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RESUMO

O estudo da quimica de produtos naturais pode trazer grandes descobertas para
diferentes areas da pesquisa cientifica. De fato, varios farmacos hoje amplamente
utilizados tém sua oriegm em pesquisa com produtos naturais. Neste sentido,
extratos de diferentes espécies de Aspidosperma sdo usados
ethnofarmacologicamente como agentes antimalaricos, sendo que ensaios
bioldgicos in vitro e in vivo, corroboram o uso popular. Espécies de Aspidosperma
sao reconhecidas pela presenca de alcaloides bioativos, com destaque para
alcaloides inddlicos monoterpenos do tipo aspidosperma. Assim, o objetivo deste
trabalho é avaliar a composi¢ao fitoquimica de extrato da casca de A.
spruceanum, previamente identificado com potencial antioxidante e significativo
teor de compostos fendlicos, além de alcaloides. Para tanto sera analisado o perfil
fitoquimico do extrato por HPLC-DAD, sendo o mesmo desreplicado por
Espectrometria de Massar (HRMS). Por fim, sera efetuado ainda o fracionamento
HRMS dirigido do extrato antioxidante visando o isolamento e/ou alta purificagao
de metabdlitos possivelmente responsaveis pela atividade observada. Uma vez
supostamente identificados e purificados, novos ensaios bioquimicos/bioldgicos
podem contribuir para a identificacdo de novos hits bioativos que possam ter
valor terapéutico.

Palavras-chave: Quimica de Produtos Naturais; Desreplicagdo; Alcaloides;
Compostos Fendlicos; Bioatividade.



ABSTRACT

The study of natural product chemistry can lead to significant discoveries across
various areas of scientific research. Indeed, several widely used drugs today orig-
inate from natural product research. In this context, extracts from different Aspido-
sperma species are used ethnopharmacologically as antimalarial agents, with in
vitro and in vivo biological assays corroborating their folk use. Aspidosperma spe-
cies are recognized for the presence of bioactive alkaloids, notably Aspidosperma-
type monoterpene indole alkaloids.

Thus, the objective of this work is to evaluate the phytochemical composition of the
bark extract of A. spruceanum, which was previously identified as having antioxi-
dant potential and a significant content of phenolic compounds, in addition to alka-
loids. To this end, the phytochemical profile of the extract will be analyzed by
HPLC-DAD and dereplicated using High-Resolution Mass Spectrometry (HRMS).
Finally, HRMS-guided fractionation of the antioxidant extract will be performed,
aiming at the isolation and/or high purification of metabolites potentially responsi-
ble for the observed activity. Once putatively identified and purified, further bio-
chemical/biological assays may contribute to the identification of new bioactive hits
with potential therapeutic value.

Key-words: Natural Product Chemistry; Dereplication; Alkaloids; Phenolic Com-

pounds; Bioactivity.
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1. INTRODUGAO

A pesquisa multidisciplinar com Produtos Naturais (PN) de origem vegetal de-
sempenha papel central tanto na prospeccéo de agentes terapéuticos quanto na ob-
tencdo de matérias-primas para a sintese de novos compostos bioativos. Esses pro-
dutos apresentam ampla diversidade estrutural, resultando em diferentes classes qui-
micas, como terpenos, flavonoides, cumarinas, quinonas, taninos, saponinas, alcaloi-
des, lignanas, entre outras (Dewick, 2009). A singularidade e a complexidade estrutu-
ral e fisico-quimica dessas moléculas conferem aos produtos naturais um valor ines-
timavel, posicionando-os como uma fonte primaria para o desenvolvimento de molé-
culas com aplicagdes diversificadas nos setores farmacéutico, cosmético, biotecnolé-
gico, agroquimico e alimentar.

O estudo aprofundado dos metabdlitos secundarios vegetais exige, por sua
vez, uma abordagem intrinsecamente integrada e multidisciplinar. Essa investigagao
abrange areas do conhecimento que vao desde a quimica organica e analitica, pas-
sando pela bioquimica e botanica, até disciplinas de biologia molecular e farmacolo-
gia. A complexidade inerente a essas substancias, aliada a intricada rede de seus
processos biossintéticos, refor¢ca a necessidade de uma investigagao que transcenda
as fronteiras disciplinares. Somente por meio de uma visdo abrangente é possivel
promover a compreensao completa de suas propriedades fisico-quimicas, funcdes bi-
olégicas e, consequentemente, de seu potencial de aplicagao.

Nesse contexto, a expressiva atividade bioldégica demonstrada por diversos me-
tabdlitos secundarios de origem vegetal os coloca em uma posigao de destaque na
descoberta e no desenvolvimento de novos farmacos. A relevancia desses compostos
€ corroborada por sua vasta diversidade estrutural, que Ihes permite interagir de ma-
neira especifica e eficaz com multiplos alvos bioquimicos e farmacolégicos no orga-
nismo. A importancia histérica e continua dos produtos naturais € inegavel: uma ana-
lise abrangente do periodo de 1981 a 2019 revelou que aproximadamente 65% dos
medicamentos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Uni-
dos, sdo derivados de produtos naturais ou possuem suas estruturas inspiradas neles
para fins de sintese e otimizagao molecular (NEWMAN; CRAGG, 2020). Esses dados
reforgam o valor estratégico dos produtos naturais como recursos promissores para

inovacao terapéutica, reforcando a relevanica de pesquisas continuas que integrem



abordagens quimicas, biolégicas e tecnoldgicas para explorar seu potencial de forma
sustentavel e eficiente.

A importancia econémica dos produtos naturais transcende significativamente
o setor farmacéutico, abrangendo um mercado global que demonstra um crescimento
exponencial e sustentado. A mudanga no paradigma de consumo, impulsionada pela
crescente demanda por alternativas mais saudaveis, naturais e sustentaveis, tem ca-
talisado a expansao de diversos segmentos. Isso inclui o mercado de alimentos fun-
cionais, nutracéuticos, cosméticos naturais e fitoterapicos, que se consolidam como
pilares da bioeconomia. Estima-se que o mercado global de produtos naturais e orga-
nicos continue sua robusta trajetéria ascendente, com previsdes indicando que o setor
de ingredientes naturais para cosméticos, por exemplo, alcangcara um valor de mer-
cado expressivo até 2025, refletindo a clara preferéncia do consumidor por insumos
de origem vegetal em detrimento de seus analogos sintéticos (SANTOS-MIRANDA,
2022).

Adicionalmente, a bioprospeccao de produtos naturais configura-se como um
investimento estratégico de alto retorno para a inovagao tecnoldgica e o desenvolvi-
mento de patentes. A complexidade estrutural e a bioatividade intrinseca dessas mo-
léculas oferecem estruturas quimicos unicas, cuja replicagao por sintese pura é fre-
guentemente desafiadora e economicamente inviavel, conferindo um alto valor agre-
gado e exclusividade aos produtos. O Brasil, em particular, como detentor da maior
biodiversidade do planeta, possui um potencial imensuravel para se estabelecer como
lider global nesse mercado. Para concretizar esse potencial, € imperativo um investi-
mento continuo e robusto em pesquisa e desenvolvimento, que deve ser acompa-
nhado por um arcabougo regulatorio que garanta a exploragao sustentavel dos recur-
sos e a reparticao justa e equitativa dos beneficios, em conformidade com a legislacao
de acesso ao patriménio genético (MARQUES et al., 2022).

Nesse contexto, a familia botanica Apocynacea é notavel por sua vasta diversi-
dade, compreendendo 424 géneros e mais de 4.600 espécies de arvores, arbustos e
ervas (MORALES-JADAN et al., 2020), (Figura 1). Além do valor comercial, essa fa-
milia botanica é reconhecida pela producdo de uma diversidade de metabdlitos se-
cundarios como alcaloides, flavonoides, terpenos, esteroides, que conferem a muitas
de suas espécies um significativo valor etnofarmacolégico e consequentemente tera-
péutico (BHADANE et al., 2018).



Figura 1. Distribuicdo mundial da familia Apocynaceae (modificado de Heywood,
1985).

De fato, espéces da familia Apocynaceae, encontram-se entre as mais estudas,
com amplo destaque para metabdlitos do tipo alcaloides (Figura 2) que estao entre os
metabdlitos encontrados em maior quantidade nessa familia botanica. Além de alca-

loides ha registros de terpendides, esteroides e em menor quantidade lignanas.

