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BAY, Márcia. Estudo químico-farmacológico das folhas de Bocageopsis multiflora, 

Duguetia quitarensis, Fusaea longifolia e Guatteria punctata (Annonaceae). 

(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia). Universidade Federal de Mato Grosso-

UFMT – Cuiabá, 2022. 

RESUMO 

 

As Annonaceas, que são frequentes nas florestas tropicais, apresentam uma 

diversificada produção de metabolitos secundários. Portanto, a fim de contribuir sobre o 

conhecimento científico desta família, estudou-se as espécies Bocageopsis multiflora 

(BM), Duguetia quitarensis (DG), Fusaea longifolia (FL) e Guatteria punctata (GP) 

comumente encontradas no Estado de Rondônia. Espécies da família Annonaceae são 

conhecidas por suas citações etnobotânicas, apresentando uma ampla gama de 

propriedades farmacológicas. Diante desse pressuposto foram escolhidas essas espécies 

para o estudo químico e biológico. As folhas foram coletadas, secas em temperatura 

ambiente, trituradas e extraído os óleos essenciais (OEs) com o aparelho tipo Clevenger 

modificado. Análises por CG-EM levaram à identificação de 23 (BG), 20 (DQ), 21 (FL) e 

23 (GP) constituintes, observando-se a predominância dos sesquiterpenos e seus 

derivados oxigenados, sendo o (E)-cariofileno um dos constituintes presentes em todas as 

espécies investigadas em maior concentração. Nos testes biológicos realizados com OEs, 

observou-se atividade in vitro frente ao Trypanosoma cruzi, nos quais todos mostraram-

se ativos, destacando o  da G. punctata (CI50
 = 0,029 ± 0,014 µg/mL) que foi 34 vezes 

mais ativo que o benznidazol utilizado como padrão de referência. Destacam-se também 

os resultados promissores para a atividade antibacteriana apresentada pelos OEs, sendo o 

OE de BG o mais  ativo contra as cepas Gram-negativas e Gram-positivas, e o OE de FL 

contra bactérias Gram-negativas. Com os extratos brutos etanolico e metanolico das 

folhas, quando realizado os testes fitoquímicos preliminares confirmaram a presença de 

fenóis e taninos para BG, FL, GP, flavonoides DQ, alcaloides para DQ, GP e esteroides e 

triterpenos para FL e GP. Na determinação do teor de fenóis totais a BM apresentou 

também o melhor valor de CE50 para os extratos brutos etanólico (11,1 µg/mL ±0,24) e 

metanólico (4,2 µg/mL ±0,75). Através da técnica de desreplicação por infusão direta 

(IES-EM) do extrato metanólico de DQ(EMDq) foi possível identificar quatro alcaloides 

aporfínicos, enquanto que no  extrato da GP(EMGp) foram identificados vinte alcaloides 

através de cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas 

(UHPLC-QTOF-MS), sendo nove do tipo benzilisoquinolínico, sete aporfínico, um 
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oxoaporfínico, um isoquinolinico simples e dois de outras classes:  um pirrolidínico e 

outro do tipo azaantracênico. Os resultados obtidos acerca dos constituintes fixos das 

espécies DQ e GP contribuem com a classificação destas espécies dentro da família 

Annonaceae, uma vez que os alcaloides derivados de isoquinolina estão presentes na 

maioria dos gêneros pertencentes a esta família. Os extratos brutos nas concentrações de 

1, 3, 9, 27, 81 e 243 µg.mL-1 apresentaram considerável atividade antioxidante nos 

ensaios realizados pelo método do DPPH, apresentando a melhor atividade para BM. A 

atividade antibacteriana dos extratos brutos etanólicos e metanólicos quando avaliada 

pelo método de difusão em Ágar – técnica do poço, todas as amostras testadas foram 

inativas frente aos microrganismos testados: Escherichia coli enterohemorrágica, 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella entérica subsp. Typhimurium, Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus sumulans. 

 

Palavras-chave: Óleo Essencial; Extrato Bruto; Alcalóides; HRQTOF-ESI/MS 
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ABSTRACT 

 

Annonaceae are frequently found in tropical rainforests, and present a wide variety of 

secondary metabolites. Therefore, in order to contribute with the scientific knowledge of 

this family, we studied the species Bocageopsis multiflora (BG), Duguetia quitarensis 

(DQ), Fusaea longifolia (FL) and Guatteria punctata (GP), commonly found in the state 

of Rondônia. Species of the family Annonaceae are known by their ethnobotanical 

studies, presenting a wide variety of pharmacological activities. Within this context, these 

species were chosen for Chemical and biological investigations. The leaves were 

collected, dried at room temperature, crushed, and their essential oils (EO’s) were 

extracted with a modified Clevenger apparatus. GC-ME analysis lead to the identification 

of 23 (BG), 20 (DQ), 21 (FL) and 23 (GP) constituents, observing the predominance of 

sesquiterpenes and their oxygen derivatives, where (E)-caryophyllene was present in all 

investigated species at a higher concentration. In the biological experiments carried out 

with the EO’s, we observed in vitro activity against Trypanosoma cruzi, for which all 

extracts were active. Among the investigated extracts, the EO from G. punctata stands 

out (IC50
 = 0.029 ± 0.014 µg/mL), being 34 times more potent than benznidazole, used as 

reference drug. Antibacterial acitivity was also observed, with the EO from BG being the 

most active compound against Gram-negative and Gram-positive bacteria, and the EO 

from FL being active agaisnt Gram-negative bacteria. For the methanol and ethanol 

extracts from the leaves, preliminary phytochemical screening detected the presence of 

phenols and tannins for BG, FL, GP, flavonoids for DQ, alkaloids for DQ and GP, and 

sterols and triterpenes for FL and GP. When determining the total phenol content, BM 

also presented the best EC50 value for the ethanolic (11.1 µg/mL ±0.24) and methanolic 

(4.2 µg/mL ±0.75) crude extracts. Through dereplication by direct infusion (ESI-IT-MS), 

it was possible to identify four aporphinic alkaloids in the methanol extract from DQ 

(MEDq), while for GP(MEGp), 20 alkaloids were identified through mass spectroscopy 

coupled to ultra performance liquid chromatography (UHPLC-QTOF-MS): nine from the 

benzylisoquinoline class, seven aporphine alkaloids, one oxoaporphine alkaloid, one 
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simple isoquinoline alkaloid, and two of other classes: one pyrrolidine alkaloid and the 

other belonging to the azaanthracene class. The results obtained for the fixed constituents 

of DQ and GP contributed with the classification of these species within the Annonaceae 

family, once the isoquinoline-derived alkaloids are presente in most genera belonging to 

this family. Crude extracts at concentrations of 1, 3, 9, 27, 81 and 243 µg.mL-1 showed 

considerable antioxidant activity in the assays performed by the DPPH method, with BM 

showing the best activity. The antibacterial activity of ethanolic and methanolic crude 

extracts when evaluated by the Agar diffusion method - well technique, showed that all 

samples tested were inactive against the microorganisms tested: enterohemorrhagic 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp. enterica Serovar 

Typhimurium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sumulans 

 

Keywords: Essential Oil; Crude Extract; Alkaloids; HRQTOF-ESI/MS 



    xiii 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 - Distribuição da família Annonaceae (representada em verde) no mundo em 

zonas pantotropicais e temperadas. .............................................................................. 9 

Figura 2 - Xylopia aromatica Mart (A), Anaxagorea dolichocarpa Sprague & Sandwith 

(B), Phaeanthus vietnamensis Ban (C) e Annona squamosa, L (D). ........................... 9 

Figura 3 - Estruturas óxido de cariofileno (1) e o espatulenol  (2) .................................. 12 

Figura 4 - Flavonoides de Milusa balansae ..................................................................... 16 

Figura 5 - Acetogeninas de Annona segenaloes, Xylopia emarginata e Annona cornifolia

 .................................................................................................................................... 17 

Figura 6 - Bocageopsis multiflora (Mart.) R.E.Fr ............................................................ 24 

Figura 7 - Estruturas dos flavonoides e alcaloides isolados de espécies pertencentes ao 

gênero Bocageopsis .................................................................................................... 25 

Figura 8 - Estrutura do constituiente β- bisaboleno e espatulenol ................................... 25 

Figura 9 - Fruto da F. longifolia ....................................................................................... 27 

Figura 10 -  Estrutura dos constituintes isolados da F. Longifólia ................................... 28 

Figura 11 - Duguetia quitarensis Benth ............................................................................ 30 

Figura 12 - Estrutura do flavonoide Isoramentina............................................................ 32 

Figura 13 - Estrutura do Alcaloide N-acetilanonaína ....................................................... 32 

Figura 14 - Alcaloides isolados da espécie da D. furfuracea ........................................... 33 

Figura 15 - Estruturas dos constituintes volateis majoritarios do gênero Duguetia ......... 35 

Figura 16 - Guatteria punctata (Aubl.) R.A Howard ....................................................... 37 

Figura 17 - Estrutura do alcaloide isocoreximina ............................................................ 37 

Figura 18 - Alcaloides isolados da espécie Guatteria citriodora ..................................... 40 

Figura 19 - Estruturas dos constituintes voláteis majoritarios de espécies do gênero 

Guatteria .................................................................................................................... 42 

Figura 20 - Gráfico da Curva de calibração do Ácido Gálico .......................................... 49 

Figura 21 - Constituintes voláteis majoritarios do OE de B. multiflora .......................... 61 

Figura 22 - Constituintes voláteis majoritários do OE de D. quitarensis ........................ 61 

Figura 23 - Constituintes voláteis majoritários do OE de G. punctata ............................ 62 

Figura 24 - Perfil LC-MS da amostra EMDq no modo positivo (+) ................................ 68 

Figura 25 - Alcaloides aporfinicos identificados no EMDq por ESI-MS/MS ................. 69 

Figura 26 - Espectro de MS/MS (+) do íon m/z  282 (nornuciferina).............................. 71 

Figura 27 - Espectro de MS/MS (+) do íon 292 (Lisicamina) ......................................... 72 

Figura 28 - Espectro de MS/MS (+) do íon 326 (guatterina) ........................................... 73 

Figura 29 - Espectro de MS/MS (+) do íon 342 (N-óxido de guatterina) ........................ 74 

Figura 30 - Espectro de MS/MS (+) do íon 314 ............................................................... 75 

Figura 31 - Alcaloides identificados no EMGp ............................................................... 77 

Figura 32 - Alcaloides identificados no EMGp ............................................................... 78 

Figura 33 - Alcaloides identificados no EMGp ............................................................... 79 

Figura 34 - Alcaloides identificados no EMGp ............................................................... 79 

Figura 35 - Alcaloides identificados no EMGp ............................................................... 80 

Figura 36 - Alcaloides identificados no EMGp ............................................................... 80 

Figura 37 - Espectro de massas de segunda ordem para a reticulina (m/z 330) ............... 81 

Figura 38 - Espectro LC-MS/MS para N-metilcoclaurina ............................................... 81 

Figura 39 - Espectro LC-MS/MS para a higenamina ....................................................... 83 

Figura 40 - Espectro LC-MS/MS para a N-metilhigenamina........................................... 83 

Figura 41 - Espectro LC-MS/MS para a coclaurina ......................................................... 84 



 

 

 

Figura 42 - Espectro LC-MS/MS para a N-O-dimetilcoclaurina ..................................... 85 

Figura 43 - Espectro LC-MS/MS para a Jusifina ............................................................. 86 

Figura 44 - Espectro de LC-MS/MSpara a lotusina ......................................................... 88 

Figura 45 - Espectro de LC-MS/MS para a oblongina ..................................................... 88 

Figura 46  - Espectro de LC-MS/MS para a anolobina .................................................... 89 

Figura 47 - Espectro de LC-MS/MS para a norushinsunina ............................................ 91 

Figura 48 - Espectro LC-MS/MS para a xilopina ............................................................ 92 

Figura 49 - Espectro LC-MS/MS  para a  nandigerina. .................................................... 93 

Figura 50 - Espectro LC-MS/MS para a lanuginosina ..................................................... 94 

Figura 51 - Espectro LC-MS/MS para a N-óxido guatterina ........................................... 95 

Figura 52 -Espectro de LC-MS/MS para a nornuciferina ................................................ 95 

Figura 53 - Espectro LC-MS/MS para a isoboldina ......................................................... 96 

Figura 54 - Espectro LC-MS/MS para a Picnarrina ......................................................... 97 

Figura 55 - Espectro LC-MS/MS para 4-hidróxi-N-metilprolina .................................... 98 

Figura 56 - Espectro LC-MS/MS para geovanina ............................................................ 99 

Figura 57 – Estruturas do ácido gálico (69) e do ácido ascórbico (70) .......................... 102 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 - Composição química dos óleos essenciais das folhas de B. multiflora, D. 

quitarensis, F. longifolia e G. punctata por CG-EM. ................................................ 58 

Tabela 2 - Constituientes fitoquimicos dos extratos vegetais das espécies B. multiflora, 

D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata ................................................................ 64 

Tabela 3 - Teor de fenólicos totais (mg de AG/g de extrato) dos extratos brutos etanólico 

e metanólico das folhas das espécies B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. 

punctata ...................................................................................................................... 65 

Tabela 4 – Principais íons observados no EMDq por ESI-MS/MS no modo positivo e 

íons fragmentos observados a partir do íon precursor ............................................... 68 

Tabela 5 - Propostas de Identificação dos metabólitos secundários do EMGp por HPLC-

ESI-TOF-MS/MS ....................................................................................................... 75 

Tabela 6 - alcaloides benzilisoquinolínicos das folhas G. punctata identificados por 

HPLC-ESI-TOF- ........................................................................................................ 78 

Tabela 7 - alcaloides aporfinicos das folhas G. punctata identificados por HPLC-ESI-

TOF-MS/MS .............................................................................................................. 79 

Tabela 8 -Atividade antioxidante (%) dos extratos brutos etanólicos em diferentes 

concentrações (método DPPH). ............................................................................... 103 

Tabela 9 - Atividade antioxidante (%) dos extratos brutos metanólicos em diferentes 

concentrações (método DPPH). ............................................................................... 103 

Tabela 10  - Concentração efetiva 50% para os extratos brutos etanólicos e metanólicos 

das folhas de B. multiflora, D. quitarensis, Fusea longifólia e G. punctata ............. 104 

Tabela 11 - Concentração inibitória 50% (CI50) para a atividade anti – T. cruzi in vitro, 

citotoxidade e índice de seletividade dos OEs ......................................................... 106 

Tabela 12 - Atividade antibacteriana, in vitro, dos OEs de B. multiflora, D. quitarenses, 

F. longifolia e G. puncata ........................................................................................ 109 

Tabela 13 - Atividade antibacteriana dos extratos etanólicos e metanólicos de B. 

multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata pelos métodos de Difusão em 

Ágar e Concentração Inibitória Mínima (CIM) ....................................................... 111 



 

 

 

 

LISTA DE QUADROS 

Quadro  1 - Classificação botânica da família Annonacea ................................................ 8 

Quadro  2 - Usos medicinais tradicionais de algumas espécies de Annonacea. .............. 10 

Quadro  3 - Atividades farmacológicas de algumas espécies de Annonacea .................. 11 

Quadro  4 - Alguns alcaloides ou derivados empregados como fármacos ...................... 19 

Quadro  5 - Composição química majoritária dos OEs e atividades biológicas de espécies 

do gênero Bocageopsis ............................................................................................... 26 

Quadro  6 - Composição química majoritária dos OEs e atividade biológica da espécie F. 

Longifólia ................................................................................................................... 28 

Quadro  7 - Atividades biológicas para o gênero Duguetia. ............................................ 31 

Quadro  8 - Alcaloides encontrados no gênero Duguetiae .............................................. 33 

Quadro  9 - Atividades Biológicas de Alcaloides Isoquinolínicos de Duguetia .............. 34 

Quadro  10 - Composição química majoritária dos OEs e atividades biológicas de 

espécies do gênero Duguetia ...................................................................................... 34 

Quadro  11 - Atividades biológicas para espécies do gênero Guatteria ........................... 38 

Quadro  12 - Atividades Biológicas de Alcaloides Isoquinolínicos da espécie Guatteria38 

Quadro  13  - Exemplos de alcaloides encontrados no gênero Guatteria......................... 39 

Quadro  14 - Constituintes químicos voláteis e atividades biológicas de espécies do 

gênero Guatteria ........................................................................................................ 41 

 

 

LISTA DE ESQUEMAS 

 

Esquema  1 - Rota biossintética simplificada das unidades isoprenoides precdes 

precursoras dos terpenoides. ...................................................................................... 14 

Esquema  2 - Biosíntese de terpenos e sua classificação de acordo com as unidades de 

isopreno ...................................................................................................................... 15 

Esquema  3 - Classificação das principais classes de alcaloides isoquinolinicos de 

Annonacea .................................................................................................................. 20 

Esquema  4 - Biossíntese da (S)-reticulina, precursora do núcleo aporfínico .................. 21 

Esquema  5 – Biossíntese dos alcaloides aporfínicos....................................................... 22 

Esquema  6 - Biossíntese de alcalóides oxoaporfinicos ................................................... 23 

Esquema  7 – Resumo da metodologia utilizada desenvolvimento da primeira etapa do 

trabaho. ....................................................................................................................... 47 

Esquema  8 - Preparo dos Extratos Brutos: EMDq e EMGp .......................................... 48 

Esquema  9 - Para avaliação da atividade anti T. cruzi .................................................... 52 

Esquema  10 - Proposta de fragmentação do íon precursor da nornuciferina .................. 72 

Esquema  11 - Proposta de fragmentação do íon molecular da Lisicamina ..................... 72 

Esquema  12 - Proposta de fragmentação do íon molecular da guatterina ....................... 73 

Esquema  13 - Proposta de fragmentação da N-óxido de guatterina ................................ 74 

Esquema  14 - Proposta de fragmentação para o íon 330,1700 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 82 

Esquema  15 – Proposta de fragmentação para o íon 300,1591 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 82 



 

 

 

Esquema  16 - Proposta de fragmentação para o íon 272,1279 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 83 

Esquema  17 - Proposta de fragmentação para o íon 286,1438 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 84 

Esquema  18 - Proposta de fragmentação para o íon 286,1435 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 85 

Esquema  19 - Proposta de fragmentação para o íon 314,1754 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 86 

Esquema  20 - Proposta de fragmentação para o íon 300,1589 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 87 

Esquema  21 - Proposta de fragmentação para o íon 314,1750 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 88 

Esquema  22 - Proposta de fragmentação para o íon 314,1748 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 89 

Esquema  23 - Proposta de fragmentação para o 282,1121 observado em LC-MS/MS .. 90 

Esquema  24 - Proposta de fragmentação para o íon 282,1122 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 91 

Esquema  25 - Proposta de fragmentação para o íon 296,1280 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 92 

Esquema  26 - Proposta de fragmentação para o íon 312,1223 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 93 

Esquema  27 - Proposta de fragmentação para o íon 306,0759 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 94 

Esquema  28 - Proposta de fragmentação para o íon 282,1485 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 96 

Esquema  29 - Proposta de fragmentação para o íon 328,1538 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 97 

Esquema  30 - Proposta de fragmentação para o íon 192,1021 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 98 

Esquema  31 - Proposta de fragmentação para o íon 146,0815 observado em LC-MS/MS

 .................................................................................................................................... 98 

Esquema  32 - Proposta de fragmentação para o íon 300,1230 observado em LS-MS/MS

 .................................................................................................................................... 99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

A ASCÓRBICO  Ácido ascórbico  

AMH     Ágar Müeller Hinton 

ATCC 29336   Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 5175   Streptococcus mutans 

ATCC 19615   Streptococcus pyogenes 

BHI      Caldo Cérebro Coração 

CE50     concentração eficiente 

CI50     concentração inibitória 

CG     Cromatografia Gasosa 

CG-EM    Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de 

Massas 

CG-FID    Detetor por Ionização de Chama 

CID     Dissociação induzida por colisão (do inglês, Collision 

Induced Dissociation) 

CIM     Concentração Inibitóra Mínima 

CNT     Células não tratadas 

CPRG     Composto galactopiranosídeo vermelho β-D- clorofenol 

CT     Células tratadas 

CTT     Cloreto de trifenil tetrazólio 

Da     unidade de massa atômica unificada 

DFT     distancias de ligação e ângulos 

DMAPP    Difosfato de dimetilalila 

DMSO    Dimetilsulfóxido  

DNDi     Iniciativa  de Medicamentos para Doenças 

Negligenciadas 

DPPH    2,2-difenil-1-picrilhidrazil 

DXP     1- desoxi-D-xilulose 

EAG     Equivalente de ácido gálico 

EBEBM    Extrato bruto etanólico da Bocageopsis multiflora 



 

 

 

