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DEREPLICATION OF APORPHINE AND OXOAPORPHINE ALKALOIDS FROM Unonopsis guatterioides BY ESI-IT-MS. The
dereplication of aporphine and oxoaporphine alkaloids by direct infusion in ESI-IT-MS" system was applied for alkaloidal fractions
of the Unonopsis guatterioides (Annonaceae). Its main advantage over other dereplication methods is the ability to quickly identify
substances in complex mixtures without the use of coupled techniques and expensive databases. By only the fragmentation keys and
comparison with literature data the aporphine alkaloids anonaine, asimilobine and nornuciferine were identified. The nornuciferine is
being reported for the first time in Unonopsis. The oxoaporphine alkaloids liriodenine and lisycamine were identified in the alkaloidal

fractions by comparison with the fragmentations of authentic samples.
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INTRODUCAO

A rdpida identificacdo de compostos conhecidos em misturas
complexas, uma etapa crucial na busca de novas substincias bioati-
vas, € um exercicio rotineiro nos laboratérios de pesquisa avangados,
bem como nas companhias farmacéuticas. Esta prdtica comumente
conhecida como desreplica¢ao faz uso de instrumentagdo analitica
acoplada, como LC-MS e LC-NMR, associada a bancos de dados
robustos como a Chapman & Hall’s Dictionary of Natural Products
ou o Chemical Abstracts Service’s NAPRALERT."? Uma vez que
estes bancos de dados ndo sdo gratuitos, muitas vezes o pesquisador
¢é for¢cado a montar seu préprio banco de dados e a buscar novas
maneiras de fazer a identificagdo em misturas complexas das mais
diversas classes de substancias encontradas como produtos naturais.
Como importante auxilio, existem artigos com sugestdes sobre a
melhor forma de realizar esta tarefa.”?

O estudo de alcaloides em matriz bioldgica através de técnicas
espectrométricas € uma pratica que vem sendo desenvolvida hd bas-
tante tempo.* Recentemente foi demonstrado ser possivel detectar al-
caloides em matriz vegetal por espectrdmetro do tipo ion trap mesmo
em baixas concentragdes.’ Estudos feitos com alcaloides aporfinicos
purificados em espectrdmetro do tipo ion trap demonstraram existir
padrdes de fragmentagdo para esta classe de substancias, servindo de
suporte para a caracteriza¢do das mesmas.® Essa classe de alcaloides
merece atengdo especial em funcio de suas atividades bioldgicas
descritas na literatura.’

A familia Annonaceae possui 130 géneros, incluindo o Unonopisis,
ainda pouco estudado quimicamente. Apenas 6 entre aproximadamen-
te 50 espécies de Unonopsis registradas® foram submetidas a algum
estudo fitoquimico.”'® Diversas investigagdes revelaram as plantas
desse género como fontes promissoras de alcaloides aporfinicos e
derivados (Tabela 1). Algumas utilizacdes empiricas de espécies do
género foram reportadas na literatura, entre elas 0 uso na composicao
de veneno para caga e como antifertilizantes,'* além de aplicagdes com
fins terapéuticos: indios que vivem ao longo do rio Vaupé adicionam

*e-mail: felipesaquarema@bol.com.br

folhas secas de U. veneficiorum na comida de idosos que sofrem de
deméncia, e folhas pulverizadas de U. stipitata na comida dos que
apresentam dificuldade na fala.'”

Tabela 1. Alcaloides aporfinicos e derivados isolados do género Unonopsis

Espécies Alcaloides Refs.