Figura 2. Metabdlitos identificados em familias botanicas.
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Dentro desta familia, ha destaque para o género Aspidosperma, no qual sua ma-
deira, como a "peroba", é tradicionalmente valorizada por sua durabilidade e resistén-
cia na construcao civil e na fabricagdo de méveis (Lorenzi et al.,2009), possuindo alto
valor agregado. Espécies de Aspidosperma s&o reconhecidas na medicina tradicional,
especialmente na Amazonia, onde sao utilizadas por comunidades indigenas para fins
medicinais, sugerindo um potencial para a prospecgao de novos compostos bioativos,
alinhando-se ao interesse geral no género Aspidosperma como fonte de farmacos,
com destaque para a investigacado de seus alcaloides. Esse género é caracterizado
por apresentar uma grande variabilidade de alcaloides inddlicos, entre eles o nucleo
conservado do tipo aspidosperma (Figura 3). Estudos mostram que esses alcaloides
sao usados para o tratamento de doengas cardiovasculares (MACHADO. et al., 2022),
malaria (DOLABELA. et al., 2014), leishimania (Ferreira. et al., 2004 ), antimicrobiana,
antioxidante, antibacteriana, antidiabética, antitumoral, anti-inflamatéria, antiasmatica,
anticancerigena, anticonvulsivante entre outros (ISLAM; LUCKY, 2019). Assim, o es-
tudo de diferentes espécies de Aspidosperma de uso popular € um importante indica-
tivo para um estudo profundo dessas substancias afim de se descobrir potenciais far-

macos e/ou percursores para modificagcdes estruturais de novos farmacos.

Figura 3. Nucleo inddlico do tipo aspidosperma representado na aspidoscarpina.
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2. Revisao Bibliografica

O género Aspidosperma compreende diversas espécies de arvores e arbustos,
muitas das quais sao reconhecidas por seu valor madeireiro e medicinal. Entre elas,
a espécie A. spruceanum Benth. ex Mull.Arg. que se destaca por sua ampla distribui-
¢ao e notavel adaptabilidade ecologica. Esta espécie € nativa de uma vasta regido da
América do Sul, abrangendo o Brasil, a Bolivia, o Peru e as Guianas (Figura 4).

Ja no territério brasileiro, A. spruceanum ocorre em multiplos dominios fitogeo-
graficos, o que sublinha sua resiliéncia e importancia botanica. Sua presencga é regis-
trada na Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Essa distribuicdo heterogé-
nea sugere uma grande adaptabilidade e a capacidade de prosperar em condigdes
ambientais diversas, desde florestas Umidas até areas de savana sazonalmente se-
cas. A importancia ecoldgica da espécie € reforgada pelo seu papel na composigao
floristica e na dindmica sucessional desses biomas.

Figura 4. Mapa de distribuicdo Aspidosperma spruceanum Benth. ex Mull.Arg

Fonte: Sistema de informagao sobre a biodiversidade brasileira- acesso dia 06-11-2025
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O interesse cientifico em A. spruceanum reside, em grande parte, em seu rico
perfil fitoquimico, caracterizado pela presencga de alcaloides indélicos, metabdlitos se-
cundarios complexos tipicos da familia Apocynaceae. A literatura cientifica descreve
o isolamento de, pelo menos, dezenove tipos distintos de alcaloides inddlicos a partir
desta espécie, destacando-se a aspidoalbina (Figura 5A), N-acetil-N-despropionilas-
piodoalbina (Figura 5B) e Des-O-metilaspidolimidina (Figura 5C) (Bragas Oliveira et
al. 2008). A diversidade estrutural desses alcaloides confere a espécie um significativo
potencial farmacologico, evidenciado por uma gama de atividades terapéuticas rele-
vantes. Tais atividades incluem o potencial anti-leishmania, sugerindo uso no trata-
mento da leishmaniose (MORALES-JADAN et al., 2020), anti-hipertensivo
(MONTEIRO, N. O. et al., 2022), antiplasmédio (REINA et al., 2014) e antimalarico
(DOLABELA et al., 2015). A presenca desses alcaloides refor¢a o potencial da espécie
como fonte de novos agentes terapéuticos, estimulando a continuidade dos estudos

fitoquimicos e farmacolégicos.

Figura 5. Alcaloides identificados em Aspidosperma spruceanum

R4

A: R1=R2=0OMe; R3=0H; R4=COEt
B: R1=R2=0Ome; R3=0H; R4=COMe

C: R1=H; R2= R3=0H; R4=COMe
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Neste contexto, a extracdo de metabdlitos secundarios € uma etapa crucial
para a identificagdo e caracterizagao quimica de compostos bioativos presentes em
matrizes vegetais. Tradicionalmente, empregam-se meétodos extrativos classicos,
como a maceragao e a percolagao, que frequentemente seguem uma marcha analitica
baseada no aumento gradual da polaridade dos solventes. Essa abordagem sequen-
cial permite o fracionamento e a obtencao de diferentes classes de compostos em
extratos distintos (BITWELL et al., 2023). Adicionalmente, o fracionamento pode ser
otimizado por meio de técnicas de extragao seletiva, que exploram as propriedades
fisico-quimicas dos metabdlitos, como o carater acido ou basico. Essa seletividade é
fundamental para o isolamento de fragdes enriquecidas, a exemplo da extracédo de
alcaloides, onde o aproveitamento do seu carater basico facilita a separagao dessas
moléculas de outras substéncias presentes na matriz vegetal (DJILANI et al., 2006).

Por sua vez, a extragdo € complementada pela caracterizagao quimica e avali-
acéao biolégica dos extratos obtidos. De fato, diferentes técnicas como cromatografia
em camada delgada, cromatografia liquida de alta performance acoplada a variados
detectores como ultravioleta e espectrometria de massas fazem parte da rotina da
pesquisa fitoquimica. Nesta perspectiva, sao varias também as abordagens de traba-
Iho, desde analises mais simples de determinagao de perfil fitoquimica, passando por
desreplicacdo de matrizes complexas, até analises metabolémicas, alvos e nao-al-
vos(WOLFENDER et al., 2015). Além disso, a avaliagéo fitoquimica € complementada
pela realizacdo de ensaios quimicos e bioquimicas mais simples, econdmicos e rapi-
dos, a fim de se avaliar um potencial bioatividade, dado o alto poder preditivo de al-
guns ensaios. Assim, avaliagdes de quantificagdo de metabdlitos e determinagao de
atividade antioxidante por analises UV, estao entre as mais utilizadas para prospec¢ao
de amostras fitoquimicas com potencial terapéutico. Assim, ensaios de quantificacao,
como a determinacao de compostos fendlicos totais, sdo de grande importancia para
a padronizacéao de extratos, estabelecendo um perfil quimico robusto que permite cor-
relacionar a concentragao de metabdlitos secundarios com uma possivel atividade bi-
oldgica observada. Essa quantificacado é indispensavel para o controle de qualidade e
para garantir a reprodutibilidade e a seguranca no desenvolvimento de agentes fitote-
rapicos e nutracéuticos, por exemplo. Por outro lado, a relevancia dos ensaios antio-
xidantes é justificada pelo papel do estresse oxidativo na etiologia de diversas patolo-
gias cronicas, incluindo doencas cardiovasculares, canceres e processos inflamato-

rios. A avaliagao da capacidade antioxidante, por meio de métodos como o DPPHs, é
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importante para identificar e validar substancias que podem inibir a oxidagao e prote-
ger os sistemas biologicos contra os radicais livres, posicionando-as como promisso-
ras fontes de agentes terapéuticos (BARBOSA, V. et al., 2023).

2.1 Biossintese de metaboélitos secundarios

O metabolismo vegetal é dividido em primario e secundario. Enquanto o meta-
bolismo primario engloba as rotas essenciais para a sobrevivéncia e o crescimento da
planta (como fotossintese, respiracao e sintese de proteinas), o metabolismo secun-
dario é responsavel pela produgdo de uma grande variabilidade de compostos, co-
nhecidos como metabdlitos secundarios. Estes compostos ndo sédo diretamente ne-
cessarios para a sobrevivéncia celular imediata, mas desempenham fungdes cruciais
na interagdo da planta com o ambiente, atuando como agentes de defesa bioticos
contra herbivoros e patégenos, atrativos para polinizadores e dispersores de semen-
tes, e como protetores contra estresses abioticos, como a radiacdo UV, estresse hi-
brido e salinidade (ZHANG, M. et al., 2025).

Os metabdlitos secundarios sdo agrupados em grandes classes, como terpe-
noides, alcaloides e compostos fendlicos, e sua biossintese tem origem a partir dos
metabdlitos primarios. A complexidade e a especificidade dessas rotas biossintéticas
sao orientadas por enzimas altamente especializadas, que catalisam reacdes de mo-
dificacdo quimica, como oxidagdes, reducdes, descarboxilagcdes, transaminacoes e
ciclizagdes (DEWICK, 2009). Dessa forma, blocos construtores C1, Cz2, Cs CeC1, CsC2,
CsCs, indol-C2N dentre outros sédo responsaveis pela enorme variabilidade estrutural

observada nos produtos naturais (Figura 6).

