 mesmo precursor
foram agrupados em nodos de consenso e interligados com base na similaridade dos
fragmentos. A espessura das conexdes entre nodos representa o grau de similaridade espectral,

formando agrupamentos quimicos que refletem familias estruturais compartilhadas.

Esse fluxo de processamento permitiu a obtengdo de redes moleculares
representativas do perfil quimico das fragdes vegetais, destacando nodos relevantes para
investigagdes posteriores, especialmente aqueles com alto grau de conexao e sem similaridade
com compostos previamente anotados, indicando a possivel presenca de substancias inéditas
ou pouco descritas em espécies do género Dictyoloma. A partir dessas redes, os compostos
presentes nas fracdes SPE mais promissoras foram priorizados para isolamento e posterior

elucidagdo estrutural por RMN.

5.3 Interpretacdao da Rede Molecular

A analise da rede molecular gerada a partir dos extratos de folhas de Dictyoloma
vandellianum apos o processamento na plataforma GNPS revelou uma expressiva diversidade
de metabdlitos secundarios, refletida na formagdo de multiplos agrupamentos (clusters) bem
definidos, compostos por nodos interconectados com base na similaridade de fragmentagdo dos
espectros MS/MS. Essa estrutura modular indica a presenca de diferentes familias quimicas
compartilhadas entre compostos que apresentam padrdes espectrais semelhantes, permitindo

inferir a predominancia de certas classes nos extratos vegetais.

Dentre os agrupamentos centrais, destaca-se a presenga recorrente de
flavonoides e seus derivados, como glicosilados do tipo flavona representados por estruturas
similares a linarina, cuja massa precursora (parent mass) gira em torno de 593.186,
frequentemente relatadas na familia Rutaceae por sua fung@o antioxidante e, em especial, por

atividades antimicrobianas associadas a mecanismos de defesa foliar. Além desses, também
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foram observados compostos do tipo alcaloide espirotetraciclico, com massas precursoras como
535.2715 e 593.2759, os quais apresentam sistemas policiclicos nitrogenados e, apesar de
pouco descritos em Rutdceas, ja foram ocasionalmente relatados em espécies proximas,

indicando a possibilidade de metabolitos inéditos ou pouco explorados em D. vandellianum.

A rede revelou ainda metabdlitos do tipo polifendlico compativeis com agliconas
flavonoidicas, como as massas 286.2162 e 298.2166, além de possiveis derivados triterpénicos
oxigenados ou iridoides, que podem estar associados as massas 433.1139 e 449.1082. Esses
compostos apresentam fragmentagdes que sugerem a presenca de esqueletos policiclicos
altamente oxigenados, geralmente correlacionados com bioatividade antibacteriana, reforgando
o interesse da espécie para fins farmacologicos. Grupos minoritarios também foram
identificados, incluindo possiveis peptideos ciclicos, acidos aromaticos e compostos fendlicos
substituidos, como observado para a massa 175.1231, que pode representar um intermedidrio

biossintético ou produto de degradacao.

A arquitetura da rede demonstra uma organizacdo bem estruturada, com a
existéncia de clusters centrais densamente conectados, cuja alta conectividade sugere nucleos
quimicos predominantes, enquanto a presenca de subgrupos isolados ou fracamente interligados
aponta para substincias estruturalmente distintas, que compartilham menor grau de
similaridade com os compostos majoritarios, muitos destes candidatos a substancias novas ou

ainda ndo anotadas em bibliotecas publicas.

Entre os compostos detectados, um destaque importante ¢ o composto sugerido
como acido ravenico, cuja fragmentacdo e escore espectral no MS-FINDER sugerem sua
ocorréncia mesmo nao sendo amplamente descrito em Dictyoloma ou em outras Rutaceas. No
entanto, esse metabolito possui registro de atuagdo como composto de defesa em outras espécies
vegetais, especialmente por sua capacidade de interferéncia em mecanismos de sobrevivéncia
de patogenos bacterianos, sendo descrito como potencial inibidor de enzimas ou participante
de rotas de sinalizacdo como o quorum sensing (Li et al., 2024). A identificacdo preliminar do
acido ravenico nos extratos de D. vandellianum justifica sua prioriza¢do nos ensaios bioldgicos
frente a Xanthomonas citri subsp. citri, uma vez que sua presenca poderia indicar um papel

adaptativo na resisténcia da planta a infec¢des bacterianas.

Os dados obtidos até aqui reforcam o potencial fitoquimico de D. vandellianum,
cuja rede molecular aponta para a existéncia de um perfil quimico diversificado e promissor,

incluindo flavonoides, alcaloides, triterpenos oxigenados, ceramidas, acidos fenolicos e até
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compostos pouco usuais, mas biologicamente relevantes. A confirmacdo estrutural dessas
substancias por RMN se mostra necessaria para validag¢do definitiva, mas a arquitetura da rede
e a qualidade das anotagdes obtidas até¢ 0o momento ja oferecem suporte solido para a priorizagao
dos compostos identificados, tanto para isolamento quanto para avaliagdo da bioatividade frente

ao fitopatogeno-alvo.