Lisicamina, Liriodenina, Onichina, 9-10
6-Hidroxionichina, Ursulina, Macondina,
Isoursulina, heteropsina e urabaina

U. spectabilis

Asimilobina, Anonaina, Lisicamina, 11
Liriodenina e Norushinsunina

U. guatterioides

U. stipitata Argentinina, Stiptatina e Talictuberine 11

U. pacifica Liriodenina, Norushinsunina, 12
Norcepharadiona A, Unonopsina e
Heteropsina

U. butchienii O-metilmoscatolina, Lisicamina, 13
Liriodenina e unonopsina

U. lindmanii Asimilobina, Anonaina, Lisicamina, 14-16

Liriodenina, Unonopsina e 5,8-dimet6xi-7-
hidréxi-1-metil-4-azafluoren-9-ona

A espécie U. guatterioides apresenta caracteristicas que a tornam
especial dentro do género, como a polinizagdo por machos de uma
espécie de abelha da tribo Euglossini em vez de coledpteros,'® o que
¢ incomum mesmo dentro da familia Annonaceae. Considerada a
espécie de Unonopsis de mais dificil classificacdo,® foi a primeira
desse género estudada fitoquimicamente, por meio de uma prospecgio
em que se constatou a presenca de alcaloides.'” Um ano mais tarde,
em um simpdsio internacional de quimica e biologia sobre alcaloides
isoquinolinicos, foi relatado o isolamento dos alcaloides aporfinicos
asimilobina, anonaina e norunshinsunina, além dos oxoaporfinicos
liriodenina e lisicamina de U. guatterioides," sem indicagido da
localizag@o destes alcaloides na planta, sendo necessdrios novos es-
tudos para confirmar a sua constitui¢do. Estas informagdes quimicas
e a importancia da espécie no género justificaram a escolha de U.
guatterioides como modelo para demonstracdo da potencialidade
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da técnica aqui aplicada na identificagdo de alcaloides aporfinicos
em misturas complexas. Esta abordagem combina duas ideias
existentes no universo da espectrometria de massas em sistema ESI-
IT-MS: a capacidade de detec¢@o de substdncias mesmo em baixas
concentracdes em andlise por infusdo direta’ e o conhecimento de
padrdes de fragmentagdo, no caso, o de alcaloides aporfinicos.® Os
alcaloides oxoaporfinicos, igualmente presentes em Annonaceae,
também foram investigados durante as andlises por espectrometria
de massas no sistema ESI-IT-MS, utilizando-se padrdes auténticos
para sua confirmacao.

PARTE EXPERIMENTAL
Coleta e obtencio da fracao alcaloidica

O material botanico (folhas, galhos e casca do tronco) foi coletado
no Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). A espécie
foi identificada pelo Prof. Dr. A. C. Webber, Depto. de Biologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFAM, e uma exsicata foi
depositada no Herbdrio da UFAM sob o nimero de registro 8249.
Ap0s secagem em estufa com circulac¢@o de ar a 50 °C por 2 dias, o
material foi triturado em moinho de quatro facas, pesado, pulverizado
e macerado durante 3 dias com hexano, seguindo-se a macera¢ao com
metanol por igual periodo. Apés a evaporacdo dos solventes a pressao
reduzida, parte dos extratos metandlicos das cascas do tronco (4,1241
g), dos galhos (4,4222 g) e das folhas (4,2342 g) foi submetida a
tratamento dcido-base, conforme a metodologia convencional® para
obtencdo de alcaloides, fornecendo respectivamente 53,6 mg (1,3%),
30,9 mg (0,7%) e 71,9,mg (1,7%) de fragdes alcaloidicas. De cada
fracdo, separou-se 1 mg para o preparo da solucdo estoque.

MS

Os espectros de massas foram adquiridos usando um espectrome-
tro ion trap LCQ Fleet™ (Thermo Scientific) equipado com uma fonte
de eletrospray, operando no modo positivo e programado para mo-
nitorar a faixa de m/z 200-400, adequada aos alcaloides aporfinicos.
As solugdes estoque foram diluidas a 5 ppm em metanol grau HPLC
e aplicadas por insercdo direta através da bomba seringa do préprio
equipamento. Para aumentar a sensibilidade na andlise Tandem,
foram adicionados 4 puL de dcido acético glacial P.A. (99,8%) a 10
mL da solucio diluida, sendo a concentragdo final de dcido acético
no solvente de 0,04%. Para analisar as fragdes alcaloidicas das folhas
e galhos utilizaram-se os seguintes parametros de operacdo: spray
voltage: 5 KV; sheath gas: 8 arb; aux gas: 5 arb; sweep gas: 5 arb;
capilary temp: 175 °C; capilary voltage: S0V (folhas) e 35V (galhos);
tube lens: 120V; syringe pump: 8 uL. min™'. Destes pardmetros, os de
sheath gas: 5 arb; capilary voltage: 45 V; tube lens: 115V e fluxo de
infusdo: 10 L min™! foram os dnicos modificados paraa andlise da
fragdo alcaloidica das cascas do tronco.

