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RESUMO

O género Strychnos L., principal representante da familia Loganiaceae, ¢ nativo das regides tropicais
e subtropicais, compreendendo 204 espécies aceitas. Este género, reconhecido mundialmente pelo
uso tradicional na preparagdo do curare, um veneno de flecha utilizado por povos indigenas da
América do Sul, destaca-se como uma fonte promissora de produtos naturais bioativos. Embora o
contetdo fitoquimico de varias espécies de Strychnos tenha sido extensivamente investigado, outras
permanecem amplamente inexploradas, tal como S. subcordata Spruce ex Benth., uma liana
distribuida por toda a Regido Amazonica, e reconhecida como ingrediente do curare. Assim, o
presente trabalho buscou contribuir com o conhecimento fitoquimico do género Strychnos da Regido
Amazonica, por meio da desreplicagdo e/ou isolamento de substancias das folhas da espécie S.
subcordata. Para isso, as folhas foram submetidas a extragdo por infusdo, sendo o extrato aquoso
resultante submetido ao procedimento de extra¢do em fase solida (SPE). A fragdo metanolica obtida
foi analisada por injegdo direta em um espectrometro de massas do tipo ion trap (DI-MS), utilizando
o modo de varredura de perda neutra por meio da aquisicdo dependente de dados (DDA) para
reconhecimento e desreplicacdo de glicosideos de flavonoides. Posteriormente, a fragdo metanolica
foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢ao ultravioleta (HPLC-UV) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS), utilizando
seis colunas diferentes (Luna C18(2), Kinetex C8, Luna PFP(2), Luna fenil-hexil, Luna CN, e
Kinetex bifenil). A partir dessas andlises, foram propostas diversas estratégias de cromatografia
liquida bidimensional (2D-LC) no modo offline single heart-cutting para isolar as cinco substancias
majoritarias da fragdo metanodlica das folhas de S. subcordata, trés das quais ndo puderam ser
preliminarmente identificadas a partir das analises por MS. A combinacdo de uma coluna C18 na
primeira dimensdo ('D) e uma coluna bifenil na segunda dimensédo (*D) foi a estratégia escolhida
para o isolamento de: uma isoflavona previamente ndo descrita, denominada subcordatina, dois
glicosideos de flavonoides raros (apigenina 6-C-[fS-apiofuranosil-(1—2)]-f-glicopiranosideo e
apigenina 7-metil éter 6-C-[F-apiofuranosil-(1—2)]-f-glicopiranosideo), além dos glicosideos de
flavonas isovitexina e swertisina. As estruturas das substincias foram elucidadas a partir da
interpretagdo manual de espectros de MS e analise de dados de ressondncia magnética nuclear
unidimensional ¢ bidimensional (RMN 1D e 2D). No intuito de entender a seletividade das colunas
observada para as substancias investigadas, foi apresentada uma discussdo baseada nas interacdes
soluto-coluna previstas pelo modelo de subtrag@o hidrofébica (HSM) de Snyder. A subcordatina, em
particular, apresentou maior reten¢do em colunas do tipo fenil, especialmente na coluna bifenil,
provavelmente devido as similaridades conformacionais entre as isoflavonas e os grupos bifenil da
fase estacionaria. Essas observacdes ressaltam a importancia de interagdes moleculares especificas
na seletividade cromatografica e enfatizam o potencial dos métodos de 2D-LC no modo offline heart-
cutting para o isolamento de produtos naturais estruturalmente complexos. Além disso, este estudo
revelou a espécie S. subcordata como uma fonte promissora de substancias bioativas, expandindo o
conhecimento fitoquimico do género Strychnos.

Palavras-chave: Espectrometria de massas, 2D-LC, Coluna bifenil, Flavonas, Isoflavonas.
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ABSTRACT

The genus Strychnos L., the principal representative of the Loganiaceae family, is native to tropical
and subtropical regions, encompassing 204 accepted species. This genus is globally recognized for
its traditional use in the preparation of curare, a arrow poison utilized by indigenous peoples of South
America, and stands out as a promising source of bioactive natural products. Although the
phytochemical content of several Strychnos species has been extensively investigated, others remain
largely unexplored, such as S. subcordata Spruce ex Benth., a liana species distributed throughout
the Amazon region, traditionally used in the preparation of curare. Thus, the present study aimed to
contribute to the phytochemical knowledge of the Strychnos genus in the Amazon region through the
dereplication and/or isolation of substances from the leaves of S. subcordata. To achieve this, the
leaves were subjected to infusion extraction, and the resulting aqueous extract was submited to solid-
phase extraction (SPE) procedure. The obtained methanol fraction was analyzed by direct injection
into a ion trap mass spectrometer (DI-MS), employing neutral loss scanning mode through data-
dependent acquisition (DDA) for the recognition and dereplication of flavonoid glycosides.
Subsequently, the methanol fraction was analyzed by high-performance liquid chromatography with
ultraviolet detection (HPLC-UV) and high-performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (HPLC-MS), utilizing six different columns (Luna C18(2), Kinetex C8, Luna PFP(2),
Luna phenyl-hexyl, Luna CN, and Kinetex biphenyl). Based on these analyses, several offline single
heart-cutting two-dimensional liquid chromatography (2D-LC) strategies were proposed to isolate
the five major compounds from the methanol fraction of S. subcordata leaves, three of which could
not be preliminarily identified by MS analyses. The combination of a C18 column in the first
dimension ('D) and a biphenyl column in the second dimension (D) was selected as the strategy for
the isolation of a previously undescribed isoflavone, named subcordatine; two rare flavonoid
glycosides (apigenin 6-C-[f-apiofuranosyl-(1—2)]-f-glucopyranoside and apigenin 7-methyl ether
6-C-[f-apiofuranosyl-(1—2)]-S-glucopyranoside); as well as the flavone glycosides isovitexin and
swertisin. The structures of these compounds were elucidated by integrating manual interpretation
of MS spectra and one-dimensional and two-dimensional nuclear magnetic resonance (1D and 2D
NMR) data. In an effort to understand the column selectivity observed for the investigated
compounds, a discussion was presented based on the solute-column interactions predicted by
Snyder’s hydrophobic subtraction model (HSM). In particular, subcordatine exhibited greater
retention on phenyl-type columns, especially on the biphenyl column, likely due to conformational
similarities between isoflavones and the biphenyl groups of the stationary phase. These observations
underscore the importance of specific molecular interactions in chromatographic selectivity and
highlight the potential of 2D-LC methodologies in the offline heart-cutting mode for isolating
structurally complex natural products. Furthermore, this study revealed S. subcordata as a promising
source of bioactive substances, expanding the phytochemical knowledge of the Strychnos genus.

Keywords: Mass spectrometry, 2D-LC, Biphenyl column, Flavones, Isoflavones.
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1. INTRODUCAO

O género Strychnos L. (Loganiaceac) ha muito tempo tem atraido interesse
significativo na etnofarmacologia e na descoberta de farmacos, principalmente devido ao
seu uso tradicional na preparag@o do curare, um veneno de flecha produzido e utilizado por
povos indigenas na América do Sul (PHILIPPE et al., 2004; WEST, 1935). Além de sua
importancia cultural e etnofarmacolégica, as espécies de Strychnos produzem uma gama
diversificada de produtos naturais, incluindo alcaloides indélicos monoterpénicos (MIAs, do
inglés Monoterpene Indole Alkaloids) e flavonoides, que exibem diversas atividades
bioldgicas, como efeitos antimicrobianos, anti-inflamatérios, leishmanicidas e
anticancerigenos (ELDAHSHAN & ABDEL-DAIM, 2015; FREDERICH et al., 2003;
LAGE et al., 2015; VERPOORTE et al., 1978). No entanto, enquanto espécies amazonicas
como S. guianensis (Aubl.) Mart., S. peckii B.L.Rob. e S. mattogrossensis S.Moore foram
extensivamente caracterizadas em termos de seu conteudo fitoquimico (ANGENOT et al.,
1990; CASSAS et al., 2025; MAVAR-MANGA et al., 1996; QUETIN-LECLERCQ et al.,
1995; PINHEIRO et al., 2002; SANTOS et al., 2023), outras, como S. subcordata Spruce
ex. Benth, permanecem completamente inexploradas. Essa espécie, tradicionalmente
utilizada na preparacdo do curare, ¢ uma liana que se distribui ao longo da Regido
Amazonica, estendendo-se do Sul da Colombia ao Peru e ao Norte do Brasil (PHILLIPE et
al.,2004; POWO, 2025a).

Embora os MIAs tenham sido extensivamente estudados em espécies de Strychnos,
o contetido flavonoidico permanece pouco investigado, particularmente no que diz respeito
aos glicosideos de flavonoides (BRASSEUR & ANGENOT, 1986; 1987; 1988; OHIRI et
al., 1983; PINHEIRO, 2000; SILVA et al., 2005a). Essa classe de compostos tem atraido

consideravel atencdo devido a sua complexidade estrutural e potencial farmacologico
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promissor (CHEN et al., 2023; YANG et al., 2018). Nesses compostos, a glicosilacao
desempenha um papel fundamental ndo apenas na definicdo de caracteristicas estruturais,
mas também na modulagdo de propriedades farmacologicas. Essa modificagdo aumenta a
bioatividade, a solubilidade e a estabilidade dos flavonoides, além de possibilitar a atribui¢ao
de fungdes bioldgicas distintas em relagdo a aglicona correspondente (VASUDEVAN &
LEE, 2020; YANG et al., 2018).

A glicosilagdo pode levar a formacdo de C- ou O-glicosideos de flavonoides,
dependendo do sitio de ligagdo do agucar na aglicona flavonoide. Os agucares mais
comumente envolvidos nesse processo incluem hexoses (ex., glicose), 6-desoxihexoses (ex.,
ramnose) e pentoses (ex., xilose). Embora a O-glicosilagdo possa ocorrer em varias posigdes
ao longo da aglicona flavonoide, a C-glicosilagdo ocorre preferencialmente em C-6 e C-8
(KACHLICKI et al., 2016; YANG et al., 2018). Apesar de sua relevancia estrutural e
farmacoldgica, a purificacdo de glicosideos de flavonoides ¢ frequentemente desafiadora
devido a ocorréncia de formas isoméricas e padrdes de glicosilacdo semelhantes, que sdo
dificeis de resolver usando cromatografia liquida unidimensional (1D-LC) (KROL-KOGUS
etal., 2014).

Nos ultimos anos, abordagens baseadas em espectrometria de massa (MS) tém se
mostrado ferramentas eficazes para o reconhecimento de matrizes complexas, como extratos
vegetais, facilitando a anotacdo de metabolitos conhecidos (desreplicagdo) e direcionando o
isolamento de novas substancias potencialmente bioativas (KACHLICKI et al., 2016; MA
et al., 2001). Em relacdo aos glicosideos de flavonoides, sua desreplicagdo ¢ tipicamente
baseada na andlise de padrdes de fragmentagcdo caracteristicos. Em C-glicosideos, a
fragmentacdo comumente envolve a clivagem das ligagdes internas dos anéis de acucar,

enquanto O-glicosideos exibem comportamento de fragmentacgdo distinto, caracterizado pela
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perda de toda a unidade de agucar (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al.,
2016; MA et al.,2001). No entanto, essas fragmenta¢des nem sempre fornecem informagdes
estruturais definitivas, particularmente no caso de residuos de pentoses, pois suas estruturas
podem variar significativamente, incluindo actcares como xilose, arabinose e apiose
(CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016). Essa limitacao ressalta a
importancia do emprego de estratégias de isolamento para obter substancias puras,
permitindo uma elucidacao estrutural abrangente.

Nesse sentido, a cromatografia liquida bidimensional (2D-LC) surgiu como uma
técnica poderosa para enfrentar os desafios inerentes ao isolamento de produtos naturais,
proporcionando maior capacidade de separacdo por meio da combinacdo de mecanismos de
seletividade ortogonal (DANG et al., 2025; KROL-KOGUS et al.,2014; YAO et al., 2017).
Para fins preparativos, a abordagem offline heart-cutting, na qual fragdes-alvo isoladas da
primeira dimensio (!D) sdo submetidas a uma nova separagio em uma segunda dimensio
(°D), promove praticas sustentdveis com instrumentagdes simples (DANG et al., 2025;
KROL-KOGUS et al., 2014; YAO et al., 2017). Um estudo recente destacou a eficiéncia
dessa abordagem para a separagdo preparativa de produtos naturais intimamente
relacionados, como analogos de C-glicosideos de flavonas, a partir das folhas de Ligustrum
qianluoenenst (DANG et al., 2025).

Contudo, uma etapa critica no desenvolvimento de métodos para 2D-LC ¢ a selecdo
de combinagdes de colunas que oferecem seletividade distinta para garantir a separacdo
ortogonal entre as dimensdes (DOLAN & SNYDER, 2009; LINDSEY et al., 2019;
TIRAPELLE et al., 2025). Em sistemas de modo reverso (RP, do inglés reversed-phase),
essa ortogonalidade ¢ frequentemente estimada previamente usando o fator de similaridade

da coluna (F%), com base no modelo de subtracao hidrofobica de Snyder (HSM) (SNYDER
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et al., 2004). No entanto, além da ortogonalidade tedrica, fatores praticos como o
modificador organico da fase mével sdo igualmente importantes (CROES et al., 2005). Além
disso, como a ortogonalidade ¢ influenciada pelo perfil quimico especifico da amostra, a
avaliagdo empirica de pares de colunas pode ainda ser necessaria para matrizes complexas,
ressaltando a importancia da avaliagdo da ortogonalidade a posteriori na otimizagdo do
método (LINDSEY et al., 2019).

Nesse contexto, com o intuito de contribuir para o conhecimento fitoquimico do
género Strychnos da Regido Amazonica, o presente estudo teve como objetivo a investigagao
do extrato aquoso das folhas de S. subcordata. Para isso, realizou-se um reconhecimento
inicial do perfil quimico por meio de abordagens baseadas em espectrometria de massas
(MS) e estabeleceram-se estratégias de cromatografia liquida bidimensional (2D-LC) no
modo offline single heart-cutting, baseadas em seis colunas diferentes, visando o isolamento

direcionado de substancias ainda nio descritas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A familia Loganiaceae R.Br. ex Mart.

A familia Loganiaceae R.Br. ex Mart., pertencente a ordem Gentianales, € constituida
por 504 espécies distribuidas em 16 géneros (POWO, 2025b). Dados de sequenciamento de
DNA dos genomas nucleares e cloroplastidiais, juntamente com andlises morfoldgicas,
sustentaram o agrupamento desses géneros em quatro tribos: Antonieae Endl., Loganiecae
Endl., Spigeliecac Dumort. e Strychneae Dumort, conforme apresentado na Tabela 1
(STEVENS, 2017; STRUWE et al., 2018). Dentre essas tribos, Strychneae é a mais
abundante em termos de espécies, totalizando 221, sendo composta por dois géneros
pequenos, Gardneria ¢ Neuburgia, e pelo género Strychnos, responsavel por abrigar cerca

de 40% das espécies da familia Loganiaceae (POWO, 2025b; STRUWE et al., 2018).

Tabela 1. Tribos e géneros da familia Loganiaceae R.Br. ex Mart. (Gentianales).

Tribo? Género*P N° de espécies®
Antonieae Endl. 14
Antonia Pohl 1
Bonyunia R.H.Schomb. ex Progel 10
Norrisia Gardner
Usteria Willd. 1
Loganieae Endl. 172
Logania R.Br. 23
Geniostoma J.R.Forst. & G.Forst. 49
Mitreola L. 21
Mitrasacme Labill. 55
Schizacme Dunlop 5
Phyllangium Dunlop 5
Adelphacme K.L.Gibbons, B.J.Conn & Henwood 1
Orianthera C.S.P.Foster & B.J.Conn 13
Spigelieae Dumort. 97
Spigelia L. 97
Strychneae Dumort. 221
Strychnos L. 204
Neuburgia Blume 12
Gardneria Wall. 5

sSTEVENS, 2017; STRUWE et al., 2018; "PPOWO, 2025b
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Os géneros da familia Loganiaceae apresentam padroes de distribui¢ao
predominantemente tropicais, com a maior diversidade de espécies contida nos trépicos da
América do Sul e Africa, Sudeste Asiatico ¢ Australia (Figura 1) (POWO, 2025b;
STEVENS, 2017; STRUWE et al., 2018). Embora a maioria dos géneros ocorra em florestas
tropicais de terras baixas (por exemplo, Anfonia, Bonyunia, ¢ a maioria das espécies de
Geniostoma, Strychnos e Usteria), alguns géneros possuem espécies que crescem em
altitudes mais elevadas, tais como Bonyunia (tepuis do Planalto das Guianas), Mitreola
(Himalaia ¢ Monte Kinabalu), Geniostoma (montanhas Havaianas ¢ da Nova Guiné),
Schizacme (regido alpina e montanha do sudeste da Australia e Nova Zelandia) e Spigelia
(Brasil). Além disso, os géneros herbaceos, tais como Adelphacme, Logania (algumas
espécies), Mitrasacme, Mitreola, Orianthera, Phyllangium e Spigelia, sdo comuns em

pastagens, savanas e matagais (POWO, 2025b; STRUWE et al., 2018).

-
Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Loganiaceae (STEVENS, 2017).

No Brasil, hd ocorréncia de espécies dos géneros Antonia, Bonyunia, Mitreola,
Spigelia e Strychnos. No total, foram registradas 122 espécies, das quais 68 pertencem ao
género Strychnos, e 53 sao endémicas (SETUBAL et al., 2020). Na Regido Norte, ha
ocorréncia de 65 espécies (Figura 2A), sendo 49 registradas no Estado do Amazonas

(SETUBAL et al., 2020). Além disso, embora existam registros de espécies em todos os
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dominios fitogeograficos brasileiros, ha maior ocorréncia na Floresta Amazonica (65
espécies) (Figura 2B). No entanto, a Mata Atlantica (48 espécies) e o Cerrado (39 espécies)
também se destacam pela diversidade de espécies da familia Loganiaceae (SETUBAL et al.,
2020).

A B
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| 47 .
50 1 = Pampa 2
40 - .
30 - 20 20 Mata Atlantica | 48
2019 Cerrado 39
10 - i
0 + T T T T / ' Caatinga 16
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~° & < ‘ ‘ ‘ ‘
& 0 20 40 60 80

Figura 2. Distribui¢do da familia Loganiaceae no Brasil. Espécies por: (A) regido brasileira ¢ (B) dominio
fitogeografico (Adaptado de SETUBAL et al., 2020).

2.2. O género Strychnos L.

O género Strychnos L. é caracterizado como o principal representante da familia
Loganiaceae, e foi descrito pela primeira vez por Linnaeus (1753) com base na espécie
Strychnos nux-vomica L., a espécie-tipo (SETUBAL et al., 2021). Esse género compreende
204 espécies aceitas com distribuicdo pantropical (Figura 3), onde: aproximadamente 75
espécies ocorrem na Africa tropical e Madagascar, 46 espécies no Sul e Sudeste Asiatico, 4
espécies no Norte e Nordeste da Austrélia, e cerca de 85 espécies na América Central e do

Sul (POWO, 2025¢; SETUBAL, 2020a; SETUBAL et al., 2021).

29



W T o '&
\‘;'J"“ .”I 5, .\“\.‘i' ‘! A’
‘F.,"f ‘g}”

Figura 3. Distribuicdo geografica do género Strychnos L. (POWO, 2025c¢).

Setubal e colaboradores (2021) destacam a Bacia Amazodnica como centro da

diversidade de espécies do género Strychnos na Regido Neotropical. No Brasil, sdo

registradas 68 espécies, das quais 22 sdo endémicas. Na Re

gido Norte, ha ocorréncia de 50

espécies (Figura 4A), sendo 40 registradas no Estado do Amazonas (Quadro 1) (SETUBAL,

2020a). Em relacdo aos dominios fitogeograficos brasileiros, a Floresta Amazonica detém a

maior parte da diversidade das espécies do género no pai

conforme ilustrado na Figura 4B (SETUBAL, 2020a).
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Figura 4. Distribui¢do do género Strychnos no Brasil. Espécies por
fitogeografico (Adaptado de SETUBAL, 2020a).
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Quadro 1. Espécies do género Strychnos com ocorréncia confirmada no Estado do Amazonas (SETUBAL,
2020a).

Espécies
S. amazonica Krukoff
S. asperula Sprague & Sandwith
S. barnhartiana Krukoff
S. brachiata Ruiz & Pav.

S. bredemeyeri (Schult. & Schult.f.) Sprague & Sandwith
S. castelnaeana Wedd. ex Castelnau
S. cogens Benth.

S. darienensis Seem.

S. diaboli Sandwith
S. duckei Krukoff & Monach.

S. erichsonii M.R.Schomb. ex Progel
S. froesii Ducke
S. glabra Sagot ex Progel
S. guianensis (Aubl.) Mart.

S. hirsuta Spruce ex Benth.

S. javariensis Krukoff
S. jobertiana Baill.

S. krukoffiana Ducke
S. macrophylla Barb.Rodr.

S. mattogrossensis S.Moore
S. medeola Sagot ex Progel
S. melinoniana Balill.

S. mitscherlichii M.R.Schomb.

S. mitscherlichii M.R.Schomb. var. mitscherlichii
S. mitscherlichii var. pubescentior Sandwith
S. neglecta Krukoff & Barneby
S. pachycarpa Ducke
S. panurensis Sprague & Sandwith
S. parviflora Spruce ex Benth.

S. peckii B.LL..Rob.

S. poeppigii Progel
S. progeliana Krukoff & Barneby
S. ramentifera Ducke
S. rondeletioides Spruce ex Benth.
S. sandwithiana Krukoff & Barneby
S. schultesiana Krukoff
S. solerederi Gilg
S. solimoesana Krukoff
S. subcordata Spruce ex Benth.

S. tarapotensis Sprague & Sandwith
S. toxifera R.H.Schomb. ex Benth.
S. tomentosa Benth.
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As espécies de Strychnos t€ém como habitats florestas (imidas ou secas, inundadas
ou ndo), savanas e campos, desde o nivel do mar até elevadas altitudes (2000 m), os quais
podem influenciar diretamente na sua forma de crescimento. No geral, as espécies podem se
apresentar como arbustos trepadores ou lianas (1,5 a 45 m de altura, 4 a 120 m de
comprimento, ¢ até 50 cm de diametro), subarbustos ou arbustos (0,3 a 2 m de altura) e
arvores (2 a 40 m de altura e até 100 cm de diametro) (SETUBAL et al., 2021; STRUWE et
al., 2018).

As espécies africanas de Strychnos se apresentam predominantemente como lianas
dentro das florestas, e mais comumente como arvores/arbustos nas bordas das florestas ou
em matas de savana. Um exemplo ¢ a espécie S. usambarensis Gilg ex Engl., que pode se
apresentar como uma liana (na Africa Ocidental, Oriental e Central) ou como uma arvore
(na Africa Oriental) (ADEBOWALE et al., 2016). Por outro lado, espécies americanas de
Strychnos se apresentam frequentemente como cipds ou arbustos que se tornam escandentes,
tal como a espécie S. hirsuta, um arbusto natural de submata caracterizado por seus ramos
flageliformes e cuja ocorréncia estd confirmada na Floresta Amazonica (Quadro 1)
(DUCKE, 1955; SETUBAL, 2020a). Em contraste, a espécie S. pseudoquina A.St.-Hil.,
nativa da América do Sul e com ocorréncia confirmada no Cerrado brasileiro, se apresenta
como uma arvore de pequeno porte (KRUKOFF & MONACHINO, 1942; SILVA et al.,
2005b).

Morfologicamente, as espécies de Strychnos sdo consideradas um grupo bem
definido, apresentando caracteristicas diagnosticas consistentes (Figura 5). Suas folhas sdo
simples, inteiras e opostas com venagdo acrédroma (3 a 5 nervuras) (Figura 5A e 5C).
Comumente, apresentam gavinhas herbaceas ou lignificadas, em forma de gancho, solitarias,

pareadas ou em 2 ou 3 pares sucessivos ao longo do caule (Figura 5C) (SETUBAL et al.,
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2021; STRUWE et al., 2018). Suas flores sdo relativamente pequenas (0,3-2,0 cm), de
coloracdo clara, simpétalas, e tém cheiro agradavel, com excecao da espécie S. nigricans
Progel, que apresenta odor fétido (DUCKE, 1955; KRUKOFF & MONACHINO, 1942;
SETUBAL, 2020a). Os frutos sdo bagas que variam de pequenas (1-2 cm) a grandes (6—10
cm). Notavelmente, algumas espécies produzem frutos comestiveis de polpa doce e odor
agradavel, tais como a espécie africana S. spinosa Lam. (Figura 5B) e a sul-americana S.
parviflora. (DUCKE, 1955; KRUKOFF & MONACHINO, 1942; SETUBAL, 2020a;

SETUBAL et al., 2021; STRUWE et al., 2018).