EBEDQ    Extrato bruto etanólico da Duguetiae quitarensis 

EBEFL    Extrato bruto etanólico da Fusaea longifolia 

EBEGP    Extrato bruto etanólico Guatteria punctata 

EBFE     Extrato bruto das folhas etanolico 

EBFM    Extrato bruto das folhas metanolico 

EBMBM     Extrato bruto metanólico da Bocageopsis multiflora 

EBMDQ    Extrato bruto metanólico da Duguetiae quitarensis 

EBMFL    Extrato bruto metanólico da Fusaea longifolia 

EBMGP    Extrato bruto metanólico da Guatteria punctata 

EHEC    Escherichia coli enterohemorrágica 

EMDq     Extrato metanólico da Duguetiae quitarensis para o 

estudo da desreplicação 

EMGp    Extrato metanólico da Guatteria punctata para o estudo 

da desreplicação 

EHEC     Escherichia coli enterohemorrágica 

P. AERUGINOSA  Pseudomonas aeruginosa 

S. ENTERICA SER. TYPHIMURIUM Salmonella entérica subsp. Typhimurium 

S.  AUREUS   Staphylococcus aureus 

S. SUMULANS  Staphylococcus sumulans 

ESI-IT/MS    Espectrometria de massas eletrospray íon trap  

ESI     Ionização por electronspray 

ESI-MS    Espectrometria de massas com ionização por 

eletronspray 

FIOCRUZ    Fundação Oswaldo Cruz 

FPP     Farnesil difosfato 

GC-TOF-MS   Cromatografia gasosa bidimensional abrangente 

associada a espectrometria de massas por tempo de voo  

GPP     Geranil difosfato 

HPLC     Cromatografia líquida de alta eficiência 

HPLC-ESI-TOF   Espectrometria de Massas - Electrospray - tempo de voo 

IFRO     Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia de 

Rondônia 

ILMD     Instituto Leônidas e Maria Deane 



 

 

 

IPP     Difosfato de isopentinila 

IS     Difosfato de isopentinila 

LABCEM    Laboratório de Cromatografia e Espectrometria de 

Massas 

LC/MS    Cromatografia líquida com a espectrometria em massa 

MH     Müeller Hinton Brother 

MRSA    Staphylococcus Aureus Resistente à Meticilina 

MS     Espectrometria de massa 

MS/MS    Espectrometria de massa em tandem 

M/Z     Massa/carga 

[M+H]+    Molécula protonada 

OEs     Óleos essenciais 

PIDC     Programa Integrado de Doença de Chagas 

RI     Índices de retenção experimentais 

RO     Estado de Rondônia 

RON     Herbário Rondoniense João Geraldo Kuhlmann 

RPT11H    Plataforma de Bioensaios Biotecnológicos 

RT     Tempo de retenção 

T. A.     Temperatura ambiente 

UFAM    Universidade Federal do Amazonas 

UHPLC/Q-TOF-MS   

µg/ml     Microgramas por mililitro ug/ml 

%AA      Atividade antioxidante  

 

 



 

 

 

 

SUMARIO 

1 INTRODUÇÃO 5 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 8 

2.1 Família Annonaceae 8 

2.1.1 A Fitoquímica da Família Annonaceae 11 

2.1.1.1 Óleos Essenciais 12 

2.1.1.2 Biossíntese de óleos essenciais 13 

2.1.1.3 Flavonoides 15 

2.1.1.4 Acetogeninas 17 

2.1.1.5 Alcalóides 18 

2.1.1.5.1 Benzilisoquinolinas 21 

2.1.1.5.2 Aporfínicos 22 

2.1.1.5.3 Oxoaporfínicos 23 

2.2 Gênero Bocageopsis e Fusaea: uso popular, constituintes químicos e atividades 

biológicas 24 

2.2.1 Gênero Bocageopsis 24 

2.2.2 Gênero Fusaea 27 

2.3 Gênero Duguetia: uso popular, constituintes químicos e atividades biológicas 30 

2.4 Gênero Guatteria: uso popular, constituintes químicos e atividades biológicas 36 

3 OBJETIVOS 43 

3.1 Geral 43 

3.2 Específicos 43 

4 MATERIAS E MÉTODOS 44 

4.1 Materiais 44 

4.1.1 Equipamentos 44 

4.1.2 Solventes, reagentes e material cromatográfico 44 

4.1.3 Material botânico 44 

4.1.4 Extração dos OEs 45 

4.1.5 Análise e determinação de OEs por CG-EM e CG-FID 46 

4.1.6 Preparo dos Extratos Brutos Etanólico (EBFE) e Metanólico (EBFM) das Folhas 

de  B multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata 46 

4.1.7 Obtenção dos EMDq e EMGp das folhas das espécies D. quitarensis e G. 

punctata 48 

4.1.8 Triagem fitoquímica 48 



 

 

 

4.1.9 Determinação dos fenólicos totais 49 

4.1.10 Análises por Espectrometria de massa (infusão direta) do EMDq 50 

4.1.11 Análises do EMGp por UHPLC-qTOF-MS/MS 50 

4.2 Ensaios Biológicos 51 

4.2.1 Determinação da atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-pricrilhidrazil 

(DPPH) 51 

4.2.2 Avaliação da atividade anti-Trypanosoma cruzi in vitro dos OEs contra formas 

Amastigotas e Tripomastigotas. 51 

4.2.3 Ensaio de Citotoxicidade sobre células L929 de vertebrado com os OEs 53 

4.2.4 Índice de Seletividade 53 

4.2.5 Ensaio da Atividade antibacteriana dos OEs através da Concentração Inibitória 

Mínima pelo Método de Microdiluição em caldo contra microrganismos 53 

4.2.6 Ensaio da atividade antibacteriana pelo método de difusão em Ágar – técnica do 

poço 54 

4.2.7 Ensaio da atividade antibacteriana pelo método de Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) 55 

4.3 Análises Estatísticas 56 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 57 

5.1 Estudo químico das folhas de B. multiflora, D. quitarenses, F. longifolia e G. 

puncata 57 

5.1.1. Constituintes voláteis 57 

5.1.1.1 Bocageopsis multiflora 60 

5.1.1.2 Duguetia quitarensis 61 

5.1.1.3 Fusaea longifolia 61 

5.1.1.4 Guatteria punctata 62 

5.1.2 Constituintes fixos 63 

5.1.3 Triagem Fitoquímica 63 

5.1.4 Determinação de fenóis totais (FT) 64 

5.1.5.Alcalóides de D. quitarensis e G. puncata 65 

5.1.6. Estudos de desreplicação do EMDq (ESI-MS) 67 

5.1.7 Estudos de desreplicação do EMGp (UHPLC-qTOF-MS/MS) 75 

5.2 ENSAIOS FARMACOLÓGICOS 101 

5.2.1 Avaliação da Atividade Antioxidante pelo método do DPPH (2,2-Difenil-1-Picril-

Hidrazil) 101 

5.2.2 Atividade Anti-Trypanosoma cruzi e  Indice de  Seletividade(IS) 105 



 

 

 

5.2.3 Atividade Antibacteriana dos OEs através da Concentração Inibitória Mínima 

(MIC) 108 

5.2.4 Avaliação da atividade antibacteriana dos Extratos Brutos pelo método de 

Difusão em Ágar (Técnica do Poço) e Concentração Inibitória Mínima (CIM) 110 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 112 

7 REFERÊNCIAS BIBLIOGRAFICAS 114 

PRODUÇÃO CIENTÍFICA 138 

A – Artigos publicados como autora– 2019/2020 138 



    5 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A importância dos produtos naturais na descoberta e desenvolvimento de novos 

fármacos é um tema bem documentado (NEWMAN et al., 2000; BUTLER, 2004; 

PATRIDGE et al., 2016; NEWMAN; CRAGG, 2020; ATANASOV et al., 2021). É 

comum na literatura encontrar relatos de dificuldades associadas a triagem, isolamento, 

caracterização, otimização e obtenção de quantidades suficientes de material purificado 

para realização de ensaios biológicos (ROUHI, 2003a; ROUHI, 2003b; KOEHN, 

CARTER, 2005; CARLSON, 2010; KRAUSE, TOBIN, 2013; ATANASOV et al., 

2021). E mesmo diante de tantos desafios, os produtos naturais tem histórica contribuição 

para a farmacoterapia (ATANASOV et al., 2021). 

Uma das grandes contribuições dos produtos naturais foi reconhecida em 2015 

com o Prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina aos pesquisadores William C. Campbell, 

Satoshi Omura e Tu Youyou, pioneiros na descoberta de fármacos usados para o 

tratamento de doenças parasitárias, especialmente a ivermectina B1a/B1b, isolada de 

culturas de Streptomyces e utilizada no tratamento de filariose, e a artemisinina, isolada 

de Artemisia annua L., utilizada no tratamento da malária (MCKERROW, 2015). 

Os avanços científicos e tecnológicos recentes tem contribuído com a superação 

dos desafios na descoberta de fármacos baseados em produtos naturais (KOEHN, 

CARTER, 2005; NAHARA, SARKER, 2020). 

Newmann e Cragg em seu artigo de revisão, discutem a natureza e os tipos de 

fármacos aprovados de 1981 até 2019. Neste trabalho, fica evidente que uma porção 

significativa de fármacos que chegaram ao mercado, são compostos encontrados em 

plantas e outras fontes. Os produtos naturais ainda se destacam como sendo as melhores 

opções de inspirações para novos compostos com ação farmacológica, e oferecem 

potencial de descoberta de novas estruturas que podem servir como farmacóforos base 

para vários medicamentos para inúmeras doenças humanas (NEWMAN; CRAGG, 2020). 

Embora a importância conferida aos produtos naturais extraídos de plantas, seja 

grande, a exploração de seu potencial no Brasil, por exemplo, ainda é considerada baixa 

(SANTOS; LIMA; OLIVEIRA, 2014). De uma maneira geral, a fitoterapia vem 

aumentando no país à medida que órgãos governamentais a implementam em 

comunidades carentes (BRASIL, 2006; SANTOS; LIMA; OLIVEIRA, 2014).  

Na flora Amazônica, dentre as diversas famílias estudadas, destaca-se a família 

Annonaceae que possui espécies de interesse industrial e econômico. Além disso, 
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algumas dessas espécies possuem potencial farmacológico. Desta forma, tendo em mãos 

o recurso de produtos naturais que a Região Amazônica oferece, é imprescindível a 

realização de estudos a fim de levantar dados acerca dos constituintes químicos e 

atividades biológicas das espécies pertencentes a esta família (SOARES, 2014). 

Diante desse pressuposto, foi realizado um levantamento de espécies endêmicas 

da família Annonaceae na região de Porto Velho-RO. Neste sentido visando com a 

pesquisa envolvendo plantas medicinais da flora amazônica, foram escolhidas quatro 

espécies: Bocageopsis multiflora (Mart.) R.E.Fr., Duguetia quitarensis Benth, Fusaea 

longifolia (Aubl.) Saff. e Guatteria punctata (Aubl.) R.A. Howard. Por serem de 

localização conhecida e fácil acesso para coleta. Todas estão catalogadas no Herbário 

Rondoniense João Geraldo Kuhlmann, da Universidade Federal da Rondônia (UNIR).  

O uso popular de plantas medicinais tem o importante papel de determinar 

algumas espécies com potencial terapêutico, porém, não foram encontrados relatos do 

uso popular na medicina tradicional das espécies citadas pela população local. Somado 

a isso, foram localizados poucos estudos fitoquímicos e farmacológicos envolvendo as 

espécies Guatteria punctata, Bocageopsis multiflora e Fusaea longifolia. 

SANTOS (2019) descreveu o potencial ansiolítico do extrato metanólico das 

folhas da espécie Guatteria punctata em camundongos. OLIVEIRA et al. (2014) 

descreveu os constituintes químicos dos óleos essenciais (OEs) de folhas frescas da 

espécie Bocageopsis multiflora; e TAVARES et al. (2005) relataram o isolamento de 

dois alcaloides inéditos e a análise da composição química do óleo essencial do caule 

para a espécie Fusaea longifolia. 

Até o presente, os únicos relatos na literatura dos constituintes químicos voláteis 

e avaliações biológicas para a espécie Duguetia quitarensis são os trabalhos de BAY et 

al., (2019) e BAY et al., (2020). 

Diversos estudos reportam atividades biológicas com OEs e extratos brutos de 

diversas partes de plantas pertencentes a família Annonaceae, como atividade 

espasmolítica, tripanocida, anti-inflamatória, antimicrobiana, neuralgia, reumatismo, 

anti-hipertensiva, entre outras (BRAGA et al., 2000; FERRAZ et al., 2013; ISHOLA, et 

al., 2014; SOLANKI, MANDALIYA, GEORGE, 2020). 

A potencialidade química das espécies da família Annonaceae apresentada no 

referencial teórico desta tese, bem como relatos de estudos in vitro e in vivo, 

direcionaram a escolha para avaliação das atividades biológicas antioxidante (LIMA et 
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al., 2010), antimicrobiana (VELIKOVA et al., 2000; COSTA et al., 2008), e tripanocida 

(VIEIRA et al., 2002; COSTA et al., 2011).  

Desta forma, neste momento de pesquisa básica, o objetivo deste trabalho foi 

analisar a composição química e o potencial biológico dos Extratos brutos e dos óleos 

essenciais das folhas das espécies Bocageopsis multiflora, Duguetia quitarensis, 

Fusaea longifolia e Guatteria punctata, buscando novos agentes com potencial 

antioxidante, antimicrobiano e antiparasitário. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Família Annonaceae  

 

A família Annonaceae é a que mais se destaca em número de gêneros e de 

espécies dentro da ordem Magnoliales junto com outras famílias como Degeneriaceae, 

Eupomatiaceae, Himantandraceae, Magnoliaceae e Myristicaceae. Tem cerca de 2.500 

espécies descritas em todo o mundo, divididas em cerca de 130 gêneros (LÚCIO, 2015). 

Outros pesquisadores acreditam que existem 107 gêneros, com aproximadamente 2.400 

espécies (GUO et al., 2017), destes, 29 gêneros e 385 espécies ocorrem no Brasil, com 

considerável riqueza de espécies principalmente na Floresta Amazônica e Mata 

Atlântica (BFG, 2015). 

A classificação botânica da família Annonaceae Juss. está representada no 

Quadro 1, baseado na classificação APG IV, 2016 (BYNG et al., 2016). 

 

Quadro  1 - Classificação botânica da família Annonacea 

 

Annonaceae é uma família de plantas pantropicais que ocorre na América do Sul 

e Central, África e Ásia. A Figura 1 mostra em destaque onde se encontra a maior 

concentração de Annonacea, estando mais presentes espécimes na América do Sul. De 

acordo com SILVA (2020), no Brasil, o centro de diversidade está no bioma Amazônia, 

que abriga ¾ da diversidade das espécies, sendo uma das dez famílias mais 

representativas, com 27 gêneros e 268 espécies (LOPES & MELLO-SILVA, 2014a; 

BFG, 2015; Flora do Brasil 2020, em construção). 
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Figura 1 - Distribuição da família Annonaceae (representada em verde) no mundo em zonas 

pantotropicais e temperadas. 

 

 

Fonte: Adaptado de  www.tropicos.org/name/42000007?tab=maps  (acesso em 03 de maio 2021). 

 

A título de exemplificação, a Figura 2 mostra quatro espécies, de uso popular, 

pertencentes à família Annonacea.  

 

Figura 2 - Xylopia aromatica Mart (A), Anaxagorea dolichocarpa Sprague & Sandwith (B), Phaeanthus 

vietnamensis Ban (C) e Annona squamosa, L (D). 
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Fonte- https://pt.wikipedia.org/wiki/Annonaceae (acesso em 14 de julho 2021). 

 

Os frutos de Xylopia aromática Mart. são usados na medicina popular pelas suas 

propriedades carminativas (melhora da digestão), estimulantes e afrodisíacas 

(OLIVEIRA et al., 2014). As folhas, raízes e cascas do caule da Anaxagorea 

dolichocarpa Sprague & Sandwith, são utilizadas para tratamento de cefaleias (MAAS et al., 

2013). Phaeanthus vietnamensis Bân é uma conhecida planta medicinal que tem sido 

utilizada no tratamento de várias doenças inflamatórias na medicina tradicional 

(NHIEM et al., 2017). A espécie Annona squamosa L. tem usos relacionados a malária 

e outras doenças transmitidas por insetos, como repelente contra mosquitos (FRAUSIN 

et al., 2014). 

Espécies de diversos gêneros tais como Annona, Guatteria, Unonopsis e Xylopia 

têm sido utilizadas na medicina popular, algumas das quais no tratamento de doenças 

negligenciadas, tais como a malária (TSABANG et al., 2012; FRAUSIN et al., 2014). A 

busca de novos agentes farmacologicamente ativos obtidos pela pesquisa de fontes 

naturais tais como extratos de plantas, levou a descoberta de drogas úteis clinicamente, 

que desempenham papel importante no tratamento de doenças humanas. 

No Quadro 2 são apresentados exemplos de espécies da família Annonaceae 

utilizadas na medicina popular tradicional 

 

Quadro  2 - Usos medicinais tradicionais de algumas espécies de Annonacea. 

Espécie Uso popular Referências 

Annona muricata L. Malária e febre (FRAUSIN et al., 2014). 

Annona muricata L. artrite, reumatismo e neuralgia (CERCATO, 2015). 

Annona exsucca DC. Febre e prevenção de aborto 

espontâneo 

(VAN ANDEL, 2000). 

Annona exsucca DC. Febre e prevenção de aborto 

espontâneo 

(VAN ANDEL, 2000). 

Rollinia mucosa Jacq. Eliminação de pulgas e outros 

insetos infestantes de animais 

domésticos 

(DOS SANTOS, 2009) 

Ununopsis stipitata Diels Doenças cognitivas (ADAMS et al., 2007). 

Xylopia aethiopica A. 

Rich. 

Bronquites, disenterias e malária (BOYOM et al., 2003) 

(FRAUSIN et al., 2014). 

Xylopia parvifolia 

Spruce 

Ulceras gastrointestinais e 

inflamações 

(ATTIQ; JALIL; 

HUSAIN, 2017) 

Xylopia  frutescens Aubl.  Analgésico e anti-inflamatório. (DI STASI e HIRUMA- 

LIMA, 2002) 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Annonaceae
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Considerando o uso tradicional medicamentoso de muitas dessas espécies, 

salienta-se que muitas das propriedades terapêuticas atribuídas à família já foram 

confirmadas cientificamente em ensaios pré-clínicos (Quadro 3). 

 

Quadro  3 - Atividades farmacológicas de algumas espécies de Annonacea 

Espécie Parte da planta 

Estudada 

Atividades 

biológicas 

Referências 

Rollinia leptopetala 

RE Fries. 
Folhas 

Resultados in vivo 

com reduções 

significativas em 

células do sarcoma 

180 

(COSTA et al., 

2012). 

Annona muricata L Frutos 

Propriedades 

antidiarréicas 

potente 

(AFROZ et al., 

2020). 

Annona coriacea 

Mart. 
Folhas 

Efeitos ansiolíticos 

e antidepressivos 

(MONTEIRO et al. 

2020). 

Xylopia vielana 

Pierre 
Raiz 

Atividade inibitória 

contra a produção 

de NO nas células 

(GUO et al., 

2018a). 

Uvaria cherrevensis 

Pierre 
Raiz 

Atividade 

antimalárica contra 

Plasmodium 

falciparum 

(LEKPHROM et 

al., 2018). 

Annona. reticulata 

L. 

Casca da raiz 

 

Inibição da 

inflamação 

neuronal e a dor 

neurogênica 

(KANDIMALLA 

et al., 2017). 

Xylopia sericea 

A.St.-Hil 
Folhas Atividade 

antiplasmódica. 

(GONTIJO et al., 

2020). 

Uvaria klaineana 

Engler and Diels 
Galhos finos 

Atividade in vitro 

contra a cepa K1 

resistente à 

cloroquina de 

Plasmodium 

falciparum. 

(AKENDENGUE, 

et al., 2002). 

 

2.1.1 A Fitoquímica da Família Annonaceae 

 

Os metabólitos secundários, ao contrário dos metabólitos primários, são 

compostos encontrados em grupos específicos de organismos, que são expressos 

individualmente em cada espécie, como por exemplo, vegetais, fungos e alguns animais. 

Os metabólitos secundários podem ser classificados de acordo com a sua rota de 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00752/full#B108
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00752/full#B108
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biossíntese e estrutura, as principais classes estudadas são os alcaloides, os terpenos, os 

policetídeos, os flavonoides e compostos esteroidais (FUMAGALI et al., 2012).  

Quimicamente, a família Annonaceae é constituída por diversas classes de 

metabólitos primários e secundários, dentre elas: substâncias aromáticas, ácidos 

fenólicos, taninos, flavonoides, catequinas, proantocianidina, óleos essenciais, terpenos, 

esteroides, acetogeninas, carboidratos, lipídios, proteínas, lactonas, vitaminas, 

carotenos, saponinas, entre outros (DOS REIS NUNES, et al., 2012). 

 

2.1.1.1 Óleos Essenciais 

Na família Annonaceae, é comumente observado que os principais constituintes 

dos OEs são monoterpenos em frutas e sementes, e os sesquiterpenos em folhas e 

cascas de raízes (FOURNIER; LEBOEUF; CAVÉ, 1999). 

Os sesquiterpenos (Figura 3) óxido de cariofileno (1) e o espatulenol (2), já 

foram descritos em OEs de folhas de espécies dos gêneros Annona, Duguetia, 

Guatteria, Hexalobus e Xylopia, podendo ser considerados marcadores 

quimiotaxonômicos desses gêneros (DUTRA, 2012). 

O espatulenol também foi identificado nas espécies de Unonopsis duckei (19,10- 

40,20%), as menores quantidades em Unonopsis guatterioides (4,80%), enquanto as 

maiores concentrações de óxido de cariofileno foram registradas em Unonopsis 

rufescens (15,95%) e as menores em Unonopsis guatterioides (4,80%) no estudo 

realizado por (SILVA, 2016).  