LC-APCI-MS

Para a confirmagdo da natureza do fon guasi-molecular em m/z
282 ([M+H]"*) foi utilizado um sistema LC-APCI-MS constituido por:
um cromatdgrafo modelo Surveyor™ (LC Pump Plus, Autosample
Plus) (Thermo Scientific) equipado com uma coluna C18 (Luna), 5
u, tamanho 150 x 4,60 mm (Phenomenex). Utilizou-se na corrida
cromatografica o modo isocratico de eluigio com MeOH/H,O (7:3)
como fase mével durante 15 min; um espectrdmetro de massas TSQ™
Quantum Acess™ (Thermo Scientific) acoplado ao cromatdgrafo
através de uma fonte APCI e ajustado para os seguintes parametros
de operagdo: discharge current: 3 WA; vaporizer temperature: 350
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°C; capilary temperature: 270 °C; sheath gas: 30 psi; aux gas: 5
arb. Foi utilizado monitoramento seletivo de fon (SIM), de forma a
observar-se nas fragdes apenas o fon de m/z 282 [M+H]*. O padrio
de nornuciferina e as fragdes alcaloidicas foram preparados na con-
centragdo de 1 mg mL"' em metanol grau HPLC. Para a confirmagao
das demais substancias, utilizou-se a mesma metodologia descrita
acima, alterando-se apenas a substancia padrao e, consequentemente,
o fon analisado em modo SIM. Os padrdes utilizados foram isolados
e identificados anteriormente pelos autores.?!-??

RESULTADOS E DISCUSSAO

No espectro de fons totais da fragdo alcaloidica do extrato dos
galhos de U. guatterioides foram verificados diversos fons de m/z par,
indicando possiveis alcaloides. O {on mais abundante foi observado,
em m/z 266 ([M+H]*), cujos fragmentos idnicos obtidos por MS"
foram caracterizados através da andlise das fragmentagdes chave.®
A perda inicial do grupo amina e as sucessivas perdas dos grupos
substituintes, CH,0 e CO (Figura 1a), observadas através da fragmen-
tacdo até MS*(Tabela 2), sdo coerentes para o alcaléide aporfinico
anonaina (Figura 2a). A perda inicial do fragmento de massa 17 ou
31 € fundamental para identificar se ao nitrogénio do grupo amina
estd ligado um hidrogénio ou uma metila, respectivamente. Ainda
através da andlise das fragmentagdes chave foi possivel identificar
os alcaloides aporfinicos asimilobina (Figura 2b) e nornuciferina
(Figura 2c¢) (Figura 1b e 1c). Por sua vez, os alcaloides oxoaporfinicos
liriodenina (Figura 2d) e lisicamina (Figura 2e), com {ons em m/z 276
([M+H]") e m/z 292 ([M+H]*), respectivamente, foram identificados
por comparacdo dos respectivos espectros de MS? com espectros de
padrdes. Estudos preliminares sobre a fragmentacdo destes alcaloi-
des revelaram perdas iniciais, que foram associadas a presenca de
substituintes metoxila e metilenodioxi nas moléculas. Estas perdas
iniciais parecem ser caracteristicas de derivados aporfinicos conten-
do o dtomo de nitrogénio na forma imino e esqueleto de natureza
aromdtica, o que impossibilita a perda de um grupamento amino.
Outro pico de massa par ocorreu em m/z 272 ([M+H]*). Através da
andlise de sua fragmentagdo em MS"ndo foi possivel identifica-lo