Figura 5. Aspectos morfologicos de espécies do género Strychnos. (A) Folhas e flores de S. pseudoquina
(POWO, 2025d), (B) frutos de S. spinosa (SOW EXOTIC, 2025) e (C) folhas e gavinhas de S. panganensis
Gilg (HYDE et al., 2025).
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2.3. Aspectos etnobotanicos do género Strychnos L.
2.3.1. O género Strychnos L. e o curare

O género Strychnos ganhou reconhecimento mundial devido ao uso de algumas de
suas espécies americanas na preparacao do “curare”, um termo genérico usado para nomear
um grupo de venenos de flechas de origem vegetal preparados por indigenas da América do
Sul (PHILLIPE et al., 2004; PINHEIRO, 2000). O curare tem sido preparado e usado por
tribos indigenas da regido que se estende da Guiana Francesa ao Mato Grosso (Brasil),
incluindo as areas norte e oeste da Bacia Amazodnica, as partes média e alta da Bacia do
Orinoco (Venezuela), a Montana do Equador e Peru, além do nordeste da Bolivia e areas
adjacentes do planalto central brasileiro (BISSET, 1992; PHILLIPE et al., 2004).

A primeira planta de curare identificada botanicamente foi nomeada Toxicaria
americana em 1783, tendo sido posteriormente reconhecida como a espécie S. guianensis
(Aubl.) Mart. (DUCKE, 1955; PINHEIRO, 2000). Por outro lado, segundo Krukoff (1972),
21 espécies de Strychnos foram irrefutavelmente utilizadas no preparo do curare (Quadro 2),
destacando-se como principais as espécies americanas: S. foxifera R.H.Schomb. ex Lindl.,
S. solimoesana Krukoff, S. guianensis, S. glabra Sagot ex Progel, e S. castelnaeana Baill.
Posteriormente, as espécies americanas S. amazonica Krukoff e S. darienensis Seem., bem
como a espécie africana S. usambarensis, também foram relatadas como ingredientes de
curare (Quadro 2) (BISSET, 1992; PHILLIPE et al., 2004). Além de espécies de Strychnos,
algumas plantas pertencentes a familia Menispermaceae Juss. também sdo utilizadas como

ingredientes do curare (DUCKE, 1955; PHILLIPE et al., 2004).
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Quadro 2. Espécies do género Strychnos utilizadas na preparacao do curare e paises onde sao utilizadas (Adaptado
de BISSET, 1992; KRUKOFF, 1972; PHILLIPE et al., 2004).

Espécie de Strychnos utilizada como
ingrediente do curare

Pais onde ¢é utilizada

S. rondeletioides Spruce ex. Benth.

Colombia, Venezuela

S. brachiata Ruiz et Pav.

Coldémbia

S. toxifera Rob. Schomb ex. Benth.

Panama, Colombia, Venezuela, Equador,
Guiana, Guiana Francesa

S. tomentosa Benth.

Brasil, Guiana, Guiana Francesa

S. javariensis Krukoff

Colombia, Peru, Brasil

S. sandwithiana Krukoff et Barneby

Brasil

S. jobertiana Baill.

Colombia, Equador, Brasil, Peru

S. solimoesana Krukoff

Brasil

S. peckii B. L. Robinson

Colombia, Equador, Brasil

S. erichsonii Rich. Schomb. ex. Prog.

Suriname, Colombia, Guiana

S. bredemeyeri (Schultes) Sprague et

Brasil, Guiana

Sandw.
5 mztscherlzcﬁn ROb.' SCh omb. Var. Brasil, Colombia, Equador, Guiana
mitscherlichii
S. mitscherlichii Rob. Schomb. Var .
Colombia
pubescentor Sandw.
S. amazonica Krukoff Colombia

S. solerederi Gilg

Brasil, Colombia

S. darienensis Seem.

Equador

S. guianensis (Aubl.) Mart.

Brasil, Colombia, Venezuela, Suriname, Guiana,
Guiana Francesa, Equador

S. glabra Sagot ex. Prog.

Brasil, Guiana Francesa

S. subcordata Spruce ex. Benth.

Brasil, Colombia

S. panurensis Sprague et Sandw.

Venezuela, Colombia

S. cogens Benth.

Brasil, Colombia, Venezuela, Guiana

S. usambarensis Gilg Ruanda
S. castelnaeana Wedd. Brasil, Peru
S. progeliana Krukoff et Barneby Brasil
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Embora algumas tribos utilizem uma unica planta como ingrediente principal do
curare, a maioria dos relatos sobre sua preparacdo demonstra uma consideravel
complexidade em sua composicdo (BISSET, 1992; PHILLIPE et al., 2004). O grupo
indigena Nambikwara, do Mato Grosso (Brasil), utiliza exclusivamente espécies do género
Strychnos, particularmente S. guianensis (BISSET, 1992; PHILLIPE et al., 2004). Em
contraste, os indigenas Quechua-Lamistas, do Peru, utilizam somente a espécie da familia
Menispermaceae, especificamente Chondrodendron tomentosum Ruiz & Pav. (BISSET,
1992). Por outro lado, o povo indigena Canelos-Quechuas, do Equador, emprega uma
mistura de espécies da familia Menispermaceae (Curarea iquitana (Diels) R.Ortiz,
Sciadotenia toxifera Krukoff & A.C.Sm. e Cissampelos pareira L.) juntamente com varias
espécies do género Strychnos, incluindo S. toxifera, S. peckii, S. jobertiana e uma planta nao
identificada (KRUKOFF & SMITH, 1939; PHILLIPE et al., 2004).

Nesse contexto, em 1895, Rudolf Boehm classificou os curares etnograficamente em
trés categorias distintas: calabash-curare, tubo-curare e pot-curare. Essa classificacdo foi
realizada com base na relagdo entre residuos de incineragdo, conteido do veneno ¢ o
recipiente em que eram conservados (NEUWINGER, 1998; PHILLIPE et al., 2004). O
calabash-curare, assim denominado por ser embalado em cabacas, ¢ geralmente obtido de
espécies de Strychnos, sendo principalmente proveniente da regido entre o rio Orinoco, ao
norte, e os rios Negro e Amazonas, ao sul. Por outro lado, o tubo-curare, armazenado em
tubos de bambu, ¢ obtido principalmente de espécies da familia Menispermaceae
(Chondrodendron spp. € Curarea spp.), sendo predominantemente preparado pelas tribos
indigenas que habitam o Peru, na regido delimitada pelos rios Napo, Maranon e Ucayali.
Finalmente, o pot-curare, acondicionado em potes de barro, ¢ obtido de uma mistura de

espécies da familia Menispermaceae e do género Strychnos, sendo encontrado na porgao
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média do Amazonas e, em menor extensao, na Guiana (BATTERSBY & HODSON, 1965;
NEUWINGER, 1998; PHILLIPE et al., 2004).

Em relacdo ao modo de preparo do curare, o processo consiste na extragdo dos
principios ativos do material botanico (cascas da raiz e do caule) pulverizado, utilizando
dgua fria ou quente, seguida de filtragdo e concentragdo por aquecimento brando
(NEUWINGER, 1998; PINHEIRO, 2000). Além disso, ¢ comum adicionar adjuvantes ao
extrato para acentuar a toxicidade, favorecer a absor¢ao pelo sangue ou modificar o carater
fisico do veneno, facilitando a aderéncia as flechas. Alguns desses ingredientes secundarios
sdo sucos de plantas das familias Solanaceae Juss. (Nicotiana L. spp.), Apocynaceae Juss.
(Tabernaemontana Plum. ex L. spp.), Simaroubaceae DC. (Picrasma Blume spp.),
Menispermaceae (Abuta Aubl. spp.) e Annonaceae Juss. (Guatteria Ruiz & Pav. spp.), além
de formigas e dentes de serpentes (BATTERSBY & HODSON, 1965; NEUWINGER, 1998;
PINHEIRO, 2000; PRANCE, 1972).

Devido ao seu efeito paralisante, o curare ¢ essencialmente utilizado pelas tribos
indigenas como um veneno de caga. Apos ser atingido pela flecha envenenada, o animal
sofre instantaneamente paralisia progressiva dos movimentos: inicialmente, os musculos dos
olhos e ouvidos sdo paralisados, seguidos pelo pescoco, membros, musculos intercostais e,
por fim, pelo diafragma. O resultado ¢ a morte por andxia, causada por insuficiéncia
respiratdria. Como o veneno ndo € absorvido pelo trato digestivo, a caga pode ser aproveitada
como alimento sem nenhum risco (NEUWINGER, 1998; PHILLIPE et al., 2004;

PINHEIRO, 2000).
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2.3.2. O género Strychnos L. na medicina tradicional

Além de seu uso tradicional na prepara¢do de venenos, como o curare, 0 género
Strychnos possui valor etnomedicinal reconhecido. Em diversas regides dos continentes
africano e asiatico, diferentes partes do material botanico de espécies de Strychnos sao
empregadas popularmente para tratar diversas doencgas e condi¢des (PHILLIPE et al., 2004;
TITTIKPINA et al., 2020).

Na Africa Austral, por exemplo, os extratos das raizes da espécie S. cocculoides
Baker sdo usados como estimulante sexual (URSO et al., 2016), além de serem empregados
no tratamento de dismenorreia, fluxo menstrual intenso, hemorragia devido a lesdes e
sangramento poés-parto, colica neonatal, isquemia cerebral, furanculos nas pernas e
infertilidade masculina (MAROYT, 2011; NOVOTNA et al., 2020). Na Africa Oriental, o
extrato obtido pela decoccdo das cascas do caule da espécie S. henningsii Gilg ¢
tradicionalmente utilizado no tratamento da malaria (KARERU et al., 2007), enquanto as
folhas e as cascas do caule da espécie S. panganensis Gilg sdo usadas no tratamento da
tripanossomiase africana (IBRAHIM et al., 2014). Por outro lado, na Africa Ocidental, mais
especificamente em Benim, os extratos das folhas da espécie S. spinosa sdo usados para
tratar picadas de cobra, problemas uterinos, disturbios dos 6rgdos masculinos, resfriados,
febre, dor de ouvido e conjuntivite (AVAKOUDJO et al., 2020; DJIDOHOKPIN et al.,
2025).

No Sudeste Asiatico, as sementes da espécie S. potatorum L.f. sdo utilizadas no
tratamento de gastropatia, bronquite, diarreia cronica, calculos renais e vesiculares, diabetes,
gonorreia, conjuntivite e tlceras (YADAV et al., 2014). Além disso, na Asia Oriental, as

sementes secas da espécie S. nux-vomica tém sido empregadas na medicina tradicional
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chinesa para melhorar a circulacdo sanguinea e aliviar dores reumaticas, reduzir inchagos e
tratar cancer (CHEN et al., 2012).

Comparativamente, ha um nimero menor de informagdes sobre o uso etnomedicinal
das espécies americanas de Strychnos (QUETIN-LECLERCQ et al., 1990; SILVA et al.,
2005a). Na América do sul, por exemplo, as espécies S. erichsonii R.H.Schomb. ex Progel,
S.  melinoniana Baill.,, S. mitscherlichii M.R.Schomb., S. nigricans Progel e S.
oiapocensis Froes sdo empregadas como afrodisiacos. Em contraste, a infusdo dos brotos
jovens da espécie S. guianensis ¢ usada no tratamento de anemia, conforme apresentado no
Quadro 3 (QUETIN-LECLERCQ et al., 1990; SILVA et al., 2005a).

No Brasil, o cha das cascas do caule e/ou folhas da espécie S. pseudoquina,
popularmente conhecida como “quina-branca”, “falsa-quina” ou ‘“quina-do-cerrado”, tem
sido tradicionalmente empregado como tonico, antipirético, antimalarico e, particularmente,
contra disturbios hepaticos e digestivos (ALMEIDA et al., 1998; BONAMIN et al., 2011;
BRANDAO et al., 2008; QUETIN-LECLERCQ et al., 1990; SILVA et al., 2005b). Por
outro lado, na Regido Nordeste do pais, o infuso, decocto ou alcoolato das folhas e cascas
do caule das espécies S. atlantica Krukoff & Barneby, S. parvifolia A.DC. e S. trinervis
(Vell.) Mart., conhecidas popularmente como “capitdozinho”, € utilizado no tratamento de
sifilis, diarreia, febre e doencas relacionadas ao sistema nervoso central (BASILIO et al.,
2005).

Dessa forma, observa-se que as diferentes espécies de Strychnos desempenham um
papel significativo na medicina tradicional, variando conforme a regido e as necessidades

locais.
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Quadro 3. Panorama geral do uso etnomedicinal de espécies americanas de Strychnos, incluindo partes da planta e os paises onde sdo utilizadas.

Espécie Uso medicinal Parte da planta Pais Referéncias
S. atlantica Krukoff & Barneby Antipiretico, dlstqrblos estomgcals, tratamento de sifilis, Folhas e cascas Brasil BASILIO et al., 2005
doengas relacionadas ao sistema nervoso central
S. acuta Progel Tonico e estimulante Folhas Brasil QUETIN_LF}S;SE RCQetal,
g . A e o . PINHEIRO, 2000; QUETIN-
S. brasiliensis (Spreng.) Mart. Estimulante, tonico, antipirético, antimalarico - Brasil LECLERCQ ef al., 1990
S. parvifolia A.DC. Antipirético, dlstqrblos estomacais, tratamento de sifilis, Raizes, folhas e Brasil BASILIO et al., 2005
doengas relacionadas ao sistema nervoso central cascas
S. erichsonii R.H.Schomb. ex Progel | san rirg:r?‘sslzcgas?rllsgﬁg)rﬁs gi)t(;n;%(;iz edi)be(ilor;slr\l/trsléreas Cascas Suriname PINHEIRO, 2000; QUETIN-
' - ' g & p ¢ » qoeng ’ LECLERCQ et al., 1990
veneno de pesca
S. fendleri Sprague & Sandwith Antimalérico e antipirético Cascas Venezuela QUETIN_LF}S;‘ 53 RCQetal,
S. gardneri A.DC. Antipirético - - QUETIN_LF;S;SE RCQetal,
PINHEIRO, 2000; QUETIN-
S. guianensis (Aubl.) Mart. Antianémico Brotos jovens - LECLERCQ et al., 1990;
SILVA et al., 2005a
S. javariensis Krukoff Analgésico e anti-reumatico Cascas - PINHEIRO, 2000; QUETIN-

LECLERCQ ef al., 1990
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PINHEIRO, 2000; QUETIN-

S. melinoniana Baill. Afrodisiaco Cascas das raizes Suriname LECLERCQ et al., 1990
S. mitscherlichii M.R.Schomb. Afrodisiaco - Guiana PIEEC]?I{%%C 2((2)(«)9?;a?,U1E9£(I)N-
S. nigricans Progel Afrodisiaco - . QUETIN-L}?(;%ERCQ etal.,
S. oiapocensis Froes Afrodisiaco Cascas das raizes Guiana [ PINHEIRO, 2000; QUETIN-

Francesa LECLERCQ et al., 1990

PINHEIRO, 2000; QUETIN-

S. panamensis Seem. Analgésico e anti-reumatico - Honduras LECLERCQ et al., 1990

BONAMIN et al., 2011;
Cascas e folhas Brasil QUETIN-LECLERCQ et al.,
1990; SILVA et al., 2005b

Tonico e estimulante, disturbios estomacais e abdominais,

S. doquina A.St.-Hil. N R
pseudoquing antipirético, antimalarico

QUETIN-LECLERCQ et al.,

S. rondeletioides Spruce ex Benth. Veneno de pesca Cascas e folhas Brasil 1990

QUETIN-LECLERCQ et al.,

S. rubiginosa A.DC. Tonico e estimulante - - 1990

Tonico e estimulante, distirbios estomacais € abdominais, BASILIO et al., 2005;

S. trinervis (Vell.) Mart. antipirético, antimaldrico, tratamento de sifilis Cascas e folhas Brasil QUETIN—L]?(;;SERCQ etal.,
L. . - Brasile | PINHEIRO, 2000; QUETIN-
S. tomentosa Benth. Analgésico e anti-reumatico Cascas Suriname LECLERCQ et al., 1990
S. toxifera R.H.Schomb. ex Lindl. Espasmolitico - - PINHEIRO, 2000; QUETIN-

LECLERCQ et al., 1990
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2.4. Aspectos fitoquimicos do género Strychnos L.

Fitoquimicamente, o género Strychnos € caracterizado principalmente pela presenga

de alcaloides inddlicos, biossinteticamente derivados do aminoéacido aromadtico L-triptofano

(Figura 6). Embora outras classes de alcaloides indolicos, como os f-carbolinicos (Quadro

4), estejam presentes no género, os alcaloides indolicos monoterpénicos (MIAs, do inglés

Monoterpene Indole Alkaloids) sdo considerados predominantes (OHIRI et al., 1983;

PINHEIRO, 2000; RAJESH et al., 2012; SILVA et al., 2005a). Esses metabdlitos possuem

origem biossintética mista, onde a fracdo contendo nitrogénio € proveniente da triptamina e

a fragdo terpenoide ¢ derivada do secoiridoide secologanina. Tais precursores se combinam

para gerar a estrictosidina, o principal intermediario biossintético dessa importante classe de

alcaloides indolicos (Figura 6) (DEWICK, 2009; OHIRI et al., 1983; STOCKIGT et al.,

Alcaloides Indélicos f-carbonilicos

2008).
CO,H
NH, NH»
N —CO, AN
B + —
NH NH
L-triptofano

—
Ny
N

NH

harmano

Alcaloides Inddlicos Monoterpénicos

melinonina B

estrictosidina

Figura 6. Precursores biossintéticos das classes de alcaloides inddlicos frequentemente reportadas no género

Strychnos (Adaptado de DEWICK, 2009; STOCKIGT et al., 2008).
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No Quadro 4 s3o apresentados alguns dos MIAs frequentemente reportados em
espécies de Strychnos, os quais podem ser organizados em grupos de acordo com seu grau
de evolugao biogenética, definido pelo nimero e posi¢ao de ciclizagdes na molécula (OHIRI
et al., 1983; PINHEIRO, 2000; SILVA et al., 2005a). Além disso, observa-se que esses
alcaloides podem ser subdivididos em trés séries distintas em fun¢do da substituicdo em C-
3 (Figura 7). Os MIAs da série normal sdo caracterizados pela presenca de um hidrogénio
em C-3, enquanto aqueles da série pseudo possuem um grupo hidroxila (~OH) nessa posicao.
Por outro lado, os alcaloides da série sec-pseudo apresentam uma carbonila em C-3 e um
substituinte em N-4 ou N-b, que comumente ¢ uma metila (PINHEIRO, 2000; SILVA et al.,

2005a).

Série normal Série pseudo Série N-metil-sec-pseudo

N
COCH,

C-fluorocurarina N-acetilestricnoesplendina estricnobrasilina

N
COCH;

\.

Figura 7. Exemplos de MIAs das séries normal, pseudo e sec-pseudo reportados no género Strychnos
(Adaptado de OHIRI et al., 1983; PINHEIRO, 2000).

Nas plantas, esses alcaloides desempenham um papel essencial na protecdo contra
predadores e patogenos, além de oferecerem resisténcia a estresses abidticos (MATSUURA
et al., 2014). Além disso, exibem diversas atividades bioldgicas, incluindo acao
antiplasmodica, anticdncer, antiprotozodria, espasmolitica e relaxante muscular
(FREDERICH et al., 2002; PHILIPPE et al., 2004; PHILIPPE et al., 2005; SAH et al., 2016;

SILVA et al., 1993; WRIGHT et al., 1991).
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Quadro 4. Exemplos de alcaloides inddlicos frequentemente reportados no género Strychnos (BONNET et al., 2022; CHENG et al., 2001; COSTA et al., 2016; NEUWINGER, 1998; OHIRI et al., 1983;
PINHEIRO, 2000; RAJESH et al., 2012; SANTOS et al., 2023; SAXTON, 1989; SILVA et al., 1993; SILVA et al., 2005a; TITS et al., 1996; TRAVASAROU et al., 2019).

Grupo Tipo/Alcaloide Estrutura - ESP?,CI?S -
Africanas Asiaticas Americanas
p- i
, Harmano/Harmano \ S. usambarensis Gilg ex Engl. | S. cathayensis Merr. | S. guianensis (Aubl.) Mart.
carbolinico NH

S. amazonica Krukoff

S. mellodora S.Moore - S. peckii B.L Rob.

1 Glicoalcaloide/Estrictosidina

S. barteri Soler.
S. camptoneura Gilg & Busse
S. dale De Wild.
S. decussata (Pappe) Gilg S. gardneri A.DC.
S. elaeocarpa Gilg ex Leeuwenb. | S. vanprukii Craib S. jobertiana Baill.
S. floribunda Gilg S. parvifolia A.DC.
S. nigritana Baker
S. spinosa Lam.
S. usambarensis Gilg ex Engl.

Acagerina/Acagerina

I

Corinante/Melinonina B - - S. melinoniana Baill.
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Corinante/Diplocelina

S. gossweileri Exell

111

Mavacurina/C-Mavacurina

S. scheffleri Gilg
S. variabilis De Wild.

S. nux-vomica L.

S. amazonica Krukoff
S. divaricans Ducke
S. froesii Ducke
S. macrophylla Barb.Rodr.
S. melinoniana Baill.
S. parvifolia A.DC.
S. toxifera R.H.Schomb. ex
Lindl.

Macusina/Macusina B

S. decussata (Pappe) Gilg

S. usambarensis Gilg ex Engl.

S. ignatii P.J.Bergius

S. amazonica Krukoff
S. guianensis (Aubl.) Mart.
S. toxifera R.H.Schomb. ex
Lindl.

lToimbina/Melinonina E

S. melinoniana Baill.
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Ajmalicina/Melinonina A

S. melinoniana Baill.

Ajmalicina/Alstonine

S. camptoneura Gilg & Busse
S. gossweileri Exell

Estricnohirsutina/
Estricnohirsutina

S. hirsuta Spruce ex Benth.

v

Retulina/Série normal/
C-Fluorocurarina

S. usambarensis Gilg ex Engl.

S. divaricans Ducke
S. mitscherlichii M.R.Schomb.
var. mitscherlichii
S. mitscherlichii var.
pubescentior Sandwith
S. parvifolia A.DC.
S. solimoesana Krukoff
S. tomentosa Benth.
S. trinervis (Vell.) Mart.
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Diabolina/Série normal/
Diabolina

S. afzelii Gilg
S. henningsii Gilg
S. potatorum L.f.

S. cathayensis Metr.
S. ignatii P.J.Bergius

S. castelnaeana Balill.
S. chlorantha Progel
S. diaboli Sandwith

S. aff. darienensis Seem.
S. erichsonii R.H.Schomb. ex
Progel
S. fendleri Sprague &
Sandwith
S. froesii Ducke
S. jobertiana Baill.

S. panamensis Seem.

S. pseudoquina A.St.-Hil.
S. rondeletioides Spruce ex
Benth.

S. solerederi Gilg
S. solimoesana Krukoff

Diabolina/Série normal/
11-Metoxidiabolina

S. angolensis Gilg

S. dolichothyrsa Gilg ex Onochie

& Hepper
S. henningsii Gilg
S. malacoclados C.H.Wright
S. spinosa Lam.
S. urceolata Leeuwenb.

S. cathayensis Merr.

S. amazonica Krukoff
S. brachiata Ruiz & Pav.
S. aff. darienensis Seem.

S. gardneri A.DC.

S. medeola Sagot ex Progel
S. pseudoquina A.St.-Hil.
S. romeu-belenii Krukoff &
Barneby
S. rubiginosa A.DC.
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Espermoestricnina/
Série pseudo/
N-acetilestricnoesplendina

S. scheffleri Gilg

S. fendleri Sprague &
Sandwith

A%
S. alvimiana Krukoff &
.. . . Barneby
’ Espermopstncmna/ S. myrtoides Gllg & Busse S. brasiliensis (Spreng.) Mart.
Série N-metil-sec-pseudo/ S. scheffleri Gilg - X
) s : . S. mattogrossensis S.Moore
Estricnobrasilina S. soubrensis Hutch. & Dalziel
S. tabascana Sprague &
Sandwith
S. cathayensis Merr.
Estricnina/Série normal/ S. densiflora Baill, S. ignatii P.J Bergius S. diaboli Sandwith
VI S. nux-vomica L.

Estricnina

S. icaja Baill.

S. wallichiana Steud.
ex A.DC.

S. panamensis Seem.
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vir

Retulina/
Bisnordihidrotoxiferina

S. afzelii Gilg
S. decussata (Pappe) Gilg
S. dolichothyrsa Gilg ex Onochie
& Hepper
S. elaeocarpa Gilg ex Leeuwenb.
S. floribunda Gilg
S. icaja Baill.
S. scheffleri Gilg
S. urceolata Leeuwenb.
S. variabilis De Wild.