 

Figura 3 - Estruturas óxido de cariofileno (1) e o espatulenol  (2) 

O

H

H

( 1 )

HO

H

H
H

H

( 2 )
 

 

Ensaios farmacológicos realizados com os OEs de Annonaceaes revelaram 

propriedades interessantes, tais como antitumoral, antioxidante, larvicida, tripanocida, 

antimicrobiana e antileishmania (COSTA et al., 2009, 2011, 2013; QUINTANS et al., 

2013). 
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Os OEs de diversas espécies do gênero Annona como Annona vepretorum, 

(COSTA et al., 2012), Annona pickelii e Annona salzmannii (COSTA et al., 2013), 

foram eficientes contra formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi. Também há relatos 

que os OEs de Xylopia frutescens e Xylopia laevigata foram eficazes contra formas 

tripomastigotas do Trypanosoma cruzi em concentrações não citotóxicas para 

macrófagos murinos (SILVA et al., 2013). 

Referenciando outros autores, BORGES et al., (2012) destacam que os 

constituintes terpênicos são responsáveis pela característica hidrofóbica dos óleos 

essenciais, o que permite que eles permeiem livremente as membranas celulares e 

eliminam os parasitas, afetando seu metabolismo citoplasmático vias ou organelas.  
O ensaio realizado com o óleo essencial da Annona coriacea mostrou 

inatividade contra bactérias gram-positivas. Porém, o óleo fixo extraído das sementes da 

espécie apresentou 84% de inibição da enzima acetilcolinesterase (DE SOUSA et al., 

2021). 

O óleo volátil de folhas da espécie Annona foetida apresentou atividade 

leishmanicida, se mostrado mais ativo contra formas promastigotas de Leishmania 

guyanensis. Neste estudo, a atividade leishmanicida é atribuída a mistura de 

sesquiterpenos oxigenados presentes na sua composição (COSTA et al., 2009). 

 

2.1.1.2  Biossíntese de óleos essenciais 

Os terpenóides compreendem o maior grupo de produtos naturais, com mais de 

35.000 membros conhecidos, muitos outros produtos naturais contêm terpenóides em 

suas moléculas, em combinação com esqueletos de carbono derivados de outras fontes, 

como as vias acetato e shikimato (DEWICK, 2001; DEWICK, 2009). 

Terpeno é uma classe de metabólitos secundários, derivados de unidades do 

isopreno: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos 

(C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). Um novo tipo de 

terpeno cíclico foi obtido e identificado a partir de três espécies não patogênicas de 

Mycobacterium sp. classificado como sesquaterpeno (C35), este foi o primeiro exemplo 

de biossíntese de um triterpeno natural através da ciclização de um isoprenóide linear 

(SATO et al., 2008). 

Existem ao menos duas vias envolvidas na biossíntese de terpenos: a rota do 

mevalonato, que opera no citoplasma e mitocôndrias e a rota do 5-fosfato de 1- desoxi-

D-xilulose (DXP), que opera no plastídio. As duas rotas convergem para a produção dos 
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isômeros do isopreno, o difosfato de isopentinila (IPP) e o difosfato de dimetilalila 

(DMAPP), os quais são as unidades isoprênicas bioquimicamente ativas na biossíntese 

dos terpenos (BARROS et al., 2009; DEWICK, 2009).  

No Esquema 1 é representada a rota biosintética simplificada dos terpenóides. 

 

Esquema  1 - Rota biossintética simplificada das unidades isoprenoides precdes precursoras dos 

terpenoides. 
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Fonte: Adaptado de BARTRAM et al. (2006). 

 

Independentemente de sua origem, uma molécula de IPP e uma de DMAP são os 

precursores na biossíntese dos terpenos. Eles combinam-se, também, por meio de 

reações de condensação para formar moléculas maiores. Na formação dos 

monoterpenos o IPP e o DMAPP se juntam para formar o geranil difosfato (GPP), 

formado por 10 átomos de carbono (BARROS et al., 2009; DEWICK, 2009). O GPP, 

por sua vez, pode reagir com outra molécula de IPP e formar o farnesil difosfato (FPP), 

composto formado por 15 átomos de carbono e precursor dos sesquiterpenos, e assim 

sucessivamente até formar os politerpenos, como observado no Esquema 2 (ÁVALOS 

E PÉREZ, 2009) 
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Esquema  2 - Biosíntese de terpenos e sua classificação de acordo com as unidades de isopreno 
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Fonte: Adaptado de ÁVALOS E PÉREZ (2009). 

 

2.1.1.3  Flavonoides 

Entre os metabólitos secundários isolados de espécies da família Annonaceae 

podem-se destacar os flavonoides, considerados de grande interesse econômico e 

farmacológico, possuem atividades antitumorais, antiinflamatórias, antioxidantes, 

antibacteriana, antivirais, dentre outras (SHIRWAIKAR et al., 2004; SIMÕES et al., 

2017). 

Os flavonoides são capazes de estabilizar os radicais livres, prevenindo que eles 

causem danos às biomoléculas das células. Essa função é extremamente importante nas 

plantas, uma vez que esses seres estão expostos constantemente aos raios ultravioletas 

(UV) do sol durante a fotossíntese (PIETTA, 2000).  

HUONG et al. (2005) isolaram e caracterizaram do extrato de folhas e ramos 

finos (fração metanol-água (95:5)) da Anonnacea  Miliusa balansae seis flavonas: 
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ombuina (3), chrysosplenol (4), miliufavol (5), pachypodol (6) e chrysosplenol C (7). 

Na Figura 4 estão relacionados as estruturas desses flavonóides isolados. 

 

Figura 4 - Flavonoides de Milusa balansae 
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2.1.1.4 Acetogeninas 

As acetogeninas constituem uma classe de produtos naturais promissora como 

protótipos de agentes antitumorais e pesticidas, que são encontradas exclusivamente em 

plantas da família Annonaceae. Essas substâncias apresentam uma variedade de 

propriedades biológicas, tais como atividades citotóxica, imunossupressora, pesticida, 

antiparasitária e antimicrobiana (BERMEJO et al., 2005). 

O crescente número de substâncias com características estruturais semelhantes 

extraídas das espécies desta família levou a denominar comumente este grupo de 

produtos naturais de “acetogeninas de Annonaceas” (CAVÉ et al., 1997; FANG et al., 

1993).  

No trabalho realizado por TAMFU et al. (2021) é descrito o isolamento e a 

identificação da acetogenina asimicina (8) a partir de sementes da espécie Annona 

senegalenis. No estudo de COLMAN-SAIZARBITORIA et al. (2009) com o extrato 

etanólico da Xylopia emarginata foi isolada a ximarginatina (9). Da Annona cornifolia 

(LIMA et al., 2012), foram isoladas algumas acetogeninas, como exemplo, a 

esquamocina L (10). Na Figura 5 são apresentadas as estruturas das acetogeninas 

assimicina, ximarginatina e a esquamocina L.  

 

Figura 5 - Acetogeninas de Annona segenaloes, Xylopia emarginata e Annona cornifolia 
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Foi relatado que as acetogeninas podem inibir seletivamente o crescimento de 

células cancerosas e também de inibir o crescimento de células tumorais resistentes a 

múltiplos fármacos, demonstrando extraordinária seletividade entre certas linhagens 

celulares, especificamente, contra câncer prostático (FAGUNDES et al., 2005). 

Em relação ao perfil citotóxico um estudo in vitro mostrou efeito preferencial 

sobre células neoplásicas em comparação com as células saudáveis, sugerindo um 

potencial antitumoral destes agentes (ALVAREZ-GONZALEZ et al., 2008).  

 

2.1.1.5 Alcalóides 

Os alcaloides constituem um vasto grupo de metabólitos que exercem poderosos 

efeitos fisiológicos no organismo dos mamíferos. Com grande diversidade estrutural, 

muitos alcaloides, por exemplo: atropina, morfina, quinina e vincristina, tem efeitos 

terapêuticos importantes e são utilizados no tratamento de várias doenças (DAHMER, 

2013). No Quadro 4 estão disposotos alguns exemplos de medicamentos com 

alcaloides em sua formulação. 
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Quadro  4 - Alguns alcaloides ou derivados empregados como fármacos 

Protótipo natural 
Fármaco 

descoberto 
Indicação terapêutica 

Paclitaxel Abraxane Câncer do ovário, da mama, do pulmão 

Galantamina Coglive® Demência do tipo Alzheimer 

Vincristina Oncovin 
Câncer, entre eles leucemia, câncer de 

pulmão e de mama 

Vimblastina Velban 
Vários tipos de câncer, entre eles o de 

mama, dos rins e dos testículos 

Ergometrina Ergotrate Hemorragias pós-parto 

Efedrina Efedrina 
Vasoconstritor, broncodilatador e 

descongestionante 

Pilocarpina Pilocarpina Diminuição da pressão intraocular 

Atropina Atropion 
Estimulante do sistema nervoso 

parassimpático 

Nicotina Niquitin Auxiliares à cessação tabágica 

Colquicina Colcichimil O tratamento de crises de gota 

Quinina Quinina 
Antitérmicas, antimaláricas e 

analgésicas. 

Cafeína Cafeína Estimulante do sistema nervoso central 

Papaverina Papaverina Espasmolítico 
Fonte: (CABRAL; PITA, 2015). 

 

Os alcaloides são metabólitos secundários que têm três características em 

comum: são solúveis em água, contêm pelo menos um átomo de nitrogênio na molécula 

e exibem atividade biológica. A maioria são heterocíclicos, embora alguns sejam 

compostos nitrogenados alifáticos (não cíclicos) (ÁVALOS, 2009).  

Segundo HENRIQUES et al. (2004), os alcaloides são classificados em três 

grupos amplamente aceitos: alcaloides verdadeiros, protoalcaloides e pseudoalcaloides. 

Os alcaloides verdadeiros derivam de aminoácidos, e possuem um anel heterocíclico 

com um átomo de nitrogênio. Podem ocorrer em plantas no estado livre, como sais e 

como N-óxidos e em número limitado de espécies e famílias. Os percursores primários 

dos alcaloides verdadeiros são aminoácidos como a L-ornitina, L-lisina, L-fenilalanina / 

L-tirosina, L-triptofano e L-histidina.  

Os protoalcaloides são compostos em que o átomo de nitrogênio derivado do 

aminoácido, não faz parte do anel heterocíclico. Alguns deste tipo de alcaloides incluem 

compostos derivados da L-tirosina e L-triptofano. Possuem um anel, sendo uma minoria 

quando se considera o grande conjunto de alcaloides (DEWICK, 2009) 

Os pseudoalcaloides são compostos em que o esqueleto base de carbono não 

deriva de aminoácidos. São derivados de precursores da biodegradação de aminoácidos. 

Podem também resultar de reações de aminação e transaminação de diferentes 

https://www.libbs.com.br/wp-content/uploads/2016/07/Coglive_Paciente-ampliada.pdf
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precursores de aminoácidos, ou de outros precursores que não de aminoácidos 

(SOUZA, 2014).  

Os alcalóides são bases orgânicas nitrogenadas, encontradas em muitas plantas 

superiores. Nestas moléculas podem ser encontrados um ou mais átomos de nitrogênio, 

sendo possível observar a formação de aminas primárias, secundárias ou terciárias. 

Estas estruturas conferem propriedades básicas aos alcalóides, facilitando a extração e a 

posterior purificação devido a sua capacidade de formar sais solúveis em água na 

presença de ácidos inorgânicos e orgânicos (DEWICK, 2001; SIMÕES et al., 2001). 

As espécies pertencentes as Annonaceae são ricas em alcaloides, sendo 

recorrente na literatura registros de alcaloides derivados do esqueleto isoquinolínico 

(LEBOEUF et el., 1980). As Annonaceaes tem como efeitos biológicos a 

citotoxicidade, propriedades antimicrobianas e atividade antiparasitária; essas 

bioatividades são atribuídas à presença de terpenos e alcaloides presentes em espécies 

dessa família (HUSEIN, 2016).  

Os alcaloides isoquinolínicos são os mais comuns da classe nos vegetais e estão 

relacionados com a biossintese de diversas outras classes, como (Esquema 3): 

tetraidroquinolinicos, benziltetraidroquinolicos, aporfinico, proaporfinicos, 

bisbenzilisoquinolínicos, dibenzopirrocolínicos, protoberberínicos e 

benzofenantridínicos (HUSEIN, 2016).  

Entre os alcaloides isoquinolínicos, existem os aporfinoides (também conhecidos 

como alcalóides aporfinicos) são os mais comumente encontrados, seguido do grupo 

dos oxaporfínicos. Há registro de grupos menores como os fenantrênicos, 

benziltetrahidroisoquinolínicos e bisbenziltetrahidroisoquinolínicos (LÚCIO, 2011; 

DOS SANTOS E VAZ, 2019). 

 

Esquema  3 - Classificação das principais classes de alcaloides isoquinolinicos de Annonacea 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ALCALOIDES 

Protoberberinos 
Aporfinóides Benziltetraidroisoquínolinico

s 

Tetraidroprotoberberino Aporfinos e oxoaporfinos Benzilisoquinolinicos 



21 

 

 

 

 

 

Fonte: Esquema adaptado de acordo com (DOS SANTOS; VAZ, 2018). 

 

Existem várias subclasses de alcaloides isoquinolínicos, no entanto, sua origem 

biossintética é única. Apesar da diversidade das vias metabólicas, as modernas técnicas 

de triagem têm contribuído significativamente para a descoberta e compreensão dos 

alcaloides pela biossíntese (DEWICK, 2001).  

 

2.1.1.5.1  Benzilisoquinolinas 

Segundo DEWICK (2009) a rota biossintética do esqueleto 

benziltetraidroisoquinolínico tem início a partir do aminoácido L-tirosina. Duas 

moléculas de L-tirosina paralelamente sofrem reação, uma é descarboxilada para formar 

a dopamina e a outra sofre uma reação de transaminação dando origem ao ácido 4- 

hidroxifenilpirúvico. 

Posteriormente, os produtos das duas reações sofrem condensação através da 

reação de Mannich, formando assim o benziltetraidroisoquinolínico (S) norcoclaurina. 

Reações seguintes de metilação e oxidação levam a formação de (S)- reticulina, sendo 

precursora dos alcaloides aporfínicos e protoberberínicos (Esquema 4) (DEWICK, 

2009) 

Esquema  4 - Biossíntese da (S)-reticulina, precursora do núcleo aporfínico 
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Fonte:  adaptado de Dewick (2009). 

 

2.1.1.5.2 Aporfínicos 

Os alcaloides aporfínicos são biossintetizados em plantas por meio de um 

acoplamento oxidativo intramolecular na (S)-reticulina, através de um mecanismo 

radicalar entre as bisdienonas. A rota simplificada para a biossíntese dos aporfinos 

envolve o acoplamento oxidativo direto da (S)-reticulina na forma do radical bis-

dienona que consequentemente os dois radicais podem ser orto-orto ao ser iniciado nos 

anéis A e D contendo o grupamento fenol em que nesse caso resultaria em um padrão de 

substituição nas posições 1,2, 10 e 11 ou orto-para resultando em um aporfino “com 

substituição nas posições 1, 2, 9 e 10 (PELLETIER, 1996) (Esquema 5). 

 

Esquema  5 – Biossíntese dos alcaloides aporfínicos 
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2.1.1.5.3 Oxoaporfínicos 

Os alcaloides oxoaporfínicos são considerados uma subclasse dos alcaloides 

isoquinolínicos outra maneira natural das quais os alcaloides podem ser metabolizados 

(PHILLIPSON et al., 1989). Esta subclasse de alcaloides é normalmente encontrada nas 

cores amarelo, laranja ou laranja-avermelhado, devido ao seu alto grau de 

aromaticidade, e quase sempre na presença de alcaloides aporfínicos (COSTA, 2009). 

No Esquema 6 é apresentada a biossíntese dos alcaloides oxoaporfinicos. 

 

 

 

 

Esquema  6 - Biossíntese de alcalóides oxoaporfinicos 



24 

 

 

 

N

OR

O
R

Aporfínico

[O] N

OR

O
R

CH3

Dehidroaporfina

[O]
N

OR

O
R

CH3

[O]

N

OR

O
R

CH3

+

O

salde N  metooxoaporfina

Didehidroaporfina

N desmetilaçãoN

OR

O
R

O

Oxoaporfinico

CH3

 
Fonte: Adaptado de acordo com Dos Santos e Vaz (2018). 
 

2.2 Gênero Bocageopsis e Fusaea: uso popular, constituintes químicos e atividades 

biológicas 

2.2.1 Gênero Bocageopsis 

 

O gênero Bocageopsis (R.E.Fr.) é constituído por quatro espécies: B. canescens 

(Benth.) R.E.Fr, B. mattogrossensis (R.E.Fr.) R.E.Fr., B. multiflora (Mart.) R.E.Fr. 

Figura 6 e, mais recentemente a espécie B. pleiosperma Maas (MAAS; WESTRA; 

VERMEER, 2007). A maioria das espécies concentra-se na Floresta Amazônica, porém 

há algumas que são endêmicas da Mata Atlântica. 

 

Figura 6 - Bocageopsis multiflora (Mart.) R.E.Fr 

 

Fonte: Elaborado pela autora 

Bocageopsis multiflora (Mart.) é a espécie mais comum do gênero. Sua 

distribuição ocorre na Amazônia boliviana (Beni, Pando), Brasil (Amazonas, Mato 
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Grosso, Rondônia, Roraima), Colômbia, Venezuela, Guiana e Suriname (MAAS; 

WESTRA; VERMEER, 2007). É uma das espécies mais procuradas para se queimar na 

torragem da farinha e, segundo diferentes informantes, “ela pega fogo até molhada” 

AMMANN (2014). Em relação ao uso medicinal tradicional não foram encontrados 

relatos para este gênero (SOARES et al., 2019). 

SOARES e colaboradores (2019) ao estudar a espécie B. canescens isolou os 

flavonoides glicosilados (11) e (12), Figura 7. A partir da fração alcaloídica dos galhos 

grossos de B. multiflora, foram isolados os alcaloides salsolina (13), isosalsolina (14) e 

pronuciferina (15), Figura 7. 

 

Figura 7 - Estruturas dos flavonoides e alcaloides isolados de espécies pertencentes ao gênero 
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No estudo da espécie B. pleiosperma Maas (folhas, galhos e cascas), é evidente a 

presença de sesquiterpenos e ausência de monoterpenos, e o principal constituinte 

identificado foi o β-bisaboleno (16) da Figura 8. Apesar de apresentar fraca atividade 

antimicrobiana, a este constituinte, é atribuída uma atividade biológica importante, a 

antimalárica (SOARES et al., 2015). 

 

Figura 8 - Estrutura do constituiente β- bisaboleno e espatulenol 
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(16) 

 

No Quadro 5 são apresentadas as composições químicas de compostos 

majoritários encontrados nos OEs, descritos na literatura. É possível observar a 

presença do β-bisaboleno (16) nas duas espécies, B. multiflora e B. pleiosperma. 

 

Quadro  5 - Composição química majoritária dos OEs e atividades biológicas de espécies do gênero 

Bocageopsis 

Espécies 
Parte 

estudada 

Constituintes 

principais dos OEs 

analisados1 

Atividades 

biológicas 
Referências 

B. 

multiflora 

(Mart) 

Folhas 

Espatulenol (2) 

Óxido de cariofileno 

(1), 

β-bisaboleno (16) 

 

 

Atividade contra o 

Enterococcus 

faecalis e 

Staphylococcus. 

aureus 

(ALCÂNTARA 

et al., 2017). 

B. 

pleiosperma 

Maas 

Folhas, 

cascas e 

galhos. 

β-bisaboleno (16) 

trans--bergamoteno 

(22) 

(E)-β-farneseno (23) 

δ-cadineno (24)  

β-selineno (25) 

α-selineno (26) 

criptomeriona (27) 

(2Z, 6Z)-farnesol (28) 

O óleo essencial 

obtido das cascas 

exibiu um efeito 

moderado contra 

Staphylococcus. 

epidermidis, 

enquanto os outros 

óleos não exibiram 

atividade 

antimicrobiana. 

(SOARES et 

al., 2015). 

 

O estudo sobre a composição química do óleo essencial da espécie B. multiflora 

descrito por OLIVEIRA et al. (2014) mostrou que na estação chuvosa o β-bisaboleno 

(16) foi o constituinte principal e os sesquiterpenos foram a classe de metabólitos 

secundários majoritária, enquanto o principal componente do óleo coletado na estação 

seca foi o espatulenol (2), Figura 3. 

SOARES et al. (2015) ao estudar folhas, galhos e cascas da espécie Bocageopsis 

pleiosperma Maas, descrevem bons resultados para a atividade antibacteriana contra S. 

aureus, S. epidermidis e E. coli.  
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O óleo essencial das folhas frescas da espécie B. multiflora, investigada por 

OLIVEIRA et al. (2014) apresentou inibição significativa contra as formas 

promastigotas de L. amazonensis. 

 

2.2.2 Gênero Fusaea 

 

Fusaea (Baill.) Saff. é outro gênero da família Annonaceae que foi encontrado 

por Safford em 1914. A espécie F. longifolia (Aubl.) Saff. foi, originalmente, descrita 

por AUBLET (1775) como Annona longifolia que, posteriormente, foi colocada no 

gênero Duguetia separada do resto do gênero sob o nome seccional de Fusaea. 

