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RESUMO

O género Strychnos destaca-se na Regido Amazonica devido ao seu uso na medicina
tradicional e em outras préaticas etnobotanicas, tais como a cacga (curare) e a pesca. Embora
algumas espécies pertencentes a este género tenham sido investigadas do ponto de vista
fitoquimico, muitas outras sdo praticamente inexploradas, tal como a espécie S. peckii,
sendo esta reconhecida como um dos ingredientes do curare. Neste contexto, 0 presente
trabalho buscou investigar o contetdo fitoquimico das folhas de S. peckii. Inicialmente,
as folhas foram submetidas a analise por espectrometria de massas com fonte de leaf spray
(LS-MS), sendo seu respectivo extrato aquoso (SPIF) investigado através de analises
baseadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(HPLC-MS) combinadas com organizacédo de dados via molecular networking (MN) e/ou
interpretacdo manual de espectros de MS/MS. Finalmente, 0s extratos aquosos contendo
moléculas supostamente inéditas, ou de interesse, foram fracionados em HPLC semi-
preparativo. A andlise de LS-MS permitiua identificacdo por tentativa dos alcaloides
inddlicos monoterpénicos (AIMs) estrictosidina e desoxicordifolina nas folhas de S.
peckii, e evidenciou perdas neutras Uteis para o reconhecimento de seus andlogos. O uso
de MN combinado com a interpretacdo manual dos espectros de MS/MS destacou
fragmentacbes chave para os AIMs e permitiu a identificacdo por tentativa do acido
estrictosidinico, 10-hidroxi- estrictosidina, 5-carboxiestrictosidina, lialosideo, 3,4-
dehidro-estrictosidina e estrictosidina lactama na amostra SPIF, além de sugerir a
presenca de substanciasinéditas nesta amostra. O fracionamento de SPIF resultou no
isolamento dos alcaloides: desoxicordifolina, 5-carboxiestrictosidina, N, p-
glucopiranosil vincosamida, estrictosidina e o 4&cido 3-harmanocarboxilico e o0s
flavonoides kaempferol-3-O-a- ramnosideo e quercetina-3-O-a-ramnosideo. A
abordagem proposta mostrou-se Gtil paraa caracterizacdo do contetdo fitoquimico das
folhas de S. peckii, qualificando esta espécie como fonte promissora de substancias
bioativas e contribuindo com o conhecimento quimico do género Strychnos.

Palavras-Chave: Alcaloides indélicos monoterpénicos, HPLC-MS/MS, Leaf spray,

Molecular networking.



ABSTRACT

The genus Strychnos stands out in the Amazon region due to its use in traditional medicine
and other ethnobotanical practices such as hunting (curare) and fishing. Although some
species of this genus have been investigated from the phytochemical point of view, many
others are practically unexplored, such as S. peckii, which are recognized as curare
ingredient. In this context, the present work sought to investigate the phytochemical
content of S. peckii leaves. Initially, the leaves were subjected to leaf spray mass
spectrometry (LS-MS) analysis, being their respective aqueous extracts (SPIF)
investigated by high performance liquid chromatography-coupled to mass spectrometry
(HPLC-MS) combined with data organization by molecular network (MN)and/or manual
interpretation of MS/MS spectra. Finally, the aqueous extracts containingdesired or
supposedly unpublished molecules were fractionated on semi-preparative HPLC. The LS-
MS analysis allowed the tentative identification of the monoterpene indole alkaloids
(MIAs) strictosidine and desoxycordifoline in the leaves of S. peckii, and showed useful
neutral losses for the recognition of their analogues by HPLC- MS/MS experiments. The
use of MN combined with manual interpretation of theMS/MS spectra highlighted key
fragmentations for MIAs and allowed the tentative identification of the strictosidinic acid,
10-hydroxy strictosidine, 5-carboxystrictosidine, lyaloside, 3,4-dehydro-strictosidine,
and strictosidine lactam from SPIF, besides suggesting the presence of unpublished
molecules in this sample. The SPIF fractionation resulted in the isolation of the alkaloids
desoxycordifoline, 5-  carboxystrictosidine,  N,f-glucopyranosil  vincosamide,
strictosidine and the harman-3- carboxylic acid and the flavonoids kaempferol-3-O-a-
rhamnoside and quecetin-3-O-a- rhamnoside. The proposed approach was useful to
characterize the phytochemical content of S. peckii leaves, qualifying this species as a
promising source of bioactive substances and contributing to the chemical knowledge of

the genus Strychnos.

Keywords: HPLC-MS/MS, Leaf spray, Molecular networking, Monoterpene indole

alkaloids
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MS Espectrometria de massas (do inglés Mass Spectrometry)

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High
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RMN Ressonancia Magnética Nuclear
MeOH Metanol
MeOD Metanol deuterado

DMSO Dimetil sulféxido

H Espectro de hidrogénio
d Dupleto
dd Duplo dupleto
dt Duplo tripleto
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m Multipleto
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1. INTRODUCAO

A Regido Amazonica (6.000.000 Km?), maior reservatorio natural da diversidade
vegetal do planeta, é constituida por aproximadamente 65% de florestas de terra firme,
sendo considerada a maior e mais diversa regido de Floresta Tropical do planeta
(OLIVEIRA; AMARAL, 2004; PRATES; IRVING, 2015; VASQUEZ et al., 2014). Em
meio a esta vasta biodiversidade, inimeras espécies pertencentes ao género Strychnos
(Loganiaceae) destacam-se devido ao seu uso na medicina tradicional (BASILIO et al.
2005; JIANG et al., 2016; VARANDA, 2006) e como ingredientes fundamentais no
preparo do curare, veneno utilizado na caca por diversas tribos indigenas da Regido
Amazonica (SILVA et al., 2005).

O género Strychnos é caracterizado quimicamente pela presenca de alcaloides
indolicos e flavondides (BISSET; PHILLIPSON, 1974; BRASSEUR; ANGENOT, 1986;
QUETIN-LECLERCQ et al., 1990), substancias farmacologicamente ativas responsaveis
por diversas atividades bioldgicas (O'CONNOR; MARESH, 2006). Embora a
composigdo quimica de algumas espécies de Strychnos da Regido Amazonica tenha sido
investigada, a composi¢do de muitas outras sdo praticamente inexploradas, tal como S.
peckii, reconhecida como ingrediente no preparo do curare (FOLKERS, 1938; PHILIPPE
et al., 2004).

Atualmente a ferramenta analitica mais versatil para a investigacdo quimica de
amostras bioldgicas ricas em substancias polares, tais como alcaloides e flavonoides, é a
espectrometria de massas (MS), associada ou ndo a técnicas cromatogréaficas (ex. HPLC).
Mais recentemente, abordagens baseadas em espectrometria de massas por ionizagéo
ambiente, tal como leaf spray, tém se caracterizado como métodos de amostragem rapidos
e de baixo custo, possibilitando analises diretas de amostras diversas, sendo til para o

rastreio de compostos organicos, em especial, compostos
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bioativos hidrofilicos (LIMA,; et al., 2019; LIU; WANG et al., 2011) (MARTINEZ-
JARQUIN et al., 2017; MONGE; et al., 2013). A possibilidade de processamento dos
dados de MS em plataforma de acesso aberto, tal como o Global Natural Products Social
Molecular Networking (GNPS), utilizando ferramentas modernas, tais como o molecular
networking (MN), tem auxiliado grandemente nas etapas de interpretacdo de dados e
identificacdo de novas substancias (RAMOS et al., 2019). De maneira integrativa, todas
as técnicas citadas acima possibilitam inimeras abordagens analiticas,seja na busca por
novas substancias, ou mesmo na caracterizacdo quimica satisfatoria de matrizes
complexas (BAKER et al., 2012 ; MARSHALL et al., 2015.; SILVA et al., 2019; SILVA
et al., 2014; SOARES,; et al., 2015).

Visando contribuir com o conhecimento fitoquimico do género Strychnos da Regido
Amazonica, o presente trabalho teve como énfase a desreplicacdo e/ou isolamento de

substancias bioativas presentes nas folhas de S. peckii.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A familia Loganiaceae R.Br. ex Mart.

A familia Loganiaceae pertence a ordem Gentianales no grupo das
angiospermas. E formado por um grupo monofilético que consiste de 12 géneros
(Antonia Pohl, Bonyunia M.R. Schomb. ex Progel, Gardneria Wallich, Geniostoma
J.R. Forster & G. Forster, Logania R. Brown, Mitrasacme Labill., Mitreola L.,
Neuburgia Blume, Norrisia Gardner, Spigelia L., Strychnos L. e Usteria Willd.) e
aproximadamente 420 espécies de distribuicdo pantropical (Figura 1) (BACKLUND et

al., 2005).

Figura 1: Distribuicdo geogréafica para a familia Loganiaceae (Global Biodiversity
Information Facility, 2019) (https://www.gbif.org/species/2502).

Os individuos da familia apresentam-se como ervas, trepadeiras, lianas, arvores,
arbustos ou subarbustos (ZAPPI; SETUBAL, 2016) e sdo ocorrentes em caatingas,
campos de varzea, florestas ciliares, florestas de igap0, florestas de terra firme dentre
outros (REFLORA, 2018). No Brasil, 131 espécies pertencentes a familia Loganiaceae
foram catalogadas, sendo 67 endémicas e encontram-se distribuidas em todas as regides
do pais (REFLORA, 2018)

Dentre 0s 12 géneros que sdo descritos para a familia, apenas 5 (Figura 2) sdo

ocorrentes no Brasil (ANDRADE; FRANKLIN, 2009; FLORA DO BRASIL, 2018).
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As espécies ocorrentes no pais para a familia encontram-se distribuidas por
todos os dominios fitogeograficos brasileiros e a regido norte € mais abundante, com
65 espécies catalogadas onde destas, 52 encontram-se no estado do Amazonas

(FLORA DO BRASIL, 2020).

LOGANIACEAE

. Bonyunia .
Antonia Pohl M.R.Schomb. ex Progel Spigelia L.
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Figura 2:Representantes dos géneros da familia Loganiaceae ocorrentes no Brasil.

2.1.1. O género Strychnos L.

Strychnos L. é o maior e mais representativo género da familia Loganiaceae,

formado por cerca de 200 espécies ocorrentes no mundo. Foi descrito pela primeira
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vez por Linnaeus, tomando como base as especies Strychnos nux-vomica e Strychnos
colubrina (S. minor) (ADEBOWALE et al., 2014; OHIRI et al., 1983; SILVA et al.,
2005).

E caracterizado como um género Pantropical e suas espécies apresentam-se
como lianas, raramente arvores ou arbustos eretos, usualmente com gavinhas e/ou
espinhos, tendo caules cilindricos e nos com plataformas foliares lenhosas. Esta
distribuido principalmente nas Américas do Sul e Central (73 espécies), Africa e Asia
(75 espécies), Austrdlia e Polinésia (44 espécies). Por possuir o maior numero de
espécies do género catalogadas, a Africa é considerada o centro de origem deste

género (OHIRI et al., 1983; PHILIPPE et al., 2004; ZAPPI; SETUBAL, 2016).
2.1.2 O género Strychnos L. no Brasil

Strychnos L. encontra-se amplamente distribuido em todas as cinco regides do
Brasil (Figura 3). O pais ha alguns anos registrava 62 espécies das 71 catalogadas para o
continente americano. Contudo, estudos recentes do Jardim Boténico do Rio de Janeiro,
através do programa Reflora em parceria com o CNPq (Programa REFLORA/CNPQ)
registrou um total 68 espécies ocorrentes no pais (sendo 28 endémicas). O programa
Reflora catalogou 50 espécies ocorrentes para a regido Norte (Figura 3) e 43 destas
encontram-se no estado do Amazonas. (ADEBOWALE et al., 2014; BASILIO et al.,

2005; FLORA DO BRASIL, 2018; REFLORA, 2018; SILVA et al., 2005).
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Figura 3: Distribuicdo de espécies do género strychnos no Brasil. Fonte: Adaptado de
Strychnos in Flora do Brasil 2020 em construcdo. Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB8663>. Acesso
em: 20 Jun. 2020.

A maior parte das espécies encontram-se na forma de cipds ou arbustos de
pequeno porte, com a espécie S. pseudoquina sendo uma excecao, apresentando-se como
uma arvore de médio porte e altura variando entre 3 a 5 m de altura (SILVA et al.,2005).

As espécies do género ocorrem em regides de mata pluvial em formacao primaria
(mata virgem). Na Amazonia, Strychnos L. encontra-se majoritariamente em mata virgem
de terra firme, com ocorréncias em restingas de varzea e em matas ribeirinhas,

temporariamente inundaveis de rios e igarapes (PINHEIRO, 2000).

2.2 Aspectos etnobotanicos e entofarmacolédgicos do género Strychnos

L.
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2.2.1 — Strychnos L. e o curare

O género ganhou notoriedade pois muitas de suas espécies foram e ainda séo
usadas como venenos de flechas no preparo do curare, um veneno de origem vegetal
preparado por algumas tribos de indios da Amazonia a partir de Strychnos spp. e/ou
espécies pertencentes a familia Menispermaceae (BONAMIN et al., 2011; CARL et al.,
2014; PHILIPPE et al., 2004; SILVA; SOUZA-BRITO et al., 2005).

H& alguns anos, acreditava-se que as espécies de strychnos que continham a
estricnina em sua composicao e o0s seus analogos convulsivantes pertenciam apenas as
espécies asiaticas, enquanto que as espécies americanas de strychnos eram de efeito
curarizante.

Rudolf Boehm (1895) classificou 0s venenos do curare através de uma abordagem
etnografica (ROBERTS; WINK, 1998), sendo eles:

e Calabash curare: obtidos de Loganiaceae (espécies de Strychnos);

e Tubo curare: derivados de Menispermaceae e predominante no Peru préximo
aos Andes na planicie oriental;

e Pot curare: mistura de Loganiaceae e Menispermaceae, sendo encontrados
principalmente na area coberta pela por¢cdo média da Amaz6nia e, em menor
escala, também na Guiana.

Muitos dos relatos que envolvem o preparo do curare mostram a complexa
composicdo destes. Um exemplo é o curare preparado pela tribo dos Canelo Quechua,
que consiste em: Menispermaceae spp.: Curarea tecunarum, Sciadotenia toxifera,
Cissampelos parreira e Loganiaceae spp.: Strychnos toxifera, Strychnos peckii, Strychnos
jobertania, bem como uma planta néo identificada (PHILIPPE et al., 2004).

O curare preparado pelos indios na Amaz6nia é proveniente de varias espécies
de Strychnos, as quais apresentam em sua composi¢ao quimica alcaloides quaternarios
que possuem acdo bloqueadora neuromuscular (LIMA et al., 2010). As principais

substancias quimicas que compdem o curare sdo os alcaloides toxiferina e D-
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tubocurarina (Figura 4), que atuam no bloqueio dos receptores neuromusculares da
acetilcolina. (CZARNOWSK et al., 2007; VAN MAANEN, 1950; VIEGAS JUNIOR;

BOLZANI, 2006)

LI
OH N

OCHj /A

D-tubocurarina Toxiferina

Figura 4: Alcaloides presentes no curare que atuam como bloqueadores
neuromusculares.

Algumas tribos preparam o curare a partir de um Unico género de planta, como
por exemplo, os Nambikara e os Piar6a que usam apenas Strychnos. Os Lamista Quechua
preparam o curare unicamente a partir de Chondrodendron (Menispermaceae).Na familia
Loganiaceae, Strychnos € o Unico género utilizado no preparo do curare (BISSET, 1992a).

Como o curare era capaz de causar imobilidade completa ao paciente e por conta
disso permitir uma boa condigéo de trabalho ao cirurgido, ganhou popularidade cientifica
no final do século XIX (CARL et al., 2014). Em meados do século XX pela primeira vez
foi proposto um mecanismo molecular para o curare, no qual este atuava como um
antagonista competitivo das juncGes sinapticas neuromusculares nicotinérgicos. Portanto,
apos entrar na circulagdo sanguinea, leva rapidamente a paralisia, incluindo a paralisia
respiratéria (CARL et al., 2014).

Apesar desta descoberta, foi apenas em janeiro de 1942 que o curare teve 0 seu

primeiro uso clinico como relaxante muscular relatado. Contudo, com o
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desenvolvimento de novos relaxantes com melhores atividades farmacéuticas, o curare
perdeu relevancia na medicina moderna (BENNETT; A.E., 1968; CARL et al., 2014). E
conhecido que o curare ndo é capaz de atravessar a barreira hematoencefélica, portanto
a vitima de envenenamento estd ciente do que estd acontecendo até seus ultimos
momentos de vida.

As espécies de Strychnos se destacam por comporem a confeccdo do curare em
diferentes paises e algumas destas especies encontram-se descritas no Quadro 1
(CZARNOWSK et al., 2007; PHILIPPE et al., 2004; SILVA; SOUZA-BRITO et al.,
2005).

Quadro 1: Principais espécies de strychnos utilizadas na confeccdo do curare.