S. divaricans Ducke
S. pseudoquina A.St.-Hil.
S. toxifera R.H.Schomb. ex
Lindl.
S. trinervis (Vell.) Mart.

Retulina/C-Curarina I

S. usambarensis Gilg ex Engl.

S. divaricans Ducke
S. froesii Ducke
S. gardneri A.DC.

S. guianensis (Aubl.) Mart.
S. solimoesana Krukoff
S. tomentosa Benth.

S. trinervis (Vell.) Mart.

“tipos diméricos
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Embora o conteudo alcaloidico das espécies deste género tenha sido extensivamente
explorado, outras classes igualmente relevantes de produtos naturais, como os flavonoides,

permanecem relativamente pouco estudadas.

2.4.1. Flavonoides no género Strychnos L.

Existe uma quantidade limitada de investigagdes fitoquimicas direcionadas a
caracterizacao de flavonoides em espécies do género Strychnos (Quadro 5). Até o momento,
apenas nove espécies foram estudadas: duas espécies africanas (S. variabilis De Wild. e S.
spinosa Lam.) (BRASSEUR & ANGENOT, 1986, 1987, 1988; ITOH et al., 2005), trés
espécies asiaticas (S. cathayensis Mert., S. nux-vomica L. e S. colubrina L., sindnimo de S.
wallichiana Steud. ex A.DC.) (CHENG et al., 2001; ELDAHSHAN & ABDEL-DAIM,
2015; FRANCIS & SUSEEM, 2022) e quatro espécies americanas (S. pseudoquina A.St.-
Hil., S. fendleri Sprague & Sandwith, S. aff. darienensis Seem. e S. peckii B.L.Rob.) (LAGE
etal.,2013; NICOLETTI et al., 1984; SANTOS et al., 2023; SANTOS et al., 2024; SILVA
et al., 2005b; SILVA et al., 2023; SUAREZ et al., 2016; TRAVASAROU et al., 2019).

Embora o numero de espécies estudadas seja limitado, foram isolados e
caracterizados um total de 32 flavonoides, incluindo 4 flavonois, 2 flavonas, 1 isoflavona, 1
biflavonoide, 1 homoflavonoide, 1 glicosideo de isoflavona e 22 glicosideos de flavonois
(Figuras 8 e 9). Essa diversidade de classes e a complexidade estrutural das substancias
identificadas ndo apenas ressaltam a riqueza quimica das espécies de Strychnos, mas também
as posicionam como uma fonte promissora de flavonoides, um potencial ainda pouco
explorado. Adicionalmente, destaca-se nesses estudos que as folhas se sobressaem como a

principal parte da planta de onde a maioria dessas substancias foi isolada (Quadro 5).
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Quadro 5. Espécies do género Strychnos estudadas fitoquimicamente com énfase na caracterizacdo do contetido flavonoidico.

Espécies

Substincias isoladas

Partes
estudadas

Referéncias

Africanas

S. variabilis De Wild.

Quercetina 3-0O-f-D-galactopiranosideo (1)
Quercetina 3-O-robinobiosideo (2)
Variabilosideo A (3)

Variabilosideo B (4)

Variabilosideo E (5)

Variabilosideo F (6)

Quercetina 3-O-robinobiosideo-7-0O-f-D-glicopiranosideo (7)
Kaempferol 3-O-robinobiosideo (8)
Variabilosideo C (9)

Variabilosideo D (10)

Variabilosideo G (11)

Variabilosideo H (12)

Kaempferol 3-O-robinobiosideo-7-O-f-D-glicopiranosideo (13)

Folhas

BRASSEUR & ANGENOT, 1986,
1987, 1988

S. spinosa Lam.

Trifolina (14)
Geraldol (15)
Quercetina 3-0-f-D-galactopiranosideo (1)
Astragalina (16)
Hirsutrina (17)
Kaempferol 3-O-rutinosideo (18)

Ramos

ITOH et al., 2005

Asaticas

S. cathayensis Merr.

Luteolina (19)
Rutina (20)
Quercetina (21)

Caule

CHENG et al., 2001

S. nux-vomica L.

Kaempferol 7-O-f-D-glicopiranosideo (22)
Quercitrina (23)
Kaempferol 3-O-rutinosideo (18)
Rutina (20)

Folhas

ELDAHSHAN & ABDEL-DAIM,
2015
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S. colubrina L. (sindbnimo de S.

Daidzeina (24)
5,7-dihidroxi-3-(3-hidroxi-4-(3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil )-

Cascas e partes

FRANCIS & SUSEEM, 2022

Americanas

wallichiana Steud. ex A.DC.) tetrahidro-piran-2-iloxi)fenil)cromen-4-ona (25) acreas
Isoramnetina? (26) NICOLETTI et al., 1984
Estricnobiflavona®® (27) 2Folhas e SANTOS et al., 2024
S. pseudoquina A.St.-Hil. Rutina? (20) b LAGE et al., 2013

Kaempferol 3-O-rutinosideo® (18)
3-O-metil quercetina® (28)

cascas do caule

SILVA et al., 2005b
SILVA et al., 2023

S. fendleri Sprague & Sandwith

3-O-metil quercetina (28)
Kaempferitrina (29)

Folhas e caule

SUAREZ et al., 2016

S. aff. darienensis Seem.

Luteolina (19)
3’.4’,7-trihidroxi-flavona (30)
3-O-metil quercetina (28)
Estricnobiflavona (27)
Minaxina (31)

Cascas do caule

TRAVASAROU et al., 2019

S. peckii B.L.Rob.

Quercitrina (23)
Kaempferol 3-O-a-ramnopiranosideo (32)

Folhas

SANTOS et al., 2023
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Flavonol

OH O
28

Biflavonoide

Flavona

OH
OH OH

Figura 8. Flavonois, flavonas, isoflavonas, biflavonoides, homoflavonoides e glicosideos de isoflavonas isolados de espécies do género Strychnos (CHENG et al., 2001; FRANCIS &
SUSEEM, 2022; ITOH et al., 2005; LAGE et al., 2013; NICOLETTI et al., 1984; SANTOS et al., 2024; SILVA et al., 2005b; SILVA et al., 2023; TRAVASAROU et al., 2019).
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Glicosideo de flavonol

Figura 9. Glicosideos de flavonois isolados de espécies do género Strychnos (Parte 1) (BRASSEUR & ANGENOT, 1986, 1987, 1988; CHENG et al., 2001;
ELDAHSHAN & ABDEL-DAIM, 2015; ITOH et al., 2005; SANTOS et al., 2023; SUAREZ et al., 2016).
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Glicosideo de flavonol

OH

OH WOH
OH
HO "OH »
OH

OH

Figura 9. Glicosideos de flavonois isolados de espécies do género Strychnos (Parte 2) (BRASSEUR & ANGENOT, 1986, 1987, 1988; CHENG et al., 2001; ELDAHSHAN
& ABDEL-DAIM, 2015; ITOH et al., 2005; SANTOS et al., 2023; SUAREZ et al., 2016).
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Glicosideo de flavonol

Figura 9. Glicosideos de flavonois isolados de espécies do género Strychnos (Parte 3) (BRASSEUR & ANGENOT, 1986, 1987, 1988; CHENG et al., 2001; ELDAHSHAN
& ABDEL-DAIM, 2015; ITOH et al., 2005; SANTOS et al., 2023; SUAREZ et al., 2016).
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Glicosideo de flavonol

Figura 9. Glicosideos de flavonois isolados de espécies do género Strychnos (Parte 4) (BRASSEUR & ANGENOT, 1986, 1987, 1988; CHENG et al., 2001; ELDAHSHAN
& ABDEL-DAIM, 2015; ITOH et al., 2005; SANTOS et al., 2023; SUAREZ et al., 2016).
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2.5. Flavonoides: classificacio e aspectos quimicos e biossintéticos

Os flavonoides constituem uma classe diversificada de compostos polifendlicos
naturais amplamente distribuidos no reino vegetal. Nas plantas, esses metabolitos podem ser
encontrados em diferentes partes do organismo vegetal, com variagdes de acordo com a
espécie, o tecido e a funcdo bioldgica desempenhada. Além de contribuirem para
caracteristicas relacionadas a coloracdo, os flavonoides desempenham um papel
fundamental na defesa contra estresses bidticos (herbivoros, fungos e bactérias) e abioticos
(radiacdo ultravioleta, frio, seca e metais pesados). Adicionalmente, estdo envolvidos na
regulacdo do crescimento celular, alelopatia e atracdo de polinizadores (KUMAR &
PANDEY, 2013; ZHUANG et al., 2023).

Para além de suas fungdes fisiologicas e ecologicas nas plantas, os flavonoides
exibem uma vasta gama de atividades biologicas, tais como efeitos antioxidantes, anti-
inflamatorios, antibacterianos, antifungicos, antivirais, leishmanicidas e anticancerigenos
(BOFF et al.,2016; ELDAHSHAN & ABDEL-DAIM, 2015; LAGE et al., 2015; LEDOUX
et al.,2023; SILVA et al., 2023; TRAVASAROU et al., 2019), os quais estdo diretamente
relacionados as suas caracteristicas estruturais (CHEN et al., 2023; DIAS et al., 2021; SHEN
etal., 2022).

Quimicamente, os flavonoides consistem de um esqueleto basico de quinze carbonos
(C6-C3-C6) formado por dois anéis benzénicos (A e B), que quase sempre estdo conectados
por meio de um anel heterociclico contendo um atomo de oxigénio (anel pirano C) (Figura
10) (KUMAR & PANDEY, 2013). Esses metabolitos podem ser divididos em diversas
classes, incluindo chalconas, flavanonas, isoflavonoides, flavonas, dihidroflavonois,
flavonois, flavandiois, antocianidinas e catequinas, as quais diferem no grau de oxidacdo e

no padrao de substituicdo do anel C (CHEN et al., 2023). Por outro lado, dentro de uma
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classe, os compostos individuais podem apresentar distintos padrdes de substitui¢do dos
anéis A e B, de modo que as posicdes C-5, C-7, C-3', C-4' e C-5' sdo frequentemente
hidroxiladas. No entanto, prenilagdo, metilacdo e glicosilagdo também s3o notadas

(CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KUMAR & PANDEY, 2013).

Figura 10. Estrutura basica dos flavonoides (Adaptado de CHEN et al., 2023).

Biossinteticamente, os flavonoides sao considerados produtos de via metabodlica
mista, pois combinam elementos das vias do chiquimato e do acetato (DEWICK, 2009).
Inicialmente, uma unidade de 4-hidroxicinamoil-CoA (C6C3), um precursor proveniente da
via do chiquimato, e trés moléculas de malonil-CoA (C6), oriundas da via do acetato, se
combinam por meio de uma reagdo catalisada pela enzima chalcona-sintase (E1). Esse
processo resulta na primeira classe de flavonoides, as chalconas, tal como a naringenina-
chalcona, caracterizadas como uma classe com auséncia do anel C (Figura 11). Em seguida,
sob a acdo da enzima chalcona isomerase (E2), as chalconas sofrem isomerizagdo para
formar as flavanonas (por exemplo, naringenina), uma classe caracterizada pela auséncia de
insaturacao entre as posicoes C-2 e C-3 no anel C, além da presenga de oxidacdo em C-4 ¢
um centro estereogénico em C-2 nesse anel. Posteriormente, a partir de reacdes catalisadas
por grupos de enzimas especificos, as flavanonas podem dar origem as demais classes de

flavonoides (CHEN et al., 2023; DEWICK, 2009; DIXON & STEELE, 1999).
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Figura 11. Rota biossintética dos flavonoides e suas diversas classes (Adaptado de CHEN et al., 2023; DEWICK, 2009; DIXON & STEELE, 1999).
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Os isoflavonoides resultam da migracdo 1,2-arila do anel B das flavanonas acoplada
a hidroxilagao da posicao C-2 no anel C, seguida de uma reacao de desidratacdo. O processo
¢ catalizado pelas enzimas 2-hidroxi-isoflavanona sintase (E3) e 2-hidroxi-isoflavanona
desidratase (E4) (Figura 11) (DEWICK, 2009; DIXON & STEELE, 1999). Essa classe de
flavonoides difere das demais pela ligagdo do anel B a posi¢do C-3 no anel C. Seus
representantes mais comuns sdo as isoflavonas genisteina e daidzeina, classificadas como
fitoestrogenos devido as similaridades estruturais com o hormonio feminino 17-$-estradiol.
Consequentemente, esses metabolitos apresentam afinidade por receptores de estrogénio,
exibindo potente atividade estrogénica. Além disso, apresentam elevada atividade
antioxidante, inibindo danos ao DNA induzidos por radicais livres (CHEN et al., 2023;
HASSAN et al., 2025). Desse modo, as isoflavonas podem auxiliar no tratamento de
disturbios metabolicos, osteoporose, sintomas pés-menopausa, cancéres hormonais, doengas
neurodegenerativas e cardiovasculares (CHEN & CHEN, 2021; GONG et al., 2025;
HASSAN et al., 2025).

Por outro lado, as flavonas, a classe mais representativa dos flavonoides, sdao
provenientes da oxidacdo das flavanonas, catalisada por um grupo de enzimas denominadas
flavonas-sintases (E5 e E6), resultando em uma ligacdo dupla entre as posi¢des C-2 e C-3
no anel C (Figura 11) (DEWICK, 2009; DIXON & STEELE, 1999). Apigenina e luteolina
sao exemplos de flavonas amplamente difundidas em grios, vegetais e ervas medicinais,
exibindo atividades antiviral, antifungica e anti-inflamatoria (CHEN et al., 2023; DIAS et
al., 2021).

Em contraste, os dihidroflavonois resultam da hidroxila¢do da posi¢ao C-3 no anel C
das flavanonas, catalisada pela enzima flavanona-3-hidroxilase (E7). Desse modo, essa

classe apresenta dois centros estereogénicos no anel C, sendo um em C-2 e o outro em C-3,
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como no caso da taxifolina (dihidroquercetina) (Figura 11). Posteriormente, os flavonois,
como o kaempferol e a quercetina, sdo formados pela desidrogenagdo dos dihidroflavonois,
por meio da enzima flavonol sintase (ES8), resultando em uma instauracao entre as posi¢oes
C-2 e C-3 no anel C (Figura 11). Por outro lado, os dihidroflavonois também podem ser
convertidos em flavandiois, conhecidos como leucoantocianidinas (por exemplo, a
leucopelargonidina). Esse processo ocorre pela reducdo do grupo carbonila da posi¢do C-4
no anel C, sob a acdo da enzima dihidroflavanol 4-redutase (E9). Assim, os flavandiois sao
caracterizados pela presenga de centros estereogénicos em C-2, C-3 e C-4 no anel C (Figura
11) (CHEN et al., 2023; DEWICK, 2009; DIXON & STEELE, 1999).

Em seguida, os flavandiois podem entdo dar origem a outras duas classes de
flavonoides, as antocianidinas e os flavan-3-ois. As antocianidinas sdo formadas sob a acao
da enzima leucoantocianidina dioxigenase (E10), sendo caracterizadas por sua estrutura de
cation flavilio (Figura 11) (CHEN ez al., 2023; DEWICK, 2009; DIXON & STEELE, 1999).
Essa classe ¢ responsavel pelas cores das flores e frutos, sendo a pelargonidina (cor laranja
a rosa) e a cianidina (cor vermelha a magenta) seus principais representantes (DIAS et al.,
2021). Por outro lado, os flavan-3-ois ou catequinas, os quais apresentam centros
estereogénicos em C-2 e C-3 no anel C, podem ser formados pela redu¢do direta dos
flavandiois ou a partir da reducdo das antocianidinas. Essas vias distintas sdo catalisadas
pelas enzimas leucoantocianidina redutase (E11) e antocianidina redutase (E12),
respectivamente, de modo que cada uma resulta em um estereoisdmero diferente, como no
caso da (+)-catequina e da (—)-epicatequina (Figura 11) (CHEN et al., 2023; DEWICK,
2009; DIXON & STEELE, 1999).

Embora os flavonoides possam ser encontrados nas plantas na forma livre

(agliconas), uma ampla gama ocorre naturalmente em vactolos de células vegetais ligados
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a agucares (glicosideos de flavonoides) (CHEN et al., 2023; DEWICK, 2009). O processo
de glicosilagao aumenta a solubilidade no ambiente celular aquoso, além de ser um modo
eficaz de melhorar a estabilidade e diminuir a toxicidade dos flavonoides, modulando suas
atividades biologicas (PLAZA et al., 2014; VASUDEVAN & LEE, 2020; YANG et al.,
2018).

Nesse sentido, os glicosideos de flavonoides presentes na natureza exibem alta
complexidade e diversidade estrutural, diferindo em relagdo aos sitios de glicosilagdo,
numero e natureza dos agticares (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; YANG et al., 2018). A
glicosilacdo ¢ realizada por enzimas denominadas glicosiltransferases, que possuem
especificidade regional e estérica para o substrato, sendo classificadas como O-
glicosiltransferases ou C-glicosiltransferases. Essas enzimas catalisam a transferéncia de
uma fracao de agucar para uma aglicona flavonoide, formando uma ligacao glicosidica. As
O-glicosiltransferases catalisam a glicosilacao do atomo de oxigénio do grupo hidroxila do
nucleo flavonoide por meio da formagao de ligagdo glicosidica O—C. Em contraste, as C-
glicosiltransferases viabilizam a formagdo de ligagdo glicosidica C—C, conectando
diretamente o carbono anomérico da fragdao de agucar ao carbono da aglicona (KACHLICKI
etal.,2016; YANG et al., 2018).

As O-glicosiltransferases estdo comumente envolvidas na formacdo de 7-O-
glicosideos de flavanonas, isoflavonas, flavonas, flavonois e flavan-3-ois; 3-O-glicosideos
de flavonois, flavan-3-ois e antocianidinas; e 5-O-glicosideos de antocianidinas (Figura 12).
No entanto, a O-glicosilacdo também pode ocorrer nas posi¢des C-6, C-8 (anel A) e C-4'
(anel B) (KACHLICKI et al., 2016; PLAZA et al., 2014; VASUDEVAN & LEE, 2020;

YANG et al., 2018). Os O-glicosideos de flavonoides mais abundantes sdo os derivados de
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flavonois, especialmente aqueles relacionados as agliconas kaempferol e quercetina (YANG

et al., 2018).

flavan-3-ois (catequinas) T antocianidinas
)

Figura 12. Principais posi¢cdes de O- e C-glicosilagdo nas diferentes classes de flavonoides (Adaptado de

KACHLICKI et al., 2016; PLAZA et al., 2014; VASUDEVAN & LEE, 2020; YANG et al., 2018).

flavonois

Por outro lado, as C-glicosiltransferases catalisam principalmente a C-glicosilagao
nas posi¢oes C-6 e/ou C-8 (anel A) das unidades agliconas (Figura 12). Embora C-
glicosideos de isoflavonas, flavonois e chalconas tenham sido reportados, os derivados de
flavonas sao os mais comuns, com apigenina e luteolina sendo as agliconas mais amplamente
distribuidas (KACHLICKI et al., 2016; YANG et al., 2018).

Além disso, algumas glicosiltransferases podem catalisar glicosilagdes adicionais nas
fragdes de agucar ou aglicona dos glicosideos de flavonoides, resultando em di-, tri- ou
tetraglicosideos. Desse modo, ambos os tipos de ligagdes glicosidicas podem ser observados
simultaneamente em uma aglicona, como no caso de O,C-diglicosideos. Adicionalmente, ¢
comum a acilacdo com acidos alifaticos ou aromaticos na fra¢do glicidio (KACHLICKI et

al.,2016; VASUDEVAN & LEE, 2020; YANG et al., 2018).
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Em relacdo a natureza da fragdo de agucar dos glicosideos de flavonoides, glicose
(hexose) e ramnose (desoxihexose) sdo os monossacarideos mais comumente encontrados,
seguidos por galactose (hexose), xilose e arabinose (pentoses). Em contraste, manose e
frutose (hexoses), juntamente com apiose (pentose) sdo consideradas raras. No caso dos
dissacarideos, rutinose (a-L-ramnopiranosil-(1—6)-f-D-glicopiranosideo) e neohesperidose
(a-L-ramnopiranosil-(1—2)-4-D-glicopiranosideo) ~ sdo  frequentemente  descritas

(CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016; YANG et al., 2018).

2.6. Espectrometria de massas (MS) aplicada ao estudo de flavonoides em matrizes
vegetais

Nos ultimos anos, abordagens baseadas em espectrometria de massas (MS), como a
espectrometria de massas por inje¢do direta (DI-MS) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS), t€ém se mostrado ferramentas
eficazes para a caracterizagdo quimica de matrizes complexas, como extratos de plantas,
facilitando a anotacdo de metabolitos conhecidos (desreplicacdo) e direcionando o
1solamento de novas substancias potencialmente bioativas (CUYCKENS & CLAEYS, 2004;
KACHLICKI et al., 2016; MA et al., 2001; VILLIERS et al., 2016).

Devido a relevancia estrutural e farmacologica dos flavonoides, foram realizados
estudos extensivos buscando elucidar as vias de fragmentagcdo de seus glicoconjugados e
agliconas (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016). Para a analise,
técnicas de ionizagdo soft, como a ionizagao por eletrospray (ESI) e a ionizagcdo quimica a
pressao atmosférica (APCI), sdo frequentemente utilizadas. Contudo, o uso de APCI
associado ao modo de polaridade negativo se destaca por sua maior sensibilidade para essa
classe de compostos (KACHLICKI et al., 2016; RIJKE ef al., 2003). Além disso, embora a

utilizacao de diferentes analisadores de massas possa acarretar variagcdes nos padroes de
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fragmentacdo e nas intensidades relativas dos ions produto, os espectros de fragmentagdo
obtidos por dissociacdo induzida por colisdo (CID) de moléculas desprotonadas tém se
mostrado particularmente uteis para a triagem de glicosideos de flavonoides (CUYCKENS
& CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016).

Nesse contexto, Domon e Costello (1988) introduziram um sistema de nomenclatura
amplamente utilizado para designar os ions produtos provenientes de glicosideos de
flavonoides (CUYCKENS & CLAEYS, 2004). Conforme apresentado nas Figuras 13A e
13B, os rétulos Xj, Yj e Z;j (j > 0) referem-se a ions fragmentos que contém a aglicona, sendo
o indice j referente ao niumero da ligagao interglicosidica clivada, contada a partir da porgao
aglicona. Por outro lado, os rotulos Aj, Bi e Ci (1> 1) referem-se a ions fragmentos que retém
a carga na por¢do carboidrato, onde o indice i indica a unidade de agucar que esta sendo
clivada, contada a partir da por¢ao terminal de agucar. Além disso, os ions fragmentos
resultantes de clivagens cruzadas dos anéis de agticar sio rotulados como ®'X; (j > 0) e MIA;
(1> 1), onde os indices k e 1 denotam quais liga¢cdes foram quebradas dentro do anel de
acucar (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016).

Adicionalmente, a anélise por MS? do ion aglicona livre dos glicoconjugados fornece
informagdes sobre o nimero e o tipo de substituintes nos anéis A e B. Nesse caso, segundo
a nomenclatura proposta por Ma et al. (1997), os rétulos Ao e "By correspondem a ions
fragmentos derivados da aglicona que contém os anéis A e B intactos, respectivamente, com
os indices i e j indicando quais ligacdes do anel C foram clivadas (Figuras 13C e 13D)

(CUYCKENS & CLAEYS, 2004).
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Figura 13. Nomenclatura de ions fragmentos comumente aplicada a (A) O-diglicosideos, (B) O,C-
diglicosideos, (C) agliconas de flavona e (D) agliconas de isoflavona (Adaptado de CUYCKENS & CLAEYS,
2004; KACHLICKI ef al., 2016; WOJAKOWSKA et al., 2013).

Devido as diferencgas entre o padrdo de fragmentagdo de C- e O-glicosideos de
flavonoides, algumas regras comuns possibilitam a distingdo entre o tipo de glicosila¢do e
fornecem informagdes a respeito da natureza das unidades de agucar e aglicona
(CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016). Os espectros de MS/MS de
C-glicosideos exibem ions fragmentos caracteristicos resultantes da clivagem cruzada dos
anéis de acticar, como para C-hexosideos: [M—H-90]" (**Xo") e [M-—H-120] (**X¢"); C-
desoxihexosideos: [M—H-74]" (**X¢") e [M—H-104] (®*X¢"); e C-pentosideos: [M—H-60]

(**Xo7) e [M—H-90]" (**X¢) (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016).
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Nesse caso, os ions **Xo~ e ®2Xy, correspondentes a [Aglicona-H+72] e [Aglicona—
H+42]", respectivamente, permitem a identificagio da m/z da aglicona desprotonada
(KACHLICKI et al., 2016). Em contraste, os espectros de MS/MS de O-glicosideos exibem
ions fragmentos resultantes da perda da unidade de actcar inteira, como para O-hexosideos
[M—H-162]" (Yo), O-deoxihexosideos [M—H-146] (Yo) e O-pentosideos [M—H-132]"
(Yo). Esses ions Yo sdo correspondentes a aglicona desprotonada (CUYCKENS &
CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016; WOJAKOWSKA et al., 2013).