Atualmente, o gênero Fusaea é constituído por três espécies: F. longifolia, F. decurrens 

e F. peruviana (FLORES, 2018).  

A F. longifolia é conhecida popularmente como “envira”, “araticum”, 

“envireira” e “espitana”. Tem boa distribuição na América do Sul, presente na 

Colômbia, Venezuela, Suriname, Bolívia, Equador, Peru, Brasil e nas Guianas. No 

Brasil, ocorre nos estados do Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato grosso, Pará, 

Rio de Janeiro, Rondônia e Roraima (CHATROU, 1998) 

O fruto, Figura 9, de F. longifolia exala um odor forte e agradável quando 

maduro e os índios Urubu-Kaapor utilizam-no como comestível, sendo uma importante 

fonte de proteínas para quem habita a selva, a espécie também tem uso como remédio 

(RIOS E PASTORE, 2011).  

Figura 9 - Fruto da F. longifolia 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora 
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A fitoquímica desse gênero é pouco explorada e apenas dois estudos foram 

encontrados na literatura sobre F. longifolia. 

Um dos alcaloides isolados por TAVARES et al. (2005) foi do tipo 

tetraidroprotoberberínico, a estefolidina (17), Figura 10. Este alcalóide já foi 

anteriormente descrito em espécies da família Annonaceae como Annona cherimolia e 

Alphonsea sclerocarpa (VILLAR et al., 1985; TADIC et al., 1987). 

No estudo realizado por TAVARES et al. (2005) com os caules finos, foram 

isolados alcaloides e extraído o óleo essencial das folhas. A composição química dos 

OEs obtidos a partir do caule da espécie F. longifolia (Aubl.) Saff foi relatado 

principalmente são os sesquiterpenos: espatulenol (12,0%) (2) Figura 3, α-cadinol 

(12,5%) (29), δ-elemeno (4,2%) (30), β-elemeno (3,8%) (31), germacreno D (3,7%) 

(32) e germacreno B (2,9%) (33), Figura 8 e Quadro 6. 

 

Quadro  6 - Composição química majoritária dos OEs e atividade biológica da espécie F. Longifólia 

 

Espécies 
Parte 

estudada 

Constituintes principais 

dos OEs analisados1 
Referências 

F. 

longifolia (Aubl.) Saff 
Caule 

α-cadinol (29) 

espatulenol (2) 

δ-elemeno (30) 

β-elemeno (31) 

germacreno B (32) 

germacreno D (33) 

(TAVARES et al., 

2005). 

 

No estudo desenvolvido por MORALES (2019) com F. longifolia com extratos 

de acetato de etila, foi verificada a atividade antiviral promissora para Herpes Simplex 

Vírus tipo 1 (HSV-1). A análise cromatográfica do extrato por UPLC-MS/MS, revelou a 

presença dos compostos: taxifolina (18), luteolina (19), quercetina–3-β-D-glicosídeo 

(20) e quercetina (21) (Figura 10). 

 

Figura 10 - Estrutura dos constituintes isolados da F. Longifólia 
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(31)    (32)    (33) 

 

2.3 Gênero Duguetia: uso popular, constituintes químicos e atividades biológicas 

 

O gênero Duguetia A. St.-Hil. compreende 100 espécies, das quais 89 ocorrem 

em regiões Neotropicais e 4 na África. No Brasil, o gênero é um dos mais 

representados. A espécie D. quitarensis Figura 11 (sinonímias: Aberemoa quitarensis 

Benth. R.E.Fr., D. ibonensis Rusby, e D. tessmannii R.E.Fr.) é a espécie mais comum 

do gênero e está distribuída na região Amazônica e da Venezuela até a Bolívia 

(ALARCÓN, 2007). 

  

Figura 11 - Duguetia quitarensis Benth 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Este gênero abrange cerca de 100 espécies, e é um dos mais abundantes da 

família Annonaceae. Há estudos que relatam o uso tradicional de algumas espécies 

desse gênero como alternativas medicinais para o tratamento de diversos problemas de 

saúde dos habitantes de diferentes regiões tropicais do mundo onde essas plantas estão 

distribuídas (FUENTES, 2020). 
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Para o gênero Duguetia são encontrados alguns usos tradicionais, como 

exemplo, o chá das folhas de D. furfuracea é indicado para combater dismenorreia, 

metrorragia e diarreia (SANGALLI; VIEIRA; HEREDIA, 2008). Segundo 

RODRIGUES; CARVALHO (2001) e CAROLLO et al. (2006) as folhas são 

anti‐reumáticas e podem ser usadas na forma de infusão. O chá da casca do caule de D. 

staudtii também é utilizado na medicina popular para o tratamento de dores no peito, 

bronquite, problemas gastrointestinais, edemas e câncer.  

Além disso a espécie D. staudtii, pode ser adicionada à mistura de veneno de 

flecha e é considerada um excelente vermífugo (NGOUONPE et al., 2019). A infusão 

de pequenos ramos e folhas dessa espécie é indicada para reumatismo (VALTER et al., 

2008). No Quadro 7 são apresentados alguns estudos de cunho científico com o gênero 

Duguetia. 

 

Quadro  7 - Atividades biológicas para o gênero Duguetia. 

Espécies Estudadas Partes 

Estudadas 

Atividades Biológicas Referências  

D. furfuracea (A.St.-Hil.) 

Saff. 

Folhas Atividade antioxidante e 

antifungica 

(PINHO et al., 

2016). 

D. furfuracea (A.St.-Hil.) 

Saff. 

Folhas combate a metais pesados, 

apresentando-se como 

protetora de seres procariontes 

(FERNANDES et 

al., 2014) 

D. lanceolata A. St.-Hil Casca-tronco Atividade inseticida para 

Spodoptera frugiperda 

(ALVES et al, 

2020). 

D. pycnastera Sandwith Casca Atividade citotóxica (DE SOUZA et. 

al., 2021). 

 

O gênero Duguetia não está entre os gêneros mais estudados quimicamente, 

sendo precedido pelos gêneros Annona, Goniothalamus, Monodora, Uvaria e Xylopia 

(CUNHA, 2009). 

CAROLLO e colaboradores (2006) trabalhando com a espécie D. furfuraceae 

isolaram o flavonoide isoramentina (34) que apresentou atividade tripanocida Figura 

12. 
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Figura 12 - Estrutura do flavonoide Isoramentina 
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(34) 

 

No entanto diversas substâncias, principalmente alcaloides, já foram isolados de 

suas espécies (GONÇALVES et al., 2017, OLIVEIRA, 2017). Entre os alcaloides mais 

comuns encontrados no gênero Duguetia destacam-se aqueles derivados do esqueleto 

isoquinolínico.  

BONOTTO (2005) relata o estudo químico da espécie D. lanceolata. O extrato 

etanólico e os alcalóides totais (l00 μg/mL) da espécie, demonstraram níveis de 

atividade (percentual de morte de cerca de 100% e 66%, respectivamente) contra às 

formas tripomastigotas de T. Cruzi. Desse extrato foi obtido o alcalóide majoritário 

aporfíníco N-acetilanonaína (35) Figura 13. 

 

Figura 13 - Estrutura do Alcaloide N-acetilanonaína 
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(35) 

Na Figura 14 e Quadro 8 são apresentados alguns alcaloides que foram 

isolados do gênero Duguetia. 
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Figura 14 - Alcaloides isolados da espécie da D. furfuracea 
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Quadro  8 - Alcaloides encontrados no gênero Duguetiae 

Alcaloide Tipo de esqueleto Espécie Referência 

Isopilina aporfinico 
D. vallicola 

J.F.Macbr. 

(PEREZ et al. 

2004). 

Discretamina protoberberinico 
D. moricandiana 

Mart 

(ALMEIDA et al., 

2011). 

Cleistofolina Azaantracênico 
D. Vallicola 

J.F.Macbr. 

(PÉREZ et al, 

2004). 

Duguetina aporfinico 
D.furfuracea (A. 

St.-Hil.) 

(SILVA et al., 

2009). 

Liriodenina Oxoaporfinico 
D. stelichantha 

Diels. 

(LÚCIO et al., 

2015). 

Hadranthina aporfinico D. hadrantha Diels 
(MUHAMMAD et 

al., 2001). 

Sampangina Azaoxoaporfinico D. hadrantha Diels 
(MUHAMMAD et 

al., 2001). 

S-(+)-dicentrina oxoaporfinico 
D. furfuracea (A. 

St.-Hil.) 

(MIGUEL et al., 

2016). 

Lisicamina aporfinico 
D. pycnastera 

Sandwith 

(DE SOUZA et al., 

2020).  

Dicentrinona oxoaaporfinico 
D. furfuracea   (A. 

St.-Hil.) 

(SANTOS et al, 

2018). 

Oliverolina 
7-hidroxi-

aporfinico 

D. odorata (Diels) 

J.F. 

(BRASTIANOS, et 

al., 2007). 
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No Quadro 9, estão descritos alguns alcaloides isoquinolinicos isolados de 

algumas espécies de Duguetia e suas respectivas atividades biológicas. 

 

Quadro  9 - Atividades Biológicas de Alcaloides Isoquinolínicos de Duguetia 

Alcaloide 
Atividade 

Biológica 
Espécie Referências 

S-(+) Dicentrina (A) Analgésica  D. surinames 
(MONTRUCCHIO, 

2012). 

Dicentrinona (O) 
Anti-inflamatória 

 

D. furfuracea 

 

 (DE SOUZA, 

2013). 

O-metilmoscatolina (A) 
Carcinoma 

de laringe 
D. glabriuscula 

(SILVA et al., 

2007). 

Hadrantina (P) 

Atividade 

antimalárica in 

vitro contra 

Plasmodium 

falciparum 

D.hadrantha 
(MUHAMMAD et 

al., 2001). 

Legenda: (O) oxoaporfinico, (A) aporfínico, (P) protoberberínico. 

 

No Quadro 10 e Figura 15 são apresentados alguns componentes voláteis de 

algumas espécies de Duguetia e suas respectivas atividades biológicas. 

 

Quadro  10 - Composição química majoritária dos OEs e atividades biológicas de espécies do gênero 

Duguetia 

Duguetia 
Parte 

estudada 

Constituintes 

principais dos OEs 

analisados1 

Atividades 

biológicas. 

Referências 

bibliográficas 

D. 

gardneriana 

Mart 

Folhas 

Cipereno (42) 

β-bisaboleno (16) 

elemicina(41) 

germacreno D (33) 

Potencial citotóxico 

e antitumoral 

 

(RODRIGUES 

et al., 2015). 

D. 

moricandiana 

Mart. 

 

Folhas 

α-pineno (44) 

β-pineno (45) 

E-cariofileno (46) 

germacreno D (33 ) 

Ativo contra 

Staphylococcus 

aureus e Candida 

albicans na 

concentração de 

100% 

(ALMEIDA et 

al., 2011). 

D. 

glabriuscula 

(R.E.Fr.) 

Folhas Aromadendrano (43) 
Atividades contra 

Artemia salina 

(DE 

SIQUEIRA et 

al., 2003). 

D. lanceolata 

A.St.-Hil 
Cascas 

β-elemeno (31) 

óxido de cariofileno(1) 

Inibição do 

crescimento da 

Staphylococcus 

aureus,Streptococcus 

pyogenes, 

(SOUSA et 

al., 2012). 
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Escherichia coli e 

Candida albicans 

 

 

 

 

Duguetiae 

lanceolata 

A.St.-Hil 

Ramos 

-elemeno (30) 

-elemeno (31) 

E-cariofileno (46) 

-selineno (31) 

-cadineno(24) 

Óxido de cariofileno 

(1) 

humulenoepóxido II 

(47) 

β-eudesmol(48) 

cadina-1,4-dien-3-ol 

(49) 

cadaleno(50) 

Propriedades 

antinociceptivas, 

anti-inflamatórias e 

antioxidante. 

 

(DE SOUSA 

et al., 2016). 

 

No estudo do óleo essencial das folhas da Duguetia gardneriana Mart. 

RODRIGUES et al. (2015) foram obtidos o β-bisaboleno (16), a elemicina (41), o 

germacreno D (33) e o cipereno (42). No óleo essencial das folhas de D. glabriuscula, a 

presença dos sesquiterpenos do tipo aromadendrano (43) predominou em 61,3% e 

59,0%, das folhas frescas e secas, respectivamente (DE SIQUEIRA et al., 2003). 

Na extração do óleo essencial das cascas da espécie D. lanceolata os 

sesquiterpenoides representaram o maior número de constituintes detectados no óleo 

essencial. O β-elemeno (31) e óxido de cariofileno (1) como sendo os principais, para 

duas e quatro horas de hidrodestilação, respectivamente (SOUSA et al., 2012). Outro 

estudo realizado por DE SOUSA et al. (2016) com a Duguetia lanceolata apresentou 

uma variedade de constituintes, prevalecendo os sesquiterpenos hidrocarbonetos (40%) 

e os oxigenados com (44,9%). 

 

Figura 15 - Estruturas dos constituintes volateis majoritarios do gênero Duguetia 
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Não foram encontrados relatos na literatura de estudos químico-farmacológicos 

para a espécie D. quitarensis, sendo este trabalho o primeiro a reportar os constituintes 

químicos para esta espécie. 

 

2.4 Gênero Guatteria: uso popular, constituintes químicos e atividades biológicas 

 

Guatteria Ruiz et Pav. é um dos gêneros mais antigos da família Annonaceae 

aceitos no Novo Mundo, sendo distribuído do sudeste do México à Bolívia e sul do 

Brasil, sendo a maioria encontrada na floresta amazônica (LOBÃO et al., 2012). No 

Brasil, são registradas 88 espécies, das quais 47 são endêmicas (LOBÃO et al., 2012). 

Guatteria é o maior gênero da família Annonaceae com cerca de 300 espécies, e 

é o único membro da tribo Guatterieae. É exclusivamente neotropical ERKENS et al. 

(2007), e 88 espécies ocorrem no Brasil (MAAS; RAINER; LOBÃO, 2013). 
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Espécies do gênero Guatteria são utilizadas popularmente como antiparasitárias, 

vermífugas, inseticidas e odoríferas (RABELO, et al., 2014). A Guatteria foliosa é 

utilizada pelo povo indígena como repelente de insetos (PAREDES, 2001). Da 

Guatteria modesta Diels a infusão da casca durante a menstruação serve como 

contraceptivo (RIOS e PASTORE, 2011). 

Em relação a estudos fitoquímicos e de suas propriedades biológicas há um 

estudo desenvolvido para a Guatteria punctata (Figura 16) por ALMEIDA (2018), que 

cita seu poder ansiolítico, apresentando um possível efeito ansiolítico na dose 400mg. 

 

Figura 16 - Guatteria punctata (Aubl.) R.A Howard 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

No trabalho desenvolvido por COSTA et al. (2011), com o cerne da Guatteria 

blepharophylla (Mart.), foram isolados dois alcaloides, sendo um deles o majoritário a 

isocoreximina (51) (Figura 17), onde foi atribuído a atividade antitumoral observada, 

uma vez que já possui atividade antitumoral comprovada.  

 

Figura 17 - Estrutura do alcaloide isocoreximina 

 

 (51) 
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As espécies pertencentes ao gênero Guatteria, têm mostrado que suas 

características químicas são semelhantes as demais dos gêneros da família Annonaceae, 

sendo assim, caracterizadas, em geral, pela ocorrência de alcaloides, embora outras 

classes de substâncias como os terpenos sejam de frequente relato no gênero (DOS 

SANTOS et al., 2017). 

Os principais metabólitos secundários encontrados no gênero Guatteria são os 

alcaloides, com destaque para a classe dos isoquinolinicos, como mostrados no 

levantamento realizado por (SANTOS, 2015).  

No Quadro 11 são apresentados alguns estudos com o gênero Guatteria. 

 

Quadro  11 - Atividades biológicas para espécies do gênero Guatteria 

Guatteria Partes 

Estudadas 

Atividades Biológicas Referências  

G. pogonopus 

Mart 

Folhas Atividades citotóxicas e forte 

atividade contra leucemia 

promielocítica humana 

(SANTOS et al., 

2018). 

G. latifolia 

R.E.Fr. 

Galhos, 

folhas e 

frutos 

Atividade leishmanicida (FERREIRA et al., 

2017). 

G. 

blepharophylla 

Mart 

Casca Mostrou atividade significativa 

contra linhagens celulares de 

mama 

(COSTA, et al., 

2011). 

G. boliviana H. 

Winkl. 

Caule Atividade in vitro (100 g/mL) 

contra Leishmania braziliensis 

(MAHIOU et al, 

2000). 

Guatteria 

schomburgkiana 

Mart . 

Cascas Atividade antimalárica in vitro 

(4g/ml) 

(MUÑOZ et al., 

2000). 

 

No Quadro 12, estão descritos alguns alcaloides isoquinolinicos isolados da 

espécie Guatteria e suas respectivas atividades biológicas.  

 

Quadro  12 - Atividades Biológicas de Alcaloides Isoquinolínicos da espécie Guatteria 

Alcaloide Atividade Biológica Espécie Referências 

Aterospermidina (O) 
Atividade citotóxica e 

tripanocida 
G. friesiana 

(COSTA et 

al.,2013). 

(−)-3-

Hidroxinornuciferina (A) 
Tripanocida G. latifolia 

(LUCIO et al, 

2015). 

Isocoreximina (P) Atividade antifúngica G.blepharophylla 
(COSTA et al., 

2011). 

oxostefanina (O) 
Redução do índice mitótico 

das células tumorais 
G.calva 

(RODRIGUEZ 

et al., 1999). 

Liriodenina (O) Citotóxica G. friesiana 
(COSTA et al., 

2013). 
Legenda: (O) oxoaporfinico, (A) aporfínico, (P) protoberberínico. 
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No levantamento feito na base de dados Web of Science utilizando as palavras 

Guatteria, alkaloid, dos resultados estão apresentados, alguns exemplos de alcaloides 

isoquinolínicos encontrados no gênero retirados de alguns artigos mais recentes 

(Quadro 13). 

 

Quadro  13  - Exemplos de alcaloides encontrados no gênero Guatteria 

Alcaloide Tipo de esqueleto Espécie Referências 

Guadiscina oxoaporfínico 

Guatteria friesiana (W. A. 

Rodrigues) Erkens & 

Maas 

(COSTA et al., 

2021). 

guadiscidina aporfinoide 

Guatteria friesiana (W. A. 

Rodrigues) Erkens & 

Maas 

(COSTA et al., 

2021). 

Asimilobina aporfinico 
Guatteria olivacea R. E. 

Fries 

(DE SOUZA 

ARAÚJO et al., 

2020). 

Puterina aporfinico 
Guatteria olivacea R. E. 

Fries 

(DE SOUZA 

ARAÚJO et al., 

2020). 

(+)-roemerina Aporfínico 
Guatteria pogonopus 

Mart. 

(SANTOS et 

al.2018). 

(+)-isocorydina aporfinico 
Guatteria pogonopus 

Mart. 

(SANTOS et al. 

2018) 

3-hidroxi -

nornuciferina 
aporfinico 

Guatteria ferrugínea 

A.St.-Hil 

(DOS SANTOS 

et al, 2017). 

isomoschatolina oxoaporfinico 
Guatteria ferrugínea 

A.St.-Hil 

(DOS SANTOS 

et al, 2017). 

Liriodenina oxoaporfinico 
Guatteria citriodora 

Ducke 

(RABELO et 

al.2014). 

3-metoxioxoputerina aporfinico 
Guatteria citriodora 

Ducke 

(RABELO et al. 

2014). 

 

O estudo da Guatteria citriodora RABELO et al. (2014) levou ao isolamento de 

oito alcaloides pertencentes a quatro importantes tipos de derivados isoquinolínicos: 

liriodenina (52), lisicamina (53), O-metilmoschatolina (54), oxoputerina (55), palmatina 

(56), e guattescidina (57), evidenciando a diversidade estrutural característica do gênero 

Guatteria. 

Para demonstrar a diversidade de alcaloides, na Figura 18 estão dispostas 

estruturas de alcaloides isolado do estudo feito com a Guatteria citriodora. 
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Figura 18 - Alcaloides isolados da espécie Guatteria citriodora 

 

Os sesquiterpenos oxigenados, contendo 53,9% de espatulenol (2) como 

componente principal e também uma quantidade considerável de óxido de cariofileno 

(1) foram encontrados na Guatteria elliptica (RAJKA FERREIRA et al., 2018). Estes 

dois sesquiterpenos oxigenados são comumente encontrados em OEs de Guatteria, 

geralmente em grandes quantidades. O espatulenol (2), como principal constituinte, foi 

identificado no óleo de G. juruensis 77,1% (MAIA et al., 2005). O óxido de cariofileno 

(1) também foi encontrado em grandes quantidades nos OEs da espécie Guatteria spp., 

e também na espécie G. microcalyx onde foi responsável por 44,2% da composição do 

óleo (MAIA et al., 2005).  

No estudo realizado por MEIRA et. al. (2017) com a espécie Guatteria friesiana 

e Guatteria pogonopus os sesquiterpenos foram mais abundantes nos OEs investigados, 

compreendendo 93,0% e 88,4%, respectivamente. Os principais compostos 

identificados para o óleo essencial de G. pogonopus foram: espatulenol (2), γ-amorfeno 

(10) e para a espécie G. friesiana o β-eudesmol (11) e o γ-eudesmol (12).  