Figura 6. Blocos construtores
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2.1.1 Via do acido chiquimico

A via do chiquimato € uma rota metabdlica fundamental presente em plantas,
fungos, bactérias e algas, responsavel pela sintese de compostos aromaticos essen-
ciais. Essa via inicia-se com a condensacao do fosfoenolpiruvato (PEP) e da eritrose-
4-fosfato, formando o acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosdnico-7-fosfato (DAHP), que
passa por uma sequéncia de reag¢des enzimaticas até gerar o acido chiquimico (Figura
7). A partir dele, ocorre uma nova série de transformagdes que culmina na formagao
do corismato, considerado o intermediario central e o ponto de ramificagao para os
diversos produtos derivados dessa via (SHENDE; BAUMAN; MOORE, 2024). A im-
portancia fisiolégica do chiquimato deriva de seu papel na produ¢cado de metabdlitos
essenciais que nao podem ser sintetizados por animais, incluindo os aminoacidos aro-

maticos.
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Figura 7. Via biossintética do chiquimato.
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A partir do corismato, trés ramificagdes metabdlicas distintas levam a formacéao
dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano. A fenilalanina e a tirosina derivam
do intermediario pré-fenato, gerado pela agdo da corismato mutase. Esse composto
pode seguir duas rotas principais: a via aromatica pré-fenato-deshidrogenase, levando
a tirosina, ou a via pré-fenato-desidratase, conduzindo a fenilalanina(CHEN, R. et al.,
2025). Ja o triptofano é produzido por uma sequéncia de reacdes iniciadas com a
formacao de antranilato, resultante da conversao do corismato por meio da enzima
antranilato sintase. O antranilato é convertido em indol-3-glicerol-fosfato e, posterior-
mente, em triptofano. Esses trés aminoacidos desempenham papéis centrais na sin-
tese proteica e atuam como precursores de metabdlitos secundarios de grande impor-

tancia fisioldgica.

Além de sua funcao primaria, os aminoacidos derivados da via do chiquimato
possuem relevancia metabdlica ampliada. A fenilalanina é precursora de compostos
fendlicos e da via fenilpropandide; a tirosina, de horménios vegetais, pigmentos e cer-
tos alcaloides; enquanto o triptofano é precursor direto das auxinas e de importantes
alcaloides inddlicos (PEREZ-GARCIA et al., 2024). Assim, essa via conecta direta-
mente o metabolismo primario ao secundario, permitindo a diversificagao estrutural de

compostos bioativos nas plantas. Estudos recentes destacam que a regulagao fina
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dessa rota € essencial para a manutengao do crescimento vegetal e da resposta ao
estresse (SHENDE; BAUMAN; MOORE, 2024).

2.1.2 Via do mevalonato

O processo inicia-se com a condensacao sequencial de moléculas de acetil-
CoA, resultando na formacédo de HMG-CoA, o qual é reduzido a mevalonato pela en-
zima HMG-CoA redutase — etapa considerada limitante da via. O mevalonato passa
por reacdes subsequentes de fosforilagao e descarboxilagéo, originando o isopentenil
pirofosfato (IPP), o monémero isoprenoide essencial (Figura 8). Em seguida, o IPP
sofre isomerizagao para gerar o pirofosfato de dimetilalila (DMAPP), e ambos se con-
densam para formar geranil difosfato (GPP), precursor imediato de monoterpenos, in-
cluindo aqueles que seguem para a biossintese de iridoides (HUGHES; SHANKS,
2002). A partir do GPP, inicia-se a via especifica dos iridoides, que envolve a conver-
sdo de GPP em geraniol e, posteriormente, sua oxidagao e ciclizagado para formar
iridodiol, 7-desoxiloganol e loganol. Transformacgdes enzimaticas sucessivas, media-
das por oxidases, redutases e glicosiltransferases, conduzem a formacao de loganato

e etapa final, o loganato é convertido em secologanina.

Figura 8. Via do mevalonato
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2.1.3 Formacgao dos compostos fendlicos

A L-fenilalanina e a L-tirosina atuam como blocos construtores CeC3 e sao pre-
cursoras de uma ampla variedade de produtos naturais. Na primeira etapa, ocorre a
eliminacao de aménia (NH;) para gerar acido cinamico, no caso da L-fenilalanina.
Para a L-tirosina, forma-se diretamente o acido p-cumarico, uma vez que sua conver-
sao direta em acido cindmico € limitada devido a auséncia de enzimas especificas
(Figura 9) (DEWICK, 2009).
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A oxidacao do acido p-cumarico por oxigenases, seguida de redugao mediada
por NADPH, leva a formacéao do acido cafeico. Este pode ser metilado pela enzima S-
adenosilmetionina (SAM), resultando no acido ferulico. Processo semelhante se re-
pete para a sintese do acido sinapico. Esses acidos hidroxicinamicos podem ser re-
duzidos, convertendo suas fungdes carboxilicas em alcodlicas, dando origem aos mo-
noligndis (Figura 9). Uma vez formados, os monoligndis sofrem oxidagédo enzimatica,
gerando radicais fenoxidos que se acoplam para formar ligninas, lignanas e neoligna-

nas (ZHANG, Y.; NAEBE, 2021).

Figura 9. Formacao de fendlicos
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Lignanas, sdo metabdlitos secundarios formados pelo acoplamento oxidativo
especifico entre dois residuos de monolignadis, resultando em dimeros CsC3—CesC3 com
ligagbes carbono-carbono ou carbono-oxigénio definidas. Esses compostos estdo am-
plamente distribuidos em plantas superiores e desempenham fungdes ecoldgicas, en-
volvendo defesa e sinalizagao. Além disso, apresentam relevancia farmacolégica de-
vido as atividades antioxidante, antiviral, anticancer e moduladora de receptores es-
trogénicos (ZHANG, J. et al., 2021)
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As lignanas diferem das neolignanas dado que estas ultimas apresentam pa-
drdes de acoplamento alternativos entre unidades CeC3s, ndo restritos ao tradicional
acoplamento - ou B-O-4. Nas neolignanas, o acoplamento ocorre entre um monoli-
gnol e um derivado oxidado de outro monolignol, possibilitando uma maior diversidade
estrutural. Essas moléculas estdo associadas a propriedades bioldgicas relevantes,
como atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana e citotéxica (FOLQUITTO et al.,
2019)

As ligninas, por sua vez, sdo polimeros fendlicos complexos resultantes do aco-
plamento oxidativo ndo enzimatico de radicais derivados dos monolignois principal-
mente para-cumarico. Constituem o segundo polimero mais abundante da biosfera e
desempenham papel estrutural fundamental na parede celular vegetal, conferindo ri-
gidez, impermeabilidade e resisténcia a ataques microbianos. Sua formagao ocorre
predominantemente por meio de reagdes de acoplamento radicalar dirigidas por pe-
roxidases e lacases (SINGH et al., 2024).

Ja a biossintese dos flavonoides, outra classe de fendlicos de grande importan-
cia, ocorre majoritariamente por meio da integragao entre a via do chiquimato, respon-
savel pela producao de aminoacidos aromaticos e a via do acetato (policetideos) (Fi-
gura 10). Inicialmente, a fenilalanina produzida pelo chiquimato é convertida em acido
cindmico pela agao da fenilalanina amoénia-liase (PAL). Em seguida, o acido cinadmico
€ hidroxilado pela cinnamato-4-hidroxilase, formando o acido p-cumarico. Este é entao
ativado pela 4-cumarato-CoA ligase, originando o p-cumaril-CoA, (PANCHE; DIWAN;
CHANDRA, 2016).

Assim, o p-cumaril-CoA condensa-se com trés unidades de malonil-CoA por
agao da chalcona sintase, formando a naringenina-chalcona. A conversao da chal-
cona em flavanona € catalisada pela chalcona isomerase, gerando compostos como
a naringenina, a partir da qual diversas ramificagdes metabdlicas sao estabelecidas.
A modificacao estrutural posterior ocorre por meio de enzimas de hidroxilacdo, meti-
lagao, acilagao e glicosilagao, resultando na grande diversidade de flavonoides (Figura
10) encontrada nos vegetais (MAO; LUO; CAl, Z., 2025).
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Figura 10. Formacéao dos flavonoides
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Ainda a partir da via do chiquimato, mas agora a partir de processos de descar-
boxilagdo e ndo desaminacgao, tém-se a biossintese dos alcaloides aromaticos. So-
bretudo para espécies de Aspidosperma, destaca-se os alcaloides inddlicos. A bios-
sintese dos alcaloides inddlicos monoterpénicos inicia-se a partir da condensacgao de
dois precursores principais: o nucleo inddlico proveniente do triptofano e o esqueleto
monoterpénico derivado da secologanina (Figura 8). A reacao fundamental que inte-
gra essas duas unidades € catalisada pela strictosidina sintase, formando a estricto-
sidina, considerada o ponto central de toda a via biossintética (Figura 11)(ZHANG, M.
et al., 2025). A partir desse intermediario universal, diversos rearranjos, oxidagoes,
glicosilagbes e ciclizagbes promovem a diversidade estrutural caracteristica desses

metabdlitos especializados.