Espécies utilizadas na confeccao do Pais onde se utiliza no preparo do
curare curare
S. rondeletioides Spruce ex. Benth. Coldmbia, Venezuela
S. brachiata Ruiz et Pav. Colombia
S. toxifera Rob. Schomb ex. Benth. Panama, Colémbia, Venezuela, Equador,

Guiana, Guiana Francesa

S. tomentosa Benth. Brasil, Colombia, Peru
S. javariensis Krukoff Brasil, Guiana, Guiana Francesa
S. sandwithiana Krukoff et Barneby Brasil
S. jobertiana Baill. Colémbia, Equador, Brasil, Peru
S. solimoesana Krukoff Brasil
S. peckii B. L. Robinson Colémbia, Equador, Brasil
S. erichsonii Rich. Suriname, Coldmbia, Guiana
Schomb. ex. Prog.
S. bredemeyeri (Schultes) Guiana, Brasil
Sprague et Sandw.
S. mitscherlichii Rob. Colbmbia, Brasil, Equador, Guiana
Schomb. Var. mitscherlichii
S. mitscherlichii Rob. Colémbia
Schomb. Var pubescentor
Sandw.
S. amazonica Krukoff Colémbia
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S. solerederi Gilg
S. darienensis Seem.
S. ignatii P. Bergius
S. guianensis (Aubl.) Mart.

S. glabra Sagot ex. Prog.

S. subcordata Spruce ex. Benth.

S. panurensis Sprague et Sandw.

S. cogens Benth.
S. usambarensis Gilg
S. castelnaeana Wedd.

S. progeliana Krukoff

Colébmbia, Brasil
Equador
Malasia
Coldmbia, Venezuela, Suriname, Guiana,
Guiana Francesa, Equador, Brasil
Guiana Francesa, Brasil
Colémbia, Brasil
Colémbia, Venezuela
Colbmbia, Venezuela, Guiana, Brasil
Ruanda
Peru, Brasil

Brasil

et Barneby

2.2.2 Strychnos na medicina tradicional

Embora o género seja conhecido pela toxicidade de seus compostos, folhas e
cascas de Strychnos spp. sdo popularmente empregadas, principalmente sob a forma de
chas, sendo descrito por apresentarem atividades farmacologicas variadas (BONAMIN et
al., 2011; HONORIO-FRANCA et al.,2008; SILVA et al., 2005).

As espécies S. atlantica, S. parvifolia e S. trivervis sdo utilizadas na medicina
popular nordestina. O uso destas espécies se da através do infuso, decocto ou alcoolato
de suas folhas e cascas do caule atuando como depurativo e utilizado no tratamento da
sifilis. As raizes e cascas do caule também sdo empregadas no combate a diarreia, febres
intermitentes e em doencas ligadas ao sistema nervoso central (BASILIO et al., 2005).

A espécie S. pseudoquina também é relatada no uso popular no tratamento de
doencas hepaticas, do estbmago, febre e malaria (VARANDA, 2006). Sementes de S.
potatorum sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional nas partes centrais da

india e Sri Lanka. Além do seu uso medicinal, o p6 da semente desta espécie é
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também utilizado para na limpeza de &gua barrenta nas comunidades rurais
(JAYARAM et al., 2009).

Outra espécie utilizada na medicina popular ¢ S. angustiflora, uma planta
medicinal originaria do sul da China, utilizada popularmente no tratamento da artrite
reumatoide, lesbes traumaticas e em miastenia gravis, uma doenca autoimune que €
resultado da producéo de anticorpos anti-receptores da acetilcolina, que atuam na juncao
neuromuscular (JIANG et al., 2016; SILVA et al., 2012). Outras espécies com suas

atividades sdo descritas no Quadro 2.

Quadro 2: Exemplos de espécies de Strychnos utilizadas na medicina popular.

Espécie Uso popular Referéncia

Toénico, antimalarico,
contra doencas do Bonamin et al., 2011

S. pseudoguina figado e estdmago.

Caélculos renais,
tlceras, bronquite, Yadav et al., 2014
gonorreia e
conjuntivite.
Malaria, diarreia,
febre, hipertenséo e Sarmento et al., 2015
antidoto para picada
de cobra
Reumatismo, dores
abdominais, mordida
de cobra, maléaria e Oyedemi et al., 2010
diabetes mellitus
Problemas estomacais
e abdominais,
tratamento de doencas Silva et al., 2005
venéreas e afrodisiaca
S. angustiflora Miastenia gravis,
artrite reumatoide e Jiang et al., 2016
lesdo traumatica.
S. fendleri Malaria e febres em Suarez et al., 2015
geral

S. potatorum

S. lucida

S. henningsii

S. erichsonii
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S. nux vbmica Diabetes, anemia, Eldahshan et al., 2015
gonorreia e bronquite.
S. spinosa Tripanossomiase Hoet et al., 2006
africana
S.wallichiana  Antidoto para mordida
de cobra, diarreia e Rao et al., 2008
paralisia.
Ainda é dificil determinar se algum dos usos populares das espécies pode ser

explicado pela presenca de um unico constituinte ou se essa acao se deve a mistura de

constituintes presentes na planta (QUETIN-LECLERCAQ et al., 1990).
2.3 A quimica do género Strychnos L.

Uma grande parte dos compostos isolados a partir do género pertencem ao grupo
dos alcaloides inddlicos que sdo biogeneticamente derivados da secologanina e da
triptamina e diversos estudos fitoquimicos do caule, da casca e da raiz conduziram ao
isolamento de diversas substancias desta classe. Embora os estudos sejam conduzidos
em sua maior parte com galhos e cascas, outras partes da planta, tais como folhas e frutos
também sdo estudadas (BISSET; CHOUDHURY, 1974; NICOLETTI; et al., 1984;

OHIRI et al., 1983; QUETIN-LECLERCQ et al., 1990).

2.3.1 Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados, farmacologicamente ativos e sao
encontrados, predominantemente, nas angiospermas e em sua maioria, apresenta carater
alcalino. A partir dos aminoacidos alifaticos, obtém-se os alcaloides pirrolidinicos,
tropanicos (ornitina) e os piperidinicos (lisina), e a partir dos aminoacidos aromaticos,
obtém-se os alcaloides isoquinolinicos (tirosina) e os inddlicos (triptofano) (DEWICK,
2009; HENRIQUES et al., 1999).

Alcaloides sdo também o0s principais constituintes quimicos das espécies de
Strychnos, sendo os alcaloides do tipo indélico caracteristico das espécies deste género

(MAGNUS et al., 1992; SILVA et al., 2005). Estes pertencem ao grupo dos alcaloides
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verdadeiros, por possuirem anel heterociclico contendo um atomo de N e tém como
precursor biossintético um aminoacido. Todos os alcaloides inddlicos terpénicos sdo
derivados do triptofano e do terpeno iridoide secologanina (Figura 5) (O'CONNOR,;

MARESH, 2006).

|
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H OGlc
Triptofano Secologanina

Figura 5: Precursores da classe dos alcaloides indolicos terpénicos.

A descarboxilase do triptofano (com uma enzima de piridoxal) converte o
triptofano em triptamina. A presenca de um iridoide terpénico na via dos alcaloides
inddlicos foi proposta pela primeira vez apos a elucidacdo de estruturas de diversos
iridoides terpénicos. De forma subsequentemente, a secologanina foi identificada como
sendo o iridoide precursor especifico dos alcaloides inddlicos terpénicos (DEWICK,
2009; O'CONNOR; MARESH, 2006). As etapas iniciais da biossintese desses alcaloides

encontram-se descritos na Figura 6.
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triptofano triptamina

o 0 = OH
biossintese de terpenos \
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H;CO,C HO Y OH
OH

secologanina

Figura 6: Etapas iniciais da biossintese de alcaloides inddlicos terpénicos.
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Mais de 3000 alcaloides indolicos terpénicos sdo conhecidos. Encontram-se,
principalmente, em oito familias, dentre elas, a Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae
sdo as que fornecem as melhores fontes dessas classes de compostos (DEWICK, 2009;
O'CONNOR; MARESH, 2006).

Mesmo apresentando diversidade quimica em seus compostos (Quadro 3), uma
ampla variedade de estudos em Strychnos foca-se na identificacéo, isolamento e estudo
das atividades bioldgicas dos alcaloides presentes nas espécies do género. Embora o
alcaloide estricnina seja diretamente associado as espécies do género, este € relatado em
apenas sete espécies espalhadas pelo mundo, sendo estas: as espécies asiaticas S. nux-
vomica, S. ignatii e S. wallichiana, a espécie australiana S. lucida, na Africa a espécie S.
icaja e dentre as espécies americanas, apenas as S. tabescana e S. panamensis (PHILIPPE
et al., 2004; RAO; PRASAD, 2008). Alguns dos alcaloides relatados na literatura para o

género encontram-se no Quadro 3.
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Quadro 3: Alcaloides relatados para Strychnos spp.

Espécie Substancia Referéncia
S. peckii
. parviflora Silva etal., 2005
S. nigricans
\COOH
S. mellodora ) Brandt et al., 1999

S. usambarensis

OH
0_0
HO\R/VLOH

. OH
Palicosideo

Caoetal., 2012

X
N |
S. guianensis @ Silva et al., 2005
Harmano
OCHg,
S. guianensis

HO
9-metoxi-N-metilgeisoscizol

Penelle et al., 2001
Silva et al., 2005

S. nux-vOmica

N
N\
o)
o

Estricnina

Angenot et al.,
1990

S. amazbnica

\ NHZ
0
N
H
__ 0
HsCO
o)

Estrictosidina

Costa et al., 2016




OCH,

Il n
S. guianensis H Silva et al., 2005
X
HO
Metoxigeisoscizol
S. parvifolia
S. gardneri

Silva et al., 2005
Cao et al., 2012

S. jobertiana
S. usambarensis

Acagerina

CH,OH

Mukherjee et al.,
A\ 1997

S. atlantica

Normacusina B

S. panamensis

S. nux-vomica Bhati et al., 2012

Silva et al., 2005

2.3.2 Flavonoides

Os flavonoides compdem a classe de compostos polifendlicos, dos quais
encontram-se amplamente distribuidos em plantas, principalmente nas angiospermas
onde encontram-se em abundancia e caracterizam-se pelo seu nuacleo flavonoidico,
onde o anel A é condensado com o anel C e tem o anel B como substituinte na posicao

2 (Figura 7) (FAGGIO et al., 2017; PARHIZ et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).

35



Figura 7:Ndcleo estrutural de flavonoides. Adaptado de (FAGGIO et al., 2017).

Quando apresentam glicidios, sdo denominados glico-flavonoides ou flavonoides
glicosilados. D-glicose, L-rhamnose, galactose e arabinose sdo exemplos de substituices
glicidicas ocorrentes. Em exce¢do ao grupo das leucoantocianinas, os demais flavonoides,
nas plantas, ocorrem acompanhados por glicidios (DEGASPARI; WASZCZYNSKY]J,
2004; MACHADO et al., 2008). Alguns dos flavonoides relatados na literatura para o

género encontram-se no Quadro 4.
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Quadro 4: Flavonoides relatados para Strychnos spp.

Espécie

Substancia

Referéncia

S. pseudoquina

OCH;
OH

Nicoletti et al., 1984

S. pseudoquina

Nicoletti et al., 1984

S. nux-vOmica

Gupta et al., 2016

S. pseudoquina

Quercetina-3-O-metil éter

Boff et al., 2016
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S. variabilis OH Brasseur et al., 1986

HO OH
OH

S. variabilis Brasseur et al., 1986

OH

OH OH
Quercetina-3-O-galactosideo

2.3.3 Outros metabolitos secundérios de Strychnos L.

Embora o género seja amplamente estudando visando 0os compostos de natureza
alcaloidica ou flavonoidica, diversas outras classes de compostos sao relatadas para o
género.

Um estudo realizado em 2006 permitiu o isolamento de um novo composto 4-O-
(3,5-dimetdxi-4-hidroxibenzoil)-acido quinico, para a espécie S. lucida, um éster de
acido quinico cujo o seu percurso é descrito com atividade (ITOH et al., 2006) (Quadro
5).

Através de estudos da polpa de frutos da espécie S. cocculoides foi identificada
presenca de ésteres de acetato como 0s constituintes volateis majoritarios, com uma
composicao de 86,3% presentes na polpa (SHOKO et al., 2013).

O dleo essencial das folhas de S. spinosa apresentou em sua composi¢cdo como
constituintes majoritarios o &cido palmitico (34,3%), linalol (16,0%) e o (E)-geraniol
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(4,0%), sendo o restante de sua composicdo composto por aldeidos, ésteres e alcoois

(HOET et al., 2006) (Quadro 5).

Em 2017, estudos com os frutos de S. nux-vOmica através de um método de

isolamento e quantificagdo por HPLC conduziu o isolamento da loganina, um iridoide

glicosilado no qual recebeu este nome apos ser isolado pela primeira vez nos frutos desta

espécie (PATIL; LADDHA, 2017). Outros compostos reportados para as espécies do

género encontram-se no Quadro 5.

Quadro 5: Substancias relatadas para Strychnos spp.

Espécie Estrutura Referéncia

H,CO OHOH

., OH

HO v
. : Pinheiro et al.,
S. guianensis 2004
OCHjs
OH
(+)-cicloolivil

S. cocculoides

)kom(

Acetato de isobutila

Shoko et al., 2013

OCH;
HO OH
o,
S. lucida HyCO Itoh et al., 2006
O 1OH
HO COOH
4-0-(3,5-dimetdxi-4-hidroxibenzoil)-
acido quinico

S. nux-vbmica

OH

0~ "o
Loganina

Patil et al., 2017
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Hoet et al., 2006

N-"0H
S. spinosa |
Geraniol
o Hoet et al., 2006
S. spinosa NW\/\A/\)J\OH
Acido Palmitico
S. spinosa Hoet et al., 2006

:

Linalol

S. darienensis

OH
o5
HO

Acido 4-hidroxibenzoico

Travasarou et al.,
2019

S. darienensis

OH o—
-
O
_0O

Ficusal

Travasarou et al.,
2019

S. darienensis

0]
(0]
~ \Q)J\OH
HO

Acido vanilico

Travasarou et al.,
2019

S. angustiflora

OH
O ;

o O

Palmarumicina SA1

Jiang et al., 2016
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2.4 Abordagens baseadas em espectrometria de massas (MS) na

investigacdo quimica de matrizes vegetais

A caracterizacdo dos perfis metabolicos de extratos brutos de plantas torna-se uma
pratica complexa em razéo da diversidade estrutural de compostos presentes na matriz
estudada. Contudo, gracas aos avancos das técnicas que possibilitam a identificacdo de
compostos, as técnicas modernas permitem que haja a selecdo de extratos promissores
tanto para estudos de avaliacdo biolégica como para auxiliar no direcionamento do
isolamento de compostos bioativos de interesse (FUNARI et al., 2013; RODRIGUES; et
al., 2006).

A espectrometria de massas (MS) tem desempenhado um importante papel como
método analitico desde que foi utilizada por Aston, no século XX na demonstracdo da
existéncia de isdtopos e medicdo suas massas (BALDWIN, 1995). A espectrometria de
massas € uma técnica analitica na qual ions sdo formados em fase gasosa e separados de
acordo com suas diferentes razdes de massa/carga (m/z). O uso crescente da técnica se
deve a sua aplicabilidade em diversas areas da ciéncia e a sua alta sensibilidade,
seletividade e precisdo (AWAAD et al., 2015).

Independente da forma como a amostra € introduzida no espectrometro de massas
(ex: HPLC, infusdo direta, insercdo direta), € na fonte de ions que as espécies carregadas
serdo produzidas, sendo esta etapa fundamental para o sucesso da analise (EL-ANEED et
al., 2009). Portanto, os ions sdo gerados através de uma fonte de ions, para enfim, serem
separados e detectados (AWAAD et al., 2015; NIESSEN, 2006; ROMAO, 2010;
SILVERSTEIN et al., 2005). Embora no mercado existam espectrometros de alta e baixa
resolucgéo, todos os instrumentos contém trés elementos principais: a fonte de ionizacao,

o analisador de massas e o detector.
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Um dos métodos analiticos mais sensiveis e utilizados é a cromatografia liquida
hifenada ao detector de ultravioleta e/ou espectrometria de massas (Figura 8). O detector
de MS apresenta um alto desempenho na separacdo de massas. Além disso, informacGes
estruturais podem ser obtidas, em alguns casos, a partir dos fragmentos de MS/MS ou

MS" (QUEIROZ; HOSTETTMANN, 2006).

Desviagad
Injegdo b’;’:r"—:a [ gl J Espectros
- @xtrato Adicdo pos-coluna utilizada em LC/MS _‘—_ﬁ?
- fraga do
M -l o e w
?
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ltrs uv £
| / \\ |
—

Figura 8: Esquema basico do acoplamento de HPLC-MS e HPLC-UV.