Por outro lado, no caso de O-diglicosideos de flavonoides, os espectros de MS/MS
evidenciam padrdes de fragmentacdo que permitem a distingdo entre ligagdes
interglicosidicas do tipo 1—6 e 1—2. Em geral, os espectros da maioria dos O-diglicosideos
sdo caracterizados pela predominancia de ions Yo, resultantes da perda da unidade
dissacaridica inteira. Entretanto, espectros de MS/MS de flavonoides que contém
dissacarideos com ligacdo 1—2 exibem, adicionalmente, ions Z;~ em elevada abundancia,
os quais se originam da clivagem da unidade de aglicar terminal. Em contraste, nos espectros
de substancias cujas unidades de aglcar estdo conectadas por ligagdes 1—06, tais ions estdo
ausentes ou sdo observados com baixa intensidade relativa. Como exemplo, para O-
neohesperidosideos (ramnosil-(1—2)-glicosideos), observam-se como principais ions
fragmentos [M-H-164]" (Zi") e [M-H-308]  (Yo), enquanto para O-rutinosideos
(ramnosil-(1—6)-glicosideos), detecta-se exclusivamente o ion [M-H-308]" (Yo)
(CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016; WOJAKOWSKA et al., 2013).

Em relagdo aos O,C-diglicosideos, o primeiro estdgio de fragmentagdo envolve
predominantemente a quebra das ligagcdes O-glicosidicas, e seus espectros de MS/MS
exibem ions fragmentos como Y1  e/ou Z; . Esse comportamento ¢ atribuido a maior

estabilidade das ligagdes glicosidicas C—C, que permanecem intactas durante a CID.
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Consequentemente, também sdo observados os ions fragmentos gerados a partir da clivagem
cruzada dos anéis de agticar, como *?X¢~ e/ou **X;” (CUYCKENS & CLAEYS, 2004;
KACHLICKI et al., 2016; WOJAKOWSKA et al., 2013).

No entanto, essas fragmentagdes podem ndo fornecer informacdes estruturais
definitivas, particularmente no caso das pentoses, cujas estruturas podem variar
significativamente, incluindo agucares como xilose, arabinose e apiose (CUYCKENS &
CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016). Essa limitacdo ressalta a importancia de
empregar estratégias de isolamento para obter substancias puras, permitindo uma elucidago

estrutural abrangente.

2.7. Cromatografia liquida bidimensional (2D-LC) aplicada ao isolamento de produtos
naturais

A purificagdo de produtos naturais, particularmente compostos polares como
glicosideos, enfrenta dois grandes desafios: (1) a coexisténcia de compostos estruturalmente
andlogos nos extratos de plantas e (2) as limitagdes da cromatografia liquida unidimensional
(1D-LC) em resolver sutis diferencas de polaridade, estereoquimica e padrdes de
glicosilacdo (DANG et al., 2025; KROL-KOGUS et al., 2014; YAO et al., 2017). Por
exemplo, C- e O-glicosideos de flavonoides isoméricos frequentemente coeluem em
sistemas de modo reverso (RP, do inglés reversed-phase), enquanto isoflavonas podem
requerer seletividade ortogonal para uma separagio eficaz (KROL-KOGUS et al., 2014;
VERARDO et al., 2015; YAO et al., 2017).

Diferentes estratégias em cromatografia liquida (LC) podem ser utilizadas para
direcionar o isolamento de metabdlitos de um extrato vegetal. Além disso, o avango na
quimica de fase estacionaria das colunas cromatograficas permitiu a ampliacdo da escala de

separagdes analiticas para semipreparativas ou preparativas com alta seletividade e
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resolugdo. Nesse sentido, a cromatografia liquida bidimensional (2D-LC) surgiu como uma
técnica poderosa para enfrentar os desafios inerentes ao isolamento de produtos naturais,
proporcionando maior capacidade de separagdo por meio da combinagdo de mecanismos de
seletividade ortogonais (DANG et al., 2025; KROL-KOGUS et al., 2014).

Existem dois modos principais de 2D-LC: comprehensive (LCXLC) e heart-cutting
(LC-LC). No modo comprehensive, toda a amostra ¢ analisada em ambas as dimensdes. Em
contraste, no modo heart-cutting, fragdes-alvo isoladas da primeira dimensdo (D) sdo
submetidas a uma nova separag¢io em uma segunda dimenséo (°D) (KROL-KOGUS et al.,
2014; YAO et al.,2017). Além disso, as duas etapas de separacao cromatografica podem ser
realizadas offline (exigindo interven¢do manual) ou online (automatizada). Para fins
preparativos, a abordagem offline heart-cutting promove praticas sustentaveis e simplifica a
instrumentag¢do, eliminando a necessidade de equipamentos complexos (DANG et al., 2025;
KROL-KOGUS ef al., 2014; YAO et al., 2017). Um estudo recente destacou a eficiéncia
dessa abordagem para a separagdo preparativa de produtos naturais estruturalmente
similares, como analogos de C-glicosideos de flavonas, a partir das folhas de Ligustrum
qianluoenenst (DANG et al., 2025).

No entanto, uma etapa critica no desenvolvimento de métodos para 2D-LC ¢ a
selecdo de colunas apropriadas, que devem apresentar seletividades distintas para garantir a
separacdo ortogonal entre dimensdes. Em sistemas de modo reverso, a ortogonalidade da
separacdo ¢ comumente avaliada a priori usando o fator de similaridade da coluna (Fj)
(DOLAN & SNYDER, 2009; LINDSEY et al., 2019; TIRAPELLE et al., 2025). Valores de
F superiores a 3 indicam ortogonalidade, enquanto valores de F inferiores a 3 sugerem
seletividade equivalente entre as colunas. Esse fator, baseado no modelo de subtracdo

hidrofébica de Snyder (HSM), € projetado para levar em conta exclusivamente os parametros
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de seletividade da coluna: hidrofobicidade (H), resisténcia estérica (S), acidez da ligagdo de
hidrogénio (A), basicidade da ligacdo de hidrogénio (B) e troca catidnica (C), sendo este
ultimo fortemente dependente do pH (SNYDER et al., 2004). Contudo, além da
ortogonalidade tedrica, fatores praticos como o modificador organico da fase movel sdo
igualmente importantes. Por exemplo, a acetonitrila leva a seletividade reduzida em fases
estacionarias baseadas em doadores m, como no caso de colunas contendo grupos fenil
(CROES et al., 2005). Além disso, uma vez que a ortogonalidade ¢ influenciada pelo perfil
quimico especifico da amostra, a avaliagdo empirica de pares de colunas pode ainda ser
necessaria para matrizes complexas, ressaltando a importdncia da avaliagdo da

ortogonalidade a posteriori na otimizacdo do método (LINDSEY et al., 2019).

2.8. A espécie Strychnos subcordata Spruce ex. Benth.

Strychnos subcordata Spruce ex. Benth ¢ uma espécie caracterizada como liana ou
arbusto de pequeno porte, sendo encontrada em florestas ombrofilas densas ou areas de terra-
firme na Amazonia (SETUBAL, 2020b). Sua distribui¢do se entende da Colémbia ao Peru
e Norte do Brasil, com ocorréncia confirmada nos estados do Amazonas, Amapa e Para
(SETUBAL, 2020b; POWO, 2025a). Nas regides proximas ao Rio Negro, no Estado do
Amazonas, essa espécie ¢ popularmente conhecida como iraryrana (KRUKOFF &
MONACHINO, 1942).

Morfologicamente, a espécie apresenta um caule com ramos que variam de
esparsamente a densamente pubescentes, apresentando coloragdo acinzentada, castanha ou
castanho-avermelhada. Adicionalmente, destaca-se a presenga de gavinhas solitarias. Suas
folhas sdo pequenas, com peciolos curtos e base subcordada ou arredondada, também

pubescentes, especialmente em folhas jovens, que, a medida que amadurecem, podem se
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tornar glabrescentes ou ndo. Suas flores, presentes em numero reduzido, possuem colora¢ao
branca ou branco-amarelada e sdo perfumadas. Seus frutos maduros sdo pequenos, possuem
uma casca fina e coriacea, e podem conter de uma a duas sementes de testa crusticea
(KRUKOFF & MONACHINO, 1942; SETUBAL, 2020b).

Até o momento, essa espécie permanece fitoquimicamente inexplorada.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Contribuir com o conhecimento fitoquimico do género Strychnos da Regido
Amazodnica por meio da desreplicacao e/ou isolamento de substancias das folhas da espécie

S. subcordata.

3.2. Especificos

» Investigar o perfil quimico do extrato aquoso das folhas de S. subcordata por DI-MS
e DI-MS";

= Estabelecer estratégias para o isolamento de novos produtos naturais e/ou substancias
de interesse quimico/farmacolégico, empregando abordagem baseada em
cromatografia liquida bidimensional (2D-LC) no modo offline single heart-cutting;

» Elucidar as estruturas quimicas das substancias isoladas por meio da analise conjunta
dos dados de MS e de RMN 1D e 2D;

* Examinar e compreender a retencdo das substancias isoladas e caracterizadas em seis
colunas cromatograficas diferentes, bem como destacar o papel de interacdes
moleculares especificas na seletividade cromatografica para glicosideos de

flavonoides.
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4. MATERIAIS E METODOS

Um fluxograma geral que ilustra ndo apenas o desenvolvimento de estratégias de
isolamento por cromatografia liquida bidimensional (2D-LC) no modo offline single heart-
cutting, mas também outros passos cruciais no fluxo de trabalho, ¢ apresentado na Figura
14. Inicialmente (I), a fragdo metandlica das folhas de S. subcordata, rica em glicosideos de
flavonoides, obtida por meio de um protocolo de extragdo em fase soélida (SPE, do inglés,
Solid Phase Extraction), foi analisada pela técnica de espectrometria de massas por inje¢ao
direta (DI-MS) no modo de aquisicdo dependente de dados (DDA, do inglés Data-
Dependent Acquisition), utilizando varredura de perda neutra para reconhecer e desreplicar
glicosideos de flavonoides. Em seguida (II), a fragdo metanolica foi analisada por HPLC-
UV e HPLC-MS utilizando seis fases estaciondrias diferentes para desenvolver estratégias
com o objetivo de isolar cinco glicosideos de flavonoides, incluindo trés substancias que nao
puderam ser preliminarmente identificadas a partir das analises por MS. Por fim (III), uma
estratégia empregando uma coluna C18 na primeira dimensio (‘D) e uma coluna bifenil na
segunda dimensdo (>D) foi selecionada para resolver os analitos-alvo. Uma nova substancia,
juntamente com dois glicosideos de flavonoides raros contendo uma unidade apiosil
terminal, e dois glicosideos de flavonoides de ocorréncia comum, foram devidamente

caracterizados estruturalmente por espectroscopia de RMN 1D e 2D e MS.

74
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Figura 14. Um fluxograma geral ilustrando o isolamento por 2D-LC no modo offline single heart-cutting de uma nova substancia e de glicosideos de flavonoides raros
contendo uma unidade apiosil, juntamente com etapas analiticas chave para extragdo, reconhecimento preliminar e caracterizagao estrutural dessas substancias.



4.1. Procedimentos experimentais gerais
4.1.1. Métodos cromatograficos
4.1.1.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As andlises cromatograficas foram realizadas no Laboratorio de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LABCEM), localizado na Central Analitica (CA) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

As analises por HPLC em escala analitica e semipreparativa foram realizadas em um
sistema UFLC® (Shimadzu, Columbia, MD, EUA), equipado com duas bombas LC-6AD,
desgaseificador DGU-20As5, detector UV SPD-20AV, médulo de comunicacdo CBM-20A e
valvula de injecdo Rheodyne (25 puL ou 200 pL). Os cromatogramas foram registrados e
processados utilizando o software LCSolution 5.92 (Shimadzu, Columbia, MD, EUA). As
andlises por HPLC em escala analitica também foram realizadas em um cromatdgrafo
modelo Accela® (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) acoplado a um espectrometro de
massas modelo LCQ Fleet® (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Os cromatogramas
foram registrados e processados utilizando o software Xcalibur® 2.0.7 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA).

Os cartuchos Strata® SPE C18-E (55 um, 100 A), juntamente com as colunas
cromatograficas e suas respectivas pré-colunas (suporte e cartucho da marca
SecurityGuard®), foram adquiridos da Phenomenex® (Torrance, CA, EUA). As principais

especificagdes das colunas e pré-colunas utilizadas estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Principais especificagdes das colunas cromatograficas utilizadas e suas respectivas pré-colunas.

Coluna
Especificagoes Luna C18(2)* Kinetex C8 Luna PFP(2) Luna fenil-hexil Luna CN__ Kinetex bifenil 100 A Luna C18Q2)°
Comprimento (mm) 150 150 150 150 150 150 250
Didametro interno (mm) 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 10
Tamanho de poro (A) 100 100 100 100 100 100 100
Tamanho de particula (um) 5 5 5 5 5 5 5
Carga de carbono (%) 17,5 8,0 11,5 17,5 7,0 11,0 17,5
Cartucho da pré-coluna (fase) c18ed csed PFpPed fenil®¢ CNed fenil®¢ Cc18%°

aytilizada nas analises em escala analitica; Putilizada na analise em escala semipreparativa; “marca do suporte/cartucho: SecurityGuard; ‘dimensdes: 4 mm x 3 mm (comprimento x didmetro);
¢dimensdes: 10 mm X 10 mm (comprimento x didmetro)
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4.1.2. Métodos espectrométricos e espectroscopicos
4.1.2.1 Espectrometria de massas (MS)

As andlises por MS foram realizadas no LABCEM, na Central Analitica da UFAM.
Os espectros foram registrados em um espectrometro de massas do tipo ion trap, modelo
LCQ Fleet® (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), operando com fonte de ionizacdo
quimica a pressdo atmosférica (APCI). A aquisi¢dao e o processamento dos dados de MS

foram realizados no software Xcalibur® 2.0.7 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

4.1.2.2. Espectrometria de massas de alta resolu¢ao (HRMS)

As analises por HRMS foram realizadas no Separare — Nucleo de Pesquisa em
Cromatografia, localizado no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar). Os espectros foram registrados em um espectrometro de massas de alta
resolugdo, do tipo quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF), modelo Impact HD QTOF (Bruker
Daltonics, Bremen, HB, Alemanha), operando com fonte de ionizacdo por electrospray
(ESI). A aquisig@o e o processamento dos dados de HRMS foram realizados no software

Data Analysis® 4.3 (Bruker Daltonics, Bremen, HB, Alemanha).

4.1.2.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As andlises por RMN foram realizadas no Laboratorio de Ressonancia Magnética
Nuclear (NMRLAB), na Central Analitica da UFAM. Os espectros unidimensionais ('H,
13C, e NOESY — Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) e bidimensionais (COSY —
Correlation Spectroscopy, HSQC — Heteronuclear Single Quantum Correlation, HMBC —
Heteronuclear Multiple Bond Correlation, e J-RES — J-resolved) foram adquiridos em um
espectrometro de RMN, modelo AVANCE III HD (Bruker, Karlsruhe, BW, Alemanha),

operando a 11,75 T, equipado com uma sonda multinuclear de 5 mm (BBFO Plus
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SmartProbe™) e um gradiente de campo na direcio Z. Os nucleos de 'H e '*C foram
observados a 500,13 MHz e 125,76 MHz, respectivamente. Os deslocamentos quimicos ()
foram expressos em ppm relativos aos sinais do tetrametilsilano (TMS) ou aos sinais
residuais do solvente ndo deuterado, e as constantes de acoplamento (J) foram registradas
em hertz (Hz). Todos os experimentos foram realizados a temperatura de 25 °C. A aquisi¢ao
dos espectros de RMN foi realizada no software TopSpin 3.6.3 (Bruker, Karlsruhe, BW,
Alemanha), e o processamento dos dados, no software ACD/NMR Processor 12.0

(Advanced Chemistry Development, Toronto, ON, Canada).

4.1.3. Outros equipamentos

Um moinho analitico, modelo Q298A (Quimis, Diadema, SP, Brasil), foi utilizado
para moer o material vegetal. Uma balanga analitica, modelo M214A (BEL Engineering,
Monza, MB, Itdlia), foi utilizada para pesagem. Um liofilizador, modelo Alpha 1-2 LDplus
(Martin Christ, Osterode am Harz, NI, Alemanha), foi empregado para a liofilizagdo. Um
sistema de rotaevaporacdo sob pressao reduzida, constituido por evaporador rotativo modelo
802 (Fisatom, Sao Paulo, SP, Brasil), suporte manual, banho de aquecimento analdgico
modelo 550 (Fisatom, Sao Paulo, SP, Brasil), bomba de vacuo modelo MZ 2C NT
(Vacuubrand, Wertheim, BW, Alemanha) e condensador vertical, foi empregado para
evaporagao de solvente e concentragdo de fragdes. Um sistema de filtragdo a vacuo e papel
de filtro Whatman Grau 1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram utilizados para

filtragao.

4.1.4. Solventes
Os solventes utilizados para extracdo, cromatografia e experimentos de MS eram

grau de pureza HPLC, adquiridos da Tedia (Fairfield, OH, EUA). Os solventes utilizados
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para experimentos HRMS eram grau de pureza LC-MS, adquiridos da J.T. Baker
(Philipsburg, PA, EUA). A 4gua ultrapura foi obtida a partir de um sistema Milli-Q® (Merck
KGaA, Darmstadt, HE, Alemanha). Os solventes deuterados utilizados nas analises de RMN

foram adquiridos da Cambridge Isotope Laboratories (Tewksbury, MA, EUA).

4.2. Coleta e identificacdo do material botanico

O material foliar de S. subcordata foi coletado em janeiro de 2025 no campus sede
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), localizado em Manaus/AM (3°06'03,6"S,
59°58'20,64"W). A identificacdo botanica foi realizada no Herbario da UFAM (HUAM),
onde uma exsicata estd depositada sob o n° 12419. O acesso ao patrimdénio genético foi
registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen) sob o codigo #A8760F8.

4.3. Obtencao do extrato aquoso das folhas de S. subcordata

ApOs a coleta, as folhas de S. subcordata foram secas a temperatura ambiente (25
°C) por um periodo de 7 dias. Aproximadamente 100 g das folhas secas foram pesados,
pulverizados, e, entdo, submetidos a extragao por infusdo (1000 mL de agua ultrapura (~100
°C) por 15 min), conforme descrito anteriormente (SANTOS et al., 2020). O extrato foi
filtrado através de papel de filtro em sistema de filtragdo a vacuo, congelado e, em seguida,
liofilizado e pesado, resultando no extrato aquoso das folhas. O rendimento da extracgao foi
calculado dividindo-se a massa do extrato aquoso das folhas (g) pela massa do material
inicial (g) e multiplicando-se o resultado por 100. As etapas desse procedimento estdo

descritas no Fluxograma 1.
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Folhas frescas

a) Secagem a temperatura ambiente (25 °C)
por 7 dias

Folhas secas
(100 g)

b) Pulverizagdo em moinho analitico

¢) Infusdo com 1000 mL de agua ultrapura
por 15 min

d) Filtracdo a vacuo

e) Congelamento

f) Liofilizagdo por 72 h

v

Extrato aquoso das folhas
9.2 g)

g) Pesagem
h) Calculo do rendimento da extragéo (9,2%0)

Fluxograma 1. Etapas do procedimento de obtencdo do extrato aquoso das folhas de S. subcordata.

4.4. Cleanup do extrato aquoso das folhas de S. subcordata

O extrato aquoso das folhas (9,2 g) foi submetido a um procedimento de clean-up
por extracdo em fase solida (SPE), a fim de remover interferentes prejudiciais as analises
por espectrometria de massas, tais como sais e acgucares, conforme descrito anteriormente
(BRAGA et al., 2025; SANTOS et al., 2020). Resumidamente, a amostra foi solubilizada
em 30 mL de dgua ultrapura e passada por uma coluna de vidro contendo aproximadamente
100 g de adsorvente (Strata® SPE C18-E), previamente ativado com metanol (600 mL) e
condicionado com agua ultrapura (600 mL). O sistema foi lavado com &gua ultrapura (600
mL) e, posteriormente, eluido com metanol (250 mL). A fragdo resultante foi concentrada
em um sistema de rotaevaporagdo sob pressdo reduzida a 40 °C, e o metanol residual foi
eliminado sob uma corrente de gés nitrogénio (Nz). Esse procedimento resultou na fragado

metanodlica (6,1 g), conforme ilustrado na Figura 15.
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3. Carregamento

Extrato aquoso das folhas

1. Ativagio (9.2 ¢/30 mL H.0)
2. Condicionamento 4. Lavagem 5. Elvicio
\\-_ \&-_
Algodao -— . 1 1 1
Strata® SPE CI8-E y ;
(100 g) —* —]- .

Algodao 4—)‘?‘[-]/

L

l.J

Fracio ﬁlz{allélica —_—
(6.1¢g) .

Rotaevaporagiio sob pressao reduzida a
40°C

Figura 15. Etapas do procedimento de cleanup do extrato aquoso das folhas de S. subcordata, por meio de
SPE, e obten¢do da fragdo metandlica (A autora, 2025).

4.5. Analise do perfil quimico da fracdo metanolica das folhas de S. subcordata por DI-
MS e DI-MS/MS

Uma solugdo estoque (1 mg mL™") da fragdo metanolica foi preparada em metanol.
Uma aliquota (10 uL) da solucdo estoque foi transferida para frascos contendo 1 mL de
metanol. Finalmente, a solu¢do diluida (=10 ppm) foi analisada por injec¢do direta (DI) em
um espectrometro de massas do tipo ion trap, modelo LCQ Fleet®, equipado com uma fonte
APCI e operando em ambos os modos de polaridade (positivo e negativo). Em seguida, o

modo de varredura de perda neutra foi empregado para o reconhecimento de glicosideos de
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flavonoides, utilizando aquisicdo dependente de dados (DDA) em modo de polaridade
negativo. As perdas neutras caracteristicas incluiram 132, 146, 162 e 308 Da para O-
glicosideos, ¢ 90 e 120 Da para C-glicosideos (CUYCKENS & CLAEYS, 2004;
KACHLICKI et al., 2016). Os espectros de MS/MS no modo DDA foram adquiridos por
meio de dissociagao induzida por colisdo (CID), utilizando hélio como gés de colisdo e uma
energia de colisdo de 20%. O espectro de MS? do fon em m/z 301 foi adquirido no modo
manual, utilizando CID, hélio como gas de colisdo e uma energia de 28%. Os parametros de
MS utilizados foram os seguintes: discharge current: 5 WA; vaporizer temperature: 350 °C;
capillary temperature: 150 °C; sheath gas: 30 psi; auxiliary gas: 10 arb; e mass range, m/z
150 a 1000. Os espectros processados foram obtidos a partir da média de pelo menos 10

espectros adquiridos.

4.6. Analises da fracdo metandlica das folhas de S. subcordata por HPLC-UV e HPLC-
MS em escala analitica

As andlises da fracdo metandlica por HPLC-UV (Figura 16) em escala analitica
foram realizadas no sistema cromatografico UFLC®, conforme descrito na secdo 4.1.1.1,
utilizando seis colunas cromatograficas diferentes (Tabela 2). Inicialmente, as analises foram
conduzidas em modo de eluicdo gradiente, utilizando metanol (MeOH) (B) como
modificador organico em agua (A), conforme segue: 0—24 min 20-80% B, 24-34 min 80%
B, com uma taxa de fluxo de 1,00 mL min' e deteccao em 240 e 350 nm. O volume de
injecdo foi de 20 puL de uma solucdo estoque (1 mg mL™") da fragdo metanolica, preparada
em MeOH:DMSO (90:10, v/v). Em seguida, a eluicdo isocratica foi realizada sob as mesmas
condig¢des instrumentais, mantendo a composicao da fase movel para cada coluna conforme

descrita na Tabela 3.
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Tabela 3. Composi¢ao da fase movel utilizada nas analises por HPLC-UV e HPLC-MS em modo de eluicao
isocratico, empregando seis colunas cromatograficas.