Figura 11. Estrictosidina como precursor de diferentes alcaloides bioativos.
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No caso especifico dos alcaloides do tipo Aspidosperma, sua formacéo en-
volve, inicialmente, a desglicosilagdo da estrictosidina, seguida da geragao do inter-
mediario estrictosidina aglicona, altamente reativo. Rearranjos intramoleculares guia-
dos por enzimas especificas promovem a formagao do esqueleto aspidospérmico, ca-
racterizado por uma estrutura pentaciclica complexa (Figura 12). As etapas apés a

ciclizacao incluem oxidagdes, redugcdes e modificacbes de grupos funcionais que
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originam alcaloides como tabersonina (Figura 12). Essas transformacgdes séo alta-
mente controladas e especificas de cada espécie vegetal, o que explica a variedade
quimica encontrada dentro da subclasse. (LI et al., 2021; YANG; MATSUDA, 2022).
Ja os alcaloides da classe iboga derivam de rotas biossintéticas que, embora
também iniciadas pela estrictosidina, seguem caminhos enzimaticos distintos. Apds a
formacgao da aglicona, ocorre uma ciclizagdo especifica que conduz a formagao do
esqueleto ibogano, marcado por uma fusao rigida de anéis e pela presenga comum
de substituintes metoxilados ou hidroxilados. Alcaloides como ibogaina (Figura 12)
derivam de etapas adicionais de oxidagao e metilacdo (KUTTAN et al., 2020). Estudos
recentes tém elucidado enzimas-chave responsaveis pelos rearranjos estruturais uni-
cos dessa rota, reforgando seu potencial biotecnolégico para a producgéo sustentavel

desses metabdlitos.

Figura 12. Formagéao dos alcaloides do tipo aspidosperma e iboga.
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Neste contexto, diversos estudos tém demonstrado o potencial terapéutico de
compostos fendlicos, terpenoides e alcaloides presentes em diferentes espécies do
género Aspidosperma. Entre esses metabdlitos, destaca-se a aspidoscarpina, des-
crita como portadora de atividade antiprozotoaria, bem como o alcaloide H-17-a-
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ramoniflorina, cuja agédo anti-Leishmania foi reportada em investigacbes recentes.
Além disso, outras substancias, como o kaempferol e o estigmast-5-en-3-ol, tém sido
identificadas como agentes capazes de modular a frequéncia dos batimentos cardia-
cos, ampliando o espectro de aplicagbes farmacoldgicas atribuidas a esse grupo de
plantas. (Figura 13).

Figura 13. Compostos identificados no género Aspidosperma com atividade bioldgica
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2.2 Métodos de caracterizagao e analise fitoquimica
A complexidade da matriz vegetal exige o emprego de técnicas analiticas de
alta resolucéo para a separacao e identificacdo dos compostos presentes nos extratos
obtidos.
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2.2.1 A importancia da espectrofotometria UV-VIS na prospecc¢ao de extratos
vegetais

A prospecgao fitoquimica de extratos vegetais constitui uma etapa essencial na
investigacao de compostos bioativos presentes em matrizes naturais, permitindo dire-
cionar estudos posteriores de isolamento, identificagcdo estrutural e avaliagao biolo-
gica. Esse processo visa compreender a diversidade metabdlica das espécies, sendo
particularmente relevante em pesquisas farmacologicas, quimicas e biotecnolégicas
(CORREIA et al., 2023). De fato, etapas como a quantificagdo de metabdlitos secun-
darios representa uma etapa determinante para relacionar a composi¢cao quimica de
um extrato com seus potenciais efeitos bioldgicos, contribuindo para a selegéo de es-
pécies promissoras e para 0 avango da quimica de produtos naturais.

Nesse sentido, a espectrofotometria na regidao do ultravioleta-visivel (UV-VIS)
destaca-se como uma técnica analitica amplamente empregada em estudos fitoqui-
micos, especialmente por sua simplicidade operacional, rapidez e baixo custo. Dife-
rentemente de métodos cromatograficos mais complexos, a espectrofotometria UV-
VIS permite analises eficientes mesmo em laboratérios com infraestrutura limitada,
oferecendo sensibilidade adequada para diversas classes de metabdlitos (SILVA, et
al., 2009). Por essas razdes, a técnica permanece como ferramenta de rotina em pes-
quisas envolvendo triagem quimica preliminar e quantificagées globais.

A aplicabilidade da espectrofotometria UV-VIS esta diretamente relacionada a
presencga de grupos cromoforos nas estruturas moleculares dos compostos, os quais
sao capazes de absorver radiacdo em comprimentos de onda especificos. Assim,
classes de metabdlitos como fendis totais, flavonoides, taninos e alcaloides apresen-
tam perfis espectrais caracteristicos que possibilitam sua determinagdo quantitativa
por meio de metodologias padronizadas (MERA; FALCONi; CORDOVA, 2019). Essa
caracteristica torna o método especialmente util para analises comparativas entre ex-
tratos, monitoramento de processos de extragao e avaliacdo da influéncia de parame-
tros experimentais sobre a composi¢ao quimica.

Além disso, a espectrofotometria UV-VIS desempenha papel estratégico na
prospeccgao de extratos vegetais por permitir a realizagdo de ensaios rapidos que au-
xiliam na tomada de decisdes sobre quais amostras seguirdo para etapas analiticas
mais sofisticadas. A combinacgao de eficiéncia, acessibilidade e aplicabilidade a diver-

sas classes de substancias contribui para que a técnica permaneg¢a como uma das
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principais ferramentas na triagem quimica em produtos naturais, integrando-se de ma-
neira consistente aos protocolos modernos de investigagao fitoquimica (SANTOS, G.
R. 2022).

2.2.2 Espectrometria de massas (HRMS-ESI)

O ESI utiliza energia para transferir ions para a amostra em fase gasosa antes
de ir para o detector. A transferéncia de espécies ibnicas acontece em trés etapas:
dispersdo de um pequeno fio de goticulas carregadas, epavoragao do solvente e eje-
céo de ions nas goticulas carregadas. (HO, 2003) (Figura 14).

Figura 14. Mecanismo de ionizagao por eletronspray
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Um spray de goticulas altamente carregadas com a mesma polaridade do ca-
pilar de ionizacao € gerado e a amostra em forma de spray € carregada por um gas
inerte, como por exemplo o N2. As goticulas carregadas passam por um gradiente
dede pressao e de potencial elétrico até chegar ao detector.

A espectrometria de massas de alta resolugao (HRMS), especialmente quando aco-
plada a ionizagao por electrospray (ESI), € uma das principais ferramentas analiticas
para a prospecc¢ao rapida de metabdlitos em extratos complexos. Quando utilizada no
modo de injecdo direta, a amostra é introduzida diretamente no espectrdmetro sem
passar por separagao cromatografica prévia. Essa abordagem reduz significativa-

mente o tempo de analise e permite um alto rendimento amostral, sendo
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particularmente util em estudos metabolémicos de triagem e caracterizagao preliminar
de compostos bioativos (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012).

A auséncia de etapa cromatografica, contudo, torna essencial a escolha ade-
quada do modo de ionizagao, visto que a eficiéncia da formagao de ions depende
diretamente da capacidade da molécula em aceitar ou doar protons. Assim, o modo
ESI deve ser selecionado de acordo com a natureza quimica dos analitos, fator que
influencia ndo apenas a formacédo dos ions moleculares, mas também o padrao de
fragmentagao observado no espectro de massas (LIIGAND, P. et al., 2017).

No modo positivo (ESI-POS), sdo favorecidos compostos com carater basico
ou que possuem maior facilidade em receber prétons. Alcaloides e diversos metabo-
litos com pares de elétrons disponiveis apresentam excelente resposta nessa condi-
cao, devido a sua tendéncia natural a protonagao. Dessa forma, extratos contendo
bases orgéanicas, como alcaloides do tipo inddlico ou isoquinolinico, apresentam es-
pectros limpos e fragmentagdes consistentes no modo positivo, o que facilita a eluci-
dacgao estrutural (NARDIN,2018).