Do ponto de vista metodolégico, o uso do MS-DIAL, MS-FINDER e de FBMN-
GNPS mostrou-se particularmente eficaz para o processamento e anotacdo de compostos
presentes em matrizes vegetais complexas, corroborando estudos como Tsugawa et al. (2020),
que destacam a acurdcia do MS-FINDER para identificacdo de estruturas via simulacido de
fragmentacdes por ID. Da mesma forma, o uso de redes moleculares via GNPS para priorizagao
de alvos ja foi validado em estudos metaboldmicos voltados a descoberta de compostos
bioativos em plantas medicinais (Wang ef al., 2016). A Rede Molecular (FBMN-GNPS) Pode

ser observada na Figura 29, a seguir.
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Figura 29. Rede molecular gerada a partir dos dados UHPLC-QTOF-MS/MS dos extratos de folhas de Dictyoloma vandellianum, construida na plataforma GNPS por meio do
modulo Feature-Based Molecular Networking (FBMN)
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5.4 Caracterizagao Estrutural por Ressonancia Magnética Nuclear

O composto indicado pelo numero 1, destacado em lilds, no cromatograma
apresentado na Figura 27, abaixo, foi coletado conforme descrito no item 4.5. A elucidagao
estrutural do composto isolado foi realizada com base na andlise detalhada dos dados
espectroscopicos de RMN uni e bidimensionais (‘H, 3C{'H}, COSY, HSQC e HMBC) aliados
as informagdes obtidas por UHPLC-QTOF-MS/MS. Este composto foi obtido a partir do
fracionamento em fase solida (SPE) das folhas da Dictyoloma vandellianum, apresentando
massa molecular consistente com uma formula de C21H3NOs" (m/z 346, 2377 [M]").

Figura 30. Cromatograma do composto isolado 1, destacado para posterior analise estrutural por RMN e UHPLC-
QTOF-MS/MS.
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De acordo com os dados obtidos do espectro de 'H, mostrado na Figura 31 a
seguir, observa-se que o espectro exibe nove sinais bem definidos distribuidos entre as regides
aromatica, oxigenada e alifatica, indicando uma estrutura complexa com fragmentos
insaturados, heterodtomos e uma longa cadeia saturada. Na regido aromatica entre 6n 7,3 - 8,3
ppm sdo observados quatro sinais distintos na faixa de du 7,35 e 8,25 ppm sendo eles dn 7,35
(t)-A,07,57(d)-B, 07,64 (t)-Ced8.25(d,J=8.0 Hz) - D. A presenca de dois dupletos (D
e B) e dois tripletos (C e A) ¢ caracteristica de um sistema aromatico 1,2-dissubstituido, como
um anel quinolinico. O acoplamento de D com C e B com A, sugerido pela multiplicidade com
constantes de acoplamento tipicas (~8 Hz), sugere dois pares ortoacoplados, podendo
considerar uma subestrutura do tipo quinolina substituida, com quatro hidrogénios aromaticos

vizinhos.
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Figura 31. Espectro de Hidrogénio: experimento realizado em MeOD obtido em Equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear 400 MHz
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Na regido oxigenada, observa-se o deslocamento identificado por du 3,87
identificado pela letra E, aparecendo como um singleto estreito e intenso, integrando para trés
hidrogénios, tipico de um grupo metoxila (-OCH3). A auséncia de acoplamento indica que este
grupo esta ligado diretamente a um carbono nao hidrogenado, como por exemplo um carbono

aromatico.

No espectro de RMN de hidrogénio, observou-se um sinal em on 2,84, com
multiplicidade de tripleto, integrando para 2H e constante de acoplamento em torno de 7,5 Hz,
indicativo de dois hidrogénios equivalentes acoplados a outros dois vizinhos. A posi¢ao desse
sinal, somada a multiplicidade, sugere a presenca de um grupo metileno sofrendo desblindagem
adjacente a um heterodtomo, como nitrogénio ou oxigénio, o que justifica o deslocamento
relativamente alto para a faixa alifatica. Essa observacdo aponta para um CH; sofrendo
desblindagem eletronica, tipico de cadeias alifaticas ligadas a sistemas conjugados ou

heterociclicos.

Seguindo para a regido alifatica, entre on 1,76 € du 1,15, encontram-se multiplos
sinais consistentes com a presen¢a de uma cadeia saturada. O quintupleto em oy 1,76 (2H)
indica um segundo grupo metileno adjacente ao primeiro, mantendo o padrdo de acoplamento
com dois hidrogénios vizinhos. Em seguida, um amplo sinal multiplo centrado em oy 1,37
integra para 14,94 hidrogénios, o que sugere a presenga de sete grupos CH> consecutivos,
provavelmente sobrepostos em razdo de ambientes quimicos muito semelhantes ao longo de
uma cadeia linear. Por fim, o singleto intenso em ou 1,15 (6H) ¢ fortemente indicativo de dois
grupos metila equivalentes, ndo acoplados a nenhum outro hidrogénio e fortemente blindados,
o que pode ser associado a um arranjo simétrico como um grupo isopropilico na extremidade

da cadeia.

A andlise conjunta dessas regides do espectro permite sugerir que a estrutura
possui uma cadeia alifatica longa e saturada, com um inicio desblindado e terminal altamente
blindado e simétrico, conectada a uma por¢do mais eletronicamente ativa e possivel presenca
de heterodtomo e ressonancia conjugada. Para avancar com a construcdo estrutural, foi
necessario integrar essas informagdes com as correlagdes observadas nos experimentos
bidimensionais e no espectro de '*C{'H}, discutidos a seguir partindo da Figura 32, contendo

o espectro de ’C{'H}.
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Figura 32. Espectro *C{'H}: Experimento realizado em MeOD obtido em equipamento de RMN 100MHz
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O espectro de RMN de C{'H} mostra sinais distribuidos entre as regides
caracteristicas de carbonos aromadticos, carbonilas, oxigenados e saturados. O sinal mais
desblindado, em d¢ 174,31, ¢ fortemente indicativo de um carbono acila, compativel com uma
carbonila a,B-insaturada e conjugada a um heteroatomo como o nitrogénio, especialmente pela
sua intensidade e posicdo. Em oc 149,84, 141,39 e 139,79, surgem sinais que podem ser
atribuidos a carbonos nao hidrogenados aromaticos, muitos deles substituidos por heteroatomos
ou envolvidos em ressonancia eletronica. A presenca de multiplos sinais entre dc 118,84 e
132,61, incluindo 132,61, 126,62, 125,96, 124,35 e 118,84, confirma o nucleo aromatico,
compativel com uma unidade benzénica substituida. O padrdo desses sinais, aliado a
multiplicidade observada no espectro de hidrogénio anteriormente, confirma o anel aromatico

1,2-dissubstituido.