m/z 219 —— m/z 191 m/z 191 <—— m/z219
-CcO -CO

- CH,O - CH3;0H

m/z 249 m/z 251
- NH3 - NHg

[M+H]*  (a) (b)  [M+H]*

m/z 266 m/z 268

[M+H]* (d) (© _ [M+H]*

m/z 282 m/z 282
- NHg - NHg

m/z 265 m/z 265
- CH.O - CHy*

m/z 235 2= sz 207 m/z235 <2 2050

Figura 1. Proposta de fragmentagdo para a anonaina (a), asimilobina (b), nor-
nuciferina (c) e norushinsunina (d). Para a identificag¢do de R -R; ver Tabela 1
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como um alcaloide aporfinico. As perdas sucessivas de fragmentos
de massa 15 e 18, atribuidos a grupos substituintes da molécula e a
perda do fragmento de massa 28, compativel com a presenga de um
grupo carbonila, possibilitaram supor a ocorréncia do alcaloide do
tipo azafluorenona, 5,8-dimet6xi-7-hidréxi-1-metil-4-azafluore-9-ona
(Figura 2f). Este alcaloide ndo aporfinico foi recentemente isolado
de U. lindmanii,'® espécie considerada botanicamente proxima de

U. guatterioides.’
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Figura 2. Estruturas dos alcaloides: anonaina (a), asimilobina (b), nornuci-
ferina (c), liriodenina (d), lisicamina (e), 5,8-dimetoxi-7-hidroxi-1-metil-4-
-azafluore-9-ona (f) e norushinsunina (g)

Tabela 2. Alcaloides aporfinicos identificados e principais fragmentagdes
observadas na andlise por ESI-IT-MS

Composto R, R, R, MS M$* MS* Ms*
Anonaina -O-CH,-O- H 266 249 219 191
Asimilobina OH OCH, H 268 251 219 191
Nornuciferina OCH, OCH, H 282 265 250 235
Norushinsunina*  -O-CH,-O- OH 282 265 235 207

*Fragmentac@o esperada com base nas fragmentacdes chave.®

A frag@o alcaloidica do extrato das folhas de U. guatterioides
apresentou-se bastante complexa quando analisada por ESI-IT-MS,
apresentando diversos fons de m/z par, sendo o mais intenso obser-
vado em m/z 268 ([M+H]*). Na andlise do padrdo de fragmentacio
(Figura 1b) observou-se a perda inicial do grupo amina e as sucessivas
perdas de CH,OH e CO. Estas perdas observadas até MS* (Tabela
2) sdo coerentes com o alcaloide aporfinico asimilobina (Figura 2b),
também encontrado nos galhos. Mesmo em menores intensidades foi
possivel caracterizar, a partir do padrdo de fragmentacdo, os alca-
loides aporfinicos anonaina (Figura 2a) (Figura 1a) e nornuciferina
(Figuras 2c e 1c), além de caracterizar os oxoaporfinicos lisicamina
(Figura 2e) e liriodenina (Figura 2d) através de comparagdo com os
espectros MS?de padrdes.