Outra importante aplicacdo da espectrometria de massas é a desreplicacdo de
compostos conhecidos, onde é possivel identificar o composto através das informacoes
espectrais adquiridas e de bancos de dados (KIND; FIEHN, 2017). Os dados obtidos por
espectrometria de massas sequencial (MS/MS) sdo muito mais discriminantes para o
processo de desreplicacdo do que o ion precursor sozinho, por este motivo, diferentes
métodos tém sido desenvolvidos através de abordagens bioinformaticas a fim de
organizar e interpretar os conjuntos de fragmentos observados (ALLARD et al., 2016;
YANG et al., 2013). Dentre essas novas abordagens, destaca-se o0 molecular networking
(MN), parte do Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS), o qual
baseia-se no fato de que moléculas que possuem estruturas semelhantes compartilham
padrdes de fragmentacdo semelhantes (ALLARD et al., 2016; RAHEEM et al., 2019;

YANG et al., 2013).
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O GNPS é uma plataforma publica que permite o0 uso do MN. Neste, a
visualizacdo das redes moleculares representa cada espectro como um nodo. A obtencéo
da rede molecular é feita primeiramente na coleta dos espectros de MS/MS e em seguida
uma rede molecular € gerada usando escores que irdo medir o grau de semelhanca nos
espectros de MS/MS resultando na representacdo visual da relacdo molecular
(semelhanca quimica) do conjunto de compostos (WANG et al., 2016; YANG,; et al.,
2013).

Em adicdo, a plataforma disponibiliza outros recursos, tais como bibliotecas
espectrais. No geral, os dados obtidos através de analises de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a-espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) sdo empregados
na construcao de uma abordagem baseada em MN.

2.4.1 Leaf spray

Atualmente, uma técnica que tém se destacado € a ionizacdo ambiente por Leaf
Spray (LS). Isso porque ela permite o acesso ao perfil quimico de folhas e outros materiais
vegetais sem a necessidade do preparo de amostra, sendo o uso de solvente minimo ou
inexistente (FALCONE; COOKS, 2016).

A andlise por LS, permite uma analise in vivo de plantas, bem como a
caracterizacdo de materiais vegetais. Nesta técnica, 0s constituintes quimicos do
material vegetal sdo analisados por um método simples de pulverizagdo que
fornece informacGes sobre sua composicdo quimica e determinadas classes de
compostos, como 0s aglcares, aminoacidos, acidos graxos, lipidios, alcaloides
dentre outros, sendo uma técnica rapida e de baixo custo (LIU et al., 2011).

Na andlise por LS, a folha é cortada em forma triangular, presa a uma garra
metélica (Figura 9) e uma aliquota de solvente pode entdo ser aplicada para a extracédo

dos metabdlitos de interesse. Embora o uso de solvente seja opcional, observa-se uma
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melhora na relagdo sinal/ruido quando o solvente é adicionado. Por fim, uma alta tensdo
é aplicada ao suporte metalico, no qual resulta na emissao de gotas carregadas da ponta

da folha (FALCONE; COOKS, 2016; PEREIRA et al., 2016).

Material vegetal amadade A
% . analisador /

Y | akv ‘. 10-20 puL MeOH // |

\> ; - ‘e 1-_-

L./ S LE

Y T/
amostra , \

(em formato triangular) "\\ l
compostos \
ionizados \

Figura 9: Representacdo da analise por LS-MS. (Figura adaptada de Tadjimukhamedov
etal., 2012).

Como os materiais vegetais, em geral, sdo de grande interesse para o
desenvolvimento de farmacos e para os estudos de produtos naturais e por se
tratarem de matrizes complexas, o leaf spray permite a sua analise imediata sem
a necessidade do preparo de amostra e se mostrando eficiente na analise e
identificacdo dos metabdlitos primérios e secundarios presentes na matriz vegetal

(LIU etal., 2011; TADJIMUKHAMEDOV et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Contribuir com o conhecimento fitoquimico do género Strychnos da Regido
Amazonica através da desreplicacdo e/ou isolamento de substancias de interesse da

espécie S. peckii.

3.2. Especificos

e Acessar o perfil quimico das folhas de S. peckii através de analises de LS-MS;

e Caracterizar a composi¢do quimica dos extratos aquosos das folhas de S. peckii
empregando-se analises baseadas em HPLC-MS em combinagdo com analisesde
molecular networking (MN) e/ou interpretacdo manual de espectros de MS/MS;

e Isolar e caracterizar substancias de interesse quimico/farmacolégico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Analises cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas no Laboratério de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LABCEM) da central analitica, UFAM. Analises por HPLC
em escala analitica foram realizadas em cromatografo Surveyor Plus® (Thermo
Scientific) equipado com bomba Surveyor LC Pump Plus, autoamostrador Surveyor
Autosampler Plus, valvula de inje¢do Rheodyne (25 pL), operando simultaneamente com
detector de arranjo de diodos (DAD) Surveyor PDA Plus Detector e acoplado a
espectrdometro de massas (TSQ Quantum Acess) e coluna cromatografica Luna C18 (5
pum, 150 x 4,60 mm) Phenomenex. As fases mdveis utilizadas foram metanol (MeOH) e
agua (H20).

As analises por HPLC em escala semi preparativa foram realizadas utilizando
cromatografico modelo UFLC® (Shimadzu) equipado com bomba LC-6AD (sistema
binério) looping de 500 pL, degaseificador DGU-20A5, detector de ultravioleta (UV)
SPD-20AV, mddulo de comunicacdo CBM-20A e valvula de injecdo Rheodyne (200 uL)
e colunas cromatograficas Luna C18 (5 um, 250 x 10 mm) e PFP (5 um, 250 x 10 mm)
Phenomenex. As fases moveis utilizadas foram MeOH e H;0.

4.2 Solventes

Solventes grau HPLC (Tedia ®) e agua ultrapura obtida a partir de um sistema
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA) foram utilizados para as analises
cromatogréaficas em escala analitica e semi-preparativa, bem como para as analises por
espectrometria de massas. Para o preparo dos extratos utilizou-se como solvente agua
destilada.

Solventes deuterados da marca Cambridge Isotope Laboratories (Scielab) foram

utilizados para obtencéo dos espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN).
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4.3 Métodos espectroscopicos e espectrometricos

4.3.1 Anédlises por espectrometria de massas

Os espectros de massas foram registrados em espectrdmetro do tipo triplo-
quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess, operando com fonte electrospray (ESI). Os
modos positivo e negativo foram escolhidos para a obtengdo dos espectros de massa em
primeira ordem (MS) e em multiplos estagios (MS"). As fragmentagdes foram realizadas
utilizando energias de colisdo entre 30 a 35 eV. Os espectros foram adquiridos e

processados através do software Xcalibur® versdo 2.7 (Thermo Scientific®).
4.3.2 Analises por ressonancia magnética nuclear

As analises de RMN foram realizadas no Laboratorio de Ressonancia Magnética
Nuclear (NMRLAB) da central analitica, UFAM. Os espectros unidimensionais (1D) e
bidimensionais (2D) foram obtidos em espectrometro Bruker AVANCE |11 HD equipado
com uma sonda multinuclear de 5 mm (BBFO Plus SmartProbe™) com gradiente de
campo na dire¢do Z, operando a 11,74 tesla, observando os niicleos de *H e®*C a 500,13
e 125,76 MHz, respectivamente. Os deslocamentos quimicos () foram expressos em ppm
relativos ao sinal do tetrametilsilano (TMS) e as constantes de acoplamento (J) expressas
em Hertz (Hz).

4.4 Coleta e identificacdo do material botanico

O material botanico (folhas) de S. peckii foi coletado no dia 24 de maio de 2018
na Reserva Florestal Adolpho Ducke (02° 55” 56.0” S, 059° 58’ 16.0” W), localizada na
cidade de Manaus/AM. A localizacéo das espécies foi feita seguindo os mapas de trilhas
do Projeto Flora da Reserva Ducke (INPA).

A identificacdo do material botanico foi realizada pelo parataxonomista do INPA,

Sr. José Ferreira Ramos, utilizando chaves dicotdmicas de identificacdo e
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comparagdo com material botanico do herbario devidamente identificadas. A exsicata
do individuo coletado encontra-se depositada no Herbario do INPA sob o numero:
282886. O acesso ao patriménio genético foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo
do Patrimo6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o codigo
AFACFAT. Apos a coleta, o material botanico foi seco durante o periodo de 20 dias a

temperatura ambiente.

4.5 Analise do perfil quimico das folhas de S. peckii por espectrometria

de massas com fonte ambiente leaf spray (LS-MS)

As analises de LS-MS foram realizadas de acordo com metodologia previamente
descrita (LIMA; SILVA; SOARES; ALMEIDA et al., 2019). As folhas foram cortadas
em pequenos triangulos com tamanho aproximado de 1 cm de largura e mantidos por
um clipe de metal a uma distancia de 10 mm da entrada dos espectrémetros de massas.
Em seguida, 10 uL de metanol (grau HPLC) foram depositados na superficie do material
e uma voltagem (4,5 kV, com polaridade positiva) foi aplicada diretamente ao tecido da
planta, gerando uma pulverizacdo de goticulas carregadas, transportando substancias

quimicas enddgenas em direcdo a entrada dos espectrémetros de massas.
4.6 Obtencao dos extratos aquosos das folhas de S. peckii

Para a extracdo aquosa em micro escala, uma aliquota (2g) das folhas de S. peckii
foi pulverizada em um moinho de facas analitico (80374, Hamilton Beach, SP, Brasil),
sendo submetida a extracdo com agua destilada (100 mL) por infusdo, seguindo o
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2011). O material
vegetal infusionado foi mantido tampado por 15 minutos. Apos este periodo o extrato
foi filtrado utilizando de papel de filtro Whatman 43 (Sigma-Aldrich) e em seguida
liofilizado (Alpha 1-2 LDplus, Martin Christ, Alemanha), produzindo 0,20 g (10%) do

extrato aquoso das folhas (SPIF).
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Para extracdo aquosa em larga escala, 20,0 g das folhas de S. peckii foram
extraidas com agua destilada (1000 mL) utilizando a mesma metodologia empregada para
0 preparo dos extratos em micro escala. O extrato aquoso filtrado foi congelado e em
seguida liofilizado (Liofilizador Christ, Alpha 1-2 LDplus), produzindo 2,49 g(~12%) do
extrato aquoso das folhas em larga escala (SPIF_LE).

Apds secos, todos os extratos foram pesados em balanca analitica (marca Ohaus
Adventurer modelo AR2140) e armazenados sob refrigeracdo. Os processos detalhados

de extracdo encontram-se descritos nos fluxogramas 1 e 2.
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Material vegetal

a. 100 ml de &gua destilada fervente foi adicionada a
29 de material vegetal;

b. o material infusionado repousou (tampado) por 15
minutos;

c. Apos este periodo, filtrou-se o extrato com auxilio
de papel de filtro e funil de vidro.

Material vegetal filtrado

d. o material filtrado foi liofilizado por 72 horas;
e. pesou-se 0 material vegetal seco;

Extrato aguoso de
infusao das folhas

f. calculou-se o rendimento da extragéo;

Fluxograma 1: Etapas do processo de preparo do extrato aquoso de infusdo em micro escala (SPIF).
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Material vegetal

a. 1L de agua destilada fervente foi adicionado a 20,0 g
de material vegetal (folhas);

b. o material infusionado repousou (tampado) por 15
minutos;

c. Ap0s este periodo, filtrou-se o extrato com auxilio de
papel de filtro e funil de vidro;

Material vegetal filtrado

d. o material filtrado foi liofilizado por 15 dias;
e. pesou-se 0 material vegetal seco;

Extrato aquoso de infuséo
em larga escala das folhas

f. calculou-se o rendimento da extragéo;

Fluxograma 2: Etapas do processo de preparo do extrato aquoso de infusdo em larga escala (SPIF_LE).
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4.7 Analise por HPLC-MS/MS do extrato SPIF

Para analise por HPLC-MS/MS, os extratos aquosos foram solubilizados em uma
mistura dgua-metanol (80:20, v/v) a 1 mg/mL e injetado (25 pL) em uma coluna
Phenomenex Luna C18 (2) (5 um, 150 mm x 4,6 mm id ) (Torrance, CA, EUA) com a
seguinte eluicdo em modo gradiente: 0-15 min, 20-80% B; 15-25 minutos, 80% de B a
uma taxa de vazdo de 1,0 mL/min, onde (A) € dgua e (B) metanol.

Os parametros da fonte ESI foram ajustados conforme segue: spray voltage, 4500
V; sheath gas pressure, 35 arbitrary unit (arb); ion sweep gas pressure, 0.0 arb; aux gas
pressure, 10 arb; capillary temperature, 230 °C; tube lens offset, 109 V; skimmer offset,
0 V; mass range; neutral loss mass range, m/z 400-800 (17 e 162 Da); collision energy,

25-35 eV; neutral loss scan collision energy, 35 eV.
4.8 Andlises por molecular networking (MN) de S. peckii

Para as anélises de MN, os arquivos obtidos durante as corridas de HPLC- MS/MS
foram convertidos no formato mzXML utilizando-se o software ProteoWizard
(http://proteowizard.sourceforge.net). Apds convertidos, os arquivos foram carregados
diretamente na pagina do GNPS (https://gnps.ucsd.edu) e processados com a ferramenta
MN.

Os parametros para obtencéo dos dados de MN foram definidos da seguinte forma:
tolerancia da massa do ion precursor, 1 Da; tolerancia de massa de ions de fragmentos,
0,9 Da; min pares de cosseno, 0,6; topk de rede, 10; tamanho maximo do componente
conectado, 100; ions fragmentos minimos correspondentes, 3; tamanho minimo do
cluster, 5. Os dados foram visualizados no Cytoscape (versdao 3.7.0, disponivel em
https://cytoscape.org). As substancias foram desreplicadas a partir do agrupamento

observado no MN e interpretacdo manual dos espectros de MS/MS.
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4.9 Clean up da amostra SPIF_LE e anélise por HPLC-DAD-MS

Previamente a analise por HPLC-DAD-MS, o extrato foi submetido a um processo
de extracdo em fase sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) para o clean up da
amostra, utilizando C18 (10 g). A fase estacionaria foi previamente ativada utilizando
MeOH e em seguida condicionada utilizando 100 mL de 4gua Milli-Q.Utilizou-se 1 g de
amostra solubilizada em 3 mL de 4gua. Apds a lavagem paraobtencao da fase aquosa, a
agua presente no sistema foi removido a vacuo e em seguida realizado outra lavagem com
100 mL de MeOH para obtencdo da fase metandlica. A fase aquosa foi congelada e
liofilizada e a fase metandlica seca em N2 gasoso. Ao final do processo, obteve-se 0,63 ¢
(63%) do extrato metandlico (SPIF_LE_SPE).

Para as analises de LC-DAD-MS dos extratos, utilizou-se um sistema de HPLC
modelo Acella® (Thermo Scientific) acoplado a um espectrometro de massas do tipo
triplo-quadrupolo, modelo TSQ Quantum Acess (Thermo scientific), equipado com fonte
ESI (em modos positivo e negativo) e faixa de aquisi¢do de 100-1000 m/z. As condigdes

de eluicdo encontram-se descritas no topico 4.7.
4.10 Fracionamento cromatografico de SPIF_LE_SPE

O método utilizado em escala analitica foi escalonado para a realizacdo do
fracionamento cromatogréfico. A separacéo foi realizada usando uma coluna Luna C18
(5um, 250 x 10 mm) Phenomenex, as fases maéveis utilizadas foram metanol (B) e 4gua
milli-Q (A), com gradiente B de 20-80% durante 24 minutos e em seguida 80% de B
por 10 minutos e fluxo de 3,5 mL/min. O detector UV-Vis foi ajustado para monitorar
as faixas de 280 e 316 nm, utilizando 30 mg de cada amostra e estas foram solubilizadas
em 100 pL de DMSO grau HPLC. Este procedimento foi repetido 5 vezes (5 injecGes)

para o extrato SPIF_LE_SPE resultando em 13 fragdes (Tabela 1).
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Tabela 1: Codificacdo das fracGes obtidos apds fracionamento cromatografico.

S. peckii
Amostra  Massa (mg)
SPF1 2,9
SPF2 3,1
SPF3 3,7
SPF4 8,4
SPF5 17,8
SPF6 8,3
SPF7 19,4
SPF8 19,9
SPF9 9,7
SPF10 10,9
SPF11 6,3
SPF12 49
SPF13 4,2

4.11 Purificacdo dos constituintes quimicos de Strychnos peckii

As fragOes SPF4 (8,4 mg), SPF8 (19,9 mg) e SPF10 (10,9 mg) foram submetidas
a andlises por MS e RMN. As fragdes SPF7 (19,4 mg) e SPF9 (9,7 mg) foram submetidas,
individualmente, ao fracionamento por HPLC em escala semi-preparativa utilizando a
mesma fase mdvel e coluna C18 descritas no tépico 4.10, resultando nas subfracdes
SPF7_1 (2,4 mg) e SPF7_2 (3,3 mg) de SPF7 e SPF9_2 (2,0 mg) de SPF9.A subfracéo
SPF7.3 (3,2 mg) foi ainda fracionada por HPLC semi-preparativa usando uma coluna PFP
(250 mm x 10 mm, 5 pm) (Phenomenex - Torrance, CA, EUA) com um gradiente de
eluicdo como segue: 0-24 min, 30-80% B (v:v), proporcionando a subfracdo SPIF_661

(2,0 mg). Todas essas fracGes foram submetidas a analises por MSe RMN.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil alcaloidico das folhas de S. peckii por LS-MS

O espectro de LS-MS das folhas de S. peckii (Figura 10 (A)), no modo postivo,
evidenciou a presenga de um ion de m/z 531 como pico base e a presenca de outros ions

menos intensos, destacando a presenga do ion de m/z 571 proximo ao pico base.
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Figura 10: Perfil alcaloidico por LS-MS das folhas de S. peckii com * denotando
possiveis alcaloides (A) e espectros de LS-MS/MS dos ions de m/z 531 (B) e 571 (C).