Na regido entre 6c 71,42 e 60,72, os sinais indicam a presenga de carbonos
oxigenados. O sinal em 6c 71,42 provavelmente pertence a um carbono terciario ligado a um
grupo hidroxila, enquanto o sinal em 6c 60,72 ¢ compativel com um carbono do tipo CH3-O-,
corroborando para a presenga de uma metoxila. Em dc 44,83 ¢ observado um sinal compativel
com um carbono metileno adjacente retirador de densidade eletronica, como um nitrogénio
protonado ou uma carbonila, o que sugere ligacdo direta a um heterodtomo, inferindo-se que a

estrutura possui uma por¢ao compativel com a subestrutura representada na Figura 30, abaixo.

Figura 33. Representacdo parcial da estrutura elucidada destacando a por¢do aromatica funcionalizada e os
carbonos oxigenados interpretados até o momento
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Fonte: Autoria Propria (2025)

Seguindo para a regido de oc 31,34 a 25,37, identificam-se vdarios sinais
correspondentes a grupos metileno e metila em ambientes alifaticos. Esses sinais sdo
compativeis com a longa cadeia observada no espectro de RMN de 'H e reforcam a presenca
de um segmento linear saturado. A multiplicidade e leve dispersdo desses sinais indicam uma
cadeia com pequenas varia¢des no entorno quimico, como metilenos equidistantes e um grupo

terminal ramificado. O conjunto desses dados, aliado as integragdes e acoplamentos ja
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analisados, conduz a proposta de uma estrutura que retine uma por¢ao aromatica funcionalizada
e uma cadeia alifatica longa, caracteristicas tipicas de alcaloides ou derivados de quinolonas

substituidas.

Seguindo com a analise do mapa de contorno HSQC (Figura 37, pag. 71) foi
analisada a correlacdo direta entre os sinais de hidrogénio e os carbonos aos quais estdo ligados.
Essa correlagdo confirmou, por exemplo, que o sinal em on 3,87 (singleto), atribuido a um grupo
metoxila, esta diretamente ligado a um carbono em dc¢ 60,72, compativel com um carbono
oxigenado do tipo -CH30. A correlagao entre o hidrogénio em du 2,84 € o carbono em 6c 44,83
reforca a presenca de um metileno adjacente a um grupo desblindante, possivelmente um
nitrogénio protonado ou uma carbonila, como sugerido anteriormente. Ainda no HSQC,
observam-se correlagdes de sinais em oy 1,76, 1,37 e 1,15 os quais estdo ligados a carbonos em
oc 30,96, 29,58, 25,37 e adjacentes, confirmando o padrdo de uma cadeia alifatica linear,
inferindo uma estrutura parcial de acordo com a Figura 34, a seguir. As correlagdes em HSQC
podem ser mais bem identificadas na Tabela abaixo, onde os deslocamentos dc estdo

diretamente relacionados ao hidrogénio com deslocamento correspondente em .

Tabela 4. Tabela de correlagdes Carbonos diretamente ligados a Hidrogénios (HSQC)

13C (pPM) 'H (PPM)
174.31 SH
149.84 SH
141.39 S/H
139.79 S/H
132.61 8.25
126.62 S/H
125.96 7.64
124.35 7.57
118.84 7.35
71.42 1.15
60.72 3.87
44.83 2.84
31.34 1.76
30.96 1.49-1.28
30.56 1.49-1.28
30.51 1.49-1.28
30.36 1.49-1.28
30.16 1.49-1.28
30.09 1.49-1.28
29.15 1.49-1.28
25.37 1.15

Fonte: Autoria Propria (2025)
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Figura 34. Estrutura parcial proposta com base nas correlagdes do HSQC
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O mapa de contorno HMBC (Figura 38, pag. 72) forneceu importantes
correlacdes de longo alcance, fundamentais para estabelecer as conexdes entre os fragmentos
estruturais. Destaca-se a correlagdo entre o hidrogénio em o 8,25 e carbonos na regido de dc
130-135, indicando que esse hidrogénio pertence a um sistema aromatico conjugado com uma
carbonila, o que corrobora a presenga de um anel aromatico funcionalizado com uma quinolona.
Adicionalmente, o hidrogénio em 8y 3,87, atribuido ao grupo metoxila, mostrou correlagio *J
com o sinal de carbono na regido de dc 141,39, sugerindo sua ligagdo a um carbono sp?, alfa a
carbonila. O hidrogénio do metileno em 3y 2,84 correlaciona-se aos sinais dos carbonos em d¢

141,39 e 149,84 indicando sua posicao entre o nticleo quinolona.

As correlagdes observadas no experimento COSY foram determinantes para a
defini¢do dos fragmentos da cadeia alifatica. O hidrogénio em du 1,76 mostrou correlagdo com
sinais em On 2,84 e ou 1,37, evidenciando um sistema de metilenos consecutivos. Esses, por sua
vez, também se correlacionam com sinais multiplos entre ou 1,37 € 1,15, indicando a presenca

de uma cadeia alifatica linear com aproximadamente cinco a seis carbonos.