Além dos alcaloides, outros grupos quimicos também apresentam boa ioniza-
¢ao em ESI-POS, como determinados fendis e terpenos oxigenados. Embora nem
todos esses compostos apresentem carater basico pronunciado, muitos possuem si-
tios protonaveis suficientes para garantir intensidades de sinal adequadas. Essa ver-
satilidade faz com que o modo positivo seja amplamente empregado em estudos de
produtos naturais e analises de metabdlitos secundarios (ALVAREZ-RIVERA 2019).

O modo negativo (ESI-NEG), por sua vez, ¢ indicado para compostos que apre-
sentam maior propensao a desprotonacgao, geralmente moléculas com carater acido.
Flavonoides, acidos fendlicos, taninos e outros metabdlitos polifendlicos sdo exemplos
classicos de analitos que exibem excelente resposta nesse modo. A presencga de gru-
pos hidroxila fendlicos e carbonilas conjugadas favorece a perda de prétons, permi-
tindo espectros altamente reprodutiveis e padroes de fragmentagcido caracteristicos
(ORACZ; ZYZELEWICZ; PACHOLCZYK-SIENICKA, 2022).

Dessa forma, analises HRMS podem acelerar de maneira significativa o pro-
cesso fitoquimico, uma vez que indicam em amostras complexas a composicao do
analito, deixando a cargo do pesquisador a decisédo de realizar um fracionamento cro-

matografico de acordo com o interesse nos metabdlicos previamente identificados. De
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fato, sabe-se que o processo de fracionamento fitoquimico é oneroso, requerendo va-

rias etapas, levando muitas vezes a compostos fitoquimicos de nao interesse.

2.3 Atividades bioldgicas e antioxidante

Alteracdes redox desempenham papel fundamental na fisiopatologia de diver-
sas doengas cronicas e degenerativas, incluindo cancer, disturbios cardiovasculares
e inflamacgao persistente. Nesse contexto, compostos antioxidantes atuam na neutra-
lizagdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, na quelagdo de metais de tran-
si¢cao e na interrupgcao de reagdes de propagacgao radicalar, preservando estruturas
biolégicas como lipideos, proteinas e DNA. Assim, a avaliagdo da atividade antioxi-
dante de matrizes complexas como extratos fitoquimicos permite inferir sua capaci-
dade de modular processos oxidativos, contribuindo para a compreensao de seu valor
farmacolégico. Métodos espectrofotométricos amplamente utilizados, como Folin—Ci-
ocalteu, PFRAP e DPPH?e, fornecem abordagens complementares para essa caracte-
rizagao.

O método Folin—Ciocalteu € uma das principais estratégias para quantificar fe-
nolicos em extratos vegetais onde seu principio consiste na redu¢gao dos complexos
fosfomolibdato e fosfotungstato por compostos fendlicos. Dessa forma, o mecanismo
€ baseado em transferéncia eletronica, na qual moléculas antioxidantes doam elétrons

ao reagente, reduzindo os ions metalicos e produzindo um complexo azul (Figura 15).

Figura 15. Complexo formado do reagente Folin com acido tanico
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Ja os ensaios antioxidantes apresentam-se variados, com diferencas significa-
tivas de mecanismo de atividade, como mecanismo de transferéncia de atomos de
Hidrogénio e de transferéncias de elétrons. De fato, os mecanismos de neutralizagéo
podem ocorrer por diferentes vias: HAT (Hydrogen Atom Transfer), SET (Single Elec-
tron Transfer), SET-PT (Single Electron Transfer—Proton Transfer) e SPLET (Sequen-
tial Proton Loss—Electron Transfer), dependendo da natureza dos grupos funcionais
do antioxidante e da polaridade do meio reacional. Assim, o ensaio PFRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) baseia-se na redugdo do complexo Fe**-TPTZ para
Fe’*-TPTZ. Esse processo ocorre principalmente via mecanismos transferéncia de
elétrons (SET), podendo envolver transferéncias acopladas de prétons em moléculas
estabilizadas por conjugacao (NASCIMENTO, M. S. DO et al., 2019). A intensidade
da coloragao azul formada (Figura 16) é proporcional ao poder redutor dos compostos
presentes, incluindo fendlicos, alcaloides e outros metabdlitos com capacidade antio-

xidante.
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Figura 16. Variagao da absorgao dos extratos a partir da redugao do complexo Fe®**-
TPTZ para Fe**-TPTZ

Por sua vez, o ensaio DPPH- fundamenta-se na neutralizagao do radical esta-
vel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila. Nesse mecanismo, o DPPH« é convertido em sua forma
reduzida (DPPH-H), resultando em redugéo da absorbancia caracteristica do radical,
saindo do roxo e indo para o amarelo (Figura 17).
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Figura 17. Queda da absorbancia do DPPH- na presenca do acido tanico.

3. Justificativa

O potencial farmacoldgico da A. spruceanum é fortemente associado por estu-
dos nos quais correlacionam os alcaloides presentes em seus extratos com atividades
biolégicas, validando assim o uso tradicional da planta (PEREIRA, A. G. et al., 2023).A
atividade antiparasitaria € a mais comum na pesquisa farmacoldgica desta planta,
mostrando alta atividade in vitro contra a Leishimania amazonensis e o Plasmodium
falciparum (malaria), nos quais os alcaloides aspidofilina e aspidospermidina demons-
traram um significativo efeito (DOLABELA et al., 2015).

Além do potencial contra parasitas, outro alcaloide como aspidocarpina de-
monstra um alto potencial anti-hipertensivo. Estudos em ratos mostraram que esse
alcaloide é capaz de reduzir a pressao arterial, sugerindo um mecanismo de agéo que
pode envolver a modulagdo do sistema nervoso autbnomo ou a vasodilatagao
.(MONTEIRO. et al., 2022). Outros potenciais bioldgicos aferidos a partir de estudos
realizados com extratos obtidos da A. spruceanum foram atividade antitumoral
(SANTQOS, et al., 2021) e atividade antioxidante (GAN et al., 2017).
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No trabalho realizado na disciplina Técnicas de Pesquisa 2, foi realizado quan-
tificagdes de fendlicos totais e dois ensaios antioxidante de sete extracdes diferentes
da casca da A. spruceanum. (Tabela 1).

Tabela 1. Métodos de extracao e seus respectivos codigos
Tipo de extracéo Caddigo

Extragcéo por percolagao realizada com
diclorometano

DCM
Extracao por percolagao realizada com
etanol

EtOH
Extracao por percolagao realizada com
70% etanol e 30% agua

EtOH/H20

Extracao por percolagdo com acido sul-
furico e a fragéo organica solubilizada NG
com diclorometano
Extracao por percolagdo com acido sul-
furico, basificado com hidroxido de am6é- AC
nio e a fragao organica solubilizada com

diclorometano

Extragao por percolagdo com hidréxido

de amdnio e a fragdo organica solubili- NB
zada com diclorometano

Extracao por percolagdo com hidréxido

de amdnio, acidificado com acido sulfu- AB
rico, e a fragdo organica solubilizada

com diclorometano
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Na qual detectada a presenca de uma grande quantidade de fendlicos no ex-
trato alcaloidico intitulado AB (Figura 18), fato até entdo nao era esperado, uma vez
que o processo extrativo basico-acido visou o enriquecimento em alcaloides de A.
spruceanum, sobretudo na estrutura basica dos alcaloides do tipo aspidosperma (Fi-
gura 12). Importante ressaltar que o extrato AC, que apresentou teor de fendlicos sig-
nificativamente menor do que em AB, também foi obtido por processo extrativo vi-
sando enriquecimento em alcaloides, através de marcha fitoquimica acido-base. As-
sim, a diferenca no processo extrativo de AB e AC foi a ordem da adi¢ao de acido e
base nas drogas vegetais das cascas de A. spruceanum.

Figura 18. Quantificacdo de polifendis em diferentes extratos das cascas de A.

Spruceanum.
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A partir dessa observagao, foi realizado também os ensaios antioxidantes
PFRAP (Figura 19) e DPPH- (Figura 20) dos diferentes extratos de A. spruceanum,
objetivando avaliar o potencial antioxidante dos extratos, sobretudo, aqueles frutos de

marcha fitoquimica acido-base (extratos AB e AC). Assim, observou-se que o extrato
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AB, com maior teor de fendlicos, obteve também maior potencial em dois mecanismos
antioxidantes destintos, corroborando com o carater dos polifendis em ser um agente
redutor.