No estudo realizado por SANTOS et al. (2017) os constituintes presentes para as 

espécies G. australis, G. latifolia, G. ferruginea e G. sellowiana, foram encontrados os 

sesquiterpenos oxigenados em maior concentração seguidos pelos monoterpenos 

oxigenados: O espatulenol (2) como constituinte majoritário de G. australis e o óxido 
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de cariofileno (1) o constituinte majoritário nas espécies G. latifolia (31,45%) e G. 

ferruginea (40,13%) e encontrado como um dos constituintes majoritários de G. 

sellowiana (13,36%).  

No Quadro 14 e Figura 19 são apresentados alguns constituintes químicos 

voláteis e atividades farmacológicas encontrados para algumas espécies do gênero 

Guatteria. 

 

Quadro  14 - Constituintes químicos voláteis e atividades biológicas de espécies do gênero Guatteria 

Guatteria 
Partes 

estudadas 

Constituintes 

principais dos OEs 

analisados1 

Atividades 

biológicas 
Referências 

G. Megalophylla 

Diels 
Folhas 

Espatulenol(2) 

γ-muuroleno(58) 

biciclogermacreno(59) 

β- elemeno ( 31) 

δ-elemeno(30) 

Potencial anti-

leucemia 

(COSTA et 

al.,2020). 

G. 

blepharophylla 

Mart. 

Folhas óxido de cariofileno (1) 

Capacidade de 

inibir a 

proliferação de 

células tumorais 

(FERRAZ et 

al., 2014). 

 

 

 

 

G. hispida 

(R.E.Fr.) Erkens 

& Maas 

Folhas 

β-pineno (45) 

α-pineno (44) 

E-cariofileno (46) 

Capacidade de 

inibir a 

proliferação de 

células tumorais 

(FERRAZ et 

al., 2014). 

G. elliptica R.E 

Fries 
Folhas 

espatulenol(2) 

óxido de cariofileno (1) 

Atividade 

antitumoral 

contra células 

de câncer de 

mama e próstata 

(RAJCA 

FERREIRA, 

2016). 

G. pogonopus 

Mart. 
Folhas 

Espatulenol (2) 

γ-amorfeno (60) 

Demonstraram 

potentes 

tripanocidas e 

antimaláricos 

(MEIRA et. 

al., 2017). 

G. friesiana (W. 

A. Rodrigues) 

Erkens & Maas 

Folhas 
β-eudesmol (48) 

γ-eudesmol (61) 

Demonstraram 

potentes 

atividades 

tripanocidas e 

antimaláricos 

(MEIRA et. 

al., 2017). 

G. australis 

A.St.-Hil. 
Folhas 

germacreno B (32) 

germacreno D (33) 

E-cariofileno (46) 

espatulenol(2) 

Atividades 

antiproliferativa, 

antileishmanial, 

antibacteriana, 

antifúngica e 

antioxidante 

(SIQUEIRA 

et al.,2015). 

https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/Guatteria%20friesiana
https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/Guatteria%20friesiana
https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/Guatteria%20friesiana
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Figura 19 - Estruturas dos constituintes voláteis majoritarios de espécies do gênero Guatteria 

H

H

H

H

OH
 

(58)   (59)   (60)    (61) 

 

Após revisão da literatura constatou-se que há um maior número de estudos 

fitoquímicos de algumas espécies do gênero Bocageopsis, Duguetia, Fusaea e 

Guatteria, concentrados na identificação dos constituintes químicos voláteis e no 

isolamento de alcaloides, metabólitos secundários de grande importância farmacológica. 
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3  OBJETIVOS 

3.1 Geral 

 

Contribuir para ampliação do conhecimento químico-farmacológico de espécies 

da família Annonaceae da região através da obtenção do perfil químico, bem como do 

potencial de atividades biológicas.  

 

3.2 Específicos 

 

a) Proceder à coleta e ratificação taxonômica das espécies Bocageopsis 

multiflora, Duguetia quitarensis, Fusaea longifolia e Guatteria punctata 

b) Identificar e quantificar os constituintes químicos voláteis dos OEs das 

folhas; 

c) Avaliar a atividade, in vitro, dos OEs frente às formas amastigotas e 

tripomastigotas do Trypanosoma cruzi; 

d) Avaliar a atividade antibacteriana, in vitro, dos OEs frente aos 

microrganismos Gram-negativos: Escherichia coli enterohemorrágica, 

Pseudomonas aeruginosa e Gram-positivos: Streptococcus mutans, 

Streptococcus pyogenis e Staphylococcus resistente à meticilina; 

e) Peparar os extratos brutos etanólicos (EBFE) e metanólicos (EBFM) das 

folhas de B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata e 

caracterizar as suas principais classes de metabólitos secundários por meio 

de análises químicas por via úmida (triagem fitoquímica); 

f) Avaliar o potencial antioxidante e o teor de fenóis totais dos EBFE e 

EBFM; 

g) Avaliar a atividade antibacteriana, in vitro dos EBFE e EBFM contra à E. 

coli, P. aeruginosa, S. mutans, S. pyogenis e Staphylococcus resistente à 

meticilina. 

h) Elucidar as substâncias presentes no extrato metanólico das folhas de D. 

quitarensis (EMDq) através de desreplicação utilizando técnicas 

espectrométricas ESI-MS; 

i) Elucidar as substâncias presentes no extrato metanólico das folhas de G. 

punctata (EMGp) por UHPLC-QTOF-MS. 
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4  MATERIAS E MÉTODOS 

4.1 Materiais 

4.1.1 Equipamentos 

 

− Balança analítica (Shimadzu); 

− Balanças analíticas (Mettler, modelos H6 e AE-50) ; 

−  Espectrofotômetro UV-VIS Shimadzu 1800; 

− Espectrômetro de massas ESI-MS, triplo quadrupolo, modelo TSQ Quantum 

Access (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) 

− Espectrômetro de massas UFLC-DAD (Shimadzu) acoplado a um 

espectrômetro de massas ESI-qtof microtof-Q III (Bruker Daltonics). 

− Estufa (Fanem de secagem, modelo 315 SE); 

− Liquidificador JBM 58 - Profissional - Copo Inox - Motor: 800 w; 

− Manta aquecedora (Fisatom, modelo 52);  

− Pipeta automática (P100, P1000, P5000); 

−  Rotaevaporador Fisatom 8 0 2 ;   

 

4.1.2 Solventes, reagentes e material cromatográfico 

 

− Ácido ascórbico (Sigma-Aldrich); 

− Ácido gálico monohidratado (Fluka);  

− Carbonato de sódio a 7 % (Merck); 

− Clorofórmio deuterado – Sigma Aldrich 

− DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (Sigma-Aldrich); 

− Etanol (Neon); 

− Hexano (Neon); 

− Metanol (Neon);  

− Reagente de Folin-Ciocalteau (Merck);  

− Sílica coluna; sílica CCD; sephadex? etc. 

 

4.1.3 Material botânico 
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As folhas de B. multiflora e F. longifolia foram coletadas em julho de 2018 na 

Floresta Nacional do Bom Futuro na cidade de Porto Velho/RO ([lat: -8.393611 long: -

63.585833 WGS84] [lat: -9.454722long: -64.390111WGS84]) e uma amostra de cada 

espécie foi depositada no RON (herbário)da UNIR e registrada sob os números RON 

11518 e RON 8392, respectivamente. As espécies foram identificadas pela botânica 

Ingrid Mendes da Silva.  

As folhas de D. quitarensis foram coletadas em junho de 2018 às margens do 

Rio Jaci Paraná na cidade de Porto Velho/RO ([lat: -9.357778 long: -64.4125 WGS84]) 

e uma amostra está depositada no RON (herbário) da UNIR e registrada sob o número 

RON 648, identificada por Eduarda A. Dias.  

As folhas de G. punctata foram coletadas em setembro de 2018 em um 

fragmento de mata às margens do campus da UNIR, BR 364 ([ lat -8,8355739 WG-

63,9376764]) e uma amostra foi depositada no Herbário da Universidade Federal do 

Acre e registrada sob o número UFACPZ 20683. D. quitarensis e G. punctata foram 

depositadas e catalogadas pelas botânicas Eduarda A. Dias e Adriana Q. Lobão, 

respectivamente. 

O material fresco foi limpo de impurezas e depois seco em temperatura ambiente 

durante três semanas. Posteriormente, o material foi moído usando um moinho de facas, 

tipo Croton. 

 

4.1.4 Extração dos OEs 

 

O material botânico (30 g) foi moído, pesado e submetido à hidrodestilação, 

segundo a recomendação da Farmacopeia Brasileira (2010), utilizando extratores do 

tipo Clevenger modificado até esgotamento total do óleo essencial, sendo a extração 

realizada em triplicata para cada espécie. O óleo obtido foi seco com sulfato de sódio 

anidro, unidos  e estocado no congelador da geladeira até a análise. O cálculo do 

rendimento foi realizado pela fórmula abaixo: 

 

                                                                        (1) 

 

Onde, n: é o volume do óleo essencial destilado em mL; P: massa, em gramas, 

da planta. 
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4.1.5 Análise e determinação de OEs por CG-EM e CG-FID 

 

As análises das composições químicas dos OEs foram realizadas no Laboratório 

de Cromatografia do Departamento de Química da Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG). Foi empregado um cromatógrafo a gás acoplado ao espectrômetro de 

massas Shimadzu GCMS-QP 2010 ULTRA, coluna capilar Rxi-1MS (apolar, 100% 

dimetil polisiloxano 30m x 0.25mm x 0.25 µm – Restek). Hélio foi utilizado como gás 

de arraste com quociente de vazão de 3 mL/min. A temperatura programada foi de 50oC 

para 5 minutos aumentada em 3oC/min até 220oC. A temperatura do injetor foi de 220oC 

split (1:50) e a temperatura do detector MS (impacto eletrônico a 70 eV) a 230oC. O 

volume de injeção foi de 1 µL. 

Análises quantitativas dos constituintes químicos foram realizadas por 

cromatografia de alta resolução (CG) usando um cromatógrafo a gás HP7820 (Agilent) 

equipado com detector de ionização de chama (CG-FID), coluna capilar Rxi-1MS 

(apolar, 100% dimetil polisiloxano 30m x 0.25mm x 0.25µm - Restek). Hidrogênio foi 

utilizado como gás de arraste com quociente de vazão de 4 mL/min. A temperatura 

programada foi de 50oC para 5 minutos aumentada em 3oC/min até 220oC. A 

temperatura do injetor foi de 220o C split (1:50) e a temperatura do detector foi de 

230oC. O volume de injeção foi de 1 µL. 

A quantificação de cada constituinte foi estimada por normalização da área (%). 

As concentrações dos compostos foram calculadas a partir da área do pico e eles foram 

organizados em ordem de eluição. Os componentes dos OEs foram identificados 

comparando seus espectros de massa com os espectros disponíveis no banco de dados 

do equipamento (NIST11). Além disso, a medida dos índices de retenção foi comparada 

aos da literatura (ADAMS, 2007). 

Índices de retenção experimentais (RI) foram determinados usando a equação de 

Van den Dool e Kratz e um padrão da série homóloga de n-alcanos (C10 – C18) foram 

injetadas nas mesmas condições cromatográficas descritas acima. 

 

4.1.6 Preparo dos Extratos Brutos Etanólico (EBFE) e Metanólico (EBFM) das Folhas 

de  B multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata  
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Os EBFE e EBFM das folhas de B multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. 

punctata foram obtidos a partir de folhas secas e moídas, através de extração por 

maceração.  O Esquema 6 mostra as etapas realizadas para a primeira etapa do trabalho. 

Após trituração de 200g do material vegetal, de cada espécie, este foi transferido 

para um recipiente apropriado onde se acrescentou hexano (1000 mL) até a completa 

submersão do material. Após três dias à temperatura ambiente, o material foi filtrado e 

evaporado em rotaevaporador até completa evaporação do solvente. 

Ao resíduo foi adicionado etanol 96% (500 mL) ou metanol (500 mL).  A 

extração em sete ciclos, onde a cada 24 hs a mistura foi filtrada, o solvente 

rotaevaporado e reintroduzido no macerador. Desta forma, foram obtidos os EBFE e 

EBFM das folhas de B multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata. 

Após a obtenção dos extratos e evaporação do solvente, os mesmos eram 

deixados em capela para evaporação total dos solventes. 

 

Esquema  7 – Resumo da metodologia utilizada desenvolvimento da primeira etapa do trabaho. 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Cálculo rendimento dos extratos brutos obtidos 

Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a fórmula:  

 

 x 100                                                    (2) 
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Onde: Re = Rendimento total do extrato (%);  

Pext = Peso do extrato seco (g); 

Pfolhas = Peso das folhas frescas ou secas (g). 

 

4.1.7 Obtenção dos EMDq e EMGp das folhas das espécies D. quitarensis e G. punctata  

 

As folhas secas (200g) de D. quitarensis e G. punctata depois de trituradas 

foram submetidas à extração exaustiva por macerações, em temperatura ambiente, 

inicialmente com hexano (500 mL), seguido por etanol a 96% (500 mL) e finalmente 

com metanol (500 mL). Após filtração e remoção do solvente extrator, por destilação a 

pressão reduzida, e secagem em capela para para a remoção do solvente residual, 

obtiveram-se os EMDq e EMGp. 

Um esquema do trabalho desenvolvido para obtenção dos extratos pode ser 

observado no Esquema 8. 

 

Esquema  8 - Preparo dos Extratos Brutos: EMDq e EMGp 

 

4.1.8 Triagem fitoquímica 
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Os testes fitoquímicos foram realizados segundo metodologia proposta por 

BARBOSA et al. (2004). Os extratos obtidos foram submetidos aos testes de: fenóis, 

taninos, flavonoides e esteroides/triterpenoides. Todos os testes acima citados foram 

realizados em todos os extratos etanólicos (EBFE) e metanólicos (EBFM). 

 

4.1.9 Determinação dos fenólicos totais 

 

A determinação do teor de fenóis totais presentes nas amostras dos extratos 

etanólicos (EBFE) e metanólicos (EBFM) das espécies estudadas foi realizada por 

espectroscopia na região visível através do método de Folin-Ciocalteau conforme 

descrito por SANTI et al. (2014). Os extratos brutos foram diluídos em etanol para obter 

soluções com concentrações de 10 µg.mL-1. A uma alíquota de 0,1 mL de cada solução 

foram adicionados 7,0 mL de água, 0,8 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (1:3 de 

água) e 1,2 mL de solução aquosa de Na2CO3 a 20%. Após 2 horas, as absorbâncias das 

amostras foram medidas a 760 nm.  

Para tanto, é necessário realizar uma curva de calibração com o padrão ácido 

gálico a fim de interpolar os valores de absorbância das amostras a partir da equação de 

regressão linear gerada pela curva de calibração, possibilitando calcular o teor de fenóis 

totais em mg equivalente de ácido gálico (EAG)/g de amostra. Para gerar a curva 

utilizaram-se as concentrações de 20, 30, 40, 50, 60 e 70 µg.mL-1 Os valores dos teores 

de fenóis totais foram expressos em termos de equivalente de ácido gálico (mg EAG/g 

de extrato bruto). 

A equação obtida foi y = 0,004057 – 0,01924; R2 = 0,9975) e o conteúdo total de 

constituintes fenólicos dos extratos alcoólicos usando o reagente de Folin-Ciocalteau foi 

expresso em termos de equivalente de ácido gálico /g de extrato vegetal (Figura 20). 

 

Figura 20 - Gráfico da Curva de calibração do Ácido Gálico 
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4.1.10 Análises por Espectrometria de massa (infusão direta) do EMDq  

 

As análises  exploratórias  foram utilizando a espectrometria de massas com a 

ionização por eletrospray (ESI-MS) para inferir sobre a composição química dessas 

espécies. As análises foram realizadas no Laboratório de Cromatografia e 

Espectrometria de Massas (LABCEM) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) 

pelo Dr. Felipe Moura Araújo da Silva. 

O EMDq foi ressuspenso em metanol (grau HPLC), criando soluções estoque (1 

mg.mL-1). As soluções estoque foram posteriormente diluídas para 5 µg.mL-1 e 

analisadas por infusão direta no espectrômetro de massa. Um espectrômetro de massa 

triplo quadrupolo, modelo TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, San Jose, CA, 

EUA) com interface de ionização por electronspray (ESI) e funcionando no modo 

positivo e negativo foi usado para realizar análises ESI-MS e ESI-MS / MS. Condições 

analíticas MS: voltagem de pulverização, 5 kV; gás de bainha, 10 unidades arbitrárias 

(arb); gás auxiliar, 5 arb; gás de varredura, 0 arb; temperatura capilar 200º C; tensão 

capilar, 40 V; lente tubular, 115 V; faixa de massa, m / z 100 a 1000. Sendo o argônio 

usado como gás de colisão, e os espectros ESI-MS / MS foram obtidos usando energias 

de colisão variando de 25 a 30 eV. 

 

4.1.11 Análises do EMGp por UHPLC-qTOF-MS/MS 

 

O perfil químico do extrato foi analisado utilizando o cromatógrafo a líquido do 

modelo Nexera 2 da Shimadzu e o espectrômetro de massa com analisador de massa 

híbrido: quadrupolo e tempo de voo da Bruker Daltonics, modelo Impact II, equipado 

com fonte de ionização: ESI (Ionização por eletrospray), disponível no Laboratório de 

Técnicas Cromatográficas acopladas a espectrometria de massa do IQ – UFRGS. A 

separação dos compostos foi feita em uma coluna cromatográfica Kinetex C-18. A fase 

móvel utilizada foi água ultrapura (A) e acetonitrila (JTBaker®) acidificada [0.1% ácido 

fórmico (v/v)] (B). O gradiente de eluição será de 0–27 min de 5-95% (B); 27-28min 

95-5% (B); 28–30 min 5% (B). O fluxo foi de 0.3 mL.min-1, a temperatura do forno em 

40 ˚C e o volume de injeção da amostra de 1 μL, com o espectrômetro de massas 

operando no modo positivo e negativo (m/z 120–1200). Os solventes utilizados foram 

todos, grau HPLC com pureza (99,9%) e água ultrapura. 
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4.2 Ensaios Biológicos 

4.2.1 Determinação da atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-pricrilhidrazil 

(DPPH) 

 

Os ensaios de atividade antioxidante dos extratos brutos etanólico (EBFE) e 

metanólico (EBFM) das espécies vegetais B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e 

G. punctata foram avaliados através do método do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazil) conforme descrito por TORRES et al. (2018). 

As soluções estoques foram preparadas dos extratos e do padrão ácido ascórbico 

na concentração de 1 mg.mL-1. A partir dessas soluções foram realizadas diluições nas 

concentrações finais de 1, 3, 9, 27, 81 e 243 µg.mL-1 em etanol absoluto. Uma solução 

do radical DPPH foi preparada em etanol, na concentração de 50 µg.mL-1. Em seguida, 

foi adicionado 1 mL desta solução a 2,5 mL de cada uma das diluições dos extratos. A 

mistura reacional foi mantida em repouso a temperatura ambiente e ao abrigo de luz 

durante 30 minutos e, posteriormente, foram realizadas as leituras das absorbâncias em 

espectrofotômetro em 518 nm. Os valores de absorbância foram convertidos em 

percentual de atividade antioxidante através da equação 3: 

 

       (2) 

 

Onde: 

ΔAbs é a diferença entre as absorbâncias da amostra e do branco e Abscontrole 

representa a absorbância do controle negativo (1 mL da solução de DPPH + 2,5 mL de 

etanol absoluto).  

Como branco foram utilizadas soluções de etanol (1 mL) com as amostras (2,5 

mL). As medidas foram realizadas em triplicatas. 

 

4.2.2 Avaliação da atividade anti-Trypanosoma cruzi in vitro dos OEs contra formas 

Amastigotas e Tripomastigotas. 

 

Os experimentos in vitro foram realizados no Centro de Pesquisas René Rachou, 

Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), Laboratório de Parasitologia Celular e Molecular de 

Belo Horizonte-MG, sob supervisão do pesquisador Dr. Policarpo Ademar Sales Júnior 

e pela pesquisadora Profa. Dra. Silvane Maria Fonseca Murta. 
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A atividade in vitro, anti-T. cruzi foi realizada utilizando-se o ensaio da beta-

galactosidase desenvolvido por BUCKNER et al. (1996), com modificações 

ROMANHA et al. (2010) como mostrado no Esquema 8.  