Esses dados combinados dos experimentos HSQC, COSY e HMBC permitiram
estabelecer com confianga as conexdes entre os fragmentos identificados anteriormente,
compativeis com a proposta estrutural visualizada na Figura 35, a seguir, baseada na andlise
dos espectros unidimensionais e fortalecendo a hipdtese da presenca de um sistema aromatico
quinolinico funcionalizado, com substituintes metoxila, carbonila e uma cadeia alifética linear,

além de um grupamento contendo nitrogénio protonado no nuicleo central da estrutura.
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Figura 35. Proposta de elucidagao estrutural obtida a partir das andlises dos experimentos em RMN
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Fonte: Autoria Propria (2025)

A elucidacdo da estrutura da substancia vista anteriormente na Figura 35, foi
complementada com a andlise bidimensional dos experimentos de RMN 2D do tipo COSY e
HMBC. Na Figura 36 abaixo, estdo representadas as principais correlagdes homonucleares (<),
observadas no espectro COSY, e as correlagdes heteronucleares de longa distancia (—),
identificadas no espectro HMBC, permitindo a conexao entre fragmentos e a confirmagao da

conectividade entre a&tomos de hidrogénio e carbono na cadeia principal e no niicleo aromatico.

Figura 36. Elucidacdo estrutural da substincia 1 com base nas correlagdes COSY (<) e HMBC (—)

Fonte: Autoria Propria

Observa-se que as correlagdes HMBC (—) foram fundamentais para estabelecer
ligacdes entre os diferentes sistemas conjugados e os grupos substituintes, como na conexao
entre H1' ¢ o carbono do nucleo aromatico (C1), e entre H3 e o carbono carbonilico (C4). Ja o
experimento COSY (<) confirmou as sequéncias de hidrogénios vicinais ao longo da cadeia

alifatica lateral, refor¢ando a consisténcia estrutural inferida pelas anélises unidimensionais.
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De acordo com Sartor et al. (2003), os alcaloides isolados de Dictyoloma
vandellianum apresentam padrdes espectroscopicos bem definidos, especialmente no que se
refere aos deslocamentos quimicos dos carbonos e hidrogénios detectados por RMN. A
comparagao entre os valores obtidos no presente estudo e aqueles reportados por Sartor € uma
etapa fundamental para validar a proposta estrutural da substancia discutida anteriormente, uma
vez que a coeréncia entre os dados espectrais sugere forte similaridade estrutural. A seguir,
apresenta-se a Tabela 5 de correlagdo contendo os valores observados de oc e Ou para a
substancia isolada neste estudo, dispostos de acordo com a numeragao atribuida na estrutura
elucidada, bem como os respectivos valores registrados por Sartor e coautores (2003) para

compostos de mesma classe.

Tabela 5. Comparag@o dos valores de dc e dn da substancia isolada nos presente estudo com alcaloides descritos
por Sartor ef al. (2003).

Carbono (ID) 8 3C (ppm) 5 'H (ppm) Valor Referéncia
(Sartor et al., 2003)
C1 141.39 - 141.12
C2 149.84 - 149.27
C3 60.72 3.87 60.80
C4 174.31 - 174.10
C4a 139.79 - 140.10
C5 132.61 8.25 132.45/8.30
Co 125.96 7.64 126.00 / 7.60
Cc7 124.35 7.57 124.12/7.55
C8 118.84 7.35 118.92/7.34
C8a 126.62 - 126.20
C1' 44.83 2.84 44.50/2.85
Cc2 31.34 1.76 31.50/1.78
C3' 30.56 1.49-1.28 30.60/1.50-1.30
Cc4' 30.51 1.49-1.28 30.50/1.48-1.28
C5' 30.36 1.49-1.28 30.40/1.50-1.28
Ceé' 30.16 1.49-1.28 30.20/1.49-1.27
Cc7' 30.09 1.49-1.28 30.15/1.48-1.28
C8' 29.15 1.49-1.28 29.20/1.49-1.30
Cc9' 71.42 - 71.10/1.12
C10' 25.37 1.15 25.30/1.13

Fonte: Sartor et al. (2003), adaptado

A boa concordancia entre os deslocamentos quimicos observados e os dados de
literatura reforca a proposta de que a substancia elucidada e discutida pertence a mesma classe
de alcaloides quinolonicos previamente descritos por Sartor et al. (2003). Pequenas variagdes
nos valores de 6 podem ser atribuidas a efeitos conformacionais, a presenca de diferentes
substituintes ou ao ambiente quimico ligeiramente distinto promovido pelas condig¢des
experimentais. Ainda assim, a consisténcia geral dos dados espectrais de '*C e 'H especialmente

nas regides aromaticas e da cadeia alifatica lateral corrobora a integridade da estrutura proposta
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oferecendo suporte a identificagdo do composto. A seguir, nas Figuras 37, 38 e 39, sdo

visualizadas as imagens dos espectros de HSQC, HMBC e COSY.

Figura 37. Mapa de contorno 'H-"*C HSQC da substéancia 1 isolada de Dictyoloma vandellianum.
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Figura 38. Correlagdes de longo alcance 2JCH/*JCH identificadas no mapa de contorno HMBC da substéncia 1.
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A elucidagdo estrutural da substancia foi corroborada ndo apenas pelos dados de
RMN uni e bidimensionais, mas também pelas andlises de espectrometria de massas do tipo
tandem (MS/MS), que refor¢aram a presenca de grupos funcionais especificos e o arranjo da
cadeia lateral alifatica. O ion precursor observado em m/z 346,2381 na Figura 40 abaixo
corresponde ao pseudomolecular [M+H]" da estrutura atribuida a substancia, confirmando a
massa molecular esperada para o alcaloide do tipo 4-quinolona funcionalizado com uma cadeia

9'-hidroxi-9'-metildecil.