Os ions de m/z 571 e 531 foram submetidos a analise de LS-MS/MS onde o
espectro de fragmentacao (Figura 10 (B e C)) evidenciou para o ion de m/z 531 perdas
iniciais competitivas de amoénia (17 Da, -NH3) (m/z 531 — m/z 514) e glicose (m/z 531
— m/z 369) (162 Da, - CeH100). Apos a perda de amonia tambem foi possivel observar
a perda neutra da glicose (m/z 514 — m/z 352), esses padrdes de fragmentacdo (Figura
11) estdo de acordo com o alcaloide indolico monoterpénico (AIM) estrictosidina
(YAMAZAKI; URANO; SUDO; KITAJIMA et al., 2003), previamente reportado em
S. amazonica, S. mellodora e S. nux-vomica (COSTA et al., 2016; SCOTT, 1974; TITS

et al., 1996). Perdas competitivas de 18 Da (-H20, m/z 352 — m/z 334) e 32 Da (-
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CH3OH, m/z 352 — m/z 320) e 70 Da (-C4HsO, m/z 352 — m/z 282) também foram

observadas ap0s a perda de glicose da unidade de secologanina.
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Figura 11: Proposta de fragmentacdo para os principais ions produtos observados no
espectro de LS-MS/MS do alcaloide estrictosidina (m/z 531).
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Por outro lado, o espectro de MS/MS do ion de m/z 571 demonstrou apenas a perda
inicial de glicose (m/z 571 — m/z 409), sem a perda competitiva de amoénia. Apds a perda
neutra de glicose, perdas competitivas de 18 Da (-H20, m/z 409 — m/z 391), 32 Da (-
CH30H, m/z 409 — m/z 377) e 70 Da (-C4HsO, m/z 409 — m/z 339) foram observadas a
partir da unidade de secologanina no composto. Esse padréo de fragmentacdo (Figura 12)
¢ consistente com o AIM desoxicordifolina (BRANDT et al., 1999), previamente

reportado em S. mellodora (BRANDT et al., 1999).

Figura 12: Proposta de fragmentacédo para os principais ions produtos observados no
espectro de LS-MS/MS do alcaloide desoxicordifolina (m/z 571).

Embora a perda de 162 Da (glicose) tenha sido aplicada com sucesso como um filtro
de perda neutra para identificar AIMs, essa perda € comum a outras classes, como

saponinas triterpénicas e flavonoides glicosilados (MA et al., 2000; PAN et al., 2015;
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ZHENG et al., 2010). Em relacdo a perda de 17 Da (NH3), esta também € uma perda
neutra ndo restrita aos AIMS, contudo, restrita a alcaloides (LIMA et al., 2019). Portanto,
devido a ocorréncia histérica de AIMs em espécies de Strychnos, ambas as perdas
poderiam ser usadas para a triagem de AIMs. Em relacdo as perdas competitivas
decorrentes da parte da secologanina, nenhuma informacéo de fragmentacdo foi atribuida
até o momento.

Assim, o perfil alcaloidico inicial por LS-MS permitiu o rapido reconhecimento de
AlMs nas folhas de S. peckii, e revelou perdas neutras Uteis que guiaram para O
reconhecimento de outros derivados nessa amostra através de experimentos de LC-

MS/MS.

5.2 Analises por HPLC-MS/MS e molecular networking (MN) da

amostra SPIF

A andlise do extrato SPIF por HPLC-MS/MS operando com varredura com perda
neutra (17 e 162 Da) indicou 11 derivados de estrictosidina plausiveis (Figura 13 (A e
B)), incluindo aqueles ja observados na analise de LS-MS. Os ions de m/z 517, 531, 547
e 575 foram destacados devido a perda de amonia (-17 Da), conforme observado para a
estrictosidina, enquanto os ions de m/z 499, 515, 527, 529 571, 661, juntamente com um
fon is6baro minoritario de m/z 531, apresentaram apenas a perda do residuo de glicose (-
162 Da), conforme observado para a desoxicordifolina.

Com o objetivo de classificar esses provaveis AlMs derivados de estrictosidina de
acordo com seus caracteristicos espectros de MS/MS, os espectros de ions produtos foram

usados para gerar um MN.
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Figura 13: Cromatograma representativo obtido a partir da varredura por perda neutra de
17 (A) e 162 Da (B). Anotacdo do molecular networking, que mostra os alcaloides
derivados da estrictosidina (pontos azuis), desoxicordifolina (pontos verdes escuros) e
AlMs supostamente inéditos (hexagonos verde-claros) (C).

No MN (Figura 13 (C)), foram observados dois clusters, um maior (8 nodos) e um
menor (3 nodos), atribuidos a estruturas semelhantes da estrictosidina e desoxicordifolina,

respectivamente. No grupo derivado da estrictosidina, 0s ions de m/z
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517 (Figura 14) e 547 (Figura 15) semelhantemente a estrictosidina, tambem
apresentaram um pico base apds a perda de amonia (m/z 517 — m/z 500 e m/z 547 — m/z
530), que foi competitivo com a perda do residuo de glicose da secologanina (m/z 517 —
m/z 355 e m/z 547 — m/z 385).

As perdas competitivas de 18, 32 e 70 Da da porcdo de secologanina, apos a perda
do residuo de glicose, conforme observado anteriormente para a estrictosidina, também
foram observadas para os ions de m/z 547 (m/z 367 — m/z 350, m/z 368 — m/z 336 e m/z
368 — m/z 298), com as perdas de 18 e 70 Da observadas para o ion de m/z 517 (m/z 338
— m/z 320 e m/z 338 — m/z 268). A auséncia da perda de 32 Da(CHsOH) para o ion de
m/z 517, esperada para o grupo éster da porcao secologanina, sugere sua substitui¢do por
um &cido carboxilico. Esse padrdo de fragmentacdo é consistente com o AIM &cido

estritosidinico (estrutura 3 na Figura 13), reportadoanteriormente em S. axillaris (ITOH

et al., 2008).
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Figura 14: Espectro de MS/MS do ion m/z 517.
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Por outro lado, o ion de m/z 547 apresentou 0 mesmo padrédo de fragmentagdo que
a estrictosidina, com a diferenca de massa de um grupo hidroxila, portanto, esta
fragmentacéo estd de acordo com o AIM 10-hidroxi-estrictosidina (estrutura 4 na Figura

13) (EHRENWORTH et al., 2015).
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Figura 15: Espectro de MS/MS do ion m/z 547.

A conexdo entre os clusters de estrictosidina e desoxicordifolina no MN foi
estabelecida através do ion m/z 575, o qual apresentou conexdes diretas com os nodos da
estrictosidina (m/z 531) e desoxicordifolina (m/z 571), assim sugerindo uma consistente
relacdo estrutural com ambos.

Embora os espectros MS/MS (Figura 16) do ion de m/z 575 tenham apresentado
perdas competitivas de 17 Da (m/z 575 — m/z 558) e 162 Da (m/z 575 — m/z 413), 0 pico
base ndo foi observado apds a perda de amdnia. Semelhantemente a desoxicordifolina, as
perdas competitivas de 18 Da (m/z 413 — m/z 395), 32 Da (m/z 413 — m/z 381) e 70 Da

(m/z 413 — m/z 343) foram observados a partir da por¢édo secologanina, apds a perda do
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residuo de glicose. Esse padrao de fragmentacédo esta de
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acordo com a AIM 5-carboxistrictosidina (estrutura 5 na Figura 13) (KLEIN-JUNIOR

etal., 2017; LIU et al., 2015).
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Figura 16: Espectro de MS/MS do ion m/z 575.

No cluster da desoxicordifolina, os ions de m/z 527 e 529 (Figura 17) também
apresentaram perdas competitivas de 18, 32 e 70 Da apds a perda do residuo de glicose.
Esses padrdes de fragmentagdo estdo de acordo com o AIMs lialosideo e 3,4-dehidro-
estrictosidina (estruturas 6 e 7, respectivamente, na Figura 13). Os dados de MS/MS
desses compostos foram comparados com AlMs previamente desreplicados e anotados

em MN (KLEIN-JUNIOR et al., 2017).
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Figura 17: Espectros de MS/MS dos ions m/z 527 e 529.

Embora o ion de m/z 499, conectado aos nodos dos AIMs lialosideo (m/z 527) e
3,4-dehidro-estrictosidina (m/z 529), ndo tenha mostrado perda de 32 Da nos espectros
MS/MS (Figura 18), este ion apresentou perdas competitivas de 18 (m/z 337 — m/z
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319) e 70 Da (m/z 337 — m/z 367), que estdo de acordo com o AIM estrictosidina
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lactama (estrutura 8 na Figura 13) (LIU et al., 2015; SADRE et al., 2016), previamente

reportado em S. nitida (WANG et al., 2016).

337

111

Figura 18: Espectro de MS/MS do ion m/z 499.

Por outro lado, o nodo da estrictosidina lactama (m/z 499) esta diretamente
conectado aos nodos dos ions de m/z 515, 531 e 661. Em relacdo aos ions em m/z 515 e
531, foi observada uma perda incomum de 72 Da (m/z 515 — m/z 443 e m/z 531 — m/z
459), que compete com a perda neutra de glicose (m/z 515 — m/z 353 e m/z 531 — m/z
369). Além disso, foram observadas perdas competitivas de 18, 32 e 72 Da da porcédo de
secologanina apds a perda da porcdo de glicose para o ion de m/z 531 (m/z 369 — m/z
351, m/z 369 — m/z 337 e m/z 369 — m/z 297), com as perdas de 18 e 72 Da (m/z 353
— m/z 335 e m/z 353 — m/z 281) observadas para o0 ion de m/z 515 (Figura 13).

A auséncia da perda de metanol (-32 Da) para o ion em m/z 515, esperada para 0
grupo éster na porcao secologanina, sugeriu sua substituicdo por um &cido carboxilico.
Surpreendentemente, essas fragmentagOes ainda estdo de acordo com os esqueletos de

AlIM, nos quais a ligacdo dupla terminal da secologanina esta hidrogenada. Ate agora,
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para 0 nosso conhecimento, estas sdo substancias ainda ndo relatadas na literatura. Por
outro lado, o ion de m/z 661 (Figura A8, pg. 112) mostrou uma alta similaridade espectral
com a estrictosidina lactama (- 162 Da, m/z 661 — m/z 499; - 18 Da, m/z 499
— m/z 481; - 70 Da, m/z 499 — m/z 429), apresentando como Unica diferenca uma
unidade de acUcar adicional para essa estrutura.

Como a perda inicial do agucar ndo afetou as perdas competitivas de 18 e 70 Da,
também observadas para a estrictosidina lactama, a posicéo de glicosilacédo desta estrutura
deve estar localizada em sua por¢do harmano. Portanto, esse padrdo de fragmentacao

também é consistente com um alcaloide ndo relatado na literatura.

5.3 Analises por HPLC-DAD-MS e HPLC-DAD-MS/MS da amostra
SPIF_LE_SPE

A partir da analise do extrato SPIF_LE_SPE por HPLC-DAD-MS (Figura 19)
foi possivel observar a presenca de ao menos 7 picos majoritarios (3, 5,6, 7, 8,9 e 10) e

4 minoritarios (1, 2, 4 e 11). Assim, esses compostos foram submetidos a analise por

HPLC-DAD-MS/MS (Tabela 2).
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Figura 19: Cromatograma da amostra SPIF_LE_SPE destacando os principais picos
observados.

71



Tabela 2: Picos observados para SPIF_LE_SPE com seus ions precursores e
fragmentos principais.

Pico Rt [M+HT* [M-HT MS/MS
1 4.14 547 - 530, 368, 350
2 5.76 529 - 367, 349, 297, 265
3 6.23 531 - 514, 369, 352, 334, 320, 282
4 6.74 517 515 500, 355, 338, 320, 268
5 8.29 227 225 199, 181, 154
6 8.79 661 - 499, 481, 429, 333
7 9.51 575 573 558, 413, 395, 396, 381, 343
8 10.22 571 569 409, 391, 377, 339
9 11.42 449 447 303
10 12.52 433 431 287
11 14.16 499 - 367, 337, 319

Os ions de m/z 531, 575 e 571 (picos 3, 7 e 8, respectivamente) apresentaram
padroes de fragmentacdo de acordo com os alcaloides indolicos monoterpénicos
estrictosidina, 5-carboxiestrictosidina e desoxicordifolina, respectivamente. Para os ions
de m/z 547, 529, 517 e 499 (picos 1, 2, 4 e 11, respectivamente), os fragmentos obtidos
a partir do espectro de MS/MS estdo de acordo com os alcaloides 10-hidroxi
estrictosidina, 3,4-dehidro estrictosidina, acido estrictosidinico e estrictosidina lactama,
todos previamente reportados nas se¢des 5.1 e 5.2.

Além disso, o espectro de MS/MS do pico 6 (m/z 661) mostrou uma alta
similaridade espectral com a estrictosidina lactama (estrutura 11 na Figura 13) (- 162 Da,
m/z 661 — m/z 499; - 18 Da, m/z 499 — m/z 481; - 70 Da, m/z 499 — m/z 429), sugerindo
que esses compostos se diferem entre si por uma unidade de agtcar. Como a perda inicial
de aclcar ndo afetou as demais perdas competitivas de 18 e 70 Da, semelhante ao
observado para a estrictosidina lactama, a posicdo de glicosilacdo deveser no esqueleto
tetrahidroharmano. Até onde se sabe, ndo existem estruturas previamente descritas na
familia Loganiaceae com essas caracteristicas. Por outro lado,o espectro de MS/MS do
pico 5 (m/z 227) mostrou perdas subsequentes de CO (- 28 Da,m/z 227 — m/z 199) e

H20 (- 18 Da, m/z 199 — m/z 181), também incompativel com
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qualquer composto relatado anteriormente da familia Loganiaceae. Além disso, 0s
espectros de MS/MS dos picos 9 (m/z 449) e 10 (m/z 433) apresentaram perdas de 146 Da
(m/z 449 — m/z 303; m/z 433 — m/z 287), sugerindo a presenca de derivados ramnosideos
na amostra (MARCH et al., 2004), também n&o relatados anteriormente na familia
Loganiaceae. Assim, esses compostos juntamente com outros compostos majoritarios

foram isolados e submetidos a analises de RMN 1D e 2D para confirmagéo estrutural.

5.4 Determinacao estrutural das substéancias isoladas de S. peckii

5.4.1 Determinacéo estrutural da amostra SPF8

A amostra SPF8 foi obtida sob a forma de sélido amorfo e coloragdo marrom
claro. No espectro de massas (Figura A3, pg. 110), observou-se como pico base o ion de
m/z 571 [M+H]" e ao ser submetido a fragmentacédo (Figura A4, pg. 110) apresentou perda
inicial de 162 Da. A partir da analise do espectro de RMN de *H da amostra SPF8(Figura
20), foram observados sinais referentes a hidrogénios aromaticos de sistema ind6lico ndo
substituido em dn 8,32 (d, J= 7,90 Hz, 1H), o1 7,39 (m, 1H), o1 7,69 (m) edn 7,69(m)
referente aos hidrogénios H-9, H-10, H-11 e H-12, respectivamente.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos ligados a esses hidrogénios foram

atribuidos com base nas correlac6es observadas pelos experimentos de HMBC e HSQC.
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Figura 20: Espectro de RMN de 'H para a amostra SPF8 (500 MHz, 11,7 T, MeOD,
TMS).