Entre os alcaloides aporfinicos descritos para a espécie na lite-
ratura,' a norushinsunina (Figura 2g) foi o dnico ndo identificado
através da observagdo de fragmentagio até MS* (Tabela 2) e andlise
das fragmentagdes chave °. De fato, o fon quasi-molecular em m/z
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282 ([M+H]*) presente nas folhas e galhos em maior intensidade
apresentou um padrao de fragmentagdo discordante com a estrutura da
norushinsunina (Figura 2g). Como observado para a anonaina (Figura
2a), uma ponte metilenodioxi na estrutura deveria assegurar a perda de
um fragmento de massa 30 (CH,0O) seguida de um fragmento de massa
28 (CO) (Figura 1d) e, assim, as perdas verificadas de fragmentos de
massa 15 em sequéncia ndo estariam em concordancia com as frag-
mentacoes chave.® No entanto, o padrao de fragmentagdo do fon em
m/z 282 ([M+H]*) € coerente com uma estrutura aporfinica contendo
um hidrogénio ligado ao dtomo de nitrogénio e duas metoxilas ligadas
ao sistema aromadtico (Figura 1c). Com base nas fragmentagdes chave
observadas e com o auxilio de um artigo de revisdo desta classe de
alcaloides,? chegou-se ao alcaloide nornuciferina (Figura 2c¢) como
sendo o possivel alcaloide de massa nominal 281. Sua confirmagao
foi feita através de experimento de LC-APCI-MS (Figura 3) e da
comparacdo das fragmentagdes do padrio auténtico dessa substancia
com as fragmentacdes dos fons de m/z 282 presentes nas fragdes
alcaloidicas dos galhos, cascas do tronco e folhas. No experimento
de LC-APCI-MS pode-se observar que sob as mesmas condi¢des
cromatogrificas e espectrométricas, a deteccdo da substincia de
interesse, na forma do fon guasi-molecular em m/z 282 ((M+H]*),
ocorre no mesmo tempo de retencdo, tanto nas fragdes quanto no
padrio, garantindo assim a confirmagdo de sua natureza.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos por LC-APCI-MS em modo de monitora-
mento seletivo de ion (SIM) do ion de m/z 282 ([M+H]*). De cima para baixo:
as fragoes alcaloidicas dos galhos, folhas e cascas e o padrdo de nornuciferina

Analisando a fragdo alcaloidica do extrato das cascas de U. guat-
terioides foi possivel observar a predominéncia dos alcaloides oxoa-
porfinicos liriodenina (Figura 2d) e lisicamina (Figura 2e), através da
verificagdo de seus fons quasi-moleculares de massa nominal em m/z
276 e 292, respectivamente. Dos alcaloides aporfinicos identificados
em galhos e folhas, apenas a nornuciferina (Figura 2c) foi identificada
na casca. Os alcaloides lisicamina (Figura 2e) e liriodenina (Figura
2f), ja relatados na espécie U. guatterioides sdo comuns no género
Unonopsis (Tabela 1), observando-se que a liriodenina (Figura 2d) é
considerada marcador da familia Annonaceae.* Os alcaloides apor-
finicos identificados nas fracdes estudadas por ESI-IT-MS" tiveram
seus tempos de reten¢do comparados com padrdes através da anélise
em sistema LC-APCI-MS, com o espectrometro operando em modo
de monitoramento seletivo de ions (SIM).

CONCLUSAO

A desreplicacdo dos alcaloides aporfinicos de U. guatterioides
através de infusdo direta em sistema ESI-IT-MS" € mais uma demons-
tracdo do potencial da espectrometria de massas na simplificacio
dos estudos de produtos naturais. Em casos especificos essa técnica
pode ser suficiente para determinar a composi¢ao de uma amostra.
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A aplicagdo da técnica vai muito além de caracterizar substancias ja
conhecidas, servindo também de ferramenta na busca por novas subs-
tancias. A associagd@o do fon guasi-molecular em m/z 282 ([M+H]*)
com o alcaloide nornuciferina e ndo com o alcaloide norushinsunina,
registrado na literatura para a espécie, contribui para o conhecimento
fitoquimico do género, uma vez que este alcaloide ja isolado de outras
anondceas ainda ndo havia sido relatado no género Unonopsis. Os
resultados do presente estudo, incluindo a hipdtese da presenga de
um alcaloide do tipo azafluorenona na planta e a deteccio da maioria
dos alcaloides aporfinicos isolados anteriormente da espécie U. lind-
manii (Tabela 1), reforcam o potencial da técnica para a investigacio
quimica de plantas desse género e ratificam o consenso botanico de
similaridade entre esta espécie e U. guatterioides.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de massas em full scan das fragdes alcaloidicas dos
galhos, folhas e cascas de U. guatterioides, os espectros em MS" das
substancias caracterizadas no trabalho, assim como os cromatogra-
mas obtidos por LC-APCI-MS para confirma¢@o da natureza dos
alcaldides identificados estdo disponiveis gratuitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br na forma de arquivo PDF.
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