Figura 40. Espectro de dissociacdo do ion precursor m/z 346,2381 obtido por MS/MS em modo ESI positivo

x10 6 |+ESI Product lon (rt: 8.315-8.927 min, 12 scans) CID@34.4 (346.2389[z=1] -> **) Dicty_2082_50ppm.d
14 328.2281
0.9 175.0635
0.8+
0.7+
0.6
0.5
0.4+
0.3 188.0712
021 202.0867
0.11 146.0603 160.0757 216.1023 230.1180 244.1337 558 1497
0L - . |‘ “‘ Ll Ll | | 1 L *

140 150 160 170 180 190 200 210 220 gg‘.l?ms \/Zé%assz-%g-(:hfgg (mlzgo 280 290 300 310 320 330 340 350 360
A primeira fragmentacao significativa, com formag¢ao do ion fragmento m/z 328,
resulta da eliminagdo de uma molécula de agua (18 Da), consistente com a presenca do grupo
terminal hidroxila na cadeia lateral. A perda de H,O e a formagdo de uma dupla ligacdo no
carbono tercidrio geram uma estrutura insaturada estabilizada, evidenciando um processo de

desidratagdo comum nesse tipo de alcaloide, conforme observado na Figura 41, a seguir.
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Figura 41. Mecanismo proposto de fragmentagao para o ion m/z 346, destacando as perdas sequenciais e os ions
caracteristicos.

H*

m/z 328 N {J N
H

m/z 258 m/z 202

m/z 258

Fonte: Autoria Propria (2025)

Na sequéncia, a fragmentacao do ion em m/z 328 conduz ao pico de m/z 258,
decorrente da quebra da extremidade da cadeia alifatica com liberagcdo de um fragmento
1sopropenilico (CsHg). Essa quebra ¢ favorecida pela estabilidade da nova dupla ligagao
formada, e o pico correspondente apresenta intensidade considerdvel no espectro, sustentando

essa via fragmentdria.

A possibilidade de uma fragmentacdo continua e direta com a geragdo do ion
m/z 202, atribuida a perda subsequente de um grupo butilénico (CsHs) da porcao restante da
cadeia. A formagdo deste fragmento revela um padrao de quebra alifatica progressiva, que
preserva o nucleo quinoldnico conjugado, sugerindo a resisténcia da por¢ao aromatica frente a

colisdo induzida por dissociagao.

Abaixo, seguindo em outra via observando o pico em m/z 216, provavelmente
derivado de uma quebra alternativa da cadeia lateral ainda insaturada, enquanto o fragmento de
m/z 188 ¢é resultante da remocdo completa da cadeia lateral alifatica, deixando apenas o
esqueleto da quinolona funcionalizada, indicando a estabilidade do nucleo aromaético-

metoxilado e sua resisténcia a fragmentagao sob energia moderada.
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Esses dados de espectrometria de massas, quando analisados em conjunto com
as correlacdes HMBC, HSQC e COSY obtidas por RMN, fortalecem a proposta estrutural e
confirmam a identidade do composto isolado. A coeréncia entre os fragmentos observados € os
caminhos de dissociacao propostos validam a caracterizagdo como um derivado de 4-

oxoquinolina com substituinte alifatico ramificado em C-2 e grupo metoxi em C-3.

A segunda substancia caracterizada neste estudo, foi coletada na mesma fragao
SPE 1, identificada no cromatograma abaixo com o numero 0 e destacado em laranja. A
elucidacao estrutural do composto isolado foi realizada com base na analise detalhada dos dados

espectroscopicos de RMN uni e bidimensionais ('H, 3C{'H}, COSY, HSQC e HMBC).

Figura 42. Cromatograma indicando a posi¢do da segunda substincia isolada para caracterizagdo por RMN,
destacada em laranja.
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A analise espectroscopica por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) do
composto isolado indicou fortemente tratar-se de uma 2-(14'-hidroxi-14',15'-dimetil-
hexadecil)-4-quinolona, estrutura analoga a descrita por Sartor et al. (2003) como composto 1
(R1 =H), observado na Figura 43 a seguir, cuja identidade foi confirmada pela correlagdo entre

0s sinais nos espectros uni ¢ bidimensionais.
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Figura 43. Composto | identificado no estudo de Sartor e colaboradores

n=12
1: Ry =H
4. R; = 0OMe

Fonte: Sartor ef al. (2003)

No espectro de RMN de 'H (Figura 44, pag. 77), foram observados quatro sinais
no intervalo de ou 7,40 - 8,21 ppm, consistentes com o padrdo de acoplamento de um sistema
aromatico 1,2-dissubstituido, tipico da por¢ao A do ntcleo quinolonico: ¢ 8,21 (dd, H-5), 7,70
(ddd, H-6), 7,60 (d, H-8) e 7,40 ppm (¢, H-7). A presenga do hidrogénio vinilico do sistema
4(1H)-quinolona foi evidenciada por um singleto em 6 6,24 ppm, atribuido ao H-3, confirmando
a auséncia de um grupo metoxila em C-3. Essa caracteristica ¢ diagnostica da auséncia de

substitui¢do nessa posicao, distinguindo-o de compostos metoxilados, como o composto 4.

Na regido alifatica, destaca-se um sinal tripletado em 6 2,73 ppm (H-1"), tipico
de um metileno ao carbono C-2 do sistema carbonilico a,p-insaturado. A sequéncia da cadeia ¢
sustentada por multiplos sinais de metilenos no intervalo de 6 1,85 a 2,27 ppm, e pela presenca
de um grupo isopropila terminal, caracterizado por um quarteto (& 1,76 ppm, H-15") acoplado
a dois dupletos (6 1,08 e 1,15 ppm, Me-16' e Me-17"). O grupo (Me-18") aparece como um
singleto em 6 1,62 ppm. A presenca de um grupo hidroxila ligado a um carbono terciario ¢
sustentada por essa regidio quimica e confirmada no espectro de RMN '3C (Figura 45, pag. 78)

por um sinal caracteristico em d¢ 82,2 ppm (C-14").