A presenga de um singleto em 6w 8,84 (s) referente ao H-6 onde através do HMBC
(Figura 22) foi observada a correlagdo com um carbono em dc 167,0 (C-24) evidenciou

a presenca de uma unidade B-carbolinica substituida na posi¢éo 5 por uma carboxila.
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A analise das correlactes observadas no mapa de correlagées de HMBC (Figura
22) permitiu atribuir a posicdo na qual o agucar encontra-se ligado a substancia onde
através da presenca de um sinal caracteristico de hidrogénio anomérico em on 4,78 (d, J=
7,8 Hz) foi observada a correlagdo a J® do agticar com a posi¢do C-21. O deslocamento
dos hidrogénios H-2’ 3,23 (m), H-3* 3,39 (m), H-4’ 3,68 (m), H-5" 3,39
(m) e H-6" 3,95 (dd, J= 2,22; 11,94) foram obtidos por correlacdo COSY e os carbonos

ligados a esses hidrogénios por HSQC (Figura 21).
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Figura 21: Mapa de correlagdo HSQC da amostra SPF8 (*H 500 MHz, *C 125 MHz,
CDOD3).
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Figura 22: Mapa de correlagio HMBC da amostra SPF8 (*H 500 MHz, 3C 125 MHz,
CDOD:s)

Com os dados de MS, RMN (1D e 2D) (

Tabela 3) e comparacado com dados da literatura foi possivel determinar a estrutura
do alcaloide desoxicordifolina (Figura 23), confirmando assim a estrutura proposta por
LS-MS/MS e MN para o ion m/z 571. Este composto ja foi previamente descrito para a

espécie africana S. mellodora (BRANDT et al., 1999).

Figura 23: Principais correlagdes observadas para o alcaloide desoxicordifolina.
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Tabela 3: Dados de RMN para amostra SPF8.

Desoxicordifolina

Amostra SPF8 (Brandt et al., 1999)
Posicdo ®C* 'H§ (mult.,Jem HMBC H 3C
Hz) (*H -
13C)
2 137,2 - H-6, H- - 135,6
14
3 142,9 - H-14 - 142,9
5 137,5 - H-6, H- - 135,6
14
6 116,5 8,84 (s) 8,96 114,2
7 128,4 - ; 128 4
8 1234 - - 121,7
9 123,4 8,32 (d, 7,9) H-11 8,19 (d, 7,8) 121,4
10 1225 7,39 (m) 7,28 (t, 7,8) 119,9
11 1314 7,69 (m) H-9 7,56 (t, 7,3) 128,4
12 1137 7,69(m) H-10, 7,59 (d, J= 7,7 Hz) 111,6
13 1441 - H-9 e H- - 141,6
11
14 34,0 3,58(dd,8,3;12,7) H-15H- 3,43 (m); 3,27 (m) 34,0
20
15 351 3,63(t553;122)  H-14, 3,67 (m) 34,5
16  110,0 - H-14, H- - 108,7
15, H-17
17 1549 7,57 (s) H-15, H- 7,59 (s) 153,2
21
18  119,8 5,10 (dd, 10,9; 17,) H-20 117,6
5,11 (dd, 8,1; 17,2)
19 1351 5,89(ddd,2,2,8,1, H-14,H- 5,67 (ddd, 10,7; 133,8
17,2) 18, H-20 17,3, 7,2)
20 456 2,70 (ddd, 2,7;7,4) H-14,H- 2,62 (dd, 7,3 Hz, 44,4
18 7,2)
21 97,4 5,87 (d, 7,3) H-14, H- 5,86 (d, 7,3) 96,1
15, H-18,
H-19
22 1693 - H-17, H- - 171,3
(C=0) 23
-OCHs 51,7 3,33 (s, 3H) 3,54 (s) 50,6
COOH 167,0 - H-6 - 168,4
Glu - - - - -
1’ 100,3  4,78(d, 7,8, 1H) H-21 4,78 (d, J= 7,8 Hz) 99,0
2’ 74,7 3,23 (m, 1H) 3,19 (m) 73,2
3 78,2 3,39 (m, 1H) 3,29 (m) 76,6
4 62,9 3,68 (m, 1H) 3,22 (m) 70,4
5’ 78,2 3,39 (m, 1H) 3,39 (m) 76,6
6 63,0 3,95 (dd, 2,22; 3,99 (d, 10,7 Hz); 61,8
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11,94, 1H) 3,67 (d, 10,7);
& Valores de acordo com a literatura propostos por Brandt et al., 1999
b Carbonos protonados atribuidos através dos dados de HSQC e carbonos quaternarios
atribuidos por HMBC.

5.4.2 Determinacao estrutural da amostra SPF7_2

A amostra SPF7_2 foi obtida sob a forma de sélido amorfo e coloracdo verde
claro. No espectro de massas (Figura A5, pg. 111) o ion 575 [M+H]" foi observado como
pico base. Ao ser submetido a fragmentacdo (Figura A6, pg. 111) apresentou perdas
iniciais competitivas de 17 e 162 Da.

No espectro de RMN de H da amostra (Figura 24) observou-se a presenca de
sinais de hidrogénios aromaticos referentes ao anel indélico nao-substituido em on 7,47
(d, J= 8,17 Hz), 8n 7,03 (td, J= 1,02; 8,06 Hz), dn 7,11 (td, J= 1,02; 8,06 Hz) e 3w 7,29
(d, J= 8,17) referentes aos hidrogénios H-9, H-10, H-11 e H-12 respectivamente.
Contudo, a presenca de um duplo dupleto em 6 3, 95 (dd, J= 5,10; 12,07 Hz) referente
ao H-5 e dois duplo dupletos em 3,44 (dd, J= 1,50; 5,00; 12,08 Hz) e 3,05 (m) referente
aos H-6 evidenciaram um sistema do tipo tetrahidro p-carbolina em que um dos
hidrogénios da posicao C-5 se encontra substituido. Ainda foi possivel observar apresenca

de sinais referentes a agucares presente na estrutura.
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Figura 24: Espectro de RMN de *H da amostra SPF7_2 (500 MHz, 11,7 T, MeOD,
TMS).

Por HMBC (Figura 26) foi possivel atribuir a correlacdo com o hidrogénio
anomérico em oH 4,80 (d, J= 8,46 Hz) com o C-21 em oc 99,4 permitindo atribuir a
posicdo na qual a unidade glicosidica esta ligada ao composto. Também foi possivel
observar dois singletos onde um esta em on 7,81 e 0 outro em dn 3,78 se correlacionando
com uma carbonila em dc 173,5 permitindo identificar a presenca de um éster na

estrutura. Outra importante correlacdo observada foi do H-5 se correlacionando com um

sinal em d¢ 175,2 sendo este referente a uma carboxila.
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Figura 26: Mapa de correlagio HMBC da amostra SPF7_2 (*H 500 MHz, *C 125
MHz, CDODs).

TTT T

Com base nos dados de MS, RMN (1D e 2D) e comparagdo com dados da

literatura, a amostra foi identificada como o glucoalcaloide 5-carboxiestrictosidina (Figura 27), confirmando
assim a estrutura proposta por LS-MS/MS e MN para o ion m/z 575. Os dados de RMN desta amostra encontram-
se dispostos na

80



Tabela 4.

Figura 27: Principais correlagdes observadas para o alcaloide 5-carboxiestrictosidina.

Tabela 4: Dados de RMN para a amostra SPF7_2.

Amostra SPF7_2

5-carboxiestrictosidina

Posicdo ©BC* 'H'H 6 (mult.,J HMBC H e
em Hz) (*H -
13C)
2 131,9 - H-6 - 130,7
3 54,9 4,69 (m) H-5 451(d,J=11,3Hz) 532
5 54,6 3,95 (dd, 5,1; H-6 3,83 (ddd, J=11,8, 59,7
12,07) 42,1,5Hz)

6 25,2 3,45 (dd, 1,5; 5,0; H-5 3,37 (dd,J=16,6,44 242

12,0) e 3,05 (m) Hz) e 2,95 (ddd 16,2,

12,2, 2,5 Hz)
7 110,4 - H-9 - 108,8
8 125,2 : H-9 - 127,7
9 1211 7,47 (d, 8,1 Hz) H-11 7,38(d,J=81Hz) 120,
10 122,6 7,03 (td, 1,0; 8,0) H-12 6,95 (t,J=7,6Hz) 1208
11 1254 7,11 (td, 1,0; 8,0) H-9 7,03 (t, 7,5 Hz) 123,5
12 1142 7,29 (d, 8,17) H-10,H-  7,21(d,J=83Hz) 1124
11
13 140,2 - H-9, H- - 138,7
11

14 36,0 2,42 (t)e 2,22 (m) H-20 2,14 (ddd, J= 15,1, 38,4

12,4, 3,6 Hz) e 2,35

(ddd, J = 14,9, 11,9,

3,0 Hz)

15 34,4 3,08 (m) H-20 2,99 (ddd, J=12,5, 32,8
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42,42 Hz)

16 110,4 - H-14 108,5
17 159,1 7,81 (s) H-15 7,72 (s) 157,4
18 121,9 5,24 (d, 10,6) e H-12 528(d,J=17,6 Hz) 119,3
5,36 (d, 17,4) e517(d,J=11,0
Hz)
19 137,0 5,83 (m) H-20 5,75(ddd,J=17,8, 1354
10,5, 7,5 Hz)
20 47,1 2,77 (m) H-18 2,68 (td,J=8,6,4,9 455
Hz)
21 99,5 5,90 (d, J=9,3) H-19, H- - 97,5
E
22 173,5 - H-17, - - 171,9
(C=0) OCHs
COOH 1752 - H-5 - 173,8
-OCH3 5438 3,78 (s) 3,70 (s) 53,1
Glu - - - - -
r 102,4 4,82 (d, 8,4) H-21 4,72(d,J=7,0Hz) 100,6
2’ 80,0 3,41 (m) 3,16 (1) 74,8
3 76,5 3,24 (m) H-1° 3,33 (t, J=9,0 Hz) 78,1
4 73,6 3,24 (m) H-6’ 3,16 (1) 71,9
5 80,7 3,38 (m) H-1° 3,32 (m) 79,0
6’ 65,0 3,67 (dd, 7,0; 11,7 H-5° 3,58 (dd,J=11,7,7,1 63,3
e 4,00 (dd, 2,0; Hz) e 3,93 (dd, J =
11,8) 11,7, 2,0 Hz)

@ Valores de acordo com a literatura propostos por Rakumitsu et al., 2019
b Carbonos protonados atribuidos através dos dados de HSQC e carbonos quaternarios
atribuidos por HMBC.

5.4.3 Determinacao estrutural da amostra SPIF_661

A amostra SPIF_661 apresentou-se como um s6lido amorfo, de coloracdo amarelo
claro. O espectro de massas (Figura A7, pg. 112) apresentou um pico base em m/z 661
[M+H]". Ao ser submetido a fragmentacdo (Figura A8, pg. 112), observou-se a perda
inicial de 162 Da, também observadas nas amostras SPF8 e SPF7_2.

A partir da analise do espectro de RMN de *H da amostra SPIF_661 (Figura 28),
foi possivel observar a presenca de um sistema indélico ndo substituido em 64 7.52 (1H,
d, J = 8.3 Hz, H-12), 7.47 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-9), 7.10 (m, H-11), e 7.05 (m, H-

10) referentes aos hidrogénios H-12, H-9, H-11 e H-10 respectivamente confirmando a

auséncia de substituicbes no anel inddlico. A presenca de duas unidades glicosidicas
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pdde ser sugerida pelos sinais dos prétons anoméricos em on 4,52 (m, H-17) e on 5,06

(d, J= 9,3 Hz, H-1).
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Figura 28: Espectro de RMN de *H para a amostra SPIF_661 (500 MHz, 11,7 T,
DMSO-d6, TMS).

A presenca dos sinais em on 2,67; 4,66 e 0H 2,60; 2,84, referentes aos hidrogénios

H-5 e H-6 permitiu identificar a auséncia de duplas ligagdes nos carbonos C-5 e C-6, bem

como a auséncia de substitui¢cdes na posicdo C-6.

Através da andlise do mapa de correlagdes HMBC (Figura 29), foi possivel

observar a correlagdo do hidrogénio H-11 com os carbonos C-13 (dc 135.0) e C-9 (dc

117.8).
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Figura 29: Mapa de correlagio HMBC da amostra SPIF_661 (*H 500 MHz, 3C 125
MHz, DMSO-d6).

Também por HMBC observou-se a correlagdo do hidrogénio anomérico H-1’ com
o carbono C-21 (0c 94,7) e a correlagdo observada entre o hidrogénio anomérico H-1”
com o carbono C-13 (dc 135.0) permitiu confirmar que esta unidade glicosidica se
encontra ligada a estrutura atraves do nitrogénio do grupo indol.

A configuracdo do hidrogénio anomérico H-1" foi atribuida como £ atraves do
deslocamento quimico caracteristico e alto valor da constante de acoplamento (GURST;
E, 1991; HENRIQUES et al., 2004). Os valores dos deslocamentos quimicos dos
carbonos foram atribuidos com base nos dados de HMBC e HSQC.

Com base nos dados de MS, RMN (1D e 2D) obtidos e por comparagdo com a
literatura (HENRIQUES et al., 1999), a amostra SPIF_661 foi identificada como o
alcaloide N,p-D-glucopiranosil vincosamida (Figura 30), ainda ndo reportado para a

familia Loganiaceae.
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Figura 30: Principais correlacdes observadas para o alcaloide N,f-D-glucopiranosil

vincosamida.

Tabela 5: Dados de RMN para a amostra SPIF_661.

SPIF_661

H ¢ (mult., J
Posicéo em Hz)
2 -
3 4.54 (m)
5 2.67 (m) e 4.66
(m)
6 2.63 (m) e 2.80
(m)
7 -
8 -
9 7.47 (d, 7.8)
10 7.05 (m)
11 7.10 (m)

12 7.52 (d, 8.3)
13 -

14 1.81(m)e2.73

(m)
15 3.16 (m)
16 -
17 7.10 (M)

18 555(m)eb5.53

13cb

134.6
50.1
38.8

20.0

109.8
127.2
117.8
119.4

121.3

113.7
135.0

32.3

23.0
108.7
146.01
121.1

N, p-D-glucopiranosil
vincosamida®

H ¢ (mult., J
em Hz)

5,12 (d, 11,3)
2,84 (ddd,
12,4: 11,8; 3,3)
5,05 (ddd,
12,4: 4,5 1,5)
2,65 (ddd, 16,0
11,8, 4,5)
2,78 (ddd,
16,0: 3,3; 1,5)

7,44 (d, 7,8)
7,06 (ddd, 7.8;
7.1;1,1)
7,12 (ddd, 8,2;
7.1;1,1)
7,63 (d, 8,2)

1,38 (dddd,
13,5; 13,5;
11,3; 2,5)
2,30 (d br,
13,5)
3,40 (m)

7,48 (2,7)
5,14 (dd, 10,2;

13C

136,1
54,4
41,6

22,2

111,5
129,5
119,3
121,2

122,8

1147
137,7

35,5

27,9
109,1
149,2
120,7

HMBC

H-1”

H-11
H-10; H-12
H-11
H-12

H-9
H-10

H-17; H-11; H-
9

H-17
H-21
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(m) 2,0)

5,26 (dd, 17,2,
10,2; 9,9)
19 5.91 (m) 1335 5,48 (ddd, 1334
17,2;10,2; 9,9)
20 2.50 (m) 44.1 2,75 (m) 44,1 H-18
21 5.35 (S) 94.7 551(d,1,9) 97,4 H-1’
Glu - . - - -
1 4.52 (m) 97.5 471(d,81) 99,6 H-21
2 2.98 (m) 72.9 3,24 (dd,9,2; 748 H-5°
8,1)
3 3.34 (m) 77.4 337(dd, 9,2; 77,9 H-4°
8,8)
& 3.04 (m) 69.8 3,54 (m) 71,5 H-3"; H-5°
5 3.15 (m) 76.6 3,50 (m) 78,3
6  3.69(m)e3.41l 60.8 3,68 (dd, 12,1; 62,7
(m) 5,4)
3,90 (dd, 12,1;
2.1)
Glu - - - - -
1" 5.06 (d, 9.3) 85.0 512 (dbr,89) 87,5
2 4.25 (m) 705 4,12 (dd, 8,9; 71,9 H-17
9,0)
3" 3.29 (m) 79.4 3,54 (m) 79,1
4 3.32 (m) 69.7 3,63 (m) 71,6
5 3.29 (m) 79.4 3,54 (m) 81,2
67  3.60(m)e3.4l 60.8 3,79 (dd, 12,1; 62,9
(m) 5,9)
3,97 (dd, 12,1;
2,0)

& Valores de acordo com a literatura propostos por Henriques et al., 2004
b Carbonos protonados atribuidos através dos dados de HSQC e carbonos quaternarios
atribuidos por HMBC.

5.4.4 Determinacao estrutural da amostra SPF7_1

A amostra SPF7_1 foi obtido como um s6lido amorfo com coloracdo amarelo
claro. No espectro de massas (Figura A9, pg. 113), foi observado um ion de m/z 227
[M+H]*, que ao ser submetido a fragmentacdo (Figura A10, pg. 113) apresentou perdas
sequenciais de 28 e 18 Da.