Figura 19. Quantificacdo do poder redutor (PFRAP) dos diferentes extratos de A. spru-

ceanum
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Figura 20. Calculo do ICso0 a partir do mecanismo DPPH- dos diferentes extratos de A.
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4. Objetivos gerais

Dado o significativo teor de compostos fendlicos e alto potencial antioxin-
date por diferentes métodos do extrato AB, este trabalho tem como objetivo estudar
a composicgao fitoquimica deste extrato obtido a partir da extragao acido-base das cas-
cas de Aspidosperma spruceanum realizando ampla caracterizagao fitoquimica por

HRMS e fracionamento cromatografico, visando isolamento de metabdlitos de AB.

4.1 Objetivos especificos

v' Ampla caracterizagdo dos extratos AB, AC e etanoico da casca de A.
spruceanum via analises HRMS, com ionizagao ES| em modo positivo e
negativo;

v' Analises por cromatografia liquida de alta performance acoplada a de-
tector de ultravioleta dos diferentes extratos AB, AC e etanoico;
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v" Fracionamento monitorado por HRMS, via colunas cromatograficas de
silica gel e resinas de sephadex LH-20 e cromatografia liquida de alta

eficiéncia preparativa do extrato AB.

5. Resultados Esperados

Espera-se a putativa identificagcdo dos compostos majoritarios dos extratos AB,
AC e etanoico, assim como o isolamento dos principais compostos de AB, que pode-
rao posteriormente serem avaliados, em caso de isolamento, em ensaios antioxidan-
tes e enzimaticos que se encontram disponiveis no Laboratério de Quimica Medicinal
e Tecnoldgica (LaQuiMeT), do Instituto de Quimica, onde esta trabalho esta em de-

senvolvimento.

6. Metodologia

6.1 Separagcao cromatografica

6.1.1 Sephadex

A separagao por sephadex foi realizada com a fragdo AB, onde ela foi solubili-
zada totalmente com aproximadamente 5 mL de metanol e levada ao banho ultrasso-
nico por 10 minutos. Apos garantir a solubilizagdo total, a solug¢ao foi levada para cen-
trifugacao por 7 minutos a 7000 rpm para separar a parte pouco soluvel e o sobrena-
dante foi colocado na coluna cromatografica.

Com uma fase movel isocratica de 100% metanol, a solucéo foi colunada e no
total foram coletadas 101 fragdes. Para reunir as fragdes similares foi realizado o mé-
todo de cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando o revelador anisaldeido
sulfurico e ao final foi obtido 5 fragdes. O calculo do rendimento obtido € correspon-

dente a fragao AB total.

Tabela 2. Massa (g) e rendimento das fragbes obtidas a partir da separagao por
Sephadex da fragao AB.
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Fracao Massa obtida (mg) Rendimento (%)
1 15,3 4,22
2 83,3 23,46
3 52,6 14,81
4 8,5 2,40
5 9,4 2,65
Precipitado 186,6 52,46

6.1.2 Separacgao da fragcao AB3 e AB4 utilizando HPLC preparativo

ApOs a prospecgao inicial realizada por meio de HPLC-DAD, verificou-se que
as fracdes AB3 e AB4 apresentavam perfis cromatograficos bastante semelhantes.
Diante desse resultado, ambas foram encaminhadas ao sistema de HPLC preparativo
do Laboratério de Produtos Naturais (LAPRONAT), com orientagao do professor Omar
Estrada da Faculdade de Farmacia da Universidade de Brasilia (UnB), com o objetivo
de aprimorar a separac¢ao de seus constituintes.

Para garantir maior resolugéao e evitar a coeluigdo dos compostos presentes
nas amostras, foram selecionados quatro comprimentos de onda para monitoramento
no HPLC-DAD: 254, 280, 300 e 330 nm. A escolha desses comprimentos de onda
permitiu uma deteccdo mais abrangente e sensivel dos analitos, favorecendo a iden-
tificacdo de picos sobrepostos e contribuindo para uma separagdo cromatografica
mais eficiente no sistema preparativo. Foi realizada uma corrida cromatografica em
gradiente (H20/ACN + 0,1% acido formico) onde o gradiente variou de 85/15 a 50/50
em um tempo total de 105 minutos. Ao total foram coletadas 26 fragbes (Figura 21).



37

Figura 21. Cromatograma de separacao utilizando HPLC preparativo
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Ao final da corrida cromatografica de separagao foi possivel separar 3 fragdes
(Tabela 3) nas quais ambas foram corridas no HPLC-DAD em um método gradiente
periodo de eluigao linear (95% H20/ 5% ACN) por 5 minutos, logo em seguida foi feita
uma rampa de gradiente até atingir 95% de ACN e 5% H20 em um periodo de 10
minutos onde se manteve nessa proporg¢ao por mais 5 minutos e logo em seguida o
gradiente voltou para a condi¢ao inicial (95% H20/ 5% ACN) totalizando assim o tempo

de corrida em 25 minutos.

Tabela 3. Massa (g) e rendimento das fragdes obtidas a partir da separagao por HPLC

preparativo das fracdes AB3 e AB4.

Fracao Massa obtida (mg) Rendimento (%)
1 15,2 24,87
2 6,6 10,80
3 7,8 12,76

6.2 Perfil cromatografico dos extratos por cromatografia liquida de alta efici-
éncia acoplado a detector de arranjo de diodo (HPLC-DAD)
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6.2.1 Preparo das amostras
Para o preparo dos extratos e fragdes obtidas para analise no HPLC-DAD foram

pesados cerca de 5 mg de cada amostra que foram solubilizados em 1 mL de metanol
grau LC-MS em frascos Eppendorf e apods isso foram levados ao banho ultrassénico
por 15 minutos. Apds isso, as solugdes foram centrifugadas a 7000 rpm por 7 minutos

e filtradas em seguida em membranas de 22 pm.
6.2.2 Parametros cromatograficos

Para a obtencédo dos cromatogramas no HPLC-DAD foi utilizado um cromato-
grafo Shimadzu LC-2050 3D, coluna de fase ver
ersa (Column Shim-pack GIST C18, 5 um, 150 mm x 4,6 mm) com fluxo de 1 mL/min
e o formo da coluna se manteve a 40 °C. O volume de inje¢ao foi 10 uL, sendo a
eluicdo em gradiente com agua e acetonitrila (ACN) ambos acidificados com 0,1% de
acido férmico.

Os parametros cromatograficos compreenderam periodo de eluigao linear
(95% H20/ 5% ACN) por 5 minutos, logo em seguida foi feita uma rampa de gradiente
até atingir 95% de ACN e 5% H20 em um periodo de 30 minutos onde se manteve
nessa proporgao por mais 5 minutos e logo em seguida o gradiente voltou para a
condicao inicial (95% H20/ 5% ACN) totalizando assim o tempo de corrida em 45 mi-

nutos. Todos os cromatogramas foram registados em 280 nm.

6.30btencao dos espectros de massas por ESI-MS/MS

As amostras foram solubilizadas em metanol grau LC-MS e em seguida injeta-
das em um Cromatografo Liquido de Alto Desempenho (HPLC) de modelo Agilent
1260 Infinity Il acoplado a um espectrémetro de massas do tipo Q-TOF de modelo AB
Sciex TripleTOF 5600+. A corrida no HPLC foi realizada sem coluna, de modo que o
HPLC é utilizado como um injetor ao HRMS. As moléculas ionizadas foram ordenadas
pelo triplo quadrupolo do espectrdmetro de massas. O espectrobmetro de alta resolu-
¢ao pode ser utilizado para obtencao de informagdes de massa acurada (< 1 ppm) e
para fragmentagao de ions em modo positivo e negativo, o que possibilita a realizagao
de analises qualitativas e quantitativas. Os resultados referentes a analise foram obti-
dos em arquivos de extensao .wiff, de modo que foi utilizado o software PeakView
para a obtencédo dos dados de MS1 e MS2.
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7. Discussoes e resultados

A partir da prospeccgéo fitoquimica realizada por cromatografia em camada del-
gada (CCD) (Figura 22), foi possivel identificar a presencga de alcaloides nas fragdes
AB, AC e EtOH, utilizando o reagente revelador de Dragendorff. Como padréo posi-
tivo, empregou-se a cloroquina, um alcaloide do tipo quinolinico, a fim de confirmar a

resposta cromatografica caracteristica para essa classe de metabdlitos secundarios.