O espectro de RMN de "*C apresentou sinais consistentes com a estrutura
proposta, incluindo o carbono C-2 em 6 154,3 ppm, C-3 em 108,5 ppm e o carbono carbonilico
C-4 em 179,1 ppm. Os demais sinais aromaticos aparecem entre o 125,7 e 140,3 ppm. A cadeia
alifatica revelou os sinais esperados para os carbonos metilénicos (6 23,3-34,3 ppm), bem como
os carbonos dos grupos metila terminais (6 19,0 e 26,1 ppm), isopropila (6 35,0 ppm) e hidroxila
terciaria (6 82,2 ppm)
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Figura 44. Espectro de Hidrogénio para a substancia isolada (0), experimento realizado em MeOD obtido em Equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear 400 MHz.
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Figura 45. Espectro de Carbono para a substancia isolada (0)
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As correlagcdes do espectro de COSY (Figura 47, pag. 80) mostraram
acoplamentos claros entre os hidrogénios do sistema aromatico, ¢ também entre H-15" e as
metilas Me-16'/17’, além das correlagdes esperadas ao longo da cadeia alifatica. O mapa de
contorno HSQC (Figura 48, pag. 81) confirmou as atribui¢des dos hidrogénios aos respectivos
carbonos, incluindo a conexao direta entre H-3 (6 6,24 ppm) e C-3 (6 108,5 ppm), além de Me-
18’ com C-18' (3 26,1 ppm).

Por fim, o mapa de correlacdo de HMBC (Figura 49, pag. 81) foi decisivo para
confirmar a posi¢ao da cadeia alifatica no C-2 do anel quinolonico, evidenciado pela correlagao
de H-1' com C-2, além de correlagdes entre os hidrogénios da isopropila e o carbono terciario
C-14'. Tais dados, em conjunto, permitiram confirmar a identidade do composto como sendo a
2-(14'-hidroxi-14',15'-dimetil-hexadecil)-4-quinolona. Abaixo, na Figura 46, podem ser
observadas as principais correlagdes COSY e HMBC na estrutura, em seguida a tabela (Tabela

6) com os dados coletados no RMN.

Figura 46. Correlagdes HMBC (—) e COSY («>) observadas nos experimentos

16'

Tabela 6. Dados de RMN — 2-(14'-hydroxy-14',15'-dimethylhexadecyl)-4-quinolone

Sinal (3, ppm) Atribuicao

8.21 (dd) H-5 (aromatico)

7.70 (ddd) H-6

7.60 (d) H-8

7.40 (t) H-7

6.24 (s) H-3 (vinilico da quinolona)
2.73 (t) H-10' (o ao anel)

2.27 (t) H-11’

1.76 (q) H-15' (isopropil)

1.62 (s) Me-18' (CH3 em C terciario)
1.15(s) Me-16' (CH; do isopropil)
1.08 (s) Me-17' (CH;3 do isopropil)
1.85 (m) Parte da cadeia alifatica
82.2 (C) C-14' (C terciario ligado a OH e Me)
26.1 (CH3) C-18'

35.0 (CH) C-15'

19.0 (2xCH3) C-16'17

40.1 (CH2) C-13' (a-OH)

23.3 (CH2) C-11"



34.3 (CH2) C-10’ (a-quinolona)
157.3 (C-2) C-2
108.5 (C-3) C-3
179.1 (C-4) C-4

125.7-140.3 (aromaticos) C-5 a C-8a (aromatico)

Fonte: Autoria Propria (2025)

Figura 47. Espectro bidimensional COSY para a substancia (0)
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Figura 48. Mapa de Contorno HSQC para a substancia (0)
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Figura 49. Mapa de correlagio HMBC para a substancia (0)
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A terceira caracterizagdo corresponde a coleta da substancia IV, identificada

como numero 3 no cromatograma abaixo e destacada em azul.

Figura 50. Coleta IV da fragdo SPE 1
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Esta substancia, diferentemente das outras foi elucidada cruzando dados de

RMN unidimensional ('"H e *C{'H}) com as dados obtidos por UHPLC-QTOF-MS/MS. A

elucidacao estrutural do composto isolado baseou-se na integracdo dos dados de espectroscopia

de RMN unidimensional (‘H e "C) com o padrio de fragmentacdo observado por

espectrometria de massas em tandem (MS/MS), permitindo confirmar de forma robusta a

identidade da substancia como uma 2-(14'-hidroxi-14',15'-dimetil-hexadecil)-3-metoxi-4-

quinolona.

Tabela 7. Atribui¢do dos Sinais de RMN e Validacdo Estrutural por MS/MS

Atomo o0'H (ppm) 0"*C (ppm) Observacoes

OMe 3,80 (s) 60 Grupo metoxila no C-3
H-5 8,22 (d, J=8,2 Hz, 1H) 132,6 Aromatico

H-6 7,61 (¢, J="7,6 Hz, 1H) 128-135 Aromaticos

H-7 7,53 (d, J=28,2 Hz, 1H) 118,8 Aromatico

H-8 7,32 (¢t,J=17,6 Hz, 1H) 124,4 Aromatico

H-1’ 2,80 (brt, J="1,8 Hz, 2H) 40 Ligado ao C-2

H-2' 1,72 (m) 34 Metileno da cadeia
Me-16"/ Me-17' 1,08 /0,89 (s) 22/23 CHs do isopropil
Me-18’ 1,25 (s) 26 CHs isolado (C-14")
C-4 — 174,3 Carbonila da quinolona
C-2 — 149,5 Ligado a cadeia lateral