A analise feita do espetro de RMN de 'H (Figura 31) evidenciou a presenca de
sinais aromaticos em o1 8,35 (d, J=7,7 Hz), 61 7,30 (t, J= 7,3 Hz), &1 7,59 (t, J= 7,5 Hz)
e dn 7,66 (d, J= 7,5 Hz) referentes ao anel aromatico do ndcleo indol de um sistema nao

substituido. Em adi¢do, um singleto em én 8,75, atribuido ao hidrogénio aromético
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da posicdo H-6, ¢ um singleto em oy 2,65, atribuido a uma metila na posi¢édo 3, foram
observados no espectro de RMN de *H. Os deslocamentos quimicos dos carbonos foram

atribuidos com base nos dados obtidos nos experimentos de HSQC (Figura 32) eHMBC
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Figura 32: Mapa de correlagio HSQC da amostra SPF7_1 (*H 500 MHz, 13C 125 MHz,

CDOD3).
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Figura 33: Mapa de correlagio HMBC da amostra SPF7_1 (*H 500 MHz, BC 125 MHz,
CDODs).

Através dos dados de MS, de RMN (1D e 2D) (

Tabela 6) e por comparagdo com dados da literatura (PEREIRA et al., 2006) foi possivel
propor a estrutura da amostra como sendo o alcaloide acido 3- harmanocaboxilico (Figura

34). Os dados da substancia encontram-se dispostos natabela.

Figura 34: Estrutura proposta para o alcaloide acido 3-harmanocarboxilico.
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Tabela 6: Dados de RMN para amostra SPF7_1.

Acido 3-
SPF7_1 harmanocarboxilico
Posicido 'H o (mult.,J BCP IH ¢ (mult., Jem Hz) S HMBC
em Hz)

2 - 136,1 - 136,1 H-6; H-14
3 - 1415 - 141,7 H-14
5 - 136,9 - 136,7 H-6
6 875(s) 1153 8,85 (s) 115,5
7 - 127,9 - 127,2
8 - 121,4 - 121,4 H-10
9 835(d,7,7) 122,0 8,33 (d, 7.8) 122,1 H-11
10 730 (t, 7,4) 120,2 7,29 (t, 7,3) 120,2 H-12
11 759 (t,7,5) 1284 7,58 (t, 7,5) 128,5 H-9
12 7.66(d, 8,3) 112,4 7,65 (d, 8,1) 112,4 H-10
13 - 140,9 - 140,9 H-9
14 2,65 (s) 20,1 2,82 (s) 20,2

-COOH - 166,3 - 166,9 H-6

2 Valores de acordo com a literatura propostos por Pereira et al., 2006
b Carbonos protonados atribuidos através dos dados de HSQC e carbonos quaternarios
atribuidos por HMBC.

5.4.5 Determinacao estrutural da amostra SPF4

A amostra SPF4 foi obtida sob a forma de s6lido amorfo e coloragdo amarelo-
esverdeada. No espectro de massas (Figura All, pg. 114) observou-se o ion m/z 531
[M+H]" como pico base. O espectro de MS/MS da amostra (Figura A12, pg. 114)
evidenciou perdas iniciais competitivas de 17 e 162.

A anélise do espectro de RMN de H (Figura 35) permitiu identificar a presenca
de sinais aromaticos em o1 7,38 (d, J= 7,5 Hz), on 6,96 (td, J=8,0; 1,0 Hz), on 7,03 (td,
J=8,0; 1,00 Hz) e 6n 7,25 (d, J= 8,0 Hz) referentes aos hidrogénios do grupo indol. Os
sinais em on 3,05-3,43 (M), on 2,66-2,78 (M) e on 4,62 (d, J= 10,6 Hz), referentes as

posicdes H-5, H-6 e H-3, respectivamente, sdo um indicativo da auséncia de duplas
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ligacOes ou de substituicOes nessas posi¢cdes, permitindo propor um alcaloide do tipo

tetrahidro f-carbolina para essa estrutura.
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Figura 35: Espectro de RMN de H para a amostra SPF4 (500 MHz, 11,7 T, MeOD,
TMS).

Com base nas substancias previamente isoladas neste trabalho para a espécie,
um singleto em dn 3,78 sugere a presenca de uma metoxila na estrutura. A presenca de
sinais referentes aos protons de uma unidade glicosidica sdo observados em 61 4,79 (d,
J= 8,0 Hz) e o4 3,95 (dd, J= 11,8; 2,2 Hz); 3,68 (dd, J= 11,9; 6,6 Hz) referentes aos
hidrogénios H-1" ¢ H-6" respectivamente.

Através dos dados de MS/MS, *H e por comparagdo com dados da literatura
(SAKAMOTO; UMEDA; RAKUMITSU; SUMIMOTO et al., 2020), foi possivel
propor a estrutura do alcaloide estrictosidina (Figura 36) para a amostra SPF4. Os dados

de RMN de ‘H para a amostra encontram-se dispostos na Tabela 7.
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Figura 36: Estrutura do alcaloide estrictosidina.

Tabela 7: Dados de RMN para a amostra SPF4.

SPF4 Estrictosidina
Posicao IH 6 (mult., J em Hz) H ¢ (mult., J em Hz)
2 - -
3 4,61 (d, 10,6) 4,04 (d, 10,5)
5 3,37 (dd, 2,2; 6,3) 3,35 (m);
3,04 - 3,00 (m) 3,05 (td, 11,4; 4,0)
6 2,75 - 2,67 (M) 2,75 (td, 14,5 4,0);
2,85 (dddd, 13,5; 7,0; 4,0; 1,5)
7 -
8 - -
9 745 (d, 7,7) 7.38(d, 7.,5)
10 7.11 (t, 7.8) 6,96 (td, 8,0; 1,0)
11 7,01-7,03 (M) 7,03 (td, 8,0; 1,00)
12 7.29 (d, 8,1) 7.25 (d, 8,0)
13 - -
14 2,08 (ddd, 14,0; 11,0; 3,0);
2,00 (ddd, 15,0; 11,0; 4,0)
15 3,04 - 3,00 (M) 3,0 (ddd, 12,0; 9,5; 4,5)
16 - -
17 777 (s) 7,70 (s)
18 5,31 (d, 17,7) 5,32 (td, 17,5; 1,5);
5,24 (d, 10,5) 5,22 (d, 10,5)
19 5,90 (M) 5,85 (ddd, 18,0; 10,5; 7,5)
20 2,75 - 2,67 (m) 2,69 (ddd, 12,5; 9,0; 5,5)
21 5,84 (d, 8,2) 5,83 (d, J8,5)
~OCHs 3,78 (s) 3,76 (s)
Glu - -
r 4,78 (d, 8,0) 4,79 (d, 8,0)
2 3,25 (m) 3,22 (t, 8,0)
3 3,40 (d, 9,6) 3,39 (d, 9,0)
4 3,28 - 3,2 (m) 3,25 (t, 9,0)
5 3,38 (M) 3,36 (m)
6’ 3,94 (dd, 11,8; 2,2) 3,95 (dd, 12,0; 2,0):

3,68 (dd, 1,9; 6,6)

3,65 (dd, 12,0; 6,5)

@ Valores de acordo com a literatura propostos por Sakamoto et al., 2020
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5.4.6 Determinacéo estrutural da amostra SPF10

A amostra SPF10 foi isolada como um sélido amorfo de coloracdo amarelo
esverdeada. No espectro de massas (Figura A13, pg. 115) foi observado a presenca do
pico base de m/z 433 [M+H]" e ao ser submetido a fragmentacdo (Figura Al4, pg. 115),
apresentou perdas de 146 Da.

Ao analisar o espectro de RMN de *H (Figura 37), foi possivel constatar que a
presenca de sinais aromaticos caracteristicos de sistemas flavonoidicos tetra substituidos
em oH 6,37 (d, J= 2,10 Hz, 1H) e 6n 6,20 (d, J= 2,10 Hz, 1H) referente aos hidrogénios
H-8 e H-6, respectivamente, do anel A. Também foram observados sinais em on 6,93(d,
J=8,85Hz) e on 7,76 (d, J= 8,85 Hz) referente aos hidrogénios H-2’ e H-3” do anel
C. Por HMBC (Figura 39), foi possivel definir as posi¢des C-2 (dc 161,8), C-3 (dc 136,3),
C-4 (6c 179,9), C-5 (6c 163,6), C-7 (6c 166,4) e C-1’ (0c 122,9), 0 que permitiuidentificar

0 kaempferol como esqueleto principal.

SPF10.486i3 33 888F RF IEHEQEYREE g 8
~ 0 TN NNOD ~ NASANAOOD MM N o S
N~ Q0 MmN 00 NNANMNMNMNSOMOM ] Q
NN ©© © 6 OO [TolTo) SRS RNV RN oo o
] [y [ RS A i [
1.0
0.9 é [
= £ 0504
0 8—5 éo.zs-ﬁ-L
E 2,3
5 N
0.7+
=y 3 08 050 T o8s
2 3 Chemical Shift (ppm)
@ E \
€ 0.6 3 |
= 3
X
= 0573 \
E 3 1
S
Z 0.4 U423 422 421 420 419
3 Chemical Shift (ppm)
1! \
0.33
0.2
0.13 |
2.00 199 0.800.75 0.88 1.05 130 3.39
1] 1] i ] i ] 1] [

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 37: Espectro de RMN de 'H para a amostra SPF10 (500 MHz, 11,7 T, MeOD,
TMS).
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Observou-se no espectro de RMN de H a presenca de um hidrogénio anomérico
em on 5,37 (d, J= 1,70 Hz). A posicao do flavonoide na qual o aclcar encontra-se ligado
foi determinada por HMBC (Figura 39), onde foi observada correlagio a J3do H- 1’ com
C-3, confirmando assim a posicao da unidade glicosidica no flavonoide. As posic@es dos
hidrogénios do acucar foram determinadas por COSY e a presenca de um sinal em on
0,91 (d, J= 5,75 Hz) referente um hidrogénio metilico permitiu confirmar a estrutura do
actcar como sendo a ramnose. Os dados de RMN 1D e 2D (Tabela 7) bem como dados
da literatura corroboraram para a identificar a substancia como o kaempferol-3-O-a-

ramnosideo (Figura 40).
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Figura 38: Mapa de correlagdo HSQC da amostra SPF10 (*H 500 MHz, 3C 125 MHz,
CDODs).
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Figura 39: Mapa de correlagdo HMBC da amostra SPF10 (*H 500 MHz, 3C 125 MHz,
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Figura 40: Principais correlacdes observadas para o flavonoide kaempferol-3-O-a-
ramnosideo.

Tabela 8: Dados de RMN para a amostra SPF10

SPF10 kaempferol-3-O-a-
ramnosideo
Posicado 13¢Ch 'Ho (mult, HMBC(H- 'Hd (mult.,J 13C
J em Hz)? 13C) em Hz)

2 161,8 - H-6’, H-2’ - 156,9
3 136,3 - H-1 - 134,6
4 179,9 - H-8 - 178,1
5} 163,6 - H-6 - 161,6
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6 100,4 6,22 (d, 2,1, H-8 6,21 (d, 2,0, 99,1
1H) 1H)
7 166,4 - H-8 - 164,6
8 95,3 6,40 (d, 2,1, H-6 6,42 (d, 2,0, 94,1
1H) 1H)
9 158,7 - H-8 - 157,6
10 106,1 - H-8 - 104,5
r 122,9 - H-2*’, H-6” - 120,9
2’ 132,0 7,79 (d, 8,8) H-3°, H-5’ 7,76 (d, 8,8) 130,9
3 116,5 6,93 (d, 8,8) H-3°, H-5’ 6,92 (d, 8,8) 1157
4 159,8 - H-3°, H-5’ - 160,3
5 116,7 6,93 (d, 8,85) H-3°, H-6 6,92 (d, 8,8) 1157
6’ 132,0 7,79 (d, 8,8) H-3°, H-5’ 7,76 (d, 8,8) 130,9
Rha - - - -
1” 103,5 5,37 (d, 1,70) H-4> 5,30 (s) 102,1
2” 72,0 4,21 (q, 1,7) 3,99 (s) 70,9
3” 72,1 3,71 (q, 3,5, H-5 3,48 (d, 6,4 70,7
1H) 1H)
4> 72,3 3,33 (d, 2,8) 71,5
5 73,1 3,71 (q, 3,5, H-3” 3,15-3,07 (m, 70,4
1H) H-4,5))
6 17,6 0,91 (d, 5,7, 0,80 (d, 6,0, 17,8
3H) 3H)

@ Valores de acordo com a literatura propostos por Yuk et al., 2018
b Carbonos protonados atribuidos através dos dados de HSQC e carbonos quaternarios
atribuidos por HMBC.

5.4.7 Determinacéo estrutural da amostra SPF9_2

A amostra SPF9_2 apresentou-se como um solido amorfo de coloragdo amarelo
esverdeada. No espectro de massas (Figura A15, pg. 116) foi observado a presenca do
pico base de m/z 449 [M+H]" e ao ser submetido a fragmentacdo (Figura A16, pg. 116),
apresentou perda inicial de 146 Da, semelhante ao padrdo de fragmentacdo observado
para a amostra SPIF10.

No espectro de RMN de *H (Figura 41), foram observados sinais caracteristicos
de sistemas flavonoidicos em on 6,39 (d, J= 1,9 Hz, 1H) e 6,20 (d, J= 1,8 Hz, 1H)
referente aos hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente, do anel A. Embora esta tenha
apresentado similaridade espectral com a amostra SPF10, a auséncia do sinal referente ao

hidrogénio C-3’ sugere a substituicao desta posi¢do por uma hidroxila.
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Figura 41: Espectro de RMN de *H da amostra SPF9_2 (500 MHz, 11,7 T, MeOD,

TMS).
Através dos dados de MS/MS, 1H e por comparacdo com dados da literatura

(OLSZEWSKA; WOLBIS, 2002) foi possivel propor a estrutura da amostra comosendo

o flavonoide Quercetina 3-O-a-ramnosideo (Figura 42), um derivado da amostra SPF10.

Figura 42: Estrutura do flavonoide quercetina 3-O-a-ramnosideo.
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Tabela 9: Dados de RMN para a amostra SPF9_2.

SPF9 2 quecetina 3-O-a-ramnopiranosideo®
Posicao 'H ¢ (mult., J em Hz) 'H ¢ (mult., J em Hz)
2 - -
3 - -
4 - -
5 - -
6 6,20 (d, 1,8, 1H) 6,20 (d, 2,0, 1H)
7 - -
8 6,39 (d, 1,9, 1H) 6,39 (d, J= 2,0 Hz, 1H)
9 - -
10 - -
r - -
2’ 7,23 (d, J=1,9 Hz) 7,29 (d, 2,0)
3 - -
4 - -
5 6,86 (d, J= 8,2 Hz) 6,86 (d, 8,3)
6’ 7,25 (dd, J=1,9; 8,2 Hz) 7,26 (dd, 2,1; 8,2)
Rha - -
1” 5,25 (brs) 5,25 (d, 1,1)
2” 3,97 (brs) 3,97 (brs)
3” 3,50 (dd, J=3,0; 9,1 Hz, 1H) 3,50 (m)
47 3,12-3,17 (m)
5 3,21 (dd, J=6,1; 9,5 Hz, 1H) 3,20 (m)
6’ 0,81 (d, 6,1, 3H) 0,81 (d, 6,0, 3H)

& Valores de acordo com a literatura propostos por Olszewska; Wolbis, 2002
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6. Consideracoes finais

As anélises de LS-MS/MS permitiram o reconhecimento prévio de AIMs nas
folhas de S. peckii, além de revelar perdas neutras Uteis para o reconhecimento de
analogos através de experimentos de HPLC-MS/MS;

O uso do MN combinado com a interpretacdo dos padrdes de fragmentacdo dos
AlMs permitiu reconhecer ions diagnostico e identificar tentativamente os alcaloides
estrictosidina, desoxicordifolina, acido estrictosidinico, 10-hidroxi-estrictosidina, 5-
carboxistrictosidina, lialosideo, 3,4-desidro-estrictosidina e estrictosidina lactama, todos
reportados pela primeira vez em S. peckii, além de destacar a presenca de possiveis
estruturas ineditas;

O estudo do perfil quimico dos extratos aquosos das folhas de S. peckii conduziu
ao isolamento de sete substdncias, os alcaloides: desoxicordifolina, 5-
carboxiestrictosidina, N,f- glucopiranosil vincosamida, estrictosidina e o acido 3-
harmanocarboxilico e os flavonoides kaempferol-3-O-a-ramnosideo e quercetina-3-O- a-
ramnosideo, até entdo, ainda ndo descritas para a espécie S. peckii;

Os alcaloides N,p- glucopiranosil vincosamida, acido 3-harmanocarboxilico e os
flavonoides kaempferol-3-O-a-ramnosideo e quercetina-3-O-a-ramnosideo estdo sendo
reportados pela primeira vez em Loganiaceae;

Dessa forma, o presente trabalho contribuiu com o conhecimento fitoquimico do
género Strychnos L. ampliando assim o conhecimento da quimica de produtos naturais de

matrizes vegetais da Regido Amazénica.

99



Referenmas
Biblio graﬁca S

100



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADEBOWALE, A.; NAIDOO, Y.; LAMB, J.; NICHOLAS, A. Comparative foliar
epidermal micromorphology of Southern African Strychnos L. (Loganiaceae):
taxonomic, ecological and cytological considerations. Plant Systematics and Evolution,
p. 127-138, 2014.