Coluna Solvente Tempo (min)
% A % B

Luna C18(2) 55 45 15
Kinetex C8 65 35 15
Luna PFP(2) 51 49 15
Luna fenil-hexil 51 49 15
Luna CN 80 20 15
Kinetex bifenil 55 45 15

A = H,O; B=MeOH

As analises por HPLC-MS (Figura 16) foram realizadas no sistema descrito na se¢ao
4.1.1.1, sob as mesmas condi¢cdes cromatograficas que os experimentos isocraticos
supracitados (Tabela 3). Os pardmetros de MS foram os mesmos utilizados anteriormente na
analise por DI-MS, com as seguintes modificagdes: sheath gas: 35 psi; auxiliary gas: 15 arb.
Os cromatogramas de ions extraidos (EIC) foram construidos individualmente para os ions
em m/z 431, 445, 563, 577 e 609 e, posteriormente, sobrepostos, utilizando o software

Xcalibur® 2.0.7.
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Anilises por HPLC-MS

e

Cromatograma de ions extraidos
(EIC)

Figura 16. Analises exploratorias por HPLC-UV e analises otimizadas por HPLC-UV e HPLC-MS da fragéo
metanolica (A autora, 2025).

O calculo do fator de retencao (k) para as substancias correspondentes aos ions

mencionados foi realizado de acordo com a Equacao 1. O tempo de retencao (tr) de cada
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substancia nas seis colunas cromatograficas foi obtido a partir do EIC de seu respectivo ion.
Para todas as colunas, o tempo de retencdo do DMSO foi considerado como o tempo morto

da coluna (to).

k= Rt (1)
to
Onde:

tr = tempo de retencao da substancia-alvo

to= tempo morto da coluna (tempo de retengdo do DMSO)

Finalmente, o fator de retencdo relativa (FRR) entre cada par de substancias foi

calculado pela razao entre os fatores de reten¢ao (k) de cada substancia, conforme a Equacao

2.

FRR= — 2)
Onde:
ka = fator de retencao da substancia menos retida

kg = fator de retengdo da substancia mais retida

4.7. Isolamento por 2D-LC no modo offline single heart-cutting

O fracionamento da fracdo metandlica em duas dimensdes (Figura 17) foi realizado
no sistema cromatografico UFLC®, descrito na segdo 4.1.1.1. A separagdo na primeira
dimensdo ('D) foi conduzida em modo de elui¢do isocratico em uma coluna Luna C18(2)
(250 mm x 10 mm, 100 A, 5 um), utilizando como fase mével MeOH:H,O (45:55, v/v) a
uma taxa de fluxo de 4,70 mL min!, com detec¢do em 240 ¢ 350 nm. Foram realizadas oito
injecdes sucessivas, cada uma contendo 20 mg da fracdo metanodlica previamente dissolvida
em DMSO (150 pL por injecdo). Esse procedimento resultou no isolamento da substancia 5

(54,0 mg) e em uma fracdo adicional correspondente a um unico pico cromatografico
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contendo as substancias 1-4 (40,1 mg) (Tabela 4), as quais foram coletadas, concentradas e
liofilizadas.

Na segunda dimensdo (®D), a separagio da fracdo heart-cut proveniente da 'D,
contendo as substancias 1-4, foi realizada em modo isocratico em uma coluna Kinetex
bifenil 100 A (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 pm), utilizando como fase mével MeOH:H>O
(45:55, v/v) a uma taxa de fluxo de 2,00 mL min™ e detecgdo em 240 ¢ 350 nm. Foram
realizadas treze injecdes sucessivas, cada uma contendo 3 mg da fragdo 'D previamente
dissolvida em MeOH (20 pL por inje¢do). Esse procedimento resultou no isolamento das
substancias 3 (6,2 mg), 1 (11,7 mg), 4 (4,8 mg) ¢ 2 (15,3 mg) (Tabela 4), as quais foram

coletadas, concentradas e liofilizadas.

Tabela 4. Substancias resultantes do isolamento por 2D-LC no modo offline single heart-cutting.

Dimensao Substincia tr (min) Massa obtida (mg)

i 5 6,4-7,2 54,0
1-4 7,8-9,0 40,1

3 2,9-3,3 6,2

0 1 3,4-3,9 11,7
4 4,4-5.4 4.8

2 6,0-7,2 15,3

Uma solugdo (10 ppm) da substancia 5, preparada em MeOH grau LC-MS, foi
submetida a anélises por HRMS em um espectrometro de massas de alta resolugdo, conforme
descrito na se¢do 4.1.2.2, equipado com fonte de ionizagao por electrospray (ESI) operando
em modo de polaridade negativo. Posteriormente, a substancia foi solubilizada em 600 pL
de DMSO-ds e submetida a experimentos de RMN 1D e 2D em um espectrometro de RMN,
modelo AVANCE III HD, conforme descrito na secao 4.1.2.3.

Solugdes (10 ppm) das substancias 1-4, preparadas em MeOH grau HPLC, foram

submetidas a andlises por DI-MS, utilizando os mesmos parametros de MS descritos na
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secdo 4.5. Em seguida, as substancias 3 e 4 foram solubilizadas em 600 pL de CD3;OD,
enquanto as substancias 1 e 2 foram solubilizadas em 600 pL de DMSO-ds, e todas foram

submetidas a experimentos de RMN 1D e 2D nas mesmas condigdes que a substancia 5.
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Figura 17. Etapas do procedimento de isolamento por 2D-LC no modo offline single heart-cutting das
substancias 1 a 5 presentes na fragdo metandlica das folhas de S. subcordata (A autora, 2025).
4.8. Otimizacao estrutural e previsao das constantes de acoplamento

As estruturas dos epimeros a e f da substancia 4 foram construidas utilizando o
software Marvin Sketch 17.1.2.0 (ChemAxon, Budapeste, BUD, Hungria). Inicialmente,
para identificar as conformagdes de menor energia, as estruturas foram otimizadas pelo
método semiempirico PM7 (STEWART, 2013) utilizando o software MOPAC2016

(STEWART, 2016). Posteriormente, o software Discovery Studio 16.1.0 (Accelrysinc, San
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Diego, CA, EUA) foi usado para a determinagdo do angulo diedro tedrico entre os
hidrogénios H-1"" e H-2"" em cada um dos epimeros. Por fim, as constantes de acoplamento
vicinal préton—préton (*Ju.1mn-2v) foram previstas com o auxilio do software MestReJ 1.1
(Mestrelab Research, Santiago de Compostela, GA, Espanha): para o epimero S, empregou-
se a equacdo de Barfield, enquanto para o epimero a foi utilizada a equagdo de Karplus

(OLIVEIRA et al., 2025; VAZQUEZ et al., 2018).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Analise do perfil quimico da fracdo metanolica das folhas de S. subcordata por DI-
MS

A fim de investigar o perfil quimico das folhas de S. subcordata, a fragdo metanolica,
obtida apds o procedimento de clean-up do extrato aquoso das folhas por SPE, foi submetida
a andlise de full scan por injecdo direta (DI) em um espectrometro de massas do tipo ion
trap, em modo de polaridade negativo e positivo, na faixa de m/z 150-1000. O espectro de
DI-MS no modo negativo (Figura 18A) exibiu um pico base em m/z 609, juntamente com
outros ions intensos na faixa de m/z 430-610. Por outro lado, o espectro de DI-MS no modo
positivo (Figura 18B) exibiu um pico base em m/z 447, além de outros ions intensos na faixa
de m/z 430-612. A recorréncia de ions nessa faixa de m/z em ambos os modos de polaridade
sugere a deteccdo das mesmas substancias nas formas desprotonada ([M—H]") e protonada
([M+H]"), como exemplificado pelos ions em m/z 609 [M-H] e 611 [M+H]". As diferengas
observadas nas intensidades relativas dos sinais podem ser atribuidas a eficiéncia de
ionizagdo de cada substancia em fun¢do do modo de polaridade empregado, refletindo suas

distintas afinidades por protons (KACHLICKI et al., 2016).

89



1005 609
903 A}
703 431

E 445 563
3 610

E 577

E 446 593 611 645 755
3 179 217 233 285 300 344 399 417) | | 464 491 557 h L ol L ess 709 ; 797 825
447

100
°

80 433

863 877 927 965 994

60 611

40 565 579
30 448
20 612

580 |
415 501 Mo [ 613
163 209 265 263 3% 327 351369 1" | | %V 515 L 1595 | °'> 640 697 711 757 771 806 846 861 892 918 931 978 993
e LaCa L e e
200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/z

Figura 18. Espectros de massas no modo (A) negativo ¢ (B) positivo da fragdo metanolica das folhas de S.
subcordata.

Adicionalmente, a analise por DI-MS em modo de varredura de perda neutra,
utilizando aquisi¢ao dependente de dados (DDA) no modo negativo, revelou os ions em m/z
431,445,563, 577 e 609 como supostos glicosideos de flavonoides, devido as perdas neutras
caracteristicas associadas aos C- e O-glicosideos (Figura 19) (CUYCKENS & CLAEYS,

2004; KACHLICKI et al., 2016).
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5.1.1. Desreplicacdo da substincia 1 (ion em m/z 431) pela andlise do padrao de
fragmentacio

O espectro de MS/MS do ion em m/z 431 (substancia 1) (Figura 19A) exibiu ions
fragmentos resultantes de clivagens cruzadas do anel de C-hexose (CUYCKENS &
CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016). As perdas neutras competitivas de 90 e 120 Da
levaram a formagdo dos ions em m/z 341 (**Xo") e 311 (®*X"), respectivamente. A presenca
desses ions sugere a apigenina (m/z 269) como a aglicona, uma vez que o ion em m/z 341
corresponde a [Aglicona—H+72]" e o ion em m/z 311 a [Aglicona—H+42]~ (KACHLICKI et
al.,2016). Além disso, o ion em m/z 413 [M—H-18]", gerado pela perda de uma molécula de
agua, foi observado — uma caracteristica comumente relatada em espectros de MS/MS de
flavonoides 6-C-glicosilados (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016).
Nesses compostos, particularmente, a eliminagdo de agua ¢ favorecida pela ligagdo de
hidrogénio entre o oxigénio do grupo éter do agticar € o grupo hidroxila nas posigoes C-5 ou
C-7 da aglicona, que estabiliza a conformagdo do residuo de acticar (CUYCKENS &
CLAEYS, 2004). Assim, esses dados sugerem que uma unidade de glicose esta ligada a
posicdo C-6 da aglicona apigenina. Portanto, com base na comparagdo com dados da
literatura, a substancia 1 foi provisoriamente identificada como a flavona isovitexina (Figura

20) (WANG et al., 2008).

Figura 20. Estrutura quimica da isovitexina (substancia 1).
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5.1.2. Desreplicacio da substincia 2 (ion em m/z 445) pela andlise do padrao de
fragmentacio

O espectro de MS/MS do ion em m/z 445 (substancia 2) (Figura 19B) também exibiu
ions fragmentos caracteristicos de C-hexosideos de flavonoides (CUYCKENS & CLAEYS,
2004; KACHLICKI et al., 2016). Neste caso, as perdas neutras competitivas de 90 e 120 Da
resultaram nos ions em m/z 355 (**X¢") e 325 (®*Xo"), respectivamente. A correspondéncia
dos ions em m/z 355 ¢ 325 com [Aglicona—H+72]" e [Aglicona—H+42] (KACHLICKI et
al., 2016), respectivamente, indica uma diferenca de 14 Da entre a aglicona da substancia 2
(m/z 283) e a apigenina (m/z 269). Além disso, a intensidade relativa do ion resultante da
perda neutra de 90 Da foi significativamente menor para a substancia 2 (m/z 355, %*X¢7) do
que para a substancia 1 (m/z 341, %3Xy"). Essa observacdo sugere que diferengas estruturais
entre as duas substancias podem ter tornado a ligagdo C3—C4 da fracdo C-hexose menos
suscetivel a clivagem no caso da substancia 2. Adicionalmente, o ion em m/z 413 [M—-H-—
32]7, resultante da perda neutra de 32 Da (CH3OH), sugere a presenca de um grupo metoxila
(MENEZES et al., 2013). Em flavonas, a metilagdo ¢ favorecida no grupo 7-hidroxila, pois
o grupo 5-hidroxila é menos reativo devido a ligagdo de hidrogénio intramolecular com o
grupo carbonila na posi¢cdo C-4 (YANG ef al., 2018). Assim, esses dados sugerem que a
substancia 2 ¢ um andlogo 7-O-metilado da isovitexina (substincia 1). Portanto, em
comparagdo com dados da literatura, a substancia 2 foi provisoriamente identificada como a

flavona swertisina (Figura 21) (WANG et al., 2008).
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Figura 21. Estrutura quimica da swertisina (substancia 2).

5.1.3. Desreplicacdo da substincia 3 (ion em m/z 563) pela andlise do padrao de
fragmentacao

O espectro de MS/MS do ion em m/z 563 (substancia 3) (Figura 19C) exibiu ions
fragmentos caracteristicos de O,C-diglicosideos de flavonoides (CUYCKENS & CLAEYS,
2004; KACHLICKI et al., 2016). O pico base em m/z 413 (Z1"), resultante da perda neutra
de 150 Da, indica a presenga de uma fragdo O-pentosil com uma ligagdo interglicosidica
1—2 (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016). Competitivamente, a
perda neutra de 132 Da produziu um ion menos intenso em m/z 431 (Y1), corroborando a
presenca de uma unidade pentosil terminal (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI
et al.,2016). Além disso, ambos os ions exibiram perdas neutras de 120 Da (m/z 413 — m/z
293 e m/z 431 — m/z 311), decorrentes da clivagem das ligagdes internas do residuo C-
hexose. O ion em m/z 293 [Aglicona-H+(42—-18)], relatado anteriormente como
caracteristico para C-[2’’-O-glicosil]-glicosideos (KACHLICKI et al., 2016), sugere a
apigenina (m/z 269) como a aglicona da substancia 3. Adicionalmente, o ion em m/z 545
[M—H-18], resultante da perda neutra de H»>O, sustenta a C-glicosilacdo na posicao C-6 da
aglicona (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI ef al., 2016), conforme descrito
para a substancia 1. Assim, esses dados sugerem que a substancia 3 € um derivado 2"-O-
pentosil da isovitexina (substancia 1) (Figura 22). No entanto, pelo menos trés tipos

diferentes de pentoses (arabinose, xilose e apiose) foram relatados no género Strychnos
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(CORSARO et al., 1995; ITOH et al., 2008; WANG et al., 2016), o que comprometeu a

identificacdo preliminar da substancia 3.

|
OH Pentose

Figura 22. Estrutura quimica sugerida para a substancia 3.

5.1.4. Desreplicacdo da substincia 4 (ion em m/z 577) pela analise do padrao de
fragmentacao

O espectro de MS/MS do ion em m/z 577 (substancia 4) (Figura 19D) também exibiu
ions fragmentos caracteristicos de O,C-diglicosideos de flavonoides (CUYCKENS &
CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016). Mais uma vez, perdas neutras competitivas de
150 € 132 Da (m/z 577 — m/z 427 (Z1") e m/z 577 — m/z 445 (Y 17), respectivamente) foram
observadas, correspondendo a fragmentacdo da ligacdo interglicosidica 1—2 da fragdo O-
pentosil (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; KACHLICKI et al., 2016). No entanto, a
substancia 4 apresentou menor extensdo de fragmentacdo em relacdo a substincia 3, e a
presenca da fragdo C-hexose foi confirmada pela perda sequencial de 120 Da, observada
exclusivamente para o ion em m/z 427 (m/z 427 — m/z 307). Além disso, o ion em m/z 307,
correspondente a [Aglicona—H+(42-18)]" (KACHLICKI et al., 2016), evidencia uma
diferenca de 14 Da entre a aglicona da substancia 4 (m/z 283) e a apigenina (m/z 269), como
também observado para a substancia 2. Complementarmente, a presenc¢a do ion em m/z 545
[M—H-32]", resultante da perda neutra de CH30OH, sugere metilagao no grupo 7-hidroxila da

aglicona (MENEZES et al., 2013; YANG et al., 2018). Assim, esses dados sugerem que a
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substancia 4 ¢ um derivado 2"-O-pentosil da swertisina (substancia 2) (Figura 23). Conforme
mencionado para a substancia 3, a presenca de diferentes possiveis pentoses (ex., arabinose,
xilose, apiose) no género Strychnos (CORSARO et al., 1995; ITOH et al., 2008; WANG et

al., 2016) complicou a identificacdo conclusiva da fracdo pentosil na substancia 4.

|
OH Pentose

Figura 23. Estrutura quimica sugerida para a substancia 4.

5.1.5. Desreplicacdo da substincia 5 (ion em m/z 609) pela anilise do padrao de
fragmentacao

O espectro de MS/MS do ion em m/z 609 (substancia 5) (Figura 19E) exibiu ions
fragmentos caracteristicos de O-diglicosideos de flavonoides (CUYCKENS & CLAEYS,
2004; KACHLICKI et al., 2016). Os principais ions produtos em m/z 445 (Z:7) e 301 (Yo),
resultantes de perdas neutras competitivas de 164 e 308 Da, respectivamente, sdo
caracteristicos de O-neohesperidosideos (ramnosil-(1—2)-glicosideos) (KACHLICKI et al.,
2016). O ion em m/z 445 [M—H—-164] surge da eliminagdo de uma fragdo O-ramnosil com
uma ligacdo interglicosidica 1—2, enquanto o ion em m/z 301 [M-H-308]" se origina da
perda de toda a unidade dissacaridica (ramnosil-(1—2)-glicosideo) (KACHLICKI et al.,
2016). Além disso, as perdas neutras sequenciais de 146 e 162 Da (m/z 609 — m/z 463 (Y1)
— m/z 301 (Yo")) corroboram a presenca de um grupo O-ramnosil terminal ligado a fragdo
O-glicose (KACHLICKI et al., 2016). A analise por MS?* do ion aglicona em m/z 301 (Y¢")

revelou um padrao de fragmentagao caracteristico de isoflavonas (Figura 24).
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Figura 24. Espectros de (A) MS? e (B) MS? no modo negativo do fon em m/z 609 (substincia 5).

O pico base em m/z 211, juntamente com os outros ions fragmentos na regido de

maior massa (m/z 283, 273, 257, 255, 239, 229), resultou de perdas neutras sequenciais e

competitivas de 18, 28 e 44 Da, presumivelmente correspondendo a H.O, CO e CO2, que

foram relatadas como proeminentes em espectros de IT-MS" de isoflavonas (KANG et al.,

2007). Por outro lado, ions do tipo Ao~ (Figura 13D), formados por meio de fragmentagdes

Retro-Diels-Alder (RDA) no anel C, foram observados em menores propor¢des, em

concordancia com o padrdo de fragmentacdo das isoflavonas (KANG et al., 2007). Esses

ions, observados em m/z 165 (*Ag—2H) e 139 (!*A¢"), sdo caracteristicos de um anel A

trioxigenado (ES-SAFI et al., 2005; MARKHAM & PORTER, 1975). Notavelmente,
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nenhum fragmento do tipo /By~ RDA (Figura 13D) foi observado, o que pode indicar que a
retengdo de carga ocorreu preferencialmente no anel A. Esse comportamento foi ainda mais
evidenciado pelo ion em m/z 192 (Yo —anel B), resultante da perda de todo o anel B (-109
Da) por meio da clivagem direta da ligagdo entre os anéis B e C, conforme relatado
anteriormente (ES-SAFI et al., 2005). Além disso, a perda de 109 Da sugere um anel B
dihidroxilado. As multiplas perdas de H2O corroboram ainda mais a presenca de grupos
hidroxila vicinais nos anéis B ¢ A (ES-SAFI et al., 2005; WU et al., 2004). Essas
observagdes sugerem que a substancia 5 ¢ um O-neohesperidosideo de uma isoflavona, com
padroes de tri- e dihidroxilagdo nos anéis A e B, respectivamente. No entanto, uma busca
em bancos de dados indicou que a substancia 5 ainda ndo havia sido reportada.

Assim, os experimentos de DI-MS permitiram a identificagdo preliminar das
substancias 1 e 2, enquanto a elucidacao estrutural das unidades pentosil nas substancias 3 e
4, bem como a caracterizagdo completa da substancia 5, exigiram a obtengdo de dados
espectroscopicos adicionais por RMN. Diante disso, procedeu-se ao isolamento eficiente

dessas substancias-alvo.

5.2. Avaliacio da seletividade da coluna para o isolamento das substincias-alvo da
fracdo metandlica das folhas de S. subcordata por 2D-LC no modo offline single heart-
cutting

Com o intuito de desenvolver estratégias de 2D-LC no modo offline single heart-
cutting para isolar as substancias-alvo, seis colunas ortogonais (C18, C8, PFP, fenil-hexil,
CN e bifenil) foram avaliadas com base no modelo de subtragdo hidrofobica de Snyder (F;
> 3) (Tabela Al). Inicialmente, foram realizadas andlises exploratérias em modo de elui¢ao

gradiente por HPLC-UV para determinar as condi¢des de elui¢do adequadas. Com base nos

98



resultados (Figuras A1-A6), a elui¢do isocratica foi ajustada para cada coluna (Tabela 3), a
fim de garantir a forga apropriada da fase movel para a etapa de isolamento. Para isso, as
substancias-alvo 1 a 5 também foram monitoradas por HPLC-MS.

As analises por HPLC-UV e HPLC-MS revelaram que as substancias 1 a 4
apresentaram fraca absor¢do em A = 240 nm e forte absor¢cdo em A = 350 nm, o que ¢
consistente com o comportamento tipico de flavonas, como a apigenina (HARBORNE et
al., 1975; TANIGUCHI et al., 2023). Em contraste, a substancia 5 exibiu forte absor¢do em
A = 240 nm e fraca absor¢do em A = 350 nm, um padrio caracteristico de isoflavonas
(HARBORNE et al., 1975; TANIGUCHI et al., 2023).

Embora as substancias 1 e 2 tenham sido identificadas preliminarmente a partir das
analises por DI-MS, as condigdes cromatograficas desenvolvidas foram projetadas para
isola-las, visando a confirmagdo estrutural, juntamente com as substancias 3, 4 ¢ 5, que
necessitaram de elucidacao estrutural. No entanto, as colunas testadas em condi¢des de 1D-
LC ndo forneceram resolucao suficiente para a separa¢do completa de todas as substancias.
Portanto, estratégias de 2D-LC foram investigadas e propostas.

Para a primeira dimensdo ('D), tanto a coluna C18 quanto a PFP poderiam ser
utilizadas, visto que ambas proporcionaram resolu¢do proxima a linha de base entre a
substancia S e as substancias coeluidas 1 a 4, conforme monitorado por HPLC-MS (Figuras
25 e 26). Notavelmente, a seletividade semelhante observada entre essas duas colunas foi
inesperada, dado seu fator de similaridade (Fs) de 13,02 (Tabela Al). A ortogonalidade
esperada entre as colunas C18 ou PFP e a coluna bifenil (Fy = 24,34 ¢ F, = 11,44,
respectivamente) mostrou-se vantajosa para alcancar a seletividade adequada para as

substancias 1 a 4 na segunda dimensdo (?D) (Figura 27).
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Figura 25. (A) Cromatograma da fragdo metandlica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna
Luna C18(2) (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 um) sob eluico isocratica com metanol-agua (45:55, v/v) a uma
vazao de 1,00 mL min!, monitorada a 240 e 350 nm. (B) Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para os ions
em m/z 431 (substancia 1), 445 (substancia 2), 563 (substancia 3), 577 (substancia 4) ¢ 609 (substancia 5) sob
as mesmas condi¢des cromatograficas.
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Figura 26. (A) Cromatograma da fracdo metandlica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna
Luna PFP(2) (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 pm) sob eluigdo isocratica com metanol-dgua (49:51, v/v) a uma
vazao de 1,00 mL min!, monitorada a 240 e 350 nm. (B) Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para os ions
em m/z 431 (substancia 1), 445 (substancia 2), 563 (substancia 3), 577 (substancia 4) e 609 (substancia 5) sob
as mesmas condi¢des cromatograficas.
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Figura 27. (A) Cromatograma da fragdo metandlica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna
Kinetex bifenil 100A (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 um) sob eluigo isocratica com metanol-dgua (45:55, v/v)
a uma vazao de 1,00 mL min™!, monitorada a 240 e 350 nm. (B) Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para
os ions em m/z 431 (substancia 1), 445 (substancia 2), 563 (substancia 3), 577 (substancia 4) e 609 (substancia
5) sob as mesmas condigdes cromatograficas.