Fonte: Autoria Propria (2025)
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No espectro de RMN 'H (Figura 53, pag. 86), observou-se um sinal ¢ 3,80 ppm
integrando para 3H, sugeridno uma metoxila. A presenca do grupo metoxila no C-3 ¢ uma
informacao crucial para distingdo estrutural da quinolona, pois permite diferencia-la de

analogos nao metoxilados que apresentam padroes de fragmentagao distintos

A regido aromatica revelou um sistema do tipo ABCD, com quatro sinais entre
0 8,22 e 7,32 ppm, tipicos dos protons do anel benzénico da quinolona. Os sinais para os
hidrogénios H-5, H-6, H-7 e H-8, sdo similares aos relatados para as estruturas anteriores,
indicando um anel aromatico 1,2-dissubstituido. Os respectivos carbonos aromaticos aparecem
no espectro de RMN *C (Figura 54, pag. 87) entre ¢ 112 e 135, enquanto a carbonila o,p-

insaturada do anel quinolonico (C-4) possui um sinal intenso em dc 174,3

Na regido alifatica do espectro de 'H, os sinais de on 2,80 e 1,72 ppm foram
atribuidos aos hidrogénios H-1" e H-2', respectivamente, indicando o inicio da longa cadeia
lateral saturada. Essa cadeia se estende até um sistema isopropilico terminal, cujo sinal em on
1,12 (s, 6H) corresponde as duas metilas (Me-16" ¢ Me-17"). O sinal no espectro de RMN de
13C em o8C 71,4 sugere um carbono oxigenado. A eliminagdo de H>O no espectro de MS/MS

(Figura 51, pag. 84) corrobora para a presenga do grupo hidroxila.

A andlise por espectrometria de massas em tandem (MS/MS), obtida a partir do
precursor [M+H]+ com m/z 360, revelou uma série de fragmentos que corroboram fortemente
a estrutura proposta. A primeira fragmentacdo observada gerou um ion de m/z 342,

correspondente a elimina¢do de uma molécula de agua (18 Da).

Um fragmento de grande relevancia, observado em m/z 175, resulta da quebra
da ligagdo entre o anel e a cadeia lateral, com perda de um grupo alquila extenso (Ci1Ha1). Este
fragmento corresponde ao nticleo quinolona intacto, validando a presen¢a do anel quinoldnico.
Adicionalmente, o fragmento de m/z 188 resulta de uma quebra posterior ao C-3 e esta
associado a presenga da metoxilagdo neste carbono. Esse fragmento aparece em diversas rotas
de fragmentagdo propostas no mecanismo € € consistente com a presenga de uma 3-metoxi-

quinolona, reforgcando a atribuigio feita com base no RMN'H e *C {!H}.

Outros fragmentos observados, como m/z 244, 216 e 202, decorrem da perda
sequencial de segmentos da cadeia alifatica, incluindo grupos etila e propila. A existéncia de
fragmentos em m/z 326, 312 e 258 demonstra o desprendimento gradual de fragmentos da

extremidade da cadeia e indica a alta estabilidade do nlcleo aroméatico quinolonico, além de
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reforcar a posi¢do da substituicdo no C-2. A rota de fragmentacdo com geracao do ion m/z 216,
por exemplo, envolve a perda de C:H4 e posterior rearranjo com eliminagdo de CO, o que

reafirma a localizagdo da carbonila e a extensao do sistema aromatico estabilizado.

Portanto, a integracdo dos dados espectrais d¢ RMN e MS/MS, incluindo o
reconhecimento de fragmentos diagnosticos e a consisténcia quimica das rotas de
fragmentacdo, permite confirmar a estrutura como sendo a 2-(14'-hidroxi-14',15'-dimetil-
hexadecil)-3-metoxi-4-quinolona. A presenga dos fragmentos m/z 342 (por perda de agua), m/z
188 (indicando grupo metoxila), e m/z 175 (nucleo aromatico intacto) sdo evidéncias criticas

que validam a proposta estrutural com elevado grau de confianca.

Figura 51. Cromatograma do ion extraido m/z 360
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Figura 52. Proposta de fragmentag@o baseada em dados de UHPLC-QTOF-MS/MS para a substancia (3)
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Figura 53. Espectro de Hidrogénio para a Coleta IV [Substéncia (3)]
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Figura 54. Espectro de Carbono para a Coleta IV [Substancia (3)]
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5.5 Resultados de Atividade Bacteriana e Xanthomonas citri subsp. Citri

A avaliagdo da atividade bacteriana dos extratos brutos de Dictyoloma
vandellianum foi conduzida frente a cepa de Xanthomonas citri subsp. citri, utilizando o ensaio
de microdilui¢ao em placas de 96 pogos com resazurina como indicador de viabilidade. Este
corante permite distinguir entre pogos com crescimento bacteriano (cor rosa) e pogos onde
houve inibi¢do do crescimento (cor azul/violeta), possibilitando a determinagdo da
concentracdo minima inibitéria (MIC) dos extratos, conforme desrito nos procedimentos

metodologicos da secao 4.6.

Foram testados os extratos brutos de folhas, frutos, casca dos frutos, galhos finos
e caule, em concentra¢des variando de 1000 a 7,8 ug/mL, distribuidas em dilui¢cdes seriadas
decrescentes. Os experimentos foram realizados em triplicata, conforme registrado na Tabela
4, com controles apropriados incluidos nas placas: DMSO (controle de solvente) e sulfato de
cobre pentahidratado (controle positivo). A Placa 3 foi dedicada aos controles do meio de

cultivo e do inoculo.

Tabela 8. Concentragdes Minimas Inibitorias (MIC) dos Extratos Brutos de Dictyoloma vandellianum Frente a
Xanthomonas citri subsp. citri

MIC pG/ML
Triplicatas

Extratos 1° 2° 3¢

1 — Folhas 125 125 125
2 - Frutos 500 500 500
3 — Casca do 500 500 500

Fruto

4 — Galhos finos 250 250 250
5 — Caule 250 250 250
DMSO 1000 1000 1000
Cu 250 250 250

Fonte: Autoria propria (2025)
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Figura 55. Analise da Atividade Antibacteriana dos Extratos Brutos de Dictyoloma vandellianum Frente a
Xanthomonas citri subsp. citri por Microdilui¢do em Placa

Legenda: Imagens das placas de 96 pocos utilizadas no ensaio de microdiluicdo para determinagdo da
Concentragdo Minima Inibitoria (MIC) dos extratos brutos de folhas (1), frutos (2), casca do fruto (3), galhos finos
(4) e caule (5) de D. vandellianum. As placas 1 e 2 representam as triplicatas dos extratos testados (numeragdes
indicadas na parte superior) e controles positivos: sulfato de cobre pentahidratado (Cu) e DMSO (controle de
solvente). A placa 3 apresenta os controles experimentais: controle do indculo (CI), do meio de cultura (caldo
nutriente) e dos extratos. A viragem de cor de roxo para rosa indica crescimento bacteriano, permitindo a
determinacgdo visual da MIC como a menor concentragdo na qual ndo ocorre mudanca de cor.