ALLARD, P.-M.; PERESSE, T.; BISSON, J.; GINDRO, K. et al. Integration of
Molecular Networking and In-Silico MS/MS Fragmentation for Natural Products
Dereplication. Analytical Chemistry, 88, p. 3317-3323, 2016.

ANDRADE, M. E.; FRANKLIN, G. E. O género Strychnos (Loganiaceae) no estado do
Rio de Janeiro, Brasil. Rodriguésia, 60, p. 865-877, 2009.

ANVISA. Agenencia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Farmacopeia Brasileira 12 ed.
2011. 126p p.

AWAAD, H.; KHAMIS, M. M.; EL-ANEED, A. Mass Spectrometry, Review of the
Basics: lonization. Applied Spectroscopy Reviews, 50, n. 2, p. 158-175, 2015.

BACKLUND, M.; OXELMAN, B.; BREMER, B. Phylogenetic relationships within the
gentianales based on ndhF and rbcL sequences, with particular reference to the
Loganiaceae. American Journal of Botany, 87, p. 1029-1043, 2000.

BAKER, J. M.; WARD, J. L.; BEALE, M. H. Combined NMR and flow injection ESI-
MS for Brassicaceae metabolomics. Methods in Molecular Biology, 860, p. 177- 171
191, 2012. .

BALDWIN, M. A. Modern mass spectrometry in bioorganic analysis. Natural Product
Reports, 12, n. 1, p. 33-44, 1995.

BASILIO, 1. J. L. D.; NURIT, K.; AGRA, M. F. Estudo Farmacobotanico das Folhas de
trés Espécies do Género Strychnos L. (Loganiaceae) do Nordeste do Brasil. Acta
Farmacéutica Bonaerense, 24, n. 3, p. 356-365, 2005.

BENNETT; A.E. The history of the introduction of curare into medicine. Anesthesia and
Analgesia: Current Researches, 47, p. 484 - 492 . 1968.

BISSET, N. G. Curare. In: Pelletier, W.S., (Ed.), Alkaloids: Chemical and Biological
Perspectives. In: Springer, Berlin, 1992a. v. 8, cap. 1, p. 3-150.

BISSET, N. G.; CHOUDHURY, A. K. Alkaloids from the leaves of strychnos
wallichiana. Phytochemistry, 13, p. 259-263, 1974.

BISSET, N. G.; PHILLIPSON, J. D.Antirhine and antirhine metho-salt from the leaves
of Strychnos camptoneura. Phytochemistry, 13, p. 1265-1267, 1974.

BONAMIN, F.; MORAES, T. M.; KUSHIMA, H.; SILVA, M. A. et al. Can a
Strychnos species be used as antiulcer agent? Ulcer healing action from alkaloid fraction

101



of Strychnos pseudoquina St. Hil. (Loganiaceae). Journal of Ethnopharmacology, 138,
p. 47— 52, 2011.

BRANDT, V.; TITS, M.; GEERLINGS, A.; FREDERICH, M. et al. b -Carboline
glucoalkaloids from Strychnos mellodora. Phytochemistry, 51, p. 1171-1176, 1999.

BRASSEUR, T.; ANGENOT, L. Flavonol glycosides from leaves of Strychnos
variabilis. Phytochemistry, 25, p. 653-564, 1986.

CARL, J.; SCHWARZER, M.; KLINGELHOEFER, D.; OHLENDORF, D. et al.
Curare - A Curative Poison: A Scientometric Analysis. Institute for Occupational
Medicine, Social Medicine and Environmental Medicine, Goethe University,
Frankfurt, Germany, 9, n. 11, 2014.

COSTA, R. A;; PINHEIRO, M. L. B.; OLIVEIRA, K. M. T.; BARISSON, A. et al.
Structural, Vibrational, and Electronic Properties of the Glucoalkaloid Strictosidine: A
Combined Experimental and Theoretical Study. Journal of Chemistry, 2016.

CZARNOWSK, C.; BAILEY, J.; BAL, S. Curare and a Canadian connection.
Canadian Family Physician, 53, p. 1531-1532, 2007.

DEGASPARI, C. H.; WASZCZYNSKYJ, N. Propriedades antioxidantes de compostos
fenolicos. Visdo Académica, 5, n. 1, p. 33-40, 2004.

DEWICK, P. M. Medicinal Natural Products: a Biosynthetic Approach. John Wiley
& Sons: New York, 2009. 546p p. 978-0-470-74168-9.

EHRENWORTH, A. M.; SARRIA, S.; PERALTA-YAHYA, P. Pterin-Dependent
Mono-oxidation for the Microbial Synthesis of a Modified Monoterpene Indole
Alkaloid. Synthetic Biology, 4, n. 12, p. 1295-1307, 2015.

EL-ANEED, A.; COHEN, A.; BANOUB, J. Mass Spectrometry, Review of the Basics:
Electrospray, MALDI, and Commonly Used Mass Analyzers. Applied Spectroscopy
Reviews, 44, n. 3, p. 210-230, 2009.

ELDAHSHAN, O. A.; ABDEL-DAIM, M. M. Phytochemical study, cytotoxic, analgesic,
antipyretic and anti-inflammatory activities of Strychnos nux-vomica. Cytotechnology,
67, p. 831-844, 2015.

FAGGIO, C.; SUREDA, A.; MORABITO, S.; MOCAN, A.et al. Flavonoids and
platelet aggregation: A brief review. European Journal of Pharmacology, 807, p. 91-
101, 2017.

FALCONE, C. E.; COOKS, G. Molecular recognition of emerald ash borer infestation
using leaf spray mass spectrometry. Rapid communications in mass spectrometry, 30,
p. 1304-1312, 2016.

FLORA DO BRASIL. Loganiaceae in Flora do Brasil 2020 em construgdo. Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em:

<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/EFB151>.

102


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB151

http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB151, 2018. Acesso em: Acesso
em: 23 Mai. 2018.

FOLKERS, K. Preliminary studies of the botanical components of tecuna and java
curare. Journal of the American Pharmaceutical Association, 27, p. 689-693, 1938.

FUNARI, C. S.; ASTRO-GAMBOA, |.; CAVALHEIRO, A. J.; BOLZANI, V. D. S.
Metabolomica, uma abordagem otimizada para exploracdo da biodiversidade brasileira:
Estado da arte, perspectiva e desafios. Quimica Nova, 36, n. 10, p. 1605-1609, 2013.

GURST:; E, J. NMR and the Structure of D-Glucose. Journal
of Chemical Education, p. 1003-1004, 1991.

HENRIQUES, A. T.; LIMBERGER, R. P.; KERBER, V. A.; MORENO, P. R. H. I. S.
E. A. Alcaloides: generalidades e aspectos basicos. In: Farmacognosia: da planta ao
medicamento. Ed. Universidade/UFRGS. Porto Alegre, 1999. v. 6, cap. 29.

HENRIQUES, A. T.; LOPES, S. O.; PARANHQOS, J. T.; GREGIANINI, T. S. et
al. Phytochemistry, 65, p. 449-454, 2004.

HOET, S.; STEVIGNY, C.; HERENT, M.-F.; QUETIN-LECLERCQ, J.
Antitrypanosomal compounds from the leaf essential oil of Strychnos spinosa. Planta
Medica, 72, p. 480-482, 2006.

HONORIO-FRANCA, A. C.; MARINS, C. M. F.; BOLDRINI, F.; FRANCA, E. L.
Evaluation of hypoglicemic activity and healing of extract from amongst bark of “Quina
do Cerrado” (Strychnos pseudoquina ST. HILL). Acta Cirurgica Brasileira, 36, p. 504-
510, 2008.

ITOH, A.; TANAKA, Y.; NAGAKURA, N.; AKITA, T. et al. Phenolic and iridoid
glycosides from Strychnos axillaris. Phytochemistry, 69, p. 1208-1214, 2008.

ITOH, A.; TANAKA, Y.; NAGAKURA, N.; NISHI, T. et al. A quinic acid ester from
Strychnos lucida. Journal of Natural Medicines, 60, n. 2, p. 146-148, 2006.

JAYARAM, K.; MURTHY, I. Y. L. N.; LALHRUAITLUANGA, H.; M.N.V,, P.
Biosorption of lead from aqueous solution by seed powder of Strychnos potatorum L.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 71, n. 2, p. 248-254, 20009.

JIANG, H.; LIU, Y.-B.; LI, Y.; LI, L. et al. Analgesic corynanthe-type alkaloids from
Strychnos angustiflora. Tetrahedron, 72, n. 10, p. 1276-1284, 2016.

JIANG, H.; MA, S. G.; LI, Y.; LIU, Y. B. et al. Spirobisnaphthalenes and lactones from
the seeds of Strychnos angustiflora with potential anti-inflammatory activity. Bioorganic
& Medicinal Chemistry Letters, 26, p. 4832-4836, 2016.

KIND, T.; FIEHN, O. Strategies for dereplication of natural compounds using high-
resolution tandem mass spectrometry. Phytochemistry Letters, 21, p. 313-319, 2017.

103


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB151

KLEIN-JUNIOR, L. C.; CRETTON, S.; ALLARD, P. M.; GENTA-JOUVE, G. et al.
Targeted Isolation of Monoterpene Indole Alkaloids from Palicourea sessilis. Journal of
Natural Products, 80, n. 11, 2017.

LIMA, B. R.; SILVA, F. M. A,; SOARES, E. R.; ALMEIDA, R. A. et al. Integrative
Approach Based on Leaf Spray Mass Spectrometry, HPLC-DAD-MS/MS, and NMR for
Comprehensive Characterization of Isoquinoline-Derived Alkaloids in Leavesof
Onychopetalum amazonicum R. E. Fr. Journal of the Brazilian Chemical Society, 00,
p. 1-11, 2019.

LIMA, M. H. D.; FORTES-DIAS, C. L.; CARLINI, C. R.; GUIMARAES, J. A.
Toxinology in Brazil: A big challenge for a rich biodiversity. Toxicon, 56, n. 7, p. 1084-
1091, 2010.

LIU, J.; WANG, H.; COOKS, R. G.; OUYANG, Z. Leaf spray: direct chemical analysis
of plant material and living plants by mass spectrometry. Analytical Chemistry, 83, p.
7608-7613, 2011.

LIU, Y.; PAN, G.; WANG, X.; ANDRE, N. et al. Rapid and systematic identification of
indole alkaloids in Uncaria rhynchophylla by UPLC-Q-TOF-MS. Journal of
Pharmacognosy and Phytochemistry, 3, n. 2, p. 50-59, 2015.

MA, Y. L.; VEDERNIKOVA, |.; VAN DEN HEUVEL, H.; CLAEYS, M. Internal
glucose residue loss in protonated O-diglycosyl flavonoids upon low-energy collision-
induced dissociation. Journal of the American Society for Mass Spectrometry, 11, p.
136-144, 2000.

MACHADO, H.; NAGEM, T. J.; PETERS, V. M.; FONSECA, C. S. et al. Flavonoides
e seu potencial terapéutico. Boletim do Centro de Biologia da Reproducéo, 27, n. 1-2,
p. 33-39, 2008.

MAGNUS, P.; SEAR, N. L.; KIM, C. S.; VICKER, N. Studies on the Synthesis of
Strychnos Alkaloids. A New Entry into the Azocino[4.3-h Jindole Core Structure and
Related Studies. The Journal of Organic Chemistry, 57, p. 70-78, 1992.

MARCH, R. E., MIAO, X. S., METCALFE, C. D. A fragmentation study of a flavone
triglycoside, kaempferol-3-O-robinoside-7-O-rhamnoside. Rapid communications in
mass spectrometry 18, p. 931-934, 2004.

MARSHALL, D. D.; LEI, S.; WORLEY, B.; HUANG, Y. et al. Combining DI-ESI-MS
and NMR datasets for metabolic profiling. Metabolomics, 11, p. 391-402, 2015.

MARTINEZ-JARQUIN, S.; WINKLER, R. Low-temperature plasma (LTP) jets for mass
spectrometry (MS): lon processes, instrumental set-ups, and application examples.
Trends in Analytical Chemistry, 89, p. 133-145, 2017.

MONGE, M. E.; HARRIS, G. A.; P., D.; M., F. N. F. Mass spectrometry: recent advances

in direct open air surface sampling/ionization. Chemical Reviews, 113, n. 4, p. 2269-
2308, 2013.

104



NICOLETTI, M.; GOULART, M. O. F.; LIMA, R. A. D.; GOULART, A. E. et al.
Flavonoids and Alkaloids From Strychnos pseudoquina. . Journal of Natural
Products, 47, p. 953-957, 1984.

NIESSEN, W. M. A. Liquid Chromatography— Mass Spectrometry. Taylor &
Francis Group, LLC: 2006. 600p p., v. 3%d).

O'CONNOR, S. E.; MARESH, J. J. Chemistry and biology of monoterpene indole
alkaloid biosynthesis. Natural Product Reports, 23, p. 532-547, 2006.

OHIRI, F. C.; VERPOORTE, R.; BAERHEIM, A., SVENDSEN. The African
strychnos species and their alkaloids: A review. Journal of Ethnopharmacology, 9, p.
167-223, 1983.

OLIVEIRA, A. N.; AMARAL, L. L. Floristica e fitossociologia de uma floresta de
vertente na Amazonia Central, Amazonas, Brasil. Acta Amazonica, 34, p. 21-34, 2004.

OLSZEWSKA, M.; WOLBIS, M. Further flavonoids from the flowers of Prunus
spinosa L. Acta Polonise Pharmaceutica - Drug Research, 59, n. 2, p. 133-137, 2002.

OYEDEMI, S. O.; BRADLEY, G.; AFOLAYAN, A. J. In -vitro and -vivo antioxidant
activities of aqueous extract of Strychnos henningsii Gilg. African Journal of Pharmacy
and Pharmacology, 4, p. 70-78, 2010.

PAN, H.; YANG, W.; ZHANG, Y.; YANG, M. et al. An integrated strategy for the
systematic characterization and discovery of new indole alkaloids from Uncaria
rhynchophylla by UHPLC/DAD/LTQ-Orbitrap-MS. . Analytical and Bioanalytical
Chemistry, 407, p. 6057-6070, 2015.

PARHIZ, H.; ROOHBAKHSH, A.; SOLTANI, F.; REZAEE, R. et al. Antioxidant and
Anti-Inflammatory Properties ofthe Citrus Flavonoids Hesperidin and Hesperetin:An
Updated Review of their MolecularMechanisms and Experimental Models.
Phytotherapy Research, 2015.

PATIL, S. P.; LADDHA, K., S. Simple method of isolation of loganin from nux vomica
fruits and its quantification by HPLC. International Journal of Pharmacognosy, 4, n.
1, p. 39-42, 2017.

PEREIRA, I.; RODRIGUES, S. R. M.; CARVALHO, T. C.; CARVALHO, V. V. et al.
Rapid screening of agrochemicals by paper spray ionization and leaf spray mass
spectrometry: which technique is more appropriate? Analytical Methods, 8, n. 31, p.
6023-6029, 2016.

PEREIRA, I. S. P.; RODRIGUES, V. F.; VEGA, M. R. G. Flavonoides do Género
Solanum. Revista Virtual de Quimica, 8, n. 1, p. 4-26, 2016.

PEREIRA, M. M.; SOUZA JUNIOR, S. N.; ALCANTARA, A. F. C.; PILO-VELOSO,

D. et al. Constituintes quimicos e estudo biolégico de Aspidosperma nitidum
(Apocynaceae). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, 8, n. 3, p. 1-8, 2006.

105



PHILIPPE, G.; ANGENOT, L.; TITS, M.; FREDERICH, M. About the toxicity of
some Strychnos species and their alkaloids. Toxicon, 44, n. 4, p. 405-416, 2004.

PINHEIRO, M. L. B.; ROCHA, A. F. I. D.; FERNANDES, M. A. D. N.; MONTE, F. J.
Q. et al. Lignanas de Strychnos guianensis (Aublet) Mart. Quimica Nova, 27, n. 2, p.
188-192, 2004.

PINHEIRO, M. L. B. Contribuicédo ao Estudo Fitoquimico do Género Strychnos da
Flora Amazonica. 2000. 260 f. (Doutorado) -, Universidade Federal do Ceara.

PRATES, A.P. L.; IRVING, M. D. A. Conservacao da biodiversidade e politicas publicas
para as areas protegidas no Brasil: desafios e tendéncias da origem da CDB as metas de
Aichi. Revista Brasileira de Politicas Publicas, 5, n. 1, p. 28-59, 2015.

QUEIROZ, E. F.; HOSTETTMANN, K. A Importancia das Técnicas Acopladas
(CL/UV, CL/EM, CL/RMN) para Procura de Principios Ativos E. F. Queiroz, K.
Hostettmann. Revista Fitos, 2, n. 3, p. 39-53, 2006.

QUETIN-LECLERCQ, J.; ANGENOT, L.; BISSET, N. G. South American Strychnos
species. Ethnobotany (except curare) and alkaloid screening. Journal of
Ethnopharmacology, 28, n. 1, p. 1-52, 1990.