Combinagdes alternativas de colunas também poderiam ser exploradas (Figura 28).
Por exemplo, a coluna bifenil pode ser utilizada na 'D, pois oferece separacdo a linha de
base para as substancias 1, 3 e 4 (Figura 27). Nesse caso, colunas ortogonais como C18, PFP,
fenil-hexil, C8 ou CN poderiam servir como °D, devido a sua seletividade para as substancias
2 e 5 (Figuras 25,26,29-31). Por outro lado, dada sua seletividade para a substancia 2, a
coluna fenil-hexil pode ser empregada na 'D, em conjunto com a coluna bifenil na °D, devido

a sua seletividade superior para as substancias 1, 3,4 ¢ 5.
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Figura 28. Estratégias para o isolamento das substancias 1 a 5 da fragdo metanolica das folhas de S. subcordata
por 2D-LC no modo offline single heart-cutting.
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Figura 29. (A) Cromatograma da fracdo metandlica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna
Luna fenil-hexil (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 pm) sob eluicdo isocratica com metanol-agua (49:51, v/v) a uma
vazao de 1,00 mL min!, monitorada a 240 e 350 nm. (B) Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para os ions
em m/z 431 (substancia 1), 445 (substancia 2), 563 (substancia 3), 577 (substancia 4) e 609 (substancia 5) sob
as mesmas condi¢des cromatograficas.
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Figura 30. (A) Cromatograma da fragdo metandlica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna
Kinetex C8 (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 pm) sob eluico isocratica com metanol-agua (35:65, v/v) a uma
vazao de 1,00 mL min!, monitorada a 240 e 350 nm. (B) Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para os ions
em m/z 431 (substancia 1), 445 (substancia 2), 563 (substancia 3), 577 (substancia 4) e 609 (substancia 5) sob

as mesmas condi¢des cromatograficas.
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Figura 31. (A) Cromatograma da fracdo metandlica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna
Luna CN (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 pm) sob elui¢do isocratica com metanol-agua (20:80, v/v) a uma vazio
de 1,00 mL min™!, monitorada a 240 e 350 nm. (B) Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para os ions em
m/z 431 (substancia 1), 445 (substancia 2), 563 (substancia 3), 577 (substancia 4) e 609 (substancia 5) sob as
mesmas condigdes cromatograficas.

A Figura 32 mostra os cromatogramas obtidos a partir do isolamento das substancias
1 a 5 utilizando uma das estratégias propostas por 2D-LC no modo offline single heart-
cutting. Devido a disponibilidade em nosso laboratorio, uma coluna semipreparativa Luna
C18(2) (250 mm x 10 mm, 100 A, 5 pm) foi selecionada para a 'D, permitindo o rapido
isolamento da substincia desconhecida 5 em alta concentragdo. As substancias 1 a 4,
coeluidas em uma segunda banda, foram coletadas, concentradas e, posteriormente,

reinjetadas na ?D, que utilizou uma coluna analitica Kinetex bifenil 100 A (150 mm x 4,6
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mm, 100 A, 5 um) (ver Se¢io 4.7 para detalhes experimentais). Partindo de 160 mg da fragio
metanolica, o0 método de 2D-LC permitiu a obten¢do de 54,0 mg (33,7%) da substancia 5,
11,7 mg (7,3%) da substancia 1, 15,3 mg (9,5%) da substancia 2, 6,2 mg (3,8%) da
substancia 3 e 4,8 mg (3,0%) da substancia 4. Esses resultados correspondem a uma
recuperagdo de 57,3% dos glicosideos de flavonoides da por¢do analisada da fragao
metanodlica, o que, quando extrapolado para os 6,1 g obtidos a partir de 100 g de folhas secas,
representa aproximadamente 3,5 g de glicosideos de flavonoides. Esse valor indica que tais
substancias constituem cerca de 3,5% do material foliar seco, confirmando que esses
metabolitos ocorrem em quantidades relevantes nas folhas de S. subcordata e que o método
de 2D-LC desenvolvido proporcionou uma recuperagdo eficiente para o isolamento

preparativo e a caracterizagdo estrutural.
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Figura 32. Cromatogramas do isolamento das substincias 1 a § da fracdo metanolica das folhas de S.
subcordata por 2D-LC no modo offline single heart-cutting.
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Além disso, o fator de retengdo relativa (FRR) (Tabela A2) para cada par de
substancias foi determinado com base nos dados dos cromatogramas de ions extraidos (EIC),
visando auxiliar na sele¢do de colunas apropriadas para um fracionamento subsequente de
bandas que contenham substancias coeluidas. Observou-se que valores de FRR > 1,2,
quando associados a resolugdo a linha de base, indicam uma separacdo satisfatoria para a
etapa de isolamento. Como exemplo, a banda contendo as substincias 2 e 5 coeluidas na
coluna bifenil (ks/’ko = 1,0) pode ser resolvida utilizando as colunas C18 (k2/ks = 1,5), C8
(ko/ks = 1,5), PFP (ko/ks = 1,8), fenil-hexil (ko/ks = 1,3) e CN (ko/ks = 1,7). Assim, esse
parametro complementa as analises de ortogonalidade tedrica e experimental, oferecendo
um critério quantitativo e comparativo entre os diferentes sistemas cromatograficos

avaliados.

5.3. Elucidacao estrutural das substincias isoladas da fracio metanoélica das folhas de
S. subcordata
5.3.1. Elucidacio estrutural da substancia 5

A substancia 5 foi obtida como um s6lido amorfo de coloragdo amarela. No espectro
de HRESIMS (Figura 33) foi observado um pico base em m/z 609,1470 [M—-H] (calculado
para C27H29016, 609,1456), que juntamente com os dados espectroscopicos de RMN de *C

(Figura 34), permitiu a confirmagao da formula molecular C27H30016.
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mz

& ooy o= v oco-oo ~o
13Cesp «© © O o 0 o © C©oQT NN © NOOSTENN® ® o
o N O N NT-OowOWw 3o b} woxarhoN © ©
< Lo Yo <3 N ANS- - 3538 @ NNO-Coo® O ~
e ceee 3 R =°2 & NNNKRR©G6 @ -
| —— I~ I NP Vs N SN
| |
| |
‘
|
| | |
| ’ 1 \‘
‘ " " " l o
184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 34. Espectro de RMN de '*C da substancia 5 (DMSO-ds, 125 MHz).

Conforme descrito na se¢do 5.1.5, a andlise do padrao de fragmentacdo sugeriu que
a substancia 5 ¢ um O-neohesperidosideo de uma isoflavona, com padrdes de tri- e
dihidroxilacdo nos anéis A e B, respectivamente. No espectro de RMN de 'H (Figuras 35,

36 e A7) foi observado um simpleto desblindado em on 8,30 (1H, s), que se correlacionou
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com o sinal de carbono em d¢ 154,1 no espectro de HSQC (Figura 37). De fato, esses sinais
sdo caracteristicos da posi¢do 2 do anel C de isoflavonas (EL-SOHLY et al., 1999). Além
disso, trés sinais de protons aromaticos foram observados em ou 6,99 (1H, d, J = 2,0 Hz),
6,80 (1H, dd, J = 8,3, 2,0 Hz) e 6,77 (1H, d, J = 8,3 Hz), consistentes com um sistema de
spin ABX (ANDERSEN et al., 2010). As constantes de acoplamento observadas (2,0 ¢ 8,3
Hz) sdo caracteristicas de acoplamentos meta € orto, como tipicamente encontrados no anel
B de flavonoides 3'.4'-dihidroxilados (EL-SOHLY et al., 1999). No espectro de HSQC
(Figura 37), esses protons exibiram picos cruzados em ou 6,99 (H-2")/6c 116,6 (C-2"), ou
6,80 (H-6")/d¢ 120,0 (C-6") e du 6,77 (H-5")/0c 115,4 (C-5"). Por outro lado, ainda na regido
de protons aromaticos do espectro de RMN de 'H, um simpleto foi observado em u 6,49
(1H, s), o qual se correlacionou com o sinal de carbono em d¢ 93,7 no espectro de HSQC,
sendo esses sinais caracteristicos de um anel A trissubstituido em flavonoides (AQUINO et

al.,2001; EL-SOHLY et al., 1999).
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H (com supressdo do sinal da 4gua) da substancia 5 (DMSO-ds, 500 MHz).
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A regido de prétons alifaticos do espectro de RMN de 'H (Figura 36) exibiu sinais

sobrepostos para dois prétons anoméricos em ou 5,10 (1H, d, J=7,4 Hz) ¢ 5,09 (1H, d, J =

2,5 Hz); sinais sobrepostos para dez protons carbindlicos entre ou 3,94 e 3,13; e um dupleto

referente a protons metilicos em 6u 1,01 (3H, d, /= 5,9 Hz), confirmando a presenca de dois

residuos de agucar. Devido a sobreposi¢do, as constantes de acoplamento (J) e as
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multiplicidades desses sinais foram atribuidas usando o espectro de JRES (Figura 38). O
espectro de HSQC (Figura 37) mostrou correlagdes entre os sinais de prétons anoméricos
em ou 5,10 e 5,09 e seus respectivos sinais de carbonos anoméricos em 6c 100,7 e 100,4.
Por outro lado, os sinais de prétons carbindlicos entre du 3,94 € 3,13 correlacionaram-se com
sinais de carbonos carbinolicos entre 6c 77,2 e 60,6, enquanto o sinal de protons metilicos

(0u 1,01, 3H, d, J = 5,9 Hz) foi associado ao carbono metilico em 6c 17,6.
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Figura 38. Ampliacdo da regido de protons anoméricos e protons carbindlicos no mapa de contorno JRES ('H
500 MHz, DMSO-ds) da substancia 5.

No espectro de HMBC (Figuras A8 e 39), as correlagdes intensas do simpleto
desblindado em du 8,30 (H-2) com o sinal de carbono carbonilico em 3¢ 180,6 (C-4), bem
como com os dois sinais de carbonos arométicos em dc 152,9 (C-9) e 122,0 (C-1"), suportam

a atribui¢@o deste hidrogénio a posi¢ao 2 do anel C. As correlagdes observadas para os sinais
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em Ou 6,99 (H-2') e 6,80 (H-6") com o sinal de carbono desblindado em dc 145,5 (C-4"),
juntamente com a correlagdo do sinal em on 6,77 (H-5") com o sinal de carbono desblindado
em oc 144,9 (C-3"), confirmam a presenga de grupos hidroxila nas posi¢des 3' e 4' do anel B.
Além disso, os protons em on 6,80 (H-6") e 6,77 (H-5") exibiram correlagdes com o sinal de

carbono em oc 121,7, atribuido a C-3 do anel C.
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Figura 39. Correlagdes-chave observadas no espectro de HMBC ('H 500 MHz, '*C 125 MHz, DMSO-ds) da

substancia 5 para os protons em oy 8,30 (H-2), 6,99 (H-2'), 6,80 (H-6") e 6,77 (H-5").
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Por outro lado, ainda no espectro de HMBC (Figuras A8 e 40A), o simpleto
aromatico em ou 6,49 (1H, s), associado ao anel A, mostrou correlagdes com os sinais de
carbono em 6c 152,9 (C-9), 157,6 (C-7) e 104,8 (C-10), bem como com um sinal de carbono
desblindado em &¢ 127,7. Adicionalmente, a correlagdo entre o sinal do préton anomérico
em on 5,10 (1H, d, J= 7,4 Hz) e o sinal em d¢ 127,7 indica O-glicosilagdo neste carbono.

A determinagdo inequivoca da localizacao da ligagdo O-glicosidica entre a aglicona
e a fra¢do de acucar foi alcangada por meio de experimentos seletivos de NOESY 1D. A
excitagdo seletiva do sinal do préton anomérico em on 5,10 (H-1") mostrou correlagio NOE
exclusivamente com o sinal em dn 13,12 (1H, s), caracteristico de préton quelato do grupo
OH-5 (Figura 40B) (EL-SOHLY et al., 1999; NAKAMURA & HATTORI, 1998). Além
disso, a excitacdo seletiva de on 13,12 (OH-5) também exibiu intensa correlagio NOE com
o sinal em on 5,10 (H-1") (Figura 40C), indicando que o agtcar esta ligado na posi¢ao C-6
da aglicona. Assim, o simpleto aromatico em on 6,49 e o sinal de carbono em ¢ 127,7 foram

atribuidos a H-8 e C-6 do anel A, respectivamente.
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Figura 40. Correlagdes-chave observadas no (A) espectro de HMBC ('H 500 MHz, '*C 125 MHz, DMSO-d;) da substancia 5 para os protons em 8y 6,49 (H-8) e 5,10 (H-1"), juntamente com os espectros
de NOESY 1D obtidos por irradiacdo seletiva do (B) sinal do proéton anomérico em 6y 5,10 (H-1") e do (C) sinal do proton quelato em 6y 13,12 (OH-5).
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As correlagdes observadas nos espectros de COSY (Figuras A9 e 41A) e HMBC
(Figuras A8 e 41B) estabeleceram a sequéncia dos prétons referentes aos residuos de agucar.
A alta constante de acoplamento observada para o préton anomérico em 6u 5,10 (1H, d, J =
7,4 Hz), juntamente com as altas constantes de acoplamento diaxial dos prétons vizinhos e
os deslocamentos quimicos dos seus respectivos carbonos, confirmam a presenca de uma
fragdo O-f-glicopiranosil ligada a aglicona (GURST, 1991; NAKAMURA & HATTORI,
1998). A correlagdo observada no espectro de HMBC (Figuras A8 e 41B) entre o sinal do
préton anomérico da segunda fragdo de agucar em 6n 5,09 (H-1") e o sinal de carbono em
oc 77,2, atribuido a C-2" do anel O-f-glicopiranosil, confirma a ligagdo glicosidica 1—2
entre os residuos de agucar. Além disso, uma baixa constante de acoplamento foi observada
para o proton anomérico em ou 5,09 (H-1", d, J = 2,5 Hz), bem como para os sinais de
prétons carbindlicos em on 3,74 (1H, m) e 3,56 (1H, dd, J=9,5, 2,9 Hz), atribuidos a H-2"'
e H-3", respectivamente, do segundo residuo de agtcar. Esses dados, em conjunto com a
correlacdo observada no espectro de COSY (Figuras A9 e 41A) entre o sinal de proton
carbindlico em ou 3,94 (1H, dq, J = 9,5, 5,9 Hz), atribuido a H-5", e o sinal de prétons
metilicos (H-6") em on 1,01 (3H, d, J = 5,9 Hz), corroboram a presenga do grupo a-
ramnopiranosil terminal (AQUINO et al., 2001).

Portanto, com base nos dados de RMN (Tabela 5), a substancia 5 foi elucidada como
a isoflavona-3'4',5,7-tetrahidroxi-6-O-[a-ramnopiranosil-(1—2)]-f-glicopiranosideo nao

descrita anteriormente, e foi denominada subcordatina (Figura 42).
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Tabela 5. Dados espectroscopicos de RMN ('H 500 MHz, '*C 125 MHz, DMSO-d) da substancia 5 (subcordatina).

Posicio ou (integral, mult., J em Hz)? COSY? dcP HMBCP

Aglicona
2 8,30 (1H, s) - 154,1 122,0; 152,9; 180,6
3 - - 121,7 -
4 - - 180,6 -
5 - - 153,1 -
6 - - 127,7 -
7 - - 157,6 -
8 6,49 (1H, s) - 93,7 104,8; 127,7; 152,9; 157,6; 180,6
9 - - 152,9 -
10 - - 104,8 -
' - - 122,0 -
2' 6,99 (1H, d, 2,0) - 116,6 120,0; 122,0; 145,5
3 - - 144.9 -
4 - - 145,5 -
5' 6,77 (1H, d, 8,3) 6,80 1154 121,7; 144,9; 145,5
6' 6,80 (1H, dd, 8,3 ¢ 2,0) 6,77 120,0 116,6; 121,7; 145,5

OH-5 13,11 (1H, s) - - -
6-0-p-glicopiranosideo
1" 5,10 (1H, d, 7,4) 3,60 100,7 127,7
2" 3,60 (1H, dd, 8,9 ¢ 7,4) 3,40; 5,10 77,2 77,1, 100,4; 100,7
3" 3,40 (1H, t, 8,9) 3,60 77,1 69,6; 77,2; 100,7
4" 3,27 (1H, dd, 8,9 ¢ 9,5) 3,13 69,6 60,6; 77,1; 77,2; 76,8
5" 3,13 (1H, ddd, 9,5, 5,0 ¢ 2,1) 3,44 76,8 60,6; 69,6; 77,1; 100,7
6" 3,58 (1H,dd, 11,8 e 2,1) e 3,44 (1H, dd, 11,8 ¢ 5,0)  3,13; 3,44, 3,58 60,6 69,6; 76,8
2"-0-o-ramnopiranosil

I 5,09 (1H, d, 2,5) - 100,4 68,2; 70,6; 70,7; 77,2
A 3,74 (1H, m) 3,56 70,7 70,6; 71,9
3" 3,56 (1H, dd, 9,5 ¢ 2,9) 3,19 70,6 71,9
4" 3,19 (1H, t,9,5) 3,56; 3,94 71,9 17,6; 68,2; 70,6
5" 3,94 (1H, dq, 9,5¢5,9) 1,01; 3,19 68,2 17,6; 70,6; 71,9; 100,4
6" 1,01 (3H, d, 5,9) 3,94 17,6 68,2; 71,9

?Deslocamentos quimicos relativos ao sinal do TMS (6 0,00)
"Deslocamentos quimicos relativos ao sinal residual do DMSO ndo deuterado (5c 39,5)
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Figura 42. Estrutura quimica da isoflavona subcordatina (5).

E importante destacar que a aglicona da subcordatina foi recentemente projetada e
sintetizada para combater eficazmente multiplos elementos patologicos associados a doenca
de Alzheimer. Com base em uma avaliagdo sistematica da relagdo estrutura-atividade, Park
e colaboradores (2023) destacam que a presenga de um anel A trihidroxilado, juntamente
com um anel catecol (anel B) ligado a posicao C-3 do anel C, sdo caracteristicas estruturais
criticas que conferem a esse flavonoide sua versatilidade nas reatividades contra os multiplos
alvos patologicos investigados, incluindo radicais livres, acetilcolinesterase (AChE),

amiloide-f# livre de metal (Af) e amiloide-f ligado a metal (metal-Ap).

5.3.2. Elucidacao estrutural da substancia 1

A substancia 1 foi obtida como um s6lido amorfo de coloragdo amarela. No espectro
de DI-MS (Figura 43) foi observado um pico base em m/z 431 [M—H]". Conforme descrito
na secdo 5.1.1, a andlise do padrao de fragmentacgdo sugeriu que a substancia 1 corresponde

a flavona isovitexina.
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O espectro de RMN de '*C (Figura 44) exibiu sinais correspondentes a 21 carbonos,
incluindo 1 carbono sp? carbonilico (8¢ 182,1), 14 carbonos sp? aromaticos ou olefinicos (8¢
163,7-93,8) e 6 carbonos sp® carbindlicos (8¢ 81,7-61,6), caracterizando um conjunto de

sinais tipico de monohexosideos de flavonas (ZHANG et al., 2009).
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Figura 44. Espectro de RMN de '3C da substancia 1 (DMSO-ds, 125 MHz).
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No espectro de RMN de 'H (Figura 45), os dupletos aromaticos em du 7,92 (2H, d, J
=9,2 Hz) ¢ 6,93 (2H, d, J = 9,2 Hz), com constantes de acoplamento do tipo orto, derivam
de um sistema de spin AA'XX', compativel com H-2'/H-6' e H-3'/H-5' do anel B 4'-
hidroxilado do nucleo apigenina (VAN LOO et al., 1986). O dupleto em oy 6,93 (H-3'/H-5")
apresentou-se mais protegido em relagdo ao dupleto em on 7,92 (H-2'/H-6'), em virtude do
efeito de blindagem promovido pelo substituinte em C-4'. No espectro de HSQC (Figura
46), esses protons exibiram picos cruzados em o 7,92 (H-2' e H-6")/0¢ 128,6 (C-2'e C-6") e
on 6,93 (H-3' e H-5")/6c 116,2 (C-3"e C-5").

Além disso, ainda na regido de sinais aromaticos/olefinicos do espectro de RMN de
'H (Figura 45), foram observados os simpletos em i 6,77 (1H, s) € 6,52 (1H, s). No espectro
de HSQC (Figura 46), a correlagao entre o sinal em dn 6,77 € o sinal de carbono em oc 102,9,
bem como entre os sinais em don 6,52 ¢ d¢ 93,8, sugere a presenga de ambientes quimicos
distintos para cada um desses protons. Na literatura, esses sinais sdo reportados como
caracteristicos da posi¢do 3 no anel C (6u 6,77/3c 102,9) e da posicao 8 no anel A (6u 6,52/3¢c
93,8) da isovitexina (ZHANG et al., 2009).

Na regido alifatica do espectro de RMN de 'H (Figura 45), observou-se um dupleto
em oy 4,58 (1H, d, J = 9,8 Hz) referente ao préton anomérico H-1", além de sinais
sobrepostos para seis protons carbindlicos entre on 4,04 e 3,12, confirmando a presenca de
uma hexose. Devido a sobreposi¢do, as constantes de acoplamento e as multiplicidades
foram determinadas com auxilio do espectro de JRES (Figura 47). No espectro de HSQC
(Figura 46), o proton anomérico em on 4,58 (H-1") se correlacionou com seu respectivo sinal
de carbono em oc 73,2 (C-1"), cujo descolamento quimico ¢ tipico de ligacdo glicosidica C-
C entre o acucar e a aglicona (ZHANG et al., 2009). Adicionalmente, os protons carbindlicos

correlacionaram-se com carbonos entre 6c 81,7 € 61,6.
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No espectro de HMBC (Figura A10), observou-se uma intensa correlacdao entre o
dupleto aromdtico em on 7,92 (H-2'/H-6") e o sinal de carbono desblindado em ¢ 161,3,
tipico de C-4' hidroxilado (Figura 48) (ZHANG et al., 2009). Tal observagao, em conjunto
com a correlagdo entre o dupleto aromatico em ou 6,93 (H-3'/H-5") e esse sinal de carbono
em oc 161,3 (C-4") (Figura 48), corrobora o padrao de substitui¢ao do anel B. Por outro lado,
as correlacdes intensas do simpleto em o 6,77 (H-3) com o sinal de carbono carbonilico em
oc 182,1 (C-4) e com os sinais de carbonos em 6c 163,7 (C-2), 121,2 (C-1') e 103,5 (C-10),

suportam a atribui¢cdo deste hidrogénio a posi¢ao 3 no anel C (Figura 48).
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Figura 48. Correlagdes-chave observadas no espectro de HMBC ('H 500 MHz, '*C 125 MHz, DMSO-ds) da
substancia 1 para os protons em 6y 7,92 (H-2'/H-6"), 6,93 (H-3'/H-5") ¢ 6,77 (H-3).

As correlagdes observadas no espectro de HMBC (Figura 49) para o simpleto
aromatico em oy 6,52 (H-8), bem como para o dupleto referente ao proton anomérico em on
4,58 (H-1"), foram cruciais para confirmag¢do da posicao de glicosilagdo. O simpleto em on
6,52 (H-8) se correlacionou com os sinais de carbono em 6c 156,4 (C-9), 163,4 (C-7) e 103,5

(C-10), bem como com o sinal em d¢ 109,0, tipico de C-6 com C-glicosilagao (ZHANG et
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al.,2009). Em adi¢do, as correlagdes do dupleto em on 4,58 (H-1") com os sinais de carbono
em dc 109,0 (C-6) e 160,8 (C-5) corroboram a C-glicosilagdo na posi¢cdo 6 do anel A,

conforme sugerido pela andlise por DI-MS.
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Figura 49. Correlagdes-chave observadas no espectro de HMBC ('H 500 MHz, '*C 125 MHz, DMSO-ds) da
substancia 1 para os protons em oy 6,52 (H-8) ¢ 4,58 (H-1").

Finalmente, a analise das correlacdes observadas nos espectros de COSY (Figuras

All e 50) e HMBC (Figuras A10 e 51) estabeleceu a sequéncia de prétons dentro do residuo
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de hexose. A alta constante de acoplamento observada para o préton anomérico H-1" em 6n
4,58 (1H, d, J = 9,8 Hz), em conjunto com as altas constantes de acoplamento diaxial dos
demais protons e os deslocamentos quimicos dos seus respectivos carbonos, confirmam a
presenga de uma fracdo C-f-glicopiranosil ligada a aglicona (GURST, 1991; NAKAMURA

& HATTORI, 1998).
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Figura 50. Correlagdes-chave observadas no espectro de COSY (*H 500 MHz, DMSO-ds) da substancia 1 para
0 proton anomérico em oy 4,58 (H-1") e para os protons carbindlicos.
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Figura 51. Correlagdes-chave observadas no espectro de HMBC ('H 500 MHz, '*C 125 MHz, DMSO-ds) da
substancia 1 para os prétons carbinodlicos em oy 3,68 (H-6"), 3,41 (H-6"), 3,20 (H-3") ¢ 3,12 (H-4").

Portanto, a partir da comparacao dos dados de RMN obtidos (Tabela 6) com dados
da literatura (ZHANG et al., 2009), a substancia 1 foi caracterizada como a flavona
isovitexina (apigenina 6-C-f-glicopiranosideo) (Figura 52), corroborando a identificagdo

preliminar realizada a partir da analise por DI-MS.

129



Tabela 6. Dados espectroscopicos de RMN (!H 500 MHz, '*C 125 MHz, DMSO-d) da substancia 1 (isovitexina).