Fonte: Autoria propria (2025)
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Conforme os resultados demonstrados na Tabela 4 e na Figura 26, acima, o
extrato de folhas apresentou a melhor atividade frente a X. citri, com MIC de 125 pg/mL em
todas as repeticoes. Os extratos de frutos e casca de frutos apresentaram MIC de 500 pg/mL,
sugerindo menor atividade. O extrato de galhos finos apresentou MIC intermediaria de 250

png/mL, assim como o extrato de caule, que oscilou entre 250 e 500 pg/mL entre as repetig¢des.

O controle de solvente (DMSO) apresentou MIC de 1000 pg/mL, indicando
auséncia de atividade relevante sobre a bactéria e confirmando que os efeitos observados sao
atribuiveis aos metabolitos presentes nos extratos. O controle positivo com sulfato de cobre

(CU) apresentou MIC consistente de 250 pg/mL, validando o ensaio.

A analise visual das placas refor¢a os dados obtidos: a Placa 1 concentra os
extratos de 1 a 4 (folhas a galhos), e a Placa 2 inclui o extrato de caule (n° 5), além dos controles
Cu (cobre) e DMSO. Ja a Placa 3 apresenta os controles de crescimento e inodculo,

demonstrando a viabilidade do sistema experimental.

Os resultados obtidos apontam para a presenca de metabolitos com potencial
atividade bactericida no extrato de folhas, especialmente alcaloides oxigenados ou outros
compostos nitrogenados, frequentemente descritos como ativos contra bactérias gram-
negativas. Esse desempenho justifica a escolha do extrato foliar como matriz prioritaria para o
fracionamento via SPE e posterior isolamento e identificacdo estrutural dos compostos

majoritarios bioativos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como foco a investigacao fitoquimica de Dictyoloma
vandellianum, com o objetivo de caracterizar compostos bioativos com potencial aplicagdo no
controle do cancro citrico, doenca causada por Xanthomonas citri subsp. citri e considerada
uma das principais ameagas a citricultura. Todos os objetivos propostos foram plenamente
alcangados. A obtenc¢do dos extratos brutos a partir das folhas secas da planta foi realizada com
sucesso, utilizando solventes de polaridades distintas. A analise inicial do perfil quimico por
HPLC-PDA permitiu avaliar a complexidade e diversidade dos constituintes presentes nos

extratos, servindo como base para a etapa posterior de prospeccao e anotagao molecular.

As analises por UHPLC-QTOF-MS/MS, realizadas nos modos positivo ¢
negativo, associadas ao processamento de dados por plataformas metabolomicas como MS-
DIAL, MS-FINDER e GNPS, revelaram uma grande diversidade de metabdlitos secundarios.
A construgdo de redes moleculares contribuiu para a organizagdao dos dados em agrupamentos
com similaridade estrutural, destacando-se a presencga de compostos pertencentes as classes dos
flavonoides, alcaloides, quinolonas e cumarinas. Essas observagdes corroboram dados ja

relatados na literatura sobre espécies da familia Rutaceae, a qual D. vandellianum pertence.

Dentre os compostos detectados, trés substancias foram isoladas e submetidas a
elucidagdo estrutural detalhada por meio de espectroscopia de RMN unidimensional e
bidimensional ('H, *C {'H}, HSQC, HMBC e COSY), com validagio cruzada pelas rotas de
fragmentacdo observadas em espectrometria de massas de alta resolu¢do. Nenhum dos
compostos isolados ¢ inédito, sendo todos compativeis com estruturas ja descritas
anteriormente em estudos fitoquimicos envolvendo a espécie. No entanto, a redetec¢do dessas
substancias em diferentes fragdes, associada a confirmagdo estrutural por técnicas modernas,
reforgca a fidelidade metodoldgica adotada e valida a abordagem integrada utilizada na

identificacdo de constituintes em matrizes vegetais complexas.

A presenca confirmada de derivados de quinolonas, classe de compostos
amplamente conhecida por seu potencial antimicrobiano, ¢ especialmente relevante frente ao
objetivo aplicado do trabalho. A andlise integrada entre os dados espectrais e os mecanismos de
fragmentacdo fortaleceu a robustez dos resultados, conferindo alto grau de confiabilidade as
estruturas atribuidas. Além disso, o conjunto de dados obtido fornece uma base valiosa para
aprofundamentos futuros, especialmente no tocante a atividade biologica desses compostos

frente ao fitopatogeno alvo.
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Como perspectiva futura, propde-se a realizagdo de ensaios microbioldgicos com
os compostos isolados frente a Xanthomonas citri subsp. citri, a fim de avaliar sua eficcia
como agentes bactericidas. Ainda, ¢ recomendavel a continuidade do fracionamento e da
caracterizacao estrutural dos demais constituintes presentes nos extratos, com especial atencao
a investigacao de interacdes sinérgicas entre fragdes bioativas. Dessa forma, o presente estudo
estabelece bases concretas para a pesquisa ¢ o desenvolvimento de novas estratégias

fitossanitarias sustentaveis, apoiadas em produtos naturais oriundos da biodiversidade brasileira
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