RAHEEM, D. J.; TAWFIKE, A. F.; ABDELMOHSEN, U.; EDRADA-EBEL, R. A. et
al. Application of metabolomics and molecular networking in investigating the chemical
profle and antitrypanosomal activity of British bluebells (Hyacinthoides non- scripta).
Scientific Reports, 9, n. 1, 2019.

RAMOS, A. E. F.; LEPOGAM, P.; ALCOVER, C. F. Collected mass spectrometry data
on monoterpene indole alkaloids from natural product chemistry research. Scientific
Data, 6, p. 15, 2019.

RAO, P. S.; PRASAD, M. N. V. Extraction, purification and caracterization of indole
alkaloids from strychnos wallichiana L. - an Endangered medicinal plant from India.
Medicinal and aromatic plant science and biotechnology, 2, n. 1, p. 63-67, 2008.

REFLORA. Strychnos in Flora do Brasil 2020 em construg&o. Jardim Botanico do
Rio de Janeiro. http://floradobrasil.jbrj.qgov.br/reflora/floradobrasil/FB8663, 2018.
Acesso em: 02 Abril.

ROBERTS, M. F.; WINK, M. Alkaloids: Biochemistry, Ecology, and Medicinal
Applications. Plenum Press, New York, NY, 1998. 486 p. 0-306-45465-3.

RODRIGUES, M. V.; REHDER, V. L. G.; SARTORATTO, A.; BOAVENTURA
JUNIOR, S. et al. O emprego de técnicas hifenadas no estudo de plantas medicinais.
Multi Ciéncia, 7, p. 1-14, 2006.

ROMAO, W. Novas aplicacBes da espectrometria de massa em quimica forense.

2010. 200p f. (Tese de Doutorado) - Instituto de Quimica, Universidade Estadual de
Campinas, Tese de Doutorado.

106


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB8663

SADRE, R.; MAGALLANES-LUNDERBACK, M.; PRADHAN, S.; SALIM, V. et al.
Metabolite Diversity in Alkaloid Biosynthesis: A Multilane (Diastereomer) Highway
for Camptothecin Synthesis in Camptotheca acuminata. The Plant Cell, 28, p. 1926-
1944, 2016.

SAKAMOTO, J.; UMEDA, Y.; RAKUMITSU, K.; SUMIMOTO, M. et al. Total
Syntheses of (-)-Strictosidine and Related Indole Alkaloid Glycosides. Angewandte
Chemie International Edition, 59, n. 32, p. 13414-13422, 2020.

SANTOS; G., C. L.; ANGOLINI, C. F. F.; NEVES, K. O. G. et al. Molecular
networking-based dereplication of strictosidine-derived monoterpene indole alkaloids
from the curare ingredient Strychnos peckii. Rapid

Communications in Mass Spectrometry, 2019.

SARMENTO, N. C.; WORACHARTCHEEWAN, A. PINGAEW, R
PRACHAYASITTIKUL, S. et al. Antimicrobial, antioxidant and anticancer activies of
strychnos lucida R. BR. African Journal of Traditional, Complementary, and
Alternative Medicines, 12, n. 4, p. 122-127, 2015.

SCOTT, A. I. Biosynthesis of natural products. 184, p. 760-764 1974.

SHOKO, T.; APOSTOLIDES, Z.; MONJEREZI, M.; SAKA, J. D. K. Volatile
constituents of fruit pulp of Strychnos cocculoides (baker) growing in Malawi using solid
phase microextraction. South African Journal of Botany, 84, p. 11-12, 2013.

SILVA, F. H.; NASCIMENTO, A.; ZWOLINSK, N.; ANDRE, A. Miastenia gravis
pos-infecdo por virus HIN1. Revista SPA, 21, n. 5, p. 18-21, 2012.

SILVA, F. M. A.;; HANNA, A. C. S.; SOUZA, A. A.; SILVA-FILHO, F. A. et al.
Integrative Analysis Based on HPLC-DAD-MS/MS and NMR of Bertholletia excelsa
Bark Biomass Residues: Determination of Ellagic Acid Derivatives. Journal of the
Brazilian Chemical Society, 30, p. 830-836, 2019.

SILVA,F. M. A,; SOUZA, A. D. L.; KOOLEN, H. H. F.; BARISON, A. et al.
Phytochemical Study of the Alkaloidal Fractions of Unonopsis duckei R. E. Fr. Guided
by Electrospray lonisation lon-trap Tandem Mass Spectrometry. Phytochemical
Analysis, 25, p. 45-49, 2014.

SILVA, M. A;; SOUZA-BRITO, A. R. M.; HIRUMA-LIMA, C. A.; SANTOS, L. C,,
SANNOMIYA, M. et al. Strychnos L. da América do Sul e Central. Revista Brasileira
de Farmacognosia, 15, p. 256-267, 2005.

SILVERSTEIN, R. M., WEBSTER, F. X., KIEMLE, D. J. Spectrometric
Identification of organic compounds. John Wiley & Sons Ed., Danvers: 2005. 550p p.,
v. 7ed).

SOARES, E. R.; SILVA, F. M. A;; ALMEIDA, R. A.; LIMA, B. R. et al. Direct
infusion ESI-IT-MSn alkaloid profile and isolation of tetrahydroharman and other
alkaloids from Bocageopsis pleiosperma Maas (Annonaceae). Phytochemical Analysis,
26, p. 339-345, 2015.

107



SUAREZ, A. I.; MANCEBO, M.; MONACHE, F. D.; TIRRI, M. M. et al. A new
indole-alkaloid and a new phenolic-glycoside with cytotoxic activity from Strychnos
fendleri. Natural Product Research, 30, n. 4, p. 399-405, 2015.

TADJIMUKHAMEDOV, F. K.; HUANG, G.; OUYANG, Z.; COOKS, G. Rapid
detection of urushiol allergens of Toxicodendron genus using leaf spray mass
spectrometry. Analyst, 137, p. 1082-1084, 2012.

TITS, M.; BRANDT, V.; WAUTERS, J. N.; DELAUDE, C. et al. Glucoindole
alkaloids from stem bark of Strychnos mellodora Planta Medica, 62, p. 73-74, 1996.

VAN MAANEN, E. F. The antagonism between acetylcholine and the curare alkaloids,
d-tubocurarine, c-curarine-i, c-toxiferine-ii and p-erythroidine in the rectus abdominis of
the frog. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 99, p. 255-264,
1950.

VARANDA, E. A. Atividade mutagénica de plantas medicinais. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Béasica e Aplicada, 27, n. 1, p. 1-7, 2006.

VIEGAS JUNIOR, C.; BOLZANI, V. D. S. Os produtos naturais e a quimica medicinal
moderna. Quimica Nova, 29, n. 2, p. 326-337, 2006.

VASQUEZ, S. P. F.; MENDONCA, M. S.; NODA, S. N. Etnobotanica de plantas
medicinais em comunidades ribeirinhas do Municipio de Manacapuru, Amazonas, Brasil.
Acta Amazonica, 44, n. 4, p. 457-472, 2014.

WANG, B.; DAI, Z., .; LIU, L.; WEI, X. et al. Indole glycosides from aqueous fraction
of Strychnos nitida Natural Products and Bioprospecting, 6, p. 285-290, 2016.

WANG, M. X.; CARVER, J. J.; PHELAN, V. V.; SANCHEZ, L. M. et al. Sharing and
community curation of mass spectrometry data with Global Natural Products Social
Molecular Networking. Nature Biotechnology, 34, n. 8, p. 828-837, 2016.

YADAYV, K.; KADAM, P.; PATEL, J.; PATIL, M. Strychnos potatorum: Phytochemical
and pharmacological review. Pharmacognosy Reviews, 8, n. 15, p. 61- 66, 2014.

YAMAZAKI, Y.; URANO, A.; SUDO, H.; KITAJIMA, M. et al. Metabolite profiling of
alkaloids and strictosidine synthase activityin camptothecin producing plants.
Phytochemistry, 62, n. 3, p. 461-470, 2003.

YANG, J. Y.; SANCHEZ, L. M.; RATH, C. M.; LIU, X. et al. Molecular Networking
as a Dereplication Strategy. Jounal of Natural Products, 76, p. 1686—1699, 2013.

YUK, H. J.; LEE, Y.-S.; RYU, H. W.; KIM, S.-H. et al. Effects of Toona sinensis Leaf

Extract and Its Chemical Constituents on Xanthine Oxidase Activity and Serum Uric Acid
Levels in Potassium Oxonatelnduced Hyperuricemic Rats. Molecules, 23, n. 12, 2018.

108



ZAPPI, D. C.; SETUBAL, R. B. Flora das cangas da Serra dos Carajas, Para, Brasil:
Loganiaceae. Rodriguésia, 67, p. 1405-1409, 2016.

ZHENG, Y. F.; Ql, L. W.; ZHOU, J. L.; LI, P. P. Structural characterization and
identification of oleanane-type triterpene saponins in Glycyrrhiza uralensis Fischer by
rapid-resolution liquid chromatography coupled with time-of-flight mass spectrometry.
Rapid Communications in Mass Spectrometry, 24, p. 3261-3270., 2010.

109



110



8. Anexos

Received: 16 Augast 2009 I Revisad 16 Ocbober 2017 I_ Arcepied: 25 Movenksr 2017

DOl 10,1002 rom 5583

SPECIAL ISSUE RESEARCH ARTICLE

WILEY

2=
Lormerarscations m
s Ty

Molecular networking-based dereplication of strictosidine-
derived monoterpene indole alkaloids from the curare
ingredient Strychnos peckii

Carla L.G. Santos® | Célio F.F. Angolini® |
Afonso D.L. de Souza®?® |
Felipe M.A. da Silva®® ©

Emmanoel V. Costa® |
Hector HF. Koolen* @ |

Candral Anzlitics - Cenzro de Apoio
Multidizcipinar (CAM), Universidads Fadaral
do Amaronzs (UFAM), Manzus, &M, &2077-
000, Brazil

*Centro de Ciéncas Naturais £ Humanas,
Universidade Federzl do A8 (UFABC|, 3anto
André, 5P, 09210-550, Braxi

=:I=|:|a-.: menio de Quimica, Universdade
Federal do Amaroras (UFAM), Mangus, AM,
SR077-000, Brazi

Grpo de Pesguisa e Matzboldmica =
Espectrometna de Mas=as, Universidade do
Estado do Amazoras, Manaus, AM, 69050-
010, Brazil

Coarespondence

H. H.F. Kooler, Grupo de Pesquisz em
Metzholomica & Espectrometria d= Massas,
Universidade do Estado do Amazonas, 68030-
010, Manass, AM, Brazil

Email: hkncleni@uea sdobr

F. M. A Sibea, Central Analitica - Cantro de
Apcio Multidizciphnar (CAM), Universidade
Federal do Amazonas [UFAM), §307 7-000,
Manzus, AM, Brazil

Email: felipemasi@ufamoadu.br

Kidney O.G. Neves® |
Maria Licia B. Pinheiro*?

Rationale: Monoterpene indole akazloids [MIAs) are a large group of biologically
active compounds produced by hundreds of plant species in numerous plant families.
such as Apocynaceze, Loganiaceae and Rubiaceas. Although this diversity is
biosynthetically intermediated by strictosidine. there are no works focused on the
fragmentation patterns wunder collision-induced dissociation of strictosidine-derived
alkzloids.

Methods: Initially, the alkaloid fingerprint of Strychnos peckii was established using
leaf spray with tandem mass spectrometry [L5-M5/M5). Then, high-performance
liguid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (HPLC/MS/MS)
analyses were camied out to focus on the patterns of neutral losses in product ion
scan experiments with the leaf agueous extract. Finally. the product ion spectra from
a set of presumabde strictosidine-type derivatives were analyzed and organized via
maolecular networking (MM and dereplicated by manual interpretation of M5/MS
spectra.

Results: L5-ME5/MS allowed the tentative identification of strictosidine-derived
alkaloids in the leaves of 5. peckii, showing useful neutral losses fior the dereplication
aof strictosidine analogues by HPLC/M5/M5 experiments. The use of MM combined
with manual interpretation of the fragmentation patterns highlighted characteristic
fragmentation pathways, and allowed the tentative identification of strictosidine,
desoxycordifoline, strictosidinic acid, 10-hydroxystrictosidine, S-carbmoystrictosidine.
hyabaside, 3.4-dehydrostrictosidine and strictosidine lactam.

Conclusions: The use of MM combined with the analysis of the fragmentation
patterns proved to be a useful strategy for the dereplication of strictosidine-derived
MlAs from 5. peckii, highlighting known and unprecedented structures, as well as
useful diagnostic product ions. Therefore, this warkflow is an effective approach for
the characterization of strictosidine-type alkaloids in future dereplication works.
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Figura Al: Trabalho publicado com base nos dados apresentados no presente trabalho.
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Figura A3: Espectro de LC-ESI-MS (modo positivo) da amostra SPF8.
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Figura A4: Espectro de LC-ESI-MS/MS (modo positivo) da amostra SPF8.
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Figura A5: Espectro de LC-ESI-MS (modo positivo) da amostra SPF7_2.
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Figura A6: Espectro de LC-ESI-MS/MS (modo positivo) da amostra SPF7_2.
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Figura A9: Espectro de LC-ESI-MS (modo positivo) da amostra SPF7_1.
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Figura A11l: Espectro de LC-ESI-MS (modo positivo) da amostra SPF4.
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Figura A12: Espectro de LC-ESI-MS/MS (modo positivo) da amostra SPF4.
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Figura A13: Espectro de LC-ESI-MS (modo positivo) da amostra SPF10.

Figura Al4: Espectro de LC-ESI-MS/MS (modo positivo) da amostra SPF10.
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Figura A15: Espectro de LC-ESI-MS (modo positivo) da amostra SPF9_2.

Figura A16: Espectro de LC-ESI-MS/MS (modo positivo) da amostra SPF9_2.
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Chemical Formula: CpgH33N20g"
Exact Mass: 517,2181

+
NH, / OH

o)

IZz

HO\

Chemical Formula: CogHosNo04"
Exact Mass: 355,1652

Chemical Formula: CogHagNOg™ ™

Exact Mass: 500,1915

Chemical Formula:
CapHzoNO4*
Exact Mass: 338,1387

Chemical Formula: CygHgNO3*
Exact Mass: 320,1281

HO\

Chemical Formula: CygH14NO5*
Exact Mass: 268,0968

Figura A17: Proposta de fragmentacdo para o ion m/z 517

Chemical Formula: Cy7H35N5045"

Exact Mass: 547,2286

Chemical Formula: Cy1Hs5N505"
Exact Mass: 385,1758

OH

OH

—_—

Chemical Formula: C,7H3:NO45”
Exact Mass: 530,2021 Ho

Chemical Formula: Co1H2oNOs"
Exact Mass: 368,1492

+

HO
\ —
: + N \
Chemical Formula: Cy4HzyNOy H OH
Exact Mass: 350,1387 07\ _4¢
HO Chemical Formula: CogH1gNO,*
B\ Exact Mass: 336,1230
N O
H Ny
H,CO

0

Chemical Formula: C,7HzNO,"
Exact Mass: 288,1074

Figura A18: Proposta de fragmentacao para o ion m/z 547
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) . Chemical Formula: C;gH;gN,05"
Chemical Formula: CygH35N,044 Exact Mass: 3431288
Exact Mass: 575,2235

Chemical Formula: CopHysN,05"
Exact Mass: 395,1601

Chemical Formula: CosHasN20g"
Chemical Formula: CogH3,NO 4 * Exact Mass: 413,1707
Exact Mass: 558,1970

HO
o
W\ NH;
N —
H
o}
\ OH

Chemical Formula: CyqHpyNoO5"
Exact Mass: 381,1445

Figura A19: Proposta de fragmentacgdo para o ion m/z 575
OH

OH

.

Chemical Formula: Co7H31N,0g" Chemical Formula: CaqHyiNoOu*F ™
Exact Mass: 527,2024 Exact Mass: 365,1496

Chemical Formula: CyqH;gN,O5"
Exact Mass: 347,1390

Chemical Formula: C,7H;5N,05"
Exact Mass: 295,1077

Chemical Formula: CogH;7N205"
Exact Mass: 333,1234

Figura A20: Proposta de fragmentacdo para o ion m/z 527
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Chemical Formula: Cp7H33N09"
Exact Mass: 529,2181

Exact Mass: 349,1547

(e} OH
\ (o}
Chemical Formula: Cq7H7N,05"
: +
Chemical Formula: CygHgN05 Exact Mass: 297,1234
Exact Mass: 335,1390

Figura A21: Proposta de fragmentacdo para o ion m/z 529

Chemical Formula: CogHo1N505"
HO  OH Exact Mass: 337,1547

Chemical Formula: CpgH31N,Og"

Exact Mass: 499,2075 / \

Chemical Formula: CygH45N,05"
Exact Mass: 267,1128

Chemical Formula: CygH1gN2O5"
Exact Mass: 319,1441

Figura A22: Proposta de fragmentacdo para o ion m/z 499
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