Figura 22. Cromatografia de camada delgada dos extratos/fragbes obtidos da casca
da Aspidosperma spruceanum revelada com Dragendorff
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Comparando os cromatogramas dos extratos AB, AC e EtOH (Figura 23) é
possivel observar a diferenga dos metabdlitos extraidos nesses diferentes métodos.
A diferenca nos perfis cromatograficos corrobora com os dados obtidos no trabalho
“técnicas de pesquisa 2” onde a quantificagdo de fendlicos totais (Figura 18) e os
ensaios antioxidante PFRAP (Figura 19) e DPPHe (Figura 20).
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Figura 23. Comparacgao dos perfis cromatograficos dos extratos AB, AC e EtOH
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A partir da sobreposigcado dos espectros de massas das fracdes AB, AC e EtOH
obtidos no modo positivo (Figura 24), foi possivel observar um perfil quimico
semelhante entre as amostras analisadas, indicando a presenga recorrente de
metabdlitos com comportamentos de ionizagdo compativeis. (AGUIAR et al., 2010a)

Nesse contexto, a maioria dos ions observados foi atribuida a classe dos
alcaloides do tipo aspidosperma (Tabela 4), reforgando o predominio desse grupo
quimico nas fragdes avaliadas. Esses resultados estao de acordo com a literatura, que
descreve a familia botanica em estudo como uma fonte expressiva desse tipo de
alcaloide (BARBOSA et al., 2020).
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Figura 24. Espectros no modo positivo dos extratos AB, AC e EtOH

@ Spectrum from Douglas@2023-07-10.wiff (sample 9) - EAS A-B, Experiment 1, +TOF MS (50 - 2000) from 0,379 to 0,543 min
@ Spectrum from Douglas@2023-07-10.wiff (sample 12) - EAS A-C, Experiment 1, +TOF MS (50 - 2000) from 0,378 to 0,544 mi
@ Spectrum from Douglas@2023-07-10.wiff (sample 14) - EAS ETOH, Experiment 1, +TOF MS (50 - 2000) from 0,377 to 0,562
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Figura 25. Alcaloides do tipo aspidosperma identificados nos extratos AB, AC e EtOH
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Observando-se os espectros obtidos no modo negativo (Figura 26) dos extratos
previamente mencionados, foi possivel identificar, no extrato AB, a presenca de ligna-
nas (Figura 27). Esses metabdlitos secundarios ndo sao descritos na literatura para a
especie Aspidosperma spruceanum, o que torna esse achado relevante do ponto de
vista fitoquimico, indicando a possibilidade de ocorréncia de compostos ainda pouco
explorados nessa matriz vegetal.

A deteccédo de lignanas no extrato AB corrobora os resultados relacionados a
elevada concentracao de fendlicos totais, previamente descrita nos resultados obtidos
na disciplina de Técnicas de Pesquisa 2 (Figura 18). Tal associag¢ao refor¢a a consis-
téncia dos dados analiticos e sugere que o perfil fendlico observado pode estar dire-
tamente relacionado a presenga desses metabdlitos, contribuindo para a compreen-

sao do potencial quimico da espécie estudada.
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Figura 26. Espectros no modo negativo dos extratos AB, AC e EtOH

@ Spectrum from DouglasNeg@2023-07-11.wiff (sample 9) - EAS A-B, Experiment 1, -TOF MS (50 - 2000) from 0,429 to 0,505 min
@ Spectrum from DouglasNeg@2023-07-11.wiff (sample 12) - EAS A-C, Experiment 1, -TOF MS (50 - 2000) from 0,432 to 0,496 min

@ Spectrum from DouglasNeg@2023-07-11.wiff (sample 14) - EAS EtOH, Experiment 1, -TOF MS (50 - 2000) from 0,433 to 0,495 min
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Figura 27. Lignanas identificadas no extrato AB da casca da A. spruceanum
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Tabela 4. Dados de massas-ESI-MS/MS dos extratos AB, AC e EtOH do caule de Aspidosperma spruceanum.

m/z observado [M + H]*

Molécula
MS/MS*

385,2500[M+H]";
357,2184([M+H]*-28);
329,2242([M+H]*-

1 56):301,1901 ([M+H]*-
84):284,1639([M+H]*-
101):190,0856([M+H]*-
195)178,0856([M+H]*-

207);164,1429([M+H]*-221)

371,2328[M+H]*;356,2086([M
+H]*-15);353,2217([M+H]*-
18);343,2009([M+H]*-
28):329,2219([M+HJ*-
42):314,1982([M+H]*-28-
15);284,1640([M+H]*-15-
57)190,0856([M+H]*-15-

m/z observado [M —
H]- MS/MS-

POS:
385.2486

NEG: -

POS:
371,2350

NEG: -

Massa teorica

exata (m/z)

Preciséao
Identificagdo putativa
de massa
(Férmula molecular)
(A ppm)
3,6
Pirifolidina
(C23H33N203)
5,4

Aspidoscarpina

(C22H30N203)
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Classe de metabdlitos

Alcaloide do tipo aspidos-

perma

Alcaloide do tipo aspidos-

perma



166);178,0857 ([M+H]*-15-
178):164,1429([M+H]*-221

353,2247[M+H]*;321,1983([M
+H]*-32);293,2031 ([M+H]*-
60);250,1599([M+H]*-60-
29):238,1436([M+H]*-60-29-
15);180,0821([M+H]*-173);

809,3039 [M — HJ-
565,2124[(M —H)—
244];:417,1564[(M — H)
—244-15-
133];372,1192[(M — H)
—244-15-133-
45];195,0656 [(M — H)

POS:
353.2224

NEG: -

POS: —

NEG:
809.3026

6,5 Aspidospermidina-3-
acido carboxilico, 2,3-
didehidro-1-metil-,

metil éster

(C22H28N202)

1,6
Hedyotisol A

(C42H50016)
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Alcaloide do tipo aspidos-

perma

Lignana



—614]];165,0547[(M —
H) —614-30]

599,2152 [M — H]-
:551,1957 [(M — H) —
18-30];403,1407[(M —

H) — 196];343,1187[(M
— H) - 196-30-
30]:195,0660[(M — H) —
404]:165,0548[(M — H)
— 404-30]

POS: - -

NEG: 3,0
599.2134
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(1R,2S8)-2-[4-
[(3S,3aR,6R,6aS)-3a-
hidroxi-6-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-3,4,6,6a-

tetrahidro-1H-
furo[3,4-c]furan-3-il]-

2,6-dimetoxifenoxi]-1-

Lignana

(4-hidroxi-3-metoxife-

nil)propano-1,3-diol

(C31H36012)



629,2289 [M — HI;
(42):581,2050 [(M — H)
— 18-30] (34);:417,1192
[(M — H) — 18-30-
164](13);373,1286 [(M
— H) - 18-30-164-30-
14] (52);195,0652 [(M
— H) — 434] (23);
165,0545[(M — H) —
434-30] (100)

5-((1S,2R)-1,3-dii-
droxi-2-(4-

POS: - - ((MR,3aR,4S,6aS)-4-
NEG: 2.1 (4-hidroxi-3,5-dimeto-
629,2239 xifenil)hexahidro-

furo[3,4-c]furano-1-il)-
2,6-dimetoxife-
noxi)propil)-2-hidroxi-

3-metoxifenolato

48

Lignana
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Sobrepondo os espectros de MS2 dos compostos identificados putativa-
mente como Aspidoscarpina ([M+H]* 371,2328) e Pirifolidina ([M+H]* 385,2500) (Fi-
guras 28 e 29), observa-se a presenca de ions de fragmentagdo comuns a ambos
os alcaloides, indicando similaridade nos padrbes de dissociagdo. Essa sobreposi-
cao espectral reforga a proximidade estrutural entre os compostos, uma vez que
ambos compartilham o esqueleto basico caracteristico dos alcaloides inddlicos do

tipo aspidosperma, resultante de uma mesma via biossintética.

Conforme destacado na Tabela 4, os ions m/z 284 e 190 séo atribuidos a
fragmentacgdes tipicas do nucleo aspidosperma e sdo amplamente descritos na li-
teratura como ions diagndsticos dessa classe de alcaloides (AGUIAR et al., 2010b).
A formacgao desses fragmentos decorre de clivagens especificas do esqueleto in-
ddélico-monoterpénico (Figura 30), refletindo a arquitetura estrutural consolidada ao
longo da biossintese, o que contribui de forma significativa para a elucidacao estru-

tural por espectrometria de massas.