Posicao o (integral, mult., J/ em Hz)? COSY? oc? dcP HMBC?
Aglicona
2 - - 163,7 164,6 -
3 6,77 (1H, s) - 102,9 102,6 103,5; 121,2; 163,7; 182,1
4 - - 182,1 181,7 -
5 - - 160,8 160,6 -
6 - - 109,0 108,9 -
7 - - 163,4 163,3 -
8 6,52 (1H, s) - 93,8 93,8  73,2;103,5; 109,0; 156,4; 163,4; 182,1
9 - - 156,4 156,3 -
10 - - 103,5 102,8 -
' - - 121,2 121,0 -
2'e 6 7,92 (2H, d, 9,2) 6,93 128,6 128,3 116,2; 128,6; 161,3; 163,7
3'es 6,93 (2H, d, 9,2) 7,92 116,2 116,0 116,2; 121,2; 128,6; 161,3
4 - - 161,3 161,3 -
6-C-p-glicopiranosideo
1" 4,58 (1H, d, 9,8) 4,04 73,2 73,2 70,3; 79,1; 81,7; 109,0; 160,8; 163.,4
2" 4,04 (1H, dd, 9,8 ¢ 7,8) 3,20; 4,58 70,3 70,2 73,2;79,1; 109,0
3" 3,20 (1H, dd, 9,6 ¢ 7.8) 4,04 79,1 78,9 70,7; 73,2
4" 3,12 (1H, dd, 9,6 ¢ 8,3) - 70,7 70,5 61,6; 79,1; 81,7
5" 3,16 (1H, ddd, 8,3, 6,0 € 2,0) 81,7 81,4 -
6" 3,68 (1H,dd, 11,9¢2,0)e 3,41 (1H,dd, 11,9 ¢6,0) 3,16; 341 3,68 61,6 61,4 70,7; 81,7

*Deslocamentos quimicos relativos aos sinais residuais do DMSO néo deuterado (0u 2,50 e d¢ 39,5)
®Dados da literatura de acordo com Zhang et al. (2009) (DMSO-ds, '3C 100 MHz)
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Figura 52. Estrutura quimica da flavona isovitexina (1).

5.3.3. Elucidaciao estrutural da substancia 2

A substancia 2 foi obtida como um sélido amorfo de coloragao amarela. No espectro
de DI-MS (Figura 53) foi observado um pico base em m/z 445 [M—H] . Conforme descrito
na secdo 5.1.2, a andlise do padrdo de fragmentacgdo sugeriu que a substancia 2 corresponde

a flavona swertisina, um analogo 7-O-metilado da isovitexina (substancia 1).
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Figura 53. Espectro de massas no modo negativo da substancia 2.
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De fato, os espectros de RMN das substancias 1 e 2 apresentaram grande similaridade

(Figuras 54 e 55). No entanto, os espectros de RMN de 'H (Figuras A12 e 54B) e '3C (Figuras

A13 e 55B) da substancia 2 mostraram duplicagdo de sinais a temperatura ambiente (25 °C).
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Figura 55. Espectros de RMN de *C da (A) substancia 1 (DMSO-ds, 125 MHz) e da (B) substancia 2 (DMSO-
ds, 125 MHz).

Na regido aromatica do espectro de RMN de 'H (Figuras A12 e 54B) da substincia
2, foi observado novamente um sistema de spin AA'XX', caracterizado pelos dupletos
aromaticos em on 7,99 (4H, d, J=9,2 Hz) e 6,94 (4H, d, J = 9,2 Hz), que foram atribuidos
a H-2'/H-6' e H-3'/H-5', respectivamente, do anel B 4'-hidroxilado (VAN LOO et al., 1986).
No espectro de HSQC (Figuras A14 e 56), observaram-se os picos cruzados em ou 7,99 (H-
2'e H-6")/5c 128,79 (C-2' e C-6') e du 6,94 (H-3' e H-5")/06c 116,23 (C-3"e C-5").

Ainda na regido aromética/olefinica do espectro de RMN de 'H (Figuras A12 e 54B),
foram observados quatro simpletos. No espectro de HSQC (Figuras A14 e 56), os sinais em
ou 6,88 (1H, s) e 6,85 (1H, s) exibiram correlagdes com os sinais de carbono em oc 103,24
e 103,21, respectivamente, sendo atribuidos a H-3/C-3 do anel C. Em contraste, os protons
em on 6,86 (1H, s) e 6,84 (1H, s) apresentaram correlagcdes com os sinais de carbono em dc

90,43 e 91,28, respectivamente, e foram atribuidos a H-8/C-8 do anel A.
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A regido alifatica do espectro de RMN de 'H (Figuras A12 e 54B) apresentou sinais
duplicados referentes ao residuo de hexose (ou 4,60-3,08), cujas constantes de acoplamento
(/) e as multiplicidades foram atribuidas usando o espectro de JRES (Figura Al5). No
espectro de HSQC (Figuras A14 e 56), os sinais duplicados do proton anomérico H-1" em
ou 4,60 (1H, d, J=9,9 Hz) e 4,58 (1H, d, J = 9,9 Hz) apresentaram correlagdes com seus
respectivos sinais de carbono em dc 72,78 (C-1") e 73,01 (C-1"), cujos deslocamentos
quimicos sdo caracteristicos de C-glicosilacdo (FRANK et al., 2012). Por outro lado, a
natureza carbindlica dos demais protons foi confirmada pelas correlacdes com seus
respectivos sinais de carbonos (d¢ 82,01-61,90) (Figuras A14 ¢ 56).

Notavelmente, também foram observados dois simpletos adicionais integrados para
trés prétons, em on 3,90 (3H, s) e 3,87 (3H, s). No espectro de HSQC (Figuras A14 e 56),
esses protons exibiram picos cruzados em du 3,90/0¢ 56,71 e dn 3,87/5¢ 56,47, corroborando
a presenca de grupo metoxila na estrutura da substancia 2.

As correlagdes observadas no espectro de HMBC (Figuras Al6, 57 e 58)
confirmaram as atribui¢des dos hidrogénios referentes aos anéis B e C. Em relagdo aos
hidrogénios do anel B, o dupleto aromatico em du 7,99 (H-2'/H-6") apresentou correlagdes
com os sinais de carbono em oc 164,17/163,98 (C-2), 161,48 (C-4"), 128,79 (C-2'/C-6") e
116,23 (C-3'/C-5"). Por sua vez, o dupleto aroméatico em 6n 6,94 (H-3'/H-5") correlacionou-
se com os sinais em dc 161,48 (C-4"), 128,79 (C-2'/C-6"), 121,19 (C-1") e 116,23 (C-3'/C-5").
Em contraste, os simpletos em o 6,88 e 6,85, atribuidos ao hidrogénio olefinico H-3 do anel
C, exibiram picos cruzados em on 6,88 (H-3)/d¢ 163,98 (C-2) e 6u 6,88 (H-3)/d¢ 121,19 (C-

1), bem como em 3y 6,85 (H-3)/8¢ 164,17 (C-2) e 81 6,85 (H-3)/5¢ 121,19 (C-1").
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No espectro de HMBC (Figuras A16, 57 e 58), as correlacdes observadas para os
simpletos aromaticos em don 6,86 ¢ 6,84, atribuidos a H-8 do anel A, para os prétons
anoméricos H-1" em ou 4,60 ¢ 4,58, e para os simpletos correspondentes aos protons
metoxilicos em 6n 3,90 e 3,87 foram cruciais para confirmar as posi¢des de glicosilagdo e
metilagdo. Os picos cruzados em on 6,86 (H-8)/d¢ 109,75 (C-6) e du 6,84 (H-8)/5¢ 109,83
(C-6); on 4,60 (H-1")/d¢c 165,18 (C-7), 6u 4,60 (H-1")/0c 159,73 (C-5), du 4,60 (H-1")/6¢
109,75 (C-6), assim como em ou 4,58 (H-1")/6¢ 164,04 (C-7), ou 4,58 (H-1")/6c 160,45 (C-
5), 6u 4,58 (H-1")/6c 109,83 (C-6), corroboram a C-glicosilagao na posi¢ao 6 do anel A. Por
outro lado, as correlagdes dos simpletos em 6n 3,90 e 3,87 com os sinais dos carbonos em
dc 164,04 e 165,18, respectivamente, atribuidos a C-7, confirmam a 7-O-metilagao nesse
mesmo anel.

Finalmente, assim como no caso da substancia 1, a natureza do residuo de hexose foi
confirmada com base nas correlagdes observadas nos espectros de COSY (Figuras A17, 59B
e 59C) e HMBC (Figuras A16 e 59A), em conjunto com as constantes de acoplamento do
proton anomérico e dos préotons carbindlicos, bem como pelos deslocamentos quimicos de
seus respectivos carbonos. Desse modo, constatou-se a presen¢a de uma unidade 6-C-f-
glicopiranosil (GURST, 1991; NAKAMURA & HATTORI, 1998).

Portanto, a partir da comparag¢do dos dados de RMN obtidos (Tabelas 7 e 8) com
dados da literatura (FRANK et al., 2012), a substancia 2 foi caracterizada como a flavona
swertisina (apigenina 7-metil éter 6-C-f-glicopiranosideo) (Figura 60), corroborando a

identificagdo preliminar realizada a partir da analise por DI-MS.
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Tabela 7. Dados espectroscopicos de RMN ('H 500 MHz, '3C 125 MHz, DMSO-ds) do rotdmero 1 da substincia 2 (swertisina).

Posicao on (integral, mult., J em Hz)? COSY? oc? dcP HMBC?

Aglicona
2 - - 163,98 163,87 -
3 6,88 (1H, s) - 103,24 102,79 121,19; 163,98
4 - - 182,16 181,88 -
5 - - 159,73 159,57 -
6 - - 109,75 109,65 -
7 - - 165,18 164,92 -
8 6,86 (1H, s) - 90,43 90,16 104,29; 109,75; 156,96; 182,16
9 - - 156,96 156,70 -
10 - - 104,29 104,07 -
1 - - 121,19 120,37 -

2'e 6 7,99 (2H, d, 9,2) 6,94 128,79 128,52 116,23; 128,79; 161,48; 163,98
3'es 6,94 (2H, d, 9,2) 7,99 116,23 116,16 121,19; 128,79; 116,23; 161,48

4 - - 161,48 162,12 -

OCH3-7 3,87 (3H, s) - 56,47 56,24 165,18

6-C-p-glicopiranosideo

1" 4,60 (1H, d, 9,9) 3,99 72,78 72,58 70,45;79,17; 82,01; 109,75; 159,73; 165,18
2" 3,99 (1H, dd, 9,9 ¢ 8,4) 3,21; 4,60 70,45 70,27 72,78; 79,17; 109,75
3" 3,21 (1H, dd, 9,4 ¢ 8,4) 3,99 79,17 78,38 71,04
4" 3,08 (1H, dd, 9,4 ¢ 8,4) - 71,04 70,92 61,90; 79,17, 82,01
5" 3,14 (1H, ddd, 8,4, 5,3 ¢ 1,6) - 82,01 81,86 -
6" 3,69 (1H, dd, 10,9 e 1,6) e 3,37 (1H, dd, 10,9 e 5,3) - 61,90 61,75 71,04; 82,01

*Deslocamentos quimicos relativos aos sinais do TMS (8x 0,00 e ¢ 0,00)
®Dados da literatura de acordo com Frank et al. (2012) (DMSO-ds, *C 150 MHz)
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Tabela 8. Dados espectroscopicos de RMN ('H 500 MHz, '3C 125 MHz, DMSO-ds) do rotdmero 2 da substincia 2 (swertisina).

Posicao on (integral, mult., J em Hz)* COSY? oc? dcP HMBC?

Aglicona
2 - - 164,17 164,01 -
3 6,85 (1H, s) - 103,21 102,79 121,19; 164,17
4 - - 182,50 182,21 -
5 - - 160,45 160,31 -
6 - - 109,83 109,65 -
7 - - 164,04 163,71 -
8 6,84 (1H, s) - 91,28 91,00 104,79; 109,83; 157,07; 182,50
9 - - 157,07 156,80 -
10 - - 104,79 104,58 -
' - - 121,19 120,37 -

2'e 6 7,99 (2H, d, 9,2) 6,94 128,79 128,52 116,23; 128,79; 161,48; 164,17
3'es 6,94 (2H, d, 9,2) 7,99 116,23 116,16 121,19; 128,79; 116,23; 161,48

4 - - 161,48 162,12 -

OCH3-7 3,90 (3H, s) - 56,71 56,48 164,04

6-C-p-glicopiranosideo

1" 4,58 (1H, d, 9,9) 4,18 73,01 72,82 69,83; 79,20; 81,80; 109,83; 160,45; 164,04
2" 4,18 (1H, dd, 9,9 e 8.,4) 3,18; 4,58 69,83 69,62 73,01; 79,20; 109,83
3" 3,18 (1H, dd, 9,4 ¢ 8,4) 4,18 79,20 79,08 69,83; 70,96
4" 3,11 (1H, dd, 9,4 ¢ 8,4) - 70,96 70,83 61,90; 81,80
5" 3,14 (1H, ddd, 8,4, 5,3 ¢ 1,6) - 81,80 81,68 -
6" 3,69 (1H, dd, 10,9 e 1,6) € 3,37 (1H, dd, 10,9 ¢ 5,3) - 61,90 61,75 70,96; 81,80

2Deslocamentos quimicos relativos aos sinais do TMS (6 0,00 e 6¢ 0,00)
®Dados da literatura de acordo com Frank et al. (2012) (DMSO-ds, 1*C 150 MHz)
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Figura 60. Estrutura quimica da flavona swertisina (2), com asteriscos (*) denotando as posi¢des associadas
aos sinais duplicados observados nos espectros de RMN.

A duplicacdo de sinais em espectros de RMN de 6-C-glicosilflavonas, registrados a
temperatura ambiente (25 °C), é frequentemente relatada na literatura (ZHOU et al., 2019)
e tem sido atribuida a presenca de dois isdmeros rotacionais (rotdmeros) em interconversao
lenta (FRANK et al., 2012). A deteccao desses rotdmeros, na escala de tempo da RMN, esta
relacionada a existéncia de uma barreira de energia rotacional relativamente elevada em
torno da ligagdo C(sp*)~C(sp?) entre a fracdo glicosil e a aglicona flavona (FRANK et al.,
2012; RAYYAN et al., 2005). Embora a isovitexina (substancia 1) e a swertisina (substancia
2) sejam ambas 6-C-glicosilflavonas, no caso desta ultima ha um impedimento estérico
adicional imposto pelo substituinte OCH3-7, orto ao grupo 6-C-glicosil, o qual pode ter sido
o fator-chave que restringiu a rotagdo em torno dessa ligacdo (RAYYAN et al., 2005). Como
consequéncia, a presenca desse substituinte resultou na duplicagdo dos sinais referentes a
unidade de agucar e aos carbonos proximos a ligacao C-glicosidica (Figura 60).

Embora a barreira de energia rotacional em torno da ligagao C-glicosidica (C-1"-C-
6) nao possa ser superada sob condigdes de temperatura ambiente (25 °C), o fornecimento
de energia térmica por aquecimento pode ser suficiente para ultrapassa-la, promovendo um

equilibrio répido entre os conformeros e, consequentemente, a coalescéncia dos sinais. Frank
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e colaboradores (2012) combinaram experimentos de RMN de 'H a temperatura variavel
(VT-'H NMR) e célculos tedricos (MM2) na investigacdo da swertisina (substancia 2),
obtendo resultados consistentes com essa hipotese.

Segundo os autores, os estudos de VT-'H NMR mostraram que, a baixas
temperaturas (262 K), os sinais para os dois rotdmeros podiam ser detectados separadamente,
enquanto o aumento gradual da temperatura levou a aproximacdo e, posteriormente, a

coalescéncia dos sinais em 321 K, evidenciando o inicio da interconversdo rapida (Figura

61).

262 K

305 K

321 K

Figura 61. Variagdes no sinal do proton quelato OH-5 no espectro de RMN de 'H da swertisina em fungdo da
temperatura (Adaptado de FRANK ez al., 2012).
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Adicionalmente, experimentos de T-ROESY a 262 K revelaram correlagdes
espaciais fracas entre os respectivos protons metoxilicos (OCH3-7) e os protons H-1" e H-
2", indicando rotagdo lenta da unidade S-C-glicopiranosil em torno da ligacao C-1"-C-6.
Nessa perspectiva, foi proposto que, em um dos conférmeros, o préton H-1" encontra-se
orientado de forma syn em relagdo ao grupo OCH3-7, enquanto no outro, essa orientagao syn
¢ assumida pelo proton H-2". Complementarmente, calculos tedricos (MM?2) identificaram
duas conformagdes de energia minima (Figura 62) separadas por uma barreira de energia
rotacional (AG”ot) de aproximadamente 70 kJ mol!, valor em excelente concordancia com
o determinado experimentalmente (~71 kJ mol™). Desse modo, os autores afirmam que, em
conjunto, esses resultados confirmam que a duplicacdo dos sinais nos espectros de RMN a
262 K da swertisina decorre da rotacdo restrita em torno da ligacdo C-glicosidica, em

consequéncia do impedimento estérico ocasionado pela presenga do grupo OCH3s-7.

BE,
Figura 62. Representagdes 3D das conformagdes de energia minima da swertisina, correspondentes aos
rotdmeros a ¢ b (Adaptado de FRANK et al., 2012).
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5.3.4. Elucidacio estrutural da substancia 3 e da substancia 4

As substancias 3 e 4 foram obtidas como s6lidos amorfos de coloragdo amarela. No

espectro de DI-MS da substancia 3 (Figura 63A) foi observado um pico base em m/z 563

[M—H]-, enquanto o espectro da substancia 4 (Figura 63B) exibiu um pico base em m/z 577

[M—H] . A andlise do padrdo de fragmentacdo, detalhada nas secdes 5.1.3 e 5.1.4, sugeriu

que as substancias 3 e 4 correspondem, respectivamente, a derivados 2"-O-pentosil da

isovitexina (substancia 1) e da swertisina (substancia 2).
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Figura 63. Espectros de massas no modo negativo da (A) substancia 3 e da (B) substancia 4.
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Diversas similaridades entre os espectros de RMN 'H (Figuras 54, A18, A19) e 13C
(Figuras 55, A20, A21) dessas quatro substincias foram identificadas. Na regido
aromatica/olefinica dos espectros de RMN 'H das substancias 3 e 4 (Figura 64), observou-
se 0 mesmo conjunto de sinais descrito para as substancias 1 e 2 (Secdes 5.3.2 ¢ 5.3.3),
incluindo um sistema de spin AA'XX' compativel com H-2'/H-6' e H-3'/H-5' do anel B 4'-
hidroxilado, além de um simpleto referente a H-3 do anel C e outro simpleto correspondente
a H-8 do anel A (VAN LOO et al., 1986). Por outro lado, na regido alifatica (Figura 65),
além do conjunto de sinais relativos ao residuo de C-hexose, previamente detectado nos
espectros das substancias 1 e 2, também foram observados sinais compativeis com uma
segunda unidade de acucar. Além disso, especificamente para a substincia 4, foram
observados sinais caracteristicos de protons metoxilicos, ¢ seus espectros (Figuras A19 e
A21) exibiram duplicagdo de sinais a temperatura ambiente (25 °C), sugerindo a presenga de
dois rotdmeros com interconversdo lenta, assim como descrito anteriormente para a

substancia 2 (Secdo 5.3.3).
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Para ambas as substancias 3 e 4, as constantes de acoplamento (J) e as multiplicidades
dos protons anoméricos e carbindlicos foram determinadas usando os espectros de JRES
(Figuras A22 e A23). Todos os sinais de prétons e carbonos referentes as agliconas e aos
residuos de agticar foram atribuidos com base nas correlagdes observadas nos espectros de
HSQC (Figuras A24 e A25), HMBC (Figuras A26 ¢ A27) e COSY (Figuras A28 e A29).
Em conjunto, esses dados suportam a caracterizagdo do residuo de C-hexose como uma
unidade f-glicopiranosil ligada a posi¢do 6 do anel A em ambas as substancias (Figuras 66-
70) (GURST, 1991; NAKAMURA & HATTORI, 1998). Além disso, para a substancia 4,
as correlagdes observadas no espectro de HMBC para os simpletos correspondentes aos
prétons metoxilicos (Figuras A27 e 67) confirmam a O-metilagdo na posicao 7 do anel A.

Por outro lado, a natureza da unidade 2"-O-pentosil terminal presente nas duas
substancias, que nao pode ser caracterizada a partir das analises por DI-MS, foi confirmada
pela presencga de sinais de RMN correspondentes a um grupo metino (posi¢ao 2"), dois
grupos metileno (posi¢des 4™ e 5"') e um carbono quaternario (posi¢do 3"), tipicos do agtcar
apiose (Figura A30) (ANDERSEN et al., 2010; AQUINO ef al., 2001). Além disso, as
correlagdes observadas nos espectros de HMBC (Figuras 68-70) entre o sinal do proton
anomérico H-1" e os sinais do carbono quaternario C-3"' e do carbono metilénico C-4"
corroboram a estrutura furanose deste substituinte (ANDERSEN et a/., 2010; AQUINO et
al., 2001). Complementarmente, a correlacao entre H-1" e o sinal do carbono C-2" do anel
C-p-glicopiranosil confirma a ligagdo glicosidica do tipo 1—2 entre os residuos de agticar

nas duas substancias, assim como sugerido pelas anélises por DI-MS.
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Figura 66. Correlacdes-chave observadas no espectro de (A) HMBC (*H 500 MHz, *C 125 MHz, CD30D) para os protons dos (B) anéis A, B e C, bem como para o proton anomérico do residuo de C-
hexose da substancia 3.
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Figura 67. Correlagdes-chave observadas no espectro de (A) HMBC (*H 500 MHz, *C 125 MHz, CD3;0D) para os prétons dos anéis A, B e C, bem como para os protons anoméricos dos residuos de C-
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Figura 68. Correlagdes-chave observadas no espectro de (A) COSY ('H 500 MHz, CD;OD) e no espectro de (B) HMBC ('H 500 MHz, '3C 125 MHz, CD;0D) para os protons dos residuos de agticar da
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Figura 70. Correlagdes-chave observadas no espectro de (A) HMBC (‘H 500 MHz, *C 125 MHz, CD30D) e no espectro de COSY (‘H 500 MHz, CD50D) para os protons dos residuos de agtcar da (A)
substancia 3, bem como do (B) rotimero 1 e do rotdmero 2 da substancia 4.
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Finalmente, a configuracio do carbono anomérico C-1" da fracao 2"-O-apiofuranosil
foi estabelecida com base nas constantes de acoplamento e nas multiplicidades dos sinais
atribuidos a H-1" e H-2"'. As constantes de acoplamento vicinal préton-proton (3Jun)
dependem fortemente do angulo diedro (¢uccH) entre os protons acoplados, relagdo que €
descrita pelas equagdes do tipo Karplus (VAZQUEZ et al., 2018). Essas equagdes permitem
prever a magnitude de *Jun a partir do valor de ¢uccw, o qual pode ser estimado mediante
otimizagdo da estrutura molecular por calculos tedricos. Assim, as constantes de
acoplamento previstas pelas equagdes generalizadas de Karplus podem ser diretamente
comparadas com os valores obtidos experimentalmente. Essa abordagem tem se mostrado
particularmente 1til na determinagdo estereoquimica de produtos naturais estruturalmente
complexos (OLIVEIRA et al., 2025; VAZQUEZ etal., 2018).

No caso da substancia 4, o angulo diedro entre H-1" e H-2"' calculado para a
configuracdo £ foi de 108,58° (Figura 71B), resultando em uma constante de acoplamento
relativamente baixa (*Jun =~ 1,8 Hz, de acordo com a equagdo de Barfield). Em contraste,
para a configuragdo a, o angulo diedro tedrico de 34,89° entre os mesmos préotons (Figura
71A) corresponderia a uma constante de acoplamento significativamente maior (*Jun = 5,7
Hz, segundo a equagado de Karplus). Esses valores tedricos estdo em consonancia com dados
da literatura, que descrevem constantes de acoplamento entre H-1"" e H-2"" proximas de 2,0
Hz para unidades O-f-apiofuranosil e em torno de 5,0 Hz para unidades O-a-apiofuranosil
(AQUINO et al., 2001; ZHANG et al., 2018). Dessa forma, a convergéncia entre o valor
previsto e os valores experimentais (d, *Jun = 1,2 Hz para a substancia 3; d, *Jun = 1,7 Hz
para a substancia 4) confirma que o carbono anomérico C-1" apresenta configuragdo f em

ambas as substancias.

155



7
4

Figura 71. Representacdes 3D das estruturas quimicas otimizadas dos epimeros (A) a e (B) S da substancia 4,
destacando os angulos diedros tedricos entre os hidrogénios H-1" e H-2" (A Autora, 2025).