 

Esquema  9 - Para avaliação da atividade anti T. cruzi 

 

 

Este ensaio utilizou a cepa Tulahuen de T. cruzi que expressa o gene da beta-

galactosidase de E. coli. Resumidamente, para a realização dos ensaios, fibroblastos de 

camundongos da linhagem L929, célula hospedeira; foram semeados em placas de 96 

poços e incubados por 24 horas a 37oC para a adesão e, infecção com 10 

parasitas/célula. Após 2 horas, o meio contendo os parasitas extracelulares foi 

substituído por meio novo e a placa novamente incubada a 37oC por 48 horas. Após esse 

período o meio de cultura foi substituído por meio novo, além dos OEs em 

concentrações decrescentes, (5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31; 0,15; 0,078 µg.mL-1). Após 96 

horas de incubação, foi adicionado o composto galactopiranosídeo vermelho β - D - 

clorofenol (CPRG) substrato da beta -galactosidase, à placa incubada a 37oC, e a leitura 

realizada após 16-20 h em espectrofotômetro utilizando um filtro de 570 nm. O 

benzonidazol foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos como 

a porcentagem de inibição do crescimento parasitário. 
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 117.216  𝐴𝑏𝑠570 CT)−  (80.586)(𝐴𝑏𝑠600CT × 100

 117.216  𝐴𝑏𝑠570CNT −   80.586 (𝐴𝑏𝑠600 CNT)
 

4.2.3 Ensaio de Citotoxicidade sobre células L929 de vertebrado com os OEs  

 

Os OEs ativos contra o T. cruzi foram testados sobre as células L929 para 

determinação da citotoxicidade (ROMANHA et al., 2010). A viabilidade das células 

submetidas aos tratamentos foi determinada utilizando-se o indicador de viabilidade 

celular alamar Blue TM. As amostras foram testadas em concentrações crescentes a 

partir da CI50 encontrada sobre o parasita; as seguintes condições foram idênticas às 

utilizadas no ensaio da beta-galactosidase: número de células, tempo de 

desenvolvimento celular e tempo de exposição aos OEs. Após a adição do alamar Blue 

TM, a placa foi incubada em um intervalo de 4 a 6 horas e a leitura foi realizada a 570 e 

600 nm. Os resultados foram expressos como a diferença na porcentagem de redução 

entre células tratadas (CT) e células não tratadas (CNT), através da seguinte equação 4: 

 

(3) 

 

Onde:  

células tratadas (CT); 

células não tratadas (CNT). 

 

4.2.4 Índice de Seletividade 

 

A partir da análise da citotoxicidade dos diferentes OEs sobre as células L929 

foi determinado o índice de seletividade (IS), o qual indica o quanto cada óleo é tóxico 

para estas formas em relação às células de mamíferos. O IS foi calculado dividindo o 

CI50 do OE sobre as células L929 pelo CI50 encontrado sobre T. Cruzi. 

 

4.2.5 Ensaio da Atividade antibacteriana dos OEs através da Concentração Inibitória 

Mínima pelo Método de Microdiluição em caldo contra microrganismos 

 

Os OEs foram avaliados frente às linhagens bacterianas pertencentes à 

bacterioteca da Plataforma de Bioensaios Biotecnológicos (RPT11H), do Instituto 

Leônidas e Maria Deane (ILMD) – Fiocruz, Manaus/AM, Brasil. Para os ensaios foram 

utilizados cepas Gram-negativas: E. coli enterohemorrágica (EHEC – CDC-EDL933-

171-0157:H3) e P. aeruginosa (ATCC 29336) e Gram-positivas: S. mutans (ATCC 



54 

 

 

 

25175), S. pyogenis (ATCC 19615) e S. resistente à meticilina (MRSA) (ATCC 33591). 

Para a avaliação da atividade antibacteriana dos OEs foram preparadas soluções estoque 

onde 150 µL da amostra a ser analisada foram solubilizadas em 50 µL de 

dimetilsulfóxido 100%. Ao orifício foi adicionado 40 µL desta solução estoque. 

A determinação da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de difusão, 

pela técnica do poço, segundo GROVE e RANDALL (1955), com modificações. 

Utilizou-se o meio de cultura Ágar Müeller Hinton (AMH) (Himedia, Mumbai, Índia) 

para a realização dos testes. Como controle positivo foram utilizadas as drogas 

TIENAM (imipenem + cilastatina sódica) na concentração de 500 µg/mL devido a 

excelente atividade apresentada contra as cepas de MRSA (SA et al., 2014).  

As placas foram incubadas a 37oC por 24 horas, e então foi adicionada, às 

placas, 10 mL de uma solução corante de cloreto de trifenil tetrazólio (CTT) a 0,01% 

acrescido de 0,1% de ágar bacteriológico, ocorrendo uma reincubação por 30 minutos. 

Após a conversão de coloração na sobrecamada foi feita a medição dos halos de 

inibição. A atividade antibacteriana foi avaliada medindo o diâmetro da zona de 

inibição em milímetros. 

 

4.2.6 Ensaio da atividade antibacteriana pelo método de difusão em Ágar – técnica do 

poço 

 

Os ensaios de atividade antibacteriana pelo método de difusão em ágar foram 

realizados frente às bactérias Gram-negativas: E. coli enterohemorrágica – EHEC 

(CDC-EDL 933-171-0157:H3), P. aeruginosa (ATCC CDC-EDL 1284), S. entérica 

subsp. Typhimurium (ATCC 13311-084) e Gram-positivas: S. aureus (ATCC 80958) e 

S. sumulans (ATCC 27851).  

As linhagens bacterianas utilizadas foram da bacterioteca da Plataforma de 

Bioensaios Biotecnológicos (RPT11H), do Instituto Leônidas Marques e Maria Deana 

(ILMD) da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz), Manaus, AM, Brasil.  Os EBEBM, 

EBMBM, EBEDQ, EBMDQ, EBEFL, EBMFL, EBEGP e EBMGP foram 

solubilizadas em dimetilsulfóxido (DMSO) 10% e a concentração inicial da amostra foi 

de 5 mg/mL no poço. As linhagens foram cultivadas previamente em caldo Brain Heart 

Infusion (BHI) (HIMEDIA). As culturas microbianas foram, então, diluídas em meio de 

cultura conforme a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). 
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A determinação da atividade 

antibacteriana pelo método de difusão em ágar, pela técnica do poço, foi realizada 

conforme descrito por GROVE e RANDALL (1955), com modificações. Foi utilizado o 

meio de cultura Ágar Müeller Hinton (AMH)(HIMEDIA) para a realização dos testes. 

Como controles positivos foram utilizadas as drogas TIENAM (imipenem + cilastatina 

sódica) na concentração de 500 µg/mL. As placas foram incubadas a 37oC por 24 horas, 

e então foi adicionado às placas uma solução corante de cloreto de trifenil tetrazólio 

(CTT)a 0,01% acrescido de 0,1% de ágar bacteriológico, ocorrendo uma reincubação 

por 30 minutos. Após a conversão de colaração na sobrecamada foi feita a medição dos 

halos de inibição. 

 

4.2.7 Ensaio da atividade antibacteriana pelo método de Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) 

 

Os ensaios de atividade antibacteriana pelo método de Concentração Inibitóra 

Mínima (CIM) foram realizados para as mesmas amostras e linhagens microbianas 

testadas no método de difusão em ágar. As amostras foram inicialmente solubilizadas 

em dimetilsulfóxido (DMSO) em solução aquosa a 10%, sendo que a concentração final 

nos poços foi de 2,5%. Oito concentrações foram avaliadas que variaram de 5 µg/mL a 

0,039 µg/mL no poço. 

As linhagens foram cultivadas previamente em caldo Brain Heart Infusion 

(BHI)(HIMEDIA). As culturas microbianas foram diluídas em meio de cultura 

conforme a escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os valores de CMI foram 

determinados utilizando o método de microdilução em placa de 96 poços, de acordo 

com CLSI - Manual (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 

2012), com modificações. Cada orifício recebeu o inoculo bacteriano padronizado, as 

quais foram avaliadas em concentrações que variaram de 5 µg/mL a 0,039 µg/mL. Em 

seguida foram acrescidos 50 µL de Müeller Hinton Brother (MH)(HIMEDIA) em todos 

os 96 orifícios, sendo que nos primeiros orifícios, foram adicionados mais 50 µL do 

extrato, completando um volume de 100 µL, em seguida foi feita uma diluição 1:2, após 

foi retirado e descartado 50 µL. 

Para completar um volume final de 100 µl/poço foi adicionado 20 µL de inoculo 

bacteriano, 30 µL de MH e, em seguida, as placas foram incubadas a 37o C por 24 
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horas, após foi adicionado 10 µL de resazurina a 0,01% e reincubada por 2 horas. Como 

controle negativo foi utilizado como solução aquosa o DMSO a 2,5% e o inoculo 

bacteriano foi utilizado como controle positivo. A droga controle TIENAM (imipenem 

+ cilastatina sódica) foi testada nas mesmas concentrações das amostras teste. Em 

seguida as placas foram incubadas a 37oC por 24 horas. A CIM foi definida como a 

menor concentração das amostras capaz de inibir o crescimento bacteriano indicado 

pela permanência da coloração azul da resazurina. 

 

4.3  Análises Estatísticas 

 

Através do teste t de Student para as atividades antioxidantes foi verificado que 

os experimentos realizados com cada extrato são, estatisticamente, equivalentes. A 

eficiência antiradicalar foi estabelecida utilizando a análise de regressão não linear no 

intervalo de confiança de 95% (p < 0,05) e os resultados foram expressos através do 

valor de CE50, que representa a concentração da amostra necessária para sequestrar 50% 

dos radicais de DPPH. Para o teor de fenólicos totais foi utilizado ANOVA e as 

comparações múltiplas de Tukey, ao nível de significância de 5%. Todas as análises 

estatísticas e a determinação dos valores de CE50 foram realizadas no software 

GraphPad Prism versão 8®. Enquanto que no ensaio da atividade anti-

Trypanosomacruzi in vitro foi usado oteste ANOVA Tukey– sendo utilizado o teste de 

comparações múltiplas de Kramer para comparar o CI50 de OEs sobre o parasita. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Estudo químico das folhas de B. multiflora, D. quitarenses, F. longifolia e G. 

puncata 

 

5.1.1. Constituintes voláteis 

 

Os OEs de B. multiflora, D. quitarenses, F. longifolia e G. puncata foram 

extraídos por hidrodestilação, tendo apresentado, respectivamente, os seguintes 

rendimentos: 0.12; 0,11; 0,18; 0,39%.  

Há dificuldade em relatar o que ocorre no metabolismo vegetal em condições de 

campo, visto que não podemos controlar as inúmeras interações entre um organismo e 

seu ambiente. Segundo SCHINDLER et al. (2018), muitos fatores exercem influência 

tanto no rendimento, quanto na variabilidade da composição química dos OEs, como 

fatores ambientais, edáficos e climáticos, poluição atmosférica, bem como aqueles 

inerentes à própria planta, como ciclo vegetativo, idade e órgão vegetal. 

Os OEs apresentaram coloração amarelada e odor característico e, após análise 

por CG-EM, levaram à identificação de 87 terpenoides, conforme a Tabela 1.  Neste 

estudo foram identificados 23 constituintes para a espécie B. multiflora, 20 constituintes 

para a espécie D. quitarensis, 21 constituintes para a espécie F. longifolia e 23 

constituintes para a espécie G. punctata, correspondendo a 79,3 – 97,3% da composição 

química dos OEs. 

Embora haja diferenças qualitativas e quantitativas, os OEs das quatro espécies 

apresentaram em suas composições os compostos 4-heptanol (0,1 – 33,8%), pentanoato 

de etila (0,4 – 3,9%), -copaeno (0,9 -5,3%), β-elemeno (1,0 – 2,2%), (E)-cariofileno 

(0,4 -14,4%), β-selineno (0,4 – 19,3%), -selineno (1,3 -2,5%), -cadineno (1,0 – 4,8%) 

e germacreno B (0.9 – 4,5%). 
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Tabela 1 - Composição química dos óleos essenciais das folhas de B. multiflora, D. quitarensis, F. 

longifolia e G. punctata por CG-EM. 

Constituintes RIa RIb B. 

multiflora 

[%] 

D. 

quitarensis 

[%] 

F. 

longifolia 

[%] 

G. punctata 

[%] 

 

4-Heptanol 888 889 0.2 33.8 0.1 1.1 

Etil-pentanoato 900 901 3.9 0.6 0.7 0.4 

-Thujeno 928 930 - 18.4 0.1 - 

-Pineno 929 939 - - - 0.6 

-Fencheno 947 952 - 0.8 - - 

Canfeno 949 954 - 0.7 - - 

β-Pineno 985 979 - 1.3 - - 

6-Metil-5-hepten-

2-ano 

987 985 0.4 - - 1.3 

trans-

óxidodihidroxi 

Linalool  

989 993 - 2.5 - - 

cis-óxido linalool 

(furanoide) 

1074 1072 33.1 - - - 

-óxido pineno 1098 1099 2.8 - - - 

-Elemeno 1339 1338 0.4 - - 0.5 

-Cubebeno 1352 1348 - 0.6 1.0 0.7 

dihidro-Eugenol 1368 1369 0.6 - - - 

-Copaeno 1373 1376 0.9 5.3 1.1 2.6 

β-Patchouleno 1377 1381 1.9 - - - 

β-Bourboneno 1383 1388 - - - 0.7 

β-Elemeno 1392 1390 1.2 1.7 2.2 1.0 

-Gurjuneno 1410 1409 - - - 1.2 

(E)-Cariofileno 1416 1419 0.6 14.4 7.1 8.4 
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Continuação da Tabela 1-Composição química dos óleos essenciais das folhas de B. multiflora, D. 

quitarensis, F. longifolia e G. punctata por CG-EM. 

-Humuleno 1448 1454 - 1.7 3.1 1.7 

E-β-Farneseno 1454 1456 - - 1.8 1.6 

allo-

Aromadendreno 

1460 1460 - - 1.1 - 

D - Germacreno  1474 1485 - 6.3 1.4 19.8 

cis-Eudesma-6,11-

dieno 

1475 1489 - - 3.0 - 

β-Selineno 1478 1490 0.8 0.4 19.3 1.8 

-Vetispireno 1482 1490 - 0.3 3.9 - 

-Selineno 1488 1492 1.3 - - - 

cis-β-Guaieno 1489 1493 - 3.9 18.3 5.5 

Valenceno 1494 1496 - - 1.8 - 

-Selineno 1495 1498 2.5 1.3 2.3 2.0 

β-Bisaboleno 1506 1505 2.2 - - - 

(Z)--Bisaboleno 1509 1507 - - 12.0 - 

-Cadinene 1516 1523 4.5 1.0 3.4 4.8 

(Z)-Nerolidol 1526 1532 1.5 - - - 

10-epi-Cubebol 1528 1535 0.8 - - - 

Hedycaryol 1543 1548 - - - 1.8 

B- Germacreno 1559 1561 2.1 0.9 2.8 4.5 

(E)-Nerolidol 1569 1563 - - - 9.9 

Spathulenol 1576 1578 - 1.4 2.0 4.7 

Óxido Cariofileno 1587 1583 - - - 2.7 

1-epi-Cubenol 1632 1628 16.6 - - - 

Caryophylla-4(12), 

8(13)-dien-5β-ol 

1640 1640 3.9 - - - 

-Cadinol 1653 1654 1.1 - - - 
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Continuação da Tabela 1-Composição química dos óleos essenciais das folhas de B. multiflora, D. 

quitarensis, F. longifolia e G. punctata por CG-EM. 

Hidrocarbonetos 

oxigenados 

  4.5 34.4 0.8 2.8 

Monoterpenos   - 21.2 0.1 0.6 

Monoterpenos 

Oxigenados 

  36.5 2.5 - - 

Sesquiterpenos   22.7 37.8 85.6 56.8 

Sesquiterpenos 

Oxigenados 

  23.9 1.4 2.0 19.1 

Total 

identificados 

  87.6 97.3 88.5 79.3 

a Indice de Retenção na Coluna Rxi-1MS;b Indice de Retenção na Coluna de acordo com Adams (2007) 

 

5.1.1.1 Bocageopsis multiflora 

Para a B. multiflora verificaram-se 23 constituintes, sendo os monoterpenos 

oxigenados a classe majoritária presente na espécie, dentre os quais destacam-se o óxido 

cis-linalool (furanoide) (33,1%) (62), o 1-epi-cubenol (16,6%) (63) e o -cadineno 

(4,5%) (20) (Figura 21). De acordo com o estudo realizado por OLIVEIRA et al. 

(2014) o β-bisaboleno (13,2%) (16) foi encontrado como constituinte majoritário 

quando a planta foi coletada na estação chuvosa, enquanto o espatulenol (16,2%) (2) foi 

o majoritário quando coletada na estação seca. 

Estes mesmos constituintes foram identificados como constituintes majoritários 

no estudo de B. multiflora descrito por (ALCÂNTARA et al., 2017). No presente 

estudo, a presença de β-bisaboleno (2,2%) e a ausência de espatulenol foram 

observadas, e essas diferenças podem estar relacionadas a fatores abióticos como 

temperatura, luminosidade, sazonalidade, estágio de desenvolvimento da planta, estação 

de coleta, hidratação e nutrição dentre outros fatores. 
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Figura 21 - Constituintes voláteis majoritarios do OE de B. multiflora 

O
HO

OH

H

cis-óxido de linalool (furanóide) (33,1%)
1-epi-cubenol (16,6%) delta-cadineno (4,5%)

(62) (63) (24)

 

5.1.1.2 Duguetia quitarensis 

 Para o OE  D. quitarensis foram   identificados 20 constituintes, sendo a 

predominância dos sesquiterpenos. Para essa espécie não foram encontrados na 

literatura, até o momento, estudos relacionados à composição química de constituintes 

voláteis e fixos, sendo reportado neste trabalho pela primeira vez.  

Os constituintes majoritários encontrados nesse trabalho foram o 4-heptanol (64) 

(33.8%), -tujeno (18,4%) (65) e (E)-cariofileno (14,4%) (46) (Figura 22).  

 

Figura 22 - Constituintes voláteis majoritários do OE de D. quitarensis 

OH

4-heptanol (33,8%)

( 64 )

alfa-thujeno (18,4%)

( 65 )

H

H

(E)-cariofileno (14,4%)

( 46 )
 

 

5.1.1.3 Fusaea longifolia 

O OE de F. longifolia, apresentou 21 compostos, com a predominância dos 

sesquiterpenos, onde os principais constituintes foram β-selineno (19,3%) (25), cis-β-

guaieno (18,3%) (66)e (Z)--bisaboleno (12,0%) (67) (Figura 22). 

Um estudo prévio realizado por TAVARES et al. (2005) em que foram 

investigados os constituintes voláteis isolados do caule de F. longifolia relata que os 

principais constituintes desta espécie foram o -cadinol (12,5%) (29) e o espatulenol 

(12,0%) (2), no entanto, somente o espatulenol foi identificado no nosso estudo.  A 

diferença nos constituintes encontrados pode ser pelo fato que para o estudo de Tavares 

foi com caules finos, enquanto nesse estudo foi obtido das folhas da F. longifolia. 
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Figura 22-Constituintes volateis majoritarios do OE de F. longifolia 

H

beta-selineno (19,3%)

( 25 )

cis-beta-guaieno (18,3%)

( 66 )

H

(Z)-alfa-bisaboleno (12,0%)

( 67 )

 

5.1.1.4 Guatteria punctata 

Os sesquiterpenos constituem o grupo predominante em G. punctata. Para a 

espécie não foi encontrado na literatura, até o momento, estudo relacionado à 

composição química de constituintes voláteis e fixos, sendo reportado neste trabalho 

pela primeira vez. Os constituintes majoritários para G. punctata foram germacreno D 

(19,8%) (33), (E)-nerolidol (9,9%) (68) e (E)-cariofileno (8.4%) (46) (Figura 23).  

 

Figura 23 - Constituintes voláteis majoritários do OE de G. punctata 

Germacreno D (19,8%)

( 33 )

HO

(E)-Nerolidol (9,9%)

( 68 )

H

H

(E)-cariofileno (8,4%)

( 46 )  

 

A presença do sesquiterpeno (E)-cariofileno pôde ser observada no estudo 

prévio de B. multiflora, assim como nas folhas de Duguetia furfuraceae, Duguetia 

gardneriana e Duguetia moricandiana e nas folhas de G. ferruginea e Guatteria 

pogonopus  DA SILVA ALMEIDA et al. (2010); FONTES et al. (2013); OLIVEIRA et 

al. (2014); SANTOS, 2014; VALTER et al. (2008), assim como em outros gêneros da 

família Annonaceae, por exemplo, nas folhas, galhos e caules de Onychopetalum 

amazonicum, Annona squamosa e nas folhas de Xylopia frutescens (FERRAZ et al., 

2013, DA SILVA et al., 2013, VERMA RS et al., 2016). A presença do composto (E)-

cariofileno nas quatro espécies estudadas e, em outros gêneros desta família, sugere que 

este composto poderia ser considerado um marcador quimiotaxonômico da família 

Annonaceae.  
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5.1.2 Constituintes fixos 

 

Os extratos brutos etanólico e metanólico das folhas de B. multiflora, D. 

quitarensis, F. longifolia e G. punctata foram preparados por processo de maceração à 

t.a., obtendo-se, respectivamente, os seguintes rendimentos: EBFEBM (12,5%); 

EBFMBM (11,5%); EBFEDQ (12%); EBFMDQ (14%); EBFEFL (11%); EBFMFL 

(14%); EBFEGP (13%) e EBFMGP (15%). 

 

5.1.3 Triagem Fitoquímica 

 

A análise química por via úmida dos extratos obtidos mostrou a presença de 

fenóis e taninos, alcaloides, esteroides e triterpenos. Os resultados estão mostrados na 

Tabela 2. 

As análises realizadas nos extratos brutos etanólico e metanólico de B. multiflora 

(EBFEBM e EBFMBM) evidenciaram a presença de fenóis e taninos, enquanto o 

extrato EBFEBM mostrou resultado positivo para esteroides e triterpenos. EBFEDQ e 

EBFMDQ mostraram a presença de flavonoides e alcaloides que são metabólitos 

secundários característicos de espécies pertencentes a este gênero (CAROLLO et al., 

2006). 