Figura 28. Sobreposicado dos espectros correspondente a Pirifolidina

@ Spectrum from Douglas@2023-07-10.wiff (sample 9) - EAS A-B, Experiment 3, +TOF MS”2 (50 - 1250) from 0,467 min

Precursor: 371,2 Da

@ Spectrum from Douglas@2023-07-10.wiff (sample 9) - EAS A-B, Experiment 4, +TOF MS*2 (50 - 1250) from 0,447 min
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Figura 29. Sobreposicao dos espectros correspondente a Pirifolidina

@ Spectrum from Douglas@2023-07-10.wiff (sample 9) - EAS A-B, Experiment 3, +TOF MS*2 (50 - 1250) from 0,467 min
Precursor: 371,2 Da

@ Spectrum from Douglas@2023-07-10.wiff (sample 9) - EAS A-B, Experiment 4, +TOF MS*2 (50 - 1250) from 0,447 min
Precursor: 385,2 Da
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Figura 30. Mecanismo de fragmentacao da Aspidoscarpina
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Ao realizar a separagao cromatografica por Sephadex, as 5 fragdes reunidas a
partir da jungéo das 101 fragdes coletadas, foi realizada a cromatografia de camada
delgada (CCD) (Figura 31) utilizando como controle positivo cloroquina e utilizando o
revelador Dragendorff, & possivel identificar que as fracoes AB1-F54 e AB2-F54 estao
enriquecidas com alcaloides, ja as fragdes AB3, AB4 e AB5-F54 nao apresentaram a

coloragao caracteristica de alcaloides utilizando esse revelador.

Figura 31. Cromatografia de camada delgada das fragdes obtidas por separagao em
Sephadex da fragdo AB da Aspidosperma spruceanum revelada com Dragendorff

Injetando as fragdes que deram resultado negativo na prospecgao fitoquimica

por CCD no HPLC-DAD, foram obtidos os perfis cromatograficos das fragbes AB3,
AB4 e AB5-F54 a fim de identificar as classes de metabdlitos presentes nessas
fragdes. Sobrepondo os cromatogramas utilizando o software Origin® (Figura 32) e
analisando os espectros de UV dos compostos maijoritarios das fracbes AB3 e AB4
(Figura 33), é possivel observar uma semelhancga entre essas fragdes justificando a
juncado delas para a realizagdo da separagdo cromatografica utilizando o HPLC

preparativo.



Figura 32. Cromatogramas sobrepostos das fracoes AB3 e AB4-F54
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Figura 33. Espectros UV correspondentes aos compostos majoritarios das fracbes AB3 e AB4-F54
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A partir da analise dos espectros de absor¢cdo no UV dos compostos
majoritarios, foi possivel observar diferengas importantes entre os perfis obtidos. O
espectro 1 apresentou caracteristicas compativeis com lignanas, evidenciadas por um
maximo de absorgdo em 260 nm e pela presenca de um shoulder em 280 nm. Esses
dados estdo de acordo com o padrao descrito na literatura para essa classe de
compostos (GONTIJO et al., 2021). Porém, o segundo espectro ndo apresentou sinais
suficientes que permitissem sua classificacdo dessa forma, a caracterizagdo desse
composto ndo pdde ser realizada apenas com base nos dados de UV.

Quando injetado no HPLC a fragdo AB5-F54 e analisando seu respectivo perfil
cromatografico (Figura 34) foi identificado que havia sido isolado um dos compostos

apresentes na fragéo originaria AB.

Figura 34. Cromatograma fragao AB5-F54
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Analisando o espectro correspondente ao composto isolado referente a fracédo

AB5-F54 (Figura 35), é possivel observar que o metabdlito apresenta dois
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comprimentos de onda maximo 282 nm e 327 nm correspondentes a compostos
nitrogenados (YU et al., 2023).

Figura 35. Espectro UV correspondente ao composto isolado na fracado AB5-F54
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Com a reuniao das fragdes AB3 e AB4-F54, obteve-se uma amostra com
massa total de 61,1 mg. A partir dessa amostra, foi realizada a separagao
cromatografica utilizando um sistema de HPLC preparativo onde com esse
procedimento permitiu uma melhor resolugdo dos componentes presentes na amostra

no qual ao final do processo, trés metabdlitos foram isolados (Figura 36)

nm
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Figura 36. Cromatograma comparativo entre a fragdo AB3-F54 e os respectivos

compostos isolados
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Analisando os espectros UV dos compostos isolados (Figura 37), € possivel
identificar que todos os trés compostos sao compativeis com UV descritos como

lignanas como ja mencionando no trabalho de Gontijo, et. al 2021.



Figura 37.

Espectros de UV correspondentes aos compostos isolados 1,2 e 3
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Analisando o espectro de massas do composto isolado 3 foi possivel identificar
putativamente que se trata realmente de uma lignana. Esse composto ja havia sido
visto previamente ndo extrato AB sem tratamento como mencionando na tabela 4,
apresentando m/z 629,2289 (Figura 38).

Figura 38. Espectro de massas do composto isolado 3 no modo negativo

Spectrum from Fernando@2026-01-06_Neg_2.wiff (sample 3) - COMPOSTO 3-AB, Experiment 3, -TOF MS”2 (50 - 1000) from 0,177 min
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Propondo a fragmentagao desse possivel composto (Figura 39) é possivel identificar
fragmentos caracteristicos de lignanas como o ion 417 onde é possivel ver o
acoplamento 7-7° do sinapoil alcool e os ions m/z 195 e 165 sendo possivel ver a

fragmentagao simples do sinapoil.



Figura 39. Proposta de fragmentacao do composto isolado 3
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Ja o composto 1 foi possivel determinar sua estrutura de forma putativa, com

base na analise dos dados espectrométricos obtidos. Ao observar os espectros de

MS2 (Figura 40), verificou-se a presenca de um ion de m/z 417. Esse ion é comum a

lignana previamente identificada no estudo, o que sugere similaridade estrutural entre

os compostos onde a recorréncia desse fragmento indica que ambos compartilham

um mesmo esqueleto quimico mencionado na figura 39.

Figura 40. Espectro de massas do composto isolado 1 no modo negativo

Spectrum from Fernando@2026-01-06_Neg_2.wiff (sample 1) - COMPOSTO 1-AB, Experiment 6, -TOF MS*2 (50 - 1000) from 0,251 min
Precursor: 653,3 Da
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O composto isolado 2 nao foi possivel ser identificado devido sua ma fragmen-

tacao tanto no modo positivo quanto no negativo, porém é possivel identificar um ion

majoritario e uma sequéncia de fragmentag¢des conhecidas. Com isso sera necessaria

a utilizagdo da técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) para definir qual é o

metabdlito.



Tabela 5. Dados de massas dos compostos 1 e 3 isolados a partir das fracbes AB3 e AB4

m/z observado [M +
H]* MS/MS*

Molécula

Composto
1

m/z observado
[M—-HJ
MS/MS-

653,3060 [M —
HI-(100);
585,1104 ([M —
H]™-68)(5);
447,1362 [M —
HI™ (30);
417,1221 [M -
H]™- (7);
311,16791221
[M — HI™- (33);
285,12601221
[M - HI™- (22);
197,04411221
[M - HI™- (20)

Massa tes-  Frecisdc de Identificacdo putativa
rica exata massa
(m/z) (A ppm) (Férmula molecular)
POS: - -
NEG: -

Nao identificado

Classe de

metabdlitos

Possivel lignana
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Composto
2

Composto
3

571,1125

629,2278 [M —
H]~(38);
585,1104 ([M —
H]~-18-30)
(5):417,1183([
M — H]~-18-30-
164)
(15);195,0667(
[M — H]-18-
30-386) (25);
165,0546([M —
H]~- 18-30-
386-30)(100)

POS: - -

NEG: -

POS: - -

NEG:
629,2239 2,3

Nao identificado

5-((1S,2R)-1,3-di-

hydroxy-2-(4-

((1R,3aR,4S,6aS)-4-
(4-hydroxy-3,5-di-
methoxyphenyl)he-
xahydrofuro[3,4-c]fu-

ran-1-yl)-2,6-di-

methoxyphenoxy)pro-

pyl)-3-methoxyben-

zene-1,2-diol

(C32H38013)

Nao identificado

Lignana
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8. Conclusao

Até onde sabemos, este € o terceiro trabalho desde 1967 (ARNDT et al., 1967);
(TORRES-REGO et al, 2024) a relatar presenca de lignanas na familia
Aspidosperma, bem como as avaliagbes dos extratos oriundos da casca da
Aspidosperma spruceanum. Nesse sentido o trabalho tem alto potencial devido a
grande atividade antioxidante observado no extrato AB tendo em vista as
quantificacbes apresentadas como resultados prévios obtidos no trabalho “Técnicas
de pesquisa 2”. Assim, nossos resultados reforcam a importancia da avaliacdo de
métodos extrativos em estudos de produtos naturais, uma vez que os diferentes
extratos avaliados apresentaram significativa diferenca em sua constituicdo
fitoquimica, que podem levar a variados resultados nos ensaios bioquimicos e
biologicos em andamento. Além disso, os proximos passos a partir deste trabalho séao
elucidar estruturalmente por ressonancia magnética nuclear (RMN) os quatro

compostos isolados.
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