Assim, com base na compara¢ao dos dados de RMN (Tabelas 9-11) com a literatura,
as substancias 3 e 4 foram caracterizadas como as flavonas apigenina 6-C-[f-apiofuranosil-
(1—-2)]-p-glicopiranosideo (TSOLMON et al., 2021) e precatorina III (apigenina 7-metil
éter 6-C-[f-apiofuranosil-(1—2)]-S-glicopiranosideo) (NAKAMURA & HATTORI, 1998),

respectivamente (Figuras 72 e 73). Este € o primeiro registro dessas substancias na familia
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Loganiaceae. A substancia 3 havia sido reportada apenas uma vez em toda a literatura,

enquanto a substancia 4, somente duas, evidenciando sua raridade.
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Tabela 9. Dados espectroscopicos de RMN ('H 500 MHz, '*C 125 MHz, CDs0D) da substincia 3 (apigenina 6-C-[B-apiofuranosil-(1—2)]-3-glicopiranosideo).

Posicio on (integral, mult., J em Hz)? COSY? oc? dcP HMBC?
Aglicona
2 - - 166,2 166,1 -
3 6,61 (1H, s) - 103,9 103,8 105,1; 123,2; 166,2; 184,0
4 - - 184,0 183.,9 -
5 - - 161,4 161,3 -
6 - - 109,6 109,5 -
7 - - 165,2 164,9 -
8 6,51 (1H, s) - 95,8 95,7 105,1; 109,6; 158,7; 165,2; 184,0
9 - - 158,7 158,6 -
10 - - 105,1 105,1 -
1 - - 123,2 122,9 -
2'e 6 7,84 (2H, d, 9,2) 6,93 129,5 129,4 117,1; 129,5; 162,9; 166,2
3'es 6,93 (2H, d, 9,2) 7,84 117,1 117,0 117,1; 123,2; 129,5; 162,9
4 - - 162,9 162,7 -
6-C-f-glicopiranosideo
1" 4,90 (1H, d, 10,0) 4,24 73,7 73,6 109,6; 161,4; 165,2
2" 4,24 (1H, m) 4,90 76,8 76,7 -
3" 3,59 (1H, m) 4,24 80,9 80,8 -
4" 3,47 (1H, m) - 71,8 71,6 82,6
5" 3,37 (1H, m) 3,73 82,6 82,5 -
6" 3,87 (1H, dd, 12,2¢2,4) e 3,73 (1H, dd, 12,2 ¢ 5,5) 3,37, 3,73 62,7 62,7 71,8; 82,6
2"-O-f-apiofuranosil
1" 5,32 (1H, d, 1,2) 3,80 111,0 110,9 75,0; 76,8; 80,7
2" 3,80 (1H, d, 1,2) 5,32 78,0 78,0 66,2; 75,0; 80,7; 111,0
3" - - 80,7 80,6 -
4" 3,26 (1H, d, 9,6) € 2,70 (1H, m) 2,70; 3,26 75,0 74,9 78,0; 80,7; 111,0
5" 3,41 (1H,d, 11,6) e 3,21 (1H, m) 3,21; 3,41 66,2 66,1 75,0; 78,0; 80,7

2Deslocamentos quimicos relativos aos sinais do TMS (01 0,00 e d¢ 0,0)
®Dados da literatura de acordo com Tsolmon et al. (2021) (CD;OD, '3C 100 MHz)
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Tabela 10. Dados espectroscopicos de RMN (‘H 500 MHz, '*C 125 MHz, CDs;0D) do rotdmero 1 da substincia 4 (precatorina III).

Posicao on (integral, mult., J em Hz)* COSY? oc? dcP HMBC?
Aglicona
2 - - 166,58 163,6 -
3 6,67 (1H, s) - 104,20 103,1 105,76; 122,87; 166,58; 183,98
4 - - 183,98 181,8 -
5 - - 161,09 159,1 -
6 - - 110,67 109,44 -
7 - - 167,30 165,1 -
8 6,75 (1H, s) - 92,04 91,1 105,76; 110,67; 159,32; 167,30; 183,98
9 - - 159,32 156,9 -
10 - - 105,76 104,1 -
' - - 122,87 120,9 -
2'e 6 7,89 (2H, d, 9,2) 6,93 129,65 128,6 117,26; 129,65; 163,38; 166,58
3'es 6,93 (2H, d, 9,2) 7,89 117,26 116,0 117,26; 122,87; 129,65; 163,38
4 - - 163,38 161,3 -
OCH3z-7 3,94 (3H, s) - 56,84 56,4 92,04; 167,30
6-C-p-glicopiranosideo
" 4,89 (1H, d, 10,0) 4,37 72,93 71,1 76,76; 81,09; 82,58; 110,67; 161,09; 167,30
2" 4,37 (1H, dd, 10,0 e 8,8) 3,56; 4,89 76,76 74,2 72,93; 81,09; 111,06
3" 3,56 (1H, dd, 9,0 e 8.8) 3,36; 4,37 81,09 79,0 72,32; 76,76
4" 3,36 (1H, dd, 9,9 € 9,0) - 72,32 70,9 63,47; 82,58
5" 3,35(1H, ddd, 9,9, 6,3 € 2,3) 3,65 82,58 81,8 -
6" 3,88 (1H, dd, 12,0 e 2,3) ¢ 3,65 (1H, dd, 12,0 ¢ 6,3) 3,35; 3,65; 3,88 63,47 61,8 72,32; 82,58
2"-O-p-apiofuranosil
" 5,28 (1H, d, 1,7) 3,77 111,06 109,0 74.,95; 76,76; 80,62
2" 3,77 (1H, d, 1,7) 5,28 77,80 75,6 66,06; 74,95; 111,06
3" - - 80,62 79,5 -
4™ 3,25 (1H, d, 9,4) ¢ 2,59 (1H, d, 9,4) 2,59; 3,25 74,95 73,6 66,006; 77,80; 80,62; 111,06
5" 3,37 (1H,d, 11,5)e 3,16 (1H, d, 11,5) 3,16; 3,37 66,06 64,5 74,95; 77,80; 80,62

2Deslocamentos quimicos relativos aos sinais do TMS (81 0,00 e d¢ 0,00)
"Dados da literatura de acordo com Nakamura e Hattori (1998) (DMSO-ds, '3C 75 MHz)
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Tabela 11. Dados espectroscopicos de RMN ('H 500 MHz, '*C 125 MHz, CD;0D) do rotdmero 2 substincia 4 (precatorina I1I).

Posicio on (integral, mult., J em Hz)? COSY? oc? dcP HMBC?
Aglicona
2 - - 166,58 163,7 -
3 6,67 (1H, s) - 104,13 103,1 106,21; 122,87; 166,58; 184,27
4 - - 184,27 182,1 -
5 - - 162,11 160,5 -
6 - - 110,78 109,5 -
7 - - 165,39 163,1 -
8 6,76 (1H, s) - 91,23 90,1 106,21; 110,78; 159,12; 165,39; 184,27
9 - - 159,12 156,7 -
10 - - 106,21 104,5 -
' - - 122,87 120,9 -
2'e 6 7,89 (2H, d, 9,2) 6,93 129,63 128,6 117,26; 129,63; 163,38; 166,58
3'es 6,93 (2H, d, 9,2) 7,89 117,26 116,0 117,26, 122,87; 129,63; 163,38
4 - - 163,38 161,3 -
OCH3-7 3,96 (3H, s) - 57,04 56,5 91,23; 165,39
6-C-p-glicopiranosideo
1" 4,85 (1H, d, 10,0) 4,52 73,38 71,2 76,48; 81,09; 82,58; 110,78; 162,11; 165,39
2" 4,52 (1H, dd, 10,0 e 8,8) 3,54; 4,85 76,48 74,0 73,38; 81,09; 110,96
3" 3,54 (1H, dd, 9,0 ¢ 8,8) 3,43;4,52 81,09 79,1 72,06; 76,48
4" 3,43 (1H, dd, 9,9 € 9,0) - 72,06 70,9 63,38; 81,09; 82,58
5" 3,32 (1H, ddd, 9,9, 6,3 € 2,3) 3,68 82,58 81,5 -
6" 3,86 (1H, dd, 12,0 e 2,3) ¢ 3,68 (1H, dd, 12,0 ¢ 6,3) 3,32; 3,68; 3,86 63,38 61,8 72,06; 82,58
2"-O-p-apiofuranosil
" 5,29 (1H, d, 1,7) 3,76 110,96 108,9 74,84; 76,48; 80,62
2" 3,76 (1H, d, 1,7) 5,29 77,87 75,7 65,90; 74,84; 110,96
3" - - 80,62 79,5 -
4™ 3,20 (1H, d,9,4) e 2,73 (1H, d, 9,4) 2,73; 3,20 74,84 73,4 65,90; 77,87; 80,62; 110,96
5" 3,33 (1H, d, 11,5) e 3,25 (1H, d, 11,5) - 65,90 64,5 74,84; 77,87; 80,62

2Deslocamentos quimicos relativos aos sinais do TMS (6 0,00 e 6¢ 0,00)
®Dados da literatura de acordo com Nakamura e Hattori (1998) (DMSO-ds, '3C 75 MHz)
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Figura 73. Estrutura quimica da flavona precatorina III (4), com asteriscos (*) denotando as posigdes
associadas aos sinais duplicados observados nos espectros de RMN.

A duplicagdo de sinais observada nos espectros de RMN da substancia 4 (precatorina
IIT) resulta do mesmo fendmeno conformacional previamente descrito para a substancia 2
(swertisina) (Secdo 5.3.3), da qual difere apenas pela adicdo de uma unidade 2"-O-pentosil.
Esse comportamento ¢ atribuido principalmente a interconversao lenta entre rotameros na

escala de tempo da RMN, decorrente da restricio da rotagdo em torno da ligacdo C-
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glicosidica. Tal restri¢do ¢ causada pelo impedimento estérico significativo imposto pelo
grupo OCHs-7 em posi¢do orto ao substituinte 6-C-glicosil (RAYYAN et al., 2005). A
auséncia de duplicacdo de sinais nos espectros de RMN da substancia 3, um derivado 2"-O-
pentosil da substancia 1 (isovitexina), assim como da prépria substancia 1, refor¢a que a
restricdo conformacional ¢ determinada principalmente pelo grupo OCHs-7,

independentemente do substituinte 2"-O-pentosil.

5.4. Racionaliza¢ao da seletividade cromatografica para as substancias-alvo da fracio
metanolica das folhas de S. subcordata com base no modelo HSM

Em um esforgo para racionalizar a seletividade cromatografica observada para os
glicosideos de flavonoides investigados, particularmente isoflavonas, a discussao a seguir ¢
apresentada e tem como base o modelo de subtragdo hidrofébica (HSM) de Snyder
(MARCHAND et al., 2008; SNYDER et al., 2004). De acordo com este modelo, a
seletividade da coluna ¢ definida por cinco principais interagdes soluto-fase estacionaria:
hidrofobicidade (H), resisténcia estérica (S¥), acidez da ligacdo de hidrogénio (A),
basicidade da ligacdo de hidrogénio (B) e capacidade de troca cationica (C).

A subcordatina (5) apresentou a menor reten¢do nas colunas C18, PFP, C8 e CN
quando comparada as demais substancias (Figura 74). Para as colunas C18, PFP e C8, essa
retengdo reduzida pode ser atribuida a resisténcia estérica (S*) (Tabela A1). De acordo com
o HSM, colunas com valores mais elevados de S* discriminam mais fortemente solutos
volumosos (MARCHAND et al., 2008; SNYDER et al., 2004). A subcordatina (5) € um O-
diglicosideo com elevada massa molecular e apresenta flexibilidade conformacional em
torno da ligagdo O-glicosidica aglicona-agucar, como evidenciado pela auséncia de

duplicacdo de sinais em seus espectros de RMN. Consequentemente, ela pode ser
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caracterizada como o0 membro mais volumoso da série e, portanto, sua interagdo com essas
fases ¢ limitada.

A coluna CN representa um caso contrastante. Fases ligadas a nitrila tipicamente
apresentam menor hidrofobicidade (H) e resisténcia estérica reduzida (S*) (Tabela A1), em
decorréncia do alinhamento dos grupos nitrila, o que favorece o acesso de solutos volumosos
(CROES et al., 2005; MARCHAND et al., 2008; SNYDER et al., 2004). Com base nesses
parametros, seria esperado que substancias polares, como a subcordatina (5), apresentassem
forte retengdo. No entanto, seu comportamento na coluna CN foi comparavel ao observado
na coluna C8, apesar do uso de uma fase movel mais fraca (20 % de metanol vs. 35 % de
metanol). Essa discrepancia evidencia que, na pratica, fatores adicionais — como a
seletividade da forca do solvente e diferengas sutis na quimica da fase estacionaria —
modulam a retengdo para além do que ¢ previsto pelo HSM (MARCHAND et al., 2008;
SNYDER et al., 2004). Conforme destacado por Marchand e colaboradores (2008), embora
o HSM fornega uma descri¢cdo abrangente da seletividade da coluna, desvios podem ocorrer
devido aos processos de fabricacio da coluna, a eficiéncia do end-capping ou a
heterogeneidade da superficie da particula.

5,00
450
4,00
3,50 A
3,00
2,50 -
2,00 1
150 -
1,00 A

0,50 A
0,00 -

fator de retengao (k)

C18 C8 PFP Fenil-Hexil CN Bifenil
Colunas

Wisovitexina(1) @swertisina(2) @ apigenina 6-C-[B-apiofuranosil-(1—2)]-B-glicopiranosideo(3) M precatorina I1l(4) B subcordatina(5)

Figura 74. Grafico de barras mostrando o fator de reten¢do (k) para as substincias 1 a 5 nas seis colunas
cromatograficas avaliadas.
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Em contraste com sua fraca reten¢ao nas colunas C18, PFP, C8 e CN, a subcordatina
(5) exibiu forte retencdo em colunas do tipo fenil, particularmente na coluna bifenil (Figura
74). Esse comportamento pode ser atribuido a uma maior extensdo das interagdes n-m, que
desempenham um papel predominante no mecanismo de retengdo de compostos aromaticos
nessas fases estacionarias (CROES et al., 2005; FERRO et al., 2019; JANDERA et al., 2017,
SNYDER et al., 2004). A compatibilidade conformacional entre o angulo diedro das
isoflavonas (44—48° entre o plano do anel B e o plano da por¢do benzopiranona) (THE et
al., 2019; TOSOVIC et al., 2015) ¢ o dos grupos bifenil (~46,8°) (TRUJILLO & MATTA,
2007) provavelmente intensifica o empilhamento n—n, explicando a retengao excepcional da
subcordatina (5). Essas observagdes também estdo de acordo com Croes e colaboradores
(2005), que demonstraram que fases fenil amplificam as intera¢des n—n (P), particularmente
em sistemas metanol-adgua, nos quais tais interagdes nao sdo competitivamente suprimidas
pela fase movel. Assim, a forte contribuicdo n—m observada para a subcordatina (5) reforga
a capacidade do HSM de racionalizar a reten¢cdo quando a estrutura do soluto e a quimica da
fase estacionaria favorecem interagdes aromaticas.

A 1sovitexina (1) e a swertisina (2) (C-monoglicosideos de flavonas), bem como a
apigenina 6-C-[f-apiofuranosil-(1—2)]-f-glicopiranosideo (3) e a precatorina III (4) (O,C-
diglicosideos de flavonas), apresentaram comportamento semelhante nas colunas C18 e PFP,
com a reten¢do seguindo a ordem ks = ks < ki = k. (Figura 74). Nesse caso, a resisténcia
estérica (S*) novamente parece modular a separacao de glicosideos estruturalmente analogos
(MARCHAND et al., 2008; SNYDER et al., 2004). Contudo, nas colunas C8, fenil-hexil e
bifenil, a ordem de retencgdo foi alterada para ks <ki <ks <k, indicando um papel dominante

da hidrofobicidade (H). A presenca de grupos metoxila nas estruturas da swertisina (2) e da
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precatorina III (4) intensificou as intera¢des hidrofdbicas, enquanto as contribui¢des m—m
aumentaram significativamente a seletividade na coluna bifenil (CROES et al., 2005).

Por fim, os perfis de retencdo comparaveis observados para as colunas C8 e CN ao
longo da série de substancias (Figura 74) ilustram que, embora o HSM fornec¢a um arcabougo
preditivo robusto e abrangente para a seletividade em modo reverso, a retengdo pode ser
influenciada pelo perfil quimico especifico da amostra. Assim, as interagdes aqui propostas
devem ser consideradas representativas da presente série de substancias, e nao

universalmente aplicaveis a todas as misturas de flavonoides.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, uma abordagem de cromatografia liquida bidimensional (2D-LC) no
modo offline single heart-cutting foi aplicada com sucesso para o isolamento de glicosideos
de flavonoides das folhas de S. subcordata Spruce ex Benth., levando a identificag¢do de dois
glicosideos de  flavonoides raros (apigenina  6-C-[f-apiofuranosil-(1—2)]-4-
glicopiranosideo e apigenina 7-metil éter 6-C-[S-apiofuranosil-(1—2)]-f-glicopiranosideo)
e a descoberta de uma isoflavona ndo relatada anteriormente, denominada aqui como
subcordatina.

Embora vérias estratégias de 2D-LC offline tenham sido relatadas aqui, a
combinagio de uma coluna semipreparativa C18 na primeira dimensdo ('D) e uma coluna
analitica bifenil na segunda dimensio (*D) proporcionou ortogonalidade e resolugio dtimas,
permitindo o isolamento eficiente de substancias estruturalmente relacionadas com
rendimentos mais elevados.

A subcordatina apresentou retengao notavelmente mais forte nas colunas do tipo fenil
— especialmente na coluna bifenil — o que foi atribuido as interagdes n—n predominantes.
Essas interagcdes foram provavelmente intensificadas por similaridades conformacionais
entre a substancia e os grupos bifenil da fase estaciondria. No geral, essas descobertas
mostram a importancia de interagdes moleculares especificas para atingir a seletividade
cromatografica e destacam o potencial da 2D-LC no modo offline single heart-cutting como
uma ferramenta poderosa para isolar metabolitos estruturalmente complexos de extratos de
produtos naturais.

Além disso, este estudo revelou a espécie S. subcordata como uma fonte de
substancias biologicamente promissoras, expandindo o conhecimento fitoquimico do género

Strychnos.
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7. PRODUCAO CIENTIFICA 2024-2026
A seguir, sdo listadas as referéncias dos artigos cientificos publicados a partir de
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APENDICES

Tabela Al. Fator de similaridade (F) e parametros de seletividade das seis colunas cromatograficas avaliadas.

F; Coluna H S A B C(2.8) C(7.0) Tipo Designacdo USP  Fabricante

0 Luna PFP(2) 0,753  -0,076  -0,382  -0,051 0,088 0,548 F L43 Phenomenex
5,26 Luna Fenil-Hexil 0,782  -0,118 -0,277 -0,004 0,004 0,387 fenil L11 Phenomenex
5,50 Luna CN 0,452 -0,112 -0,323 -0,024 0,439 1,321 CN L10 Phenomenex
11,44 Kinetex Bifenil 100A 0,697 -0,173 -0,583 0,034 0,122 0,817 fenil L11 Phenomenex

0 Luna Fenil-Hexil 0,782  -0,118 -0,277 -0,004 0,004 0,387 fenil L11 Phenomenex
4,39 Luna CN 0,452 -0,112 -0,323 -0,024 0,439 1,321 CN L10 Phenomenex
10,75 Kinetex Bifenil 100A 0,697 -0,173 -0,583 0,034 0,122 0,817 fenil L11 Phenomenex

0 Luna CN 0,452 -0,112 -0,323 -0,024 0,439 1,321 CN L10 Phenomenex
10,36 Kinetex Bifenil 100A 0,697 -0,173  -0,583 0,034 0,122 0,817 fenil L11 Phenomenex

H — hidrofobicidade, S — resisténcia estérica, A — acidez da ligacdo de hidrogénio, B — basicidade da ligag@o de hidrogénio, C — troca catidnica
Dados do Banco de Dados USP-PQRI disponiveis em https://apps.usp.org/app/USPNF/columnsDB.html
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Figura A1l. Cromatograma da fragdo metanolica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna Luna
C18(2) (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 um), metanol como modificador organico (B) em 4gua (A) no modo de
eluicdo gradiente (0—24 min 20-80% B, 24-34 min 80% B) a uma vazdo de 1,00 mL min™', monitorada a 240
e 350 nm.
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Figura A2. Cromatograma da fracdo metanolica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna
Kinetex C8 (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 um), metanol como modificador organico (B) em 4gua (A) no modo
de eluicdo gradiente (0—24 min 20-80% B, 24-34 min 80% B) a uma vazao de 1,00 mL min', monitorada a
240 e 350 nm.
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Figura A3. Cromatograma da fragdo metanolica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna Luna
PFP(2) (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 um), metanol como modificador organico (B) em agua (A) no modo de
elui¢do gradiente (0—24 min 20-80% B, 24-34 min 80% B) a uma vazao de 1,00 mL min™', monitorada a 240
e 350 nm.
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Figura A4. Cromatograma da fragdo metanolica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna Luna
fenil-hexil (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 pm), metanol como modificador organico (B) em agua (A) no modo
de eluicdo gradiente (024 min 20-80% B, 24-34 min 80% B) a uma vazio de 1,00 mL min™', monitorada a
240 e 350 nm.
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Figura AS. Cromatograma da fracdo metanolica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna Luna
CN (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 pm), metanol como modificador organico (B) em 4gua (A) no modo de
elui¢do gradiente (0—24 min 20-80% B, 24-34 min 80% B) a uma vazao de 1,00 mL min™', monitorada a 240
e 350 nm.
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Figura A6. Cromatograma da fracdo metanolica das folhas de S. subcordata, obtido usando uma coluna
Kinetex bifenil 100A (150 mm x 4,6 mm, 100 A, 5 um), metanol como modificador organico (B) em agua (A)
no modo de elui¢do gradiente (0—24 min 20-80% B, 24-34 min 80% B) a uma vazdo de 1,00 mL min!,
monitorada a 240 e 350 nm.
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Tabela A2. Fatores de retencdo relativa (FRR) calculados para cada par de substincias nas seis colunas
cromatograficas avaliadas.

Fatorderetengio ;g g  PFP  Fenil-Hexil CN Bifenil

relativa
ki/ks 1,0 1,1 1,0 1,1 1,2 1,2
ki/ks 1,0 - 1,0 - 1,0 -
ki/ks 1,4 1,2 1,7 - 1,5 -
ko/ki 1,1 1,2 1,0 1,4 1,2 1.9
ko/ks 1,1 1,2 1,1 1,5 1.4 23
ko/ka 1,1 1,1 1,1 1,2 1,2 1,4
ko/ks 1,5 1,5 1,8 1,3 1,7 -
ks/ks 1,0 - - - - -
ks/ks 1,4 1,2 1,7 - 1,2 -
ka/ki - 1,1 - 1,1 - 1,4
ka/ks - 1,1 1,0 1,3 1,1 1,7
ka/ks 1,4 1,3 1,7 1,1 1,4 -
ks/ki - - - 1,1 - 2,0
ks/ka - - - - - 1,0
ks/ks - - - 1,2 - 2,4
ks/ka - - - - - 1,4
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Figura A9. Mapa de correlagio COSY ('H 500 MHz, DMSO-d;) da substancia 5.
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Figura A19. Espectro de RMN de 'H (com supressdo do sinal da 4gua) da substancia 4 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura A20. Espectro de RMN de '3C da substancia 3 (CD;0D, 125 MHz).
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Figura A21. Espectro de RMN de '3C da substincia 4 (CD;0D, 125 MHz).
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Figura A22. Ampliacio da regido de prétons anoméricos e protons carbinélicos no mapa de contorno JRES
("H 500 MHz, CD;0D) da substancia 3.
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Figura A23. Ampliagdo da regido de protons anoméricos e protons carbinoélicos no mapa de contorno JRES
(*H 500 MHz, CD;0D) da substancia 4.
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Figura A24. Mapa de correlagio HSQC ('H 500 MHz, '3C 125 MHz, CD;0D) da substancia 3.
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Figura A25. Mapa de correlagio HSQC ('H 500 MHz, '3C 125 MHz, CD;0D) da substancia 4.
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Figura A26. Mapa de correlagio HMBC (‘H 500 MHz, '3C 125 MHz, CD;0D) da substancia 3.
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Figura A27. Mapa de correlagio HMBC (‘H 500 MHz, '3C 125 MHz, CD;0D) da substancia 4.
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Figura A28. Mapa de correlagio COSY ('H 500 MHz, CD;0D) da substancia 3.
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Figura A29. Mapa de correlagio COSY ('H 500 MHz, CD;0D) da substancia 4.
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Figura A30. Sinais tipicos da pentose apiose observados nos espectros de HSQC ('H 500 MHz, '*C 125 MHz, CD;0D) das substancias (A) 3 e (B) 4.
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