Os ensaios para os EBFEFL e EBFMFL mostraram a presença de fenóis, 

taninos, esteroides e triterpenos. A presença de alcalóides, muito comuns em espécies 

da família Annonaceae, não foi verificada nos extratos desta espécie e essa ausência foi 

corroborada através de análise dos extratos brutos por cromatografia em camada 

delgada analítica utilizando o reagente de Dragendorff como revelador. Os extratos 

alcoólicos da espécie G. punctata foram os que apresentaram maior diversidade de 

metabólitos secundários.  
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Tabela 2 - Constituientes fitoquimicos dos extratos vegetais das espécies B. multiflora, D. quitarensis, F. 

longifolia e G. punctata 

 

Teste Fenóis e 

Taninos 

Flavonoides Alcaloides Esteroides e 

triterpenos 

EBEBM + - - + 

EBMBM + - - - 

EBEDQ - + + - 

EBMDQ - + + - 

EBEFL + - - + 

EBMFL + - - + 

EBEGP + - + + 

EBMGP + - + + 

 

5.1.4 Determinação de fenóis totais (FT) 

 

Quimicamente, os compostos fenólicos são um grupo de compostos naturais 

com características estruturais fenólicas. Trata-se de um termo coletivo para vários 

subgrupos de compostos fenólicos, levando à existência de uma nomenclatura variada, 

pois estes apresentam significativas diferenças estruturais (SILVEIRA,2013). 

Este grande grupo é dividido em classes de acordo com o número de anéis 

fenólicos que possuem e das estruturas que ligam estes anéis entre si. Deste modo, 

distinguem-se cinco classes de fenóis: os ácidos fenólicos, flavonoides, lignanas, 

estilbenos e outros compostos fenólicos (NEVEU et al., 2010). 

O ensaio Folin-Ciocalteu SINGLETON et al. (1999) é um dos mais antigos 

métodos de quantificação de fenóis em uma amostra, portanto também conhecido como 

ensaio de fenóis totais. No que concerne à determinação dos fenóis totais, de uma forma 

geral, a mesma pode ser realizada pelos métodos espectrofotométricos de Folin-

Ciocalteau ou do azul da Prússia modificado, que se baseiam em reações de oxidação-

redução entre os compostos fenólicos e íons metálicos (SILVA et al., 2010). 

O método colorimétrico segundo Folin-Ciocalteau é o mais utilizado neste tipo 

de determinação, sendo o ensaio de fenóis totais por esse método, conveniente, simples 

e reprodutível. 

Na Tabela 3 são apresentados os teores de fenóis totais para os extratos brutos 

alcoólicos das espécies B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata. 
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Tabela 3 - Teor de fenólicos totais (mg de AG/g de extrato) dos extratos brutos etanólico e metanólico 

das folhas das espécies B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata 

Extratos   Fenóis Totais (mg EAG/g Extrato) 

EBEBM  9,77±0,11a 

EBMBM  31,89±1,04a 

EBEDQ  28,45±0,07b 

EBMDQ  15,16±0,10b 

EBEFL  13,04±0,02c 

EBMFL  26,15±0,54c 

EBEGP 

EBMGP 

 16,02±0,31d 

28,50±1,77c,d 

Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão (n = 3); médias seguidas de letras diferentes 

na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05)  

 

Todos os extratos avaliados apresentaram algum teor de compostos fenólicos 

(FT), que poderia estar relacionado com a atividade antioxidante (AA) que é 

apresentada no item 5.2.1. Entretanto, a análise dos dados não mostrou correlação direta 

entre AA e FT, o que pode ser explicado por duas razões: 

1. Considerando a complexidade dos extratos, é possível que contenham 

substâncias que atuam sinérgica ou antagonicamente aos fenóis quando a AA é medida 

pelo método empregado; 

2. Como sugerem os resultados para os EBMBM e EBEBM - enquanto o 

primeiro apresentou o maior teor de FT (31,89  1,04 mgAG/g) e a maior AA (CE50 = 

4,2 0,75 mg/mL) de toda a série, o EBEBM apresentou o menor teor de FT 

(9,77 0,75 mgAG/g) e, no entanto, a segunda maior AA (11, 0,24 mg/mL). De toda a 

maneira a atividade antioxidante de um extrato não pode ser explicada apenas com base 

em seu teor de fenólicos totais, sendo necessária também, a caracterização da estrutura 

do composto ativo, em virtude de o grupo hidroxila presentes em outras classes de 

compostos favorecerem um resultado falso-positivo. 

 

5.1.5.Alcalóides de D. quitarensis e G. puncata 

 

Em razão das espécies vegetais D. quitarensis e G. punctata terem apresentado 

resultados promissores nos ensaios biológicos preliminares com os OEs e pelo fato dos 

testes qualitativos apresentarem positividade para alcalóides, decidiu-se aprofundar os 
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estudos nessas espécies, por meio de análises por espectrometria de massas com a ESI-

MS e LC/MS, com posterior interpretação manual dos espectros de MS/MS e LC/MS 

em comparação com a literatura de artigos consultados manualmente disponíveis no 

portal de periódicos da Capes, na qual a busca usada foi a fragmentação  de  alcaloides e 

dos íons moleculares encontrados nos espectros. 

Para os experimentos de desreplicação que serão descritos abaixo, as folhas de 

D. quitarenses e G. puncata, previamente secas e trituradas, foram desengorduradas 

com hexano, seguido de extração com etanol e finalmente com metanol, produzindo 

desta forma os extratos metanólicos de D. quitarenses (EMDq) e de G. puncata 

(EMGp).  

Sabe-se que os alcaloides possuem estrutura química diversa, porém devido a 

presença de nitrogênio, se ionizam melhor no modo positivo, onde se exploram 

propriedades como densidade de carga, potencial eletrostático entre outras, que auxiliam 

no melhor entendimento da ionização desta classe de metabólitos (STÉVIGNY, 2004). 

Assim, para as análises efetuadas nos EMDq e EMGp foram selecionados os espectros 

de massas no modo positivo. 

A espectrometria de massas é uma técnica rápida e seletiva de análise para 

detecção, diferenciação e elucidação estrutural de produtos naturais em diferentes partes 

da planta, tais como folhas, flores THUNIG et al., (2011) e sementes IFA et al. (2011), 

bem como de fungos JAEGER et al. (2013), atendendo requisitos de sensibilidade e 

especificidade.  

Desreplicação (do inglês, dereplication, que significa “não replicar”) é um 

processo analítico de identificação in situ de substâncias em misturas complexas, 

através do uso de técnicas cromatográficas modernas aliadas a técnicas espectrométricas 

e espectroscópicas, com o objetivo de evitar o isolamento e a determinação estrutural de 

substâncias já conhecidas e assim permitir racionalizar as etapas de purificação e 

isolamento na busca por novas moléculas bioativas (KONISHI et al., 2007; FUNARI et 

al., 2013). 

As técnicas de desreplicação incluem a utilização rotineira de técnicas 

cromatográficas hifenadas, as quais são poderosas ferramentas para a análise preliminar 

de extratos brutos. Dentre estas, aquelas que utilizam cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas são as mais comumente utilizadas. 

Após análises, os íons com boa intensidade foram selecionados para obtenção da 

fragmentação, visando identificar íons característicos das classes presentes nos extratos. 
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A desreplicação dos compostos, principalmente alcaloides conhecidos, foi realizada 

pela interpretação manual dos espectros de MS/MS e comparação com artigos já 

publicados em periódicos.  

 

5.1.6. Estudos de desreplicação do EMDq (ESI-MS) 

 

O estudo de desreplicação empregando a ESI-MS e injeção direta foi utilizado 

para se obter o perfil químico do EMDq nos modos positivo e negativo. Ao se comparar 

os espectros de massas foi observado que no modo positivo houve uma maior variedade 

de íons e com boa intensidade.  

Os experimentos de ESI(+)-MS/MS, onde as fragmentações observadas são 

típicas de unidades de alcalóides, sendo  vários  íons com valores de m/z par indicando 

substâncias nitrogenadas (alcalóide protonado), dos quais os de maior intensidade foram 

selecionados e submetidos à fragmentação em MS/MS.   

Como mostrado abaixo (Figura 24) os espectros obtidos dos íons de m/z (282, 

292, 314, 326 e 342), foram comparados com os dados da literatura (Tabela 4) e os 

padrões de fragmentação foram propostos baseados na fragmentação de alcalóides 

aporfínicos. O pico de m/z 326 [M+H]+ foi detectado com maior abundância relativa, 

demonstrando que a guatterina é o alcalóide majoritário no EMDq.  

Calculos por DFT ( Density Functional Theory ) demonstram que, em qualquer 

situação, a protonação se dá no átomo de nitrogênio (até mesmo em imino compostos), 

levando em geral a íons quasi-moleculares intensos. Incialmente ocorre a perda de 

NHRR’, levando a íons resultantes [M+H-NHR’R]+ também bastante intensos 

(STÉVIGNY, 2004; QING, 2020) 
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Figura 24 - Perfil LC-MS da amostra EMDq no modo positivo (+) 
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Na Tabela 4 estão apresentados os fragmentos observados para cada [M+H]+. 

Os padrões de fragmentação observados permitiram-nos sugerir tratarem-se de 

alcalóides aporfínicos, conforme será detalhado abaixo.  

 

Tabela 4 – Principais íons observados no EMDq por ESI-MS/MS no modo positivo e íons fragmentos 

observados a partir do íon precursor 

COMPOSTOS [M + H]+ MS/MS REFERENCIAS  

Nornuciferina(69) 

[281] 

282,60 265, 250, 235, 207 (SILVA et al., 2012) 

Guatterina(70) 

       C19H19NO4 

[325] 

326,36 308, 295, 265, 247 

 

-- 

 

Lisicamina(71) 

[291] 

Óxido de 

guaterina(72) 

[341] 

292,30 

 

342,46 

 

277, 260, 248, 220 

 

324, 295, 265 

(DA SILVA, et al.,2017) 

 

(DE SOUZA, et al., 

2021) 

Não identificado 

[313] 

314,37 299, 265, 237, 193 - 

 

Assim, foi possível anotar a estrutura para quatro dentre os cinco alcalóides 

majoritários do EMDq com sendo a nornuciferina (aporfínico), guatterina, (o óxido de 
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guatterina (N-etil-N-óxido) e a lisicamina (oxoaporfínico), respectivamente, conforme 

Figura 25. 

Foram observadas ainda as fragmentações da molécula protonada em  m/z 314; 

no entanto, o perfil de fragmentação apresentado não possibilitou a sua identificação de 

acordo com dados da literatura, o que indica que pode ser composto que ainda não tenha 

sido identificado por esse método, ou mesmo composto inédito que precisa ser isolado e 

identificado por outras técnicas de cromatografia, como a espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear  que é uma poderosa ferramenta para a elucidação estrutural. 

 

Figura 25 - Alcaloides aporfinicos identificados no EMDq por ESI-MS/MS 
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Para a anotação de alcaloides aporfínicos, a fragmentação inicial (MS/MS) é 

fundamental para identificar se ao nitrogênio do grupo amina estão ligados a 

hidrogênios ou grupamentos metila. Quando estão ligados a hidrogênios ocorre a perda 

de 17 Da relativo à perda de NH3 (amônia) e quando há a presença de grupos 

metilaminos (CH3NH2) ocorre a perda de 31 Da ou 45 Da (Me2NH). 

NH
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No caso de alcaloides aporfínicos é comum a perda radicalar em MS2 de 31 Da 

(CH3O
.) quando nos C-1 e C-2 estão ligados metoxilas e a perda de 32 Da (MeOH) 

quando em C-1 ou C-2 estão ligados grupos metoxila e hidroxila. O fragmento MS2 

referente à perda neutra de 28 Da ocorre pela perda de CO em alcaloides aporfínicos 

que apresentam metoxilas e hidroxilas ligados em C-1 e C-2, enquanto para alcaloides 

que possuem metoxilas adjacentes em C-1 e C-2, o fragmento MS2 corresponde à perda 

de 15 Da, referente a um radical metila (CONCEIÇÃO et al., 2020). 

Para alcaloides aporfínicos contendo ponte metilenodióxi ligada no Anel A, o 

fragmento MS2 é observado pela perda de 30 Da referentes ao grupo CH2O e o 

fragmento MS2 é resultante da perda de 28 Da referentes à perda de CO (SOARES, 

2015). Para alcaloides do tipo N-metil-N-óxidos o fragmento em MS2 corresponde à 

perda de 47 Da referentes ao grupo (CH3NHOH). Essas perdas estão associadas à 

existência de grupos N-óxidos do anel B e também à presença de grupos OH em 

sistemas aporfínicos. A perda inicial de −47 Da é associada ao grupo NHOCH3 (PAZ, 

2019). 

Diferentemente dos alcaloides aporfínicos em que há um padrão de 

fragmentação bem estabelecido e descrito na literatura, alcaloides da subclasse 

oxoaporfínicos podem ter fragmentações específicas de acordo com os grupos 

periféricos ligados no esqueleto isoquinolínico. SILVA et al. (2016), descrevem a 

fragmentação de uma série de padrões de oxoaporfínicos através da dissociação 

induzida por colisão (do inglês, Collision Induced Dissociation – CID), por 

espectrometria de massas eletrospray íon trap (ESI-IT/MS), buscando o conhecimento 

acerca da fragmentação dessa subclasse de alcalóides isoquinolínicos. Neste estudo, foi 

verificado que os alcalóides oxoaporfínicos quando analisados no modo positivo 

[M+H]+ apresentam dois possíveis sítios de protonação, ou seja, a protonação pode 

ocorrer no nitrogênio imínico e também no oxigênio da carbonila ligada em C-7.  

Entretanto, através de estudos teóricos (Teoria da Densidade Funcional) foi 

observado que do ponto de vista energético, a protonação é favorável que ocorra no 

nitrogênio imínico do anel B. Outra observação importante descrita neste trabalho é que 

os alcaloides oxoaporfínicos não possuem um padrão de fragmentação único e que a 

presença de substituintes periféricos, normalmente, metoxilas e pontes metilenodióxi, 

assim como as posições que se encontram ligados, são determinantes para o tipo de 

fragmentação(DUARTE, 2001)..  
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De acordo com este estudo, para a lisicamina (70), m/z 292 [M + H]+, também 

encontrada no extrato da D. quitarensis, foi observada apenas uma fragmentação com 

MS/MS  em m/z 277 referente à perda radicalar de um grupo metil (15 Da) e que 

através do cálculo de energias eletrônicas corrigidas para as energias livres de Gibbs 

(ΔG) foi possível identificar a posição preferencial em que ocorre a perda da metila (C-

1 ou C-2). O fragmento de íon com o radical colocado em C-1 mostrou ser 

energeticamente mais estável do que a outra possibilidade (ΔGC-1 = 51,87 kcal mol-1 e 

ΔGC-2 = 63,78 kcal.mol-1). A explicação apresentada para essa observação é que a 

preferência pela posição C-1 pode estar relacionada à possibilidade de uma ligação de 

hidrogênio intramolecular com o hidrogênio H-11, o que estabiliza o íon formado, como 

na estrutura (70). 

O íos com relação m/z 282 ([M+H]+) (Figura 26) identificado como  

nornuciferina (69), apresentou padrão de fragmentação com perdas iniciais de 17 Da e 

30 Da (nornuciferina: 282→265, 265→235), relativos à perda de amônia e CH2O de 30 

Da, (235→207) relativo a perda de 28 Da referente a perda de CO para a nornuciferina 

(69) como o esquema 10. 

 

Figura 26 - Espectro de MS/MS (+) do íon m/z  282 (nornuciferina) 
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Esquema  10 - Proposta de fragmentação do íon precursor da nornuciferina 

 

espectro de massas dos íons totais do EMDq indicou também a presença do íon 

m/z 292 ([M+H]+ (Figura 27) que foi identificado como lisicamina AVULA, et al. 

(2018),  conforme demonstrado no esquema 11 . RAJCA FERREIRA et al. (2017) 

identificou a lisicamina da espécie G. latifolia. 

 

Figura 27 - Espectro de MS/MS (+) do íon 292 (Lisicamina) 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema  11 - Proposta de fragmentação do íon molecular da Lisicamina 

 

 

 

 

 

 

 

N

a análise de sua fragmentação observou-se o íon MS2 com m/z 277, referente a perda 
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inicial de 15 Da do grupo metila ligado em C-1, conforme discutido por DA (SILVA et 

al., 2017). 

Para o íon precursor em m//z 326 ([M+H]+)  (Figura 28) a formação do íon 

produto com a perda neutra  de 31 Da foi atribuída ao grupo metilamino (326 → 295 ) -

CH3NH2, seguidos da saída do grupo -CH2O 30 Da (295→265) ,finalizando com 28 Da 

com a perda de CO(265→237).  Com os fragmentos encontrados foi possível propor 

como sendo a guatterina utilizando a ESI-MS/MS.  Baseado nos  dados de (DE 

SOUZA, et al., 2021) o qual  identificou   a  N-óxido de guatterina, o que  sugere  a 

presença do  precursor como sendo a guatterina, o qual possivelmente  tenha sofrido 

uma oxidação no Anel B,  sendo plausível a  formação do  N- óxido de guatterina 

produto da oxidação da guatterina. 

 

Figura 28 - Espectro de MS/MS (+) do íon 326 (guatterina) 

 

 

Esquema  12 - Proposta de fragmentação do íon molecular da guatterina 

O espectro [M + H]+ referente ao íon precursor  em  m/z 342 (Figura 29), 

identificado como o alcalóide do tipo aporfínico N-óxido de guatterina (72) Figura 22, 
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apresentou fragmento MS2 referente a perda de -(CH3NHOH) 47 Da (342→ 295), 

seguido da perda de CH2O (295→265). Os dados obtidos são semelhantes aos da 

literatura (DE SOUZA et al., 2021). A perda inicial de 47 Da está de acordo com uma 

estrutura de N-óxido metil aporfinico. Além disso, a perda subsequente de 30 Da é 

consistente com a presença de um grupo metilenodioxi no anel A. 

 

Figura 29 - Espectro de MS/MS (+) do íon 342 (N-óxido de guatterina) 

 
 

Esquema  13 - Proposta de fragmentação da N-óxido de guatterina 

 

Adaptado de DE SOUZA, et al., 2020 

 

Como mencionado anteriormente, o pico com m/z 314 (Figura 30) não foi 

identificado pela ausência de dados na literatura. Pela fragmentação observada, pode-se 

predizer que segue do íon precursor: (314→299) se referindo a perda de -CH3, 

(299→267), (267→237) referente a -CH2O e finalmente (237→209) uma perda de 28 

Da, mesmo assim não possibilita montar a provável estrutura. 
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Figura 30 - Espectro de MS/MS (+) do íon 314 

 

 

5.1.7 Estudos de desreplicação do EMGp (UHPLC-qTOF-MS/MS) 

 

A fim de investigar o perfil alcaloidico da espécie G. punctata, o extrato bruto 

metanólico das folhas foi submetido a análise por UHPLC-qTOF-MS/MS. A partir dos 

dados espectrométricos obtidos, selecionou-se os principais íons para a fragmentação e 

dessa forma realizar a confirmação de suas estruturas por meio de comparação com 

dados da literatura. Os dados principais podem ser observados na Tabela 5.  

 

Tabela 5 - Propostas de Identificação dos metabólitos secundários do EMGp por HPLC-ESI-TOF-

MS/MS 

Substâncias 

Propostas 

Fórmula 

para o íon 

m/z 

medido 

m/z 

teórico 

(Δ/ppm) 

Tempo de 

retenção/min 

Referências 

Bibliográficas 

4-hidroxi-N-

metilprolina 

C6H12NO3 146,0815 146,0812 

(-2,1) 

0,7 (SCHMEDA-

HIRSCHMANN 

et al., 2020) 

Picnarrina C11H14NO2 192,1019 192,1021 

(-0,1) 

1,0 (AVULA et al., 

2018) 

Geovanina C17H17NO4 300,1230 300,1230 

(0,0) 

1,6 (DE OLIVEIRA 

et al., 1987) 

Higenamina C16H17NO3 272,1279 272,1254 

(-8,9) 

1,8 (WANG, et al et 

al., 2020) 

N-metil-

higenamina 

C17H19NO3 286,1438 286,1438 

(-0,1) 

1,9 (LI et al, 2015) 

Lotusina 

 

Oblongina 

C19H23NO3 

 

C19H23NO3 

314,1750 

 

314,1748 

314,1589 

(0,1) 

314,1751 

2,9 

 

3,9 

 (LIN et al., 2014) 

 

 (BAJPAI, et al., 
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(0,8) 2016) 

Coclaurina C17H19NO3 286,1435 286,1438 

(0,8) 

2,8 (QING et 

al.,2020) 

Juzifina C18H21NO3 300,1589 300,1594 

(0,9) 

2,9 (SHANGGUAN 

et al., 2018) 

Isobaldina C19H21NO4 328,1538 328,1543 

(1,4) 

3,2 (LI et al., 2015) 

Anolobina C17H16NO3 282,1121 282,1119 

(1,3) 

3,3 (CARNEVALE 

NETO et al., 

2020) 

Reticulina C18H23NO4 330,1700 330,1700 

(-0,1) 

3,5 (QING et al., 

2020) 

N-metil-

coclaurina 

 

Nandigerina 

C18H21NO3 

 

C18H19NO4 

300,1591 

 

312,1230 

300,1594 

(1,0) 

312,1228 

(0,7) 

4,0 

 

4,2 

(SHANGGUAN 

et al., 2018) 

(YAN, et al. 

2013) 

Norushinsunina C17H16NO3 282,1122 282,1125 

(-0,1) 

4,9 (LIMA et al., 

2020) 

Xylopina C18H17NO3 296,1280 296,181 

(0,5) 

5,0 (CARNEVALE 

NETO et al,. 

2020) 

N,o-dimetil-

coclaurina 

C19H23NO3 314,1754 314,1751 

(0,4) 

 

5,4 (LIMA, et al., 

2020) 

Nornuciferina C19H19NO2 282,1487 282,1489 

(0,4) 

5,6 ( SILVA et al., 

2012) 

Não identificado C19H20NO4 326,1395 326,1387 

(-2,6) 

6,0 - 

Óxido de 

guatterina 

C19H19NO5 342,1336 342,1336 

(0,0) 

 

6,6 (DE SOUZA et 

al., 2021) 

Lanuginosina C18H11NO4 306,0756 306,0761 

(1,3) 

9,5 (DANTAS et 

al,. 2020a) 
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Para essas análises, os principais íons precursores observados no extrato foram 

fragmentados e os perfis de fragmentação foram confrontados com dados da literatura. 

A partir dos perfis de fragmentação obtidos foram sugeridos nove alcaloides do tipo 

benzilisoquinolicos (Figura 31 e Tabela 6), sete aporfínicos (Figura 32 e Tabela 7), 

um oxoaporfinico (Figura 33), um alcaloide pirrolidínico (Figura 34), um alcaloide 

simples isoquinolinico (Figura 35) e um do tipo azaantracênico (Figura 36), 

totalizando 20 alcaloides apresentados a seguir. 

Alcalóides benzilisoquinolínicos 

Semelhante aos alcaloides aporfínicos, os alcaloides de benzilisoquinolina 

possuem íons característicos, exibindo um comportamento de fragmentação bastante 

simples. A etapa inicial é a formação do íon correspondente à perda de nitrogênio como 

amônia ou metilamina, fazendo a abertura do anel B. Geralmentos os espectros 

apresentam perdas de massa comumente altas (m/z 192 e m/z 107) relacionados aos 

anéis A/B e C respectivamente (SCHMIDT et al., 2005). 

 

Figura 31 - Alcaloides identificados no EMGp 

N

R6

R7

R1

R2

R5

R4

R3

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

 

 

 

Tabela 6 - alcaloides benzilisoquinolínicos das folhas G. punctata identificados por HPLC-ESI-TOF- 

MS/MS 

 

Figura 32 - Alcaloides identificados no EMGp 

 

N
R1

R2

R9

R8

R7

R6

R5

R4

R3

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[M+H]+ 

Da 

Compostos 

330,1700  Reticulina(73): R1= -CH3; R2=R5= H;  R3=R6=H = OCH3; R4= R7= -OH- 

300,1591  N-metilcoclaurina(74): R1=CH3; R3=OCH3; R4=R6=OH; R2=R5=R7=H 

272,1279  Higenamina (75): R1=R2= R5=R7= H; R3=R4=R6= OH 

286,1438  N-metilhigenamina(76): R1= -CH3 R2= R5=R7=H; R3= R6= OH 

286,1435  Coclaurina(77): R1=R2=R5=R7=H; R3=OCH3; R4=R6=OH 

314,1754  N,O- dimetilcoclaurina(78): R1=R2= R3=R5=R7=H; R3=R6= -OCH3; R4 =OH 

300,1589  Jusifina(79): R1=-CH3= R2=R3=R7=H; R4= -OCH3; R5=R7=OH 

314,1750  Lotusina(80): R1=R2= CH3; R3=R5=R7=H= -; R4=OCH3; R5=R6= OH 

314,1748  Oblongina(81): R1=R2=CH3; R3=R7=H; R4=-OCH3; R5=R6=OH 
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Tabela 7 - alcaloides aporfinicos das folhas G. punctata identificados por HPLC-ESI-TOF-MS/MS 

 

Alcaloide Oxoaporfinico 

 

Figura 33 - Alcaloides identificados no EMGp 

N

OCH3

O

O

O

Lanuginosina

[ M + H]+ : m/z 306,0759 Da

1

2
3 4

5

6

7

8

9

10

11

 

[ M + H ]+ : m/z 306,0756 

(87) 

 

Alcaloide isoquinolinico 

Figura 34 - Alcaloides identificados no EMGp 

HO

O

N
+

1
2

3

45
6

7
8

Picnarrina

[ M +  H]+: m/z 192,102 Da
 

(88) 

 

Alcaloide pirrolidinico 

[M+H]+ 

Da 

Compostos 

282,1121 Analobina (82): R1=R2= R3=R6= R7=R9=H; R4=R5= -OCH2O
-; R8=OH 

282,1122 Norushinsunina(83): R1=R2=R6=R7=R8=H; R4=R5= OCH2O; R9= OH 

282.1122 Nornuciferina (69): R1=R2= R3=R6= R7=R8=R9=H; R4= R5= OCH2O
 

296.1280 Xilopina (84): R1=R2= R3=R6= R7=R9=H; R8= OCH3; R4= R5= OCH2O 

312.1228 Nandigerina (85): R1=R2= R3=R8=R9=H; R4= R5= OCH2O; R6=OCH3; R7=OH 

328.1538 Isoboldina (86): R1=R2= R3=R6=R9=H; R4= R5= -OCH2O-; R7=OCH3; R8=OH 

342.1336 N – óxido de guaterina (72): R1= CH3; R2=O-; R3=OCH3; R4=R5= -OCH2O-; 

R6= R7=R8=H; R9= OH 
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Figura 35 - Alcaloides identificados no EMGp 

N

CH3

C
OH

O

HO

4-hidroxi-metil-prolina

[ M + H]
+
: m/z 146,0814 Da

 

(89) 

Alcaloide tipo azaantracênico 

 

Figura 36 - Alcaloides identificados no EMGp 

[ M + H ] + : 300,1234 Da

1

2

3
410

98

5

6

7

Geovanina

NH

CH3O

OO

O

H3C

CH3 CH3

 

[ M + H ]+: 300,1230 Da 

(90) 

 

O EMGp apresentou vários outros íons com massas e fragmentações 

semelhantes. As diferenças das estruturas estão relacionadas às posições de hidroxilação 

e metilação, como pode ser observado nas estruturas da reticulina e a N-metilcoclaurina. 

As diferenças consistem nas metilas ligadas ao nitrogênio e nas O-metilações do núcleo 

tetrahidroisoquinoliníco, além de diferentes posições de hidroxilação dos anéis 

benzílicos contendo substituições em meta e para. Portanto, para cada composto 

identificado seguem o mesmo padrão de fragmentação, sendo diferenciados de acordo 

com os grupos de saída fragmentados.  

Nos espectros de massas dos íons precursores [M+H]+  com m/z 330 (tr =3,5 

min.) e m/z 300(tr = 4,0 min.) fragmentações semelhantes foram observadas. Nos 

esquemas 13 e 43 são apresentadas propostas de fragmentação para a reticulina e N-

metilcoclaurina, que são típicas de alcaloides benzilisoquinolínicos. Foram observadas 
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as fragmentações dos íons m/z 330 (330→299, 299→267 e 267→239) e m/z 300 

(300→269, 269→237 e 237→209). 

Para esses íons pode-se observar perdas iniciais de metilamina CH3NH2 (-31Da), 

e, sequencialmente, a saída de grupos CH3OH (-32Da) e –CO (-28Da) fragmentações 

semelhantes e condizentes com estruturas de alcaloides benzilisoquinolínicos que 

contenham grupos metoxilas e hidroxilas ligadas no anel A. A comparação desses dados 

com os da literatura QING et al. (2020); SCHIMIDT et al. (2005), permitiu identificar 

essas substâncias como sendo a reticulina e a N-metilcoclaurina, respectivamente. Nas 

Figuras 37 e 38 são apresentados os espectros MS/MS dos íons precursores protonados. 

 

Figura 37 - Espectro de massas de segunda ordem para a reticulina (m/z 330) 

 

Figura 38 - Espectro LC-MS/MS para N-metilcoclaurina 
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Esquema  14 - Proposta de fragmentação para o íon 330,1700 observado em LC-MS/MS 

Esquema  15 – Proposta de fragmentação para o íon 300,1591 observado em LC-MS/MS 

[ M + H ]

HO

CH3O

OH

HO

CH3O

N

H

OH

OCH3OH
CO

OH

m/z 269 m/z 237
m/z 209

m/z 192

32 Da
28 Da

300,1591

CH3 NH2CH3

30 Da

HO

CH3O

N

OH

CH2

OH

m/z 107

HO

CH3O

m/z 175

 

 

No espectro de massas do íon precursor  [M+H]+ com m/z 272 (tr = 1,8 min.) 

(Figura 39) houve perda inicial de 17 Da corresponde a amônia (272 → 255) e, 

sequencialmente, a perda de água 18 Da (255 → 237) e 28 Da CO (237 → 209). A 

comparação dos fragmentos obtidos com os da literatura OKANO, SATO, 

KAGEYAMA (2017), permitiu identificar o composto como sendo a higenamina.   

No espectro de massas do íon [M+H]+ com m/z 286 (tr = 1,9 min.) (286 → 255, 

255 → 237) (Figura 40) foram observadas fragmentações relativas à perda do grupo 

metilamino (31 Da) e, sequencialmente, a perda de água (18 Da), não sendo possível 

N

CH3O

HO

H

CH3
OCH3

OH

[ M + H] 330,1700

OCH3

OH

N
HO

CH3O

CH3

m/z 192

m/z 137

-NH2CH3

OCH3

CH3O

HO

299

CH3OH

m/z

OH

OCH3m/z

OH

O

267 OCH3

OH

CO

HO

CH3O

m/z 175

31 Da
32 Da

28 Da

m/z 239
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observar a perda de CO que é comum para essa classe de compostos. Os dados obtidos 

foram comparados aos da literatura (LI et al. 2018) sendo possível identificar esse 

composto como sendo a N-metilhigenamina. 

 

Figura 39 - Espectro LC-MS/MS para a higenamina 

 

Figura 40 - Espectro LC-MS/MS para a N-metilhigenamina 

 

 

No Esquema 15 e 16 estão as propostas de fragmentação dos alcaloides, e N-

metilhigenamina e higenamina, respectivamente. 

 

Esquema  16 - Proposta de fragmentação para o íon 272,1279 observado em LC-MS/MS 

N
HO

H

HO

OH

H

OH

CH2
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HO

HO
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m/z 141

H2O

OH

H2O

O

m/z 237

CO

m/z 209

OH
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Esquema  17 - Proposta de fragmentação para o íon 286,1438 observado em LC-MS/MS 

 

N
HO

H

HO

OH

OH

m/z 107

HO

HO

OHm/z 255

O

m/z 141

H2O

OH

H2O

O

m/z 237

CO

m/z 209

OH[ M + H ] 286,1438

CH2

CH3
NH2CH3

31 Da

18 Da 28 Da

 

O espectro de massas do íon [M+H]+ com m/z 286 (tr = 2,8 min.) (Figura 42) 

apresentou fragmentações típicas de alcaloides benzilisoquinolínicos e os fragmentos 

foram propostos. O fragmento inicial foi observado pela perda de amônia (17 Da) (286 

→ 269) e, sequencialmente, perda de CH3OH (32 Da) (269 → 237) e ( 28 Da) CO (237 

→ 209). A ausência do fragmento de 31 Da e a presença do fragmento referente a perda 

de amônia nos levou a inferir que esse composto se trata de uma amina simples. Os 

dados quando comparados aos da literatura QING et al. (2020), permitiram identificar 

esse composto como sendo a coclaurina.   

No Esquema 18 estão demonstradas as possíveis fragmentações para os íons 

precursores m/z 286. 

 

Figura 41 - Espectro LC-MS/MS para a coclaurina 
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Esquema  18 - Proposta de fragmentação para o íon 286,1435 observado em LC-MS/MS 

 

Um íon isobárico com m/z 314 (Figura 42) foi observado. Este íon com tempo 

de retenção (tr = 5,4 min.) apresentou um padrão de fragmentação diferente dos outros 

dois. Inicialmente ocorreu a perda de metilamino 31 Da (314 → 283) e, 

sequencialmente, perdas de metanol 32 Da(283 → 251) e perda de 28 Da CO (251 → 

223). A comparação destes fragmentos com fragmentos de íons com mesma massa 

descritos na literatura LIMA et al. (2020) permitiu identificar o composto como sendo a 

N-O-dimetilcoclaurina. 

No Esquema 19 estão demonstradas as possíveis fragmentações para os íons 

precursores m/z 314. 

 

Figura 42 - Espectro LC-MS/MS para a N-O-dimetilcoclaurina 
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Esquema  19 - Proposta de fragmentação para o íon 314,1754 observado em LC-MS/MS 

 

 

Para o tempo de retenção (tr = 2,9 min.) foi observado o espectro [M+H] com 

m/z 300,1589 (Figura 43) o que pode, segundo SHANGGUAN et al. (2018), indicar os 

compostos identificados, como N-metilcoclaurina e/ou jusifina, ambos obtidos, 

anteriormente, de plantas do gênero Stephania (KASHIWABA et al., 1997; SCHMIDT 

et al., 2005).  O padrão de fragmentação observado para este íon está de acordo com LI, 

et al., (2016) e corresponde ao composto jusifina. Sua proposta de fragmentação está 

demostrada no Esquema 20. 

 

Figura 43 - Espectro LC-MS/MS para a Jusifina 
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Esquema  20 - Proposta de fragmentação para o íon 300,1589 observado em LC-MS/MS 

 

N
CH3O

OH

H

OH[M + H]

+

-NH2CH3

N
CH3O

OH

192,1015

CH3O

OH

OH

-CH3OH

OH

O

OH

CH3O

m/z

300,1589

CH3
31 Da

m/z 269 m/z 237

m/z 175

 

Outros dois íons isobáricos com m/z 314 [M]+ foram obtidos nos tempos de 

retenção (tr 2,4 min.) (Figura 44), (tr = 3,6 min.) (Figura 45). Os padrões de 

fragmentação semelhantes foram observados para esses compostos em que, 

inicialmente, houve a perda de 45 Da correspondente a saída de dimetilamino 

[NH(CH3)2] (314 → 269) seguido pela perda de 32 Da relativo à molécula de metanol 

(269 → 237) e, posteriormente, a perda de 28 Da correspondente a saída de CO (237 → 

209). A perda inicial de 45 Da permitiu inferir que os compostos são aminas 

quaternárias. 

O íon com m/z 107, presente nos dois espectros, permitiu verificar a presença de 

uma hidroxila ligada em C-10 no anel C. O íon com m/z 175 comum a ambos os 

espectros de fragmentação, permitiu confirmar a presença de uma hidroxila e uma 

metoxila ligada no anel A. Diante disso, foi possível inferir que os compostos, em 

questão, são isômeros constitucionais diferindo apenas nas posições em que o grupo 

metoxila e hidroxila encontram-se ligados no Anel A. Dessa forma, os padrões de 

fragmentação obtidos foram comparados aos dados descritos na literatura JIAO et al. 

(2018); SINGH et al. (2017) e identificados como lotusina e oblongina. A fragmentação 

da  lotusina está baseada em (GUO et al.,  2019) e a  oblongina está adaptada de acordo 

com (BAJPAI, et al., 2016), os quais estão representados nos esquemas 21 e 22. 
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Figura 44 - Espectro de LC-MS/MSpara a lotusina 

 

 

Esquema  21 - Proposta de fragmentação para o íon 314,1750 observado em LC-MS/MS 
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Figura 45 - Espectro de LC-MS/MS para a oblongina 
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Esquema  22 - Proposta de fragmentação para o íon 314,1748 observado em LC-MS/MS 

  

 

Alcalóides Aporfinicos. 

Foram observados dois espectros [M + H]+ de íons isobáricos com m/z 282, nos 

tempos de retenção tr=3,3 min, 4,9 min e 5,6 min.. O primeiro íon (Figura 46) teve 

fragmentações referente a perda de 17 Da relativo a molécula de amônia (282 → 265), 

seguido pela perda de 30 Da (CH2O) (265 → 235) e, subsequente, perda de CO (235 → 

207) .Os fragmentos observados foram comparados aos da literatura AVULA et al., 

(2018) e foi identificado como o alcaloide aporfínico anolobina, os quais podem ser 

visto no Esquema 23. 

Figura 46  - Espectro de LC-MS/MS para a anolobina 
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Esquema  23 - Proposta de fragmentação para o 282,1121 observado em LC-MS/MS 

 

 

Além do padrão de fragmentação característico para a anolobina, vários padrões 

de fragmentação comuns são observados para tipos de alcalóides aporfínicos que 

produzem fragmentos característicos, assim os fragmentos são modificados de acordo 

com os grupos ligados aos aneis A e B. Iniciando pelo nitrogênio que é o sítio de 

protonação mais favorecido porque a molécula protonada nessa posição tem a menor 

energia, de acordo com cálculos computacionais baseados na teroria do funcional da 

densidade, quando comparado aos sítios de protonação no oxigênio. Tal preferência é 

observada até mesmo para nitrogênios imínicos fazendo ou não parte de sistemas 

aromáticos (QING et al., 2020). 

O segundo alcaloide isobárico em m/z 282 (Figura 47) apresentou em seu 

espectro MS/MS uma perda inicial de 18 Da (-H2O) (m/z 282 → 264), seguido por 

perdas de 30 Da (-CH2O) (m/z 264 → 234) e 28 Da (-CO) (m/z 234 → 206). A 

fragmentação está coerente com a do alcalóide aporfinico norushinsunina.  Sendo que a 

confirmação desta substância foi realizada por meio de comparação do espectro de MS2 

por SILVA et al. (2012) e LIMA et al. (2020), conforme Esquema 24. 
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Figura 47 - Espectro de LC-MS/MS para a norushinsunina 

 

 

Esquema  24 - Proposta de fragmentação para o íon 282,1122 observado em LC-MS/MS 

 

 

O espectro de massas [M+H]+ do íon com m/z 296  no tempo de retenção tr=5,0 

min (Figura 48) apresentou padrão de fragmentação típica de alcaloides aporfínicos. 

Inicialmente foi observado o fragmento referente a perda 17 Da de amônia (296 → 279) 

e, sequencialmente, perdas de 30 Da CH2O (279 → 249) referente a ruptura da ponte 

metilenodióxi ligada no anel A e perda de 28 Da CO (249 → 221). As fragmentações 

observadas, conforme Esquema 25. Foram comparadas com as descritas na literatura 

CARNEVALE NETO et al. (2020) permitindo identificar o composto como sendo o 

alcaloide aporfínico xilopina comum em diversos gêneros da família Annonaceae.  
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Figura 48 - Espectro LC-MS/MS para a xilopina 

 

 

Esquema  25 - Proposta de fragmentação para o íon 296,1280 observado em LC-MS/MS 

 

 

O íon [M+H]+ com m/z 312 no tempo de retenção tr= 4,2 (Figura 49) apresentou 

fragmentações referentes a perda de  17 Da referente a  amônia (312 → 295) e, 

sequencialmente, perda de  30 Da do grupo  CH2O (295 → 265) e perda de  28 Da 

referente a  CO (265 → 237). Comparando as fragmentações obtidas com 

fragmentações para íons [M+H]+ de mesma massa na literatura, YAN et al. (2013), foi 

possível identificar o composto como sendo o alcaloide aporfínico nandigerina. A 

proposta de fragmentação está demonstrada no Esquema 26. 
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Figura 49 - Espectro LC-MS/MS  para a  nandigerina. 

 

 

Esquema  26 - Proposta de fragmentação para o íon 312,1223 observado em LC-MS/MS 

 

 

No espectro de massas do íon [M+H]+ com m/z 306 no tempo de retenção tr= 

9,5min (Figura 50) foram observadas perdas sequenciais de -15Da referente a perda de 

metila e -28Da referente a perda de CO ligado em C-7, consistentes com o esqueleto 

oxoaporfínico. O alcaloide oxoaporfinico de massa molecular de C18H12NO4 foi 

identificado como sendo a lanuginosina, de acordo com (DANTAS et al.,. 2020). O 

Esquema 27 está a proposta de fragmentação para a lanuginosina de baseada com (DA 

SILVA, et al., 2017). 
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Figura 50 - Espectro LC-MS/MS para a lanuginosina 

 

 

Esquema  27 - Proposta de fragmentação para o íon 306,0759 observado em LC-MS/MS 

 

 

O espectro de massas do íon  [M + H]+ com m/z 342  (Figura 51) com o tempo 

de retenção de (6,6 min), já isolado de D. quitarensis apresentou fragmentações típicas 

para alcaloides do tipo N-metil-N-óxido guatterina. 

Conforme comparação do trabalho de SOUZA et al. (2020), onde foram 

apresentados os fragmentos do espectro de massas do íon m/z 342 com as perdas de 18 

Da (− H2O) (m/z 342 → 324) e 47 Da (− NHOCH3) (m/z 342 → 295). A perda inicial de 

47 Da está de acordo com uma estrutura de N- metil N - óxido aporfina. Além disso, a 

perda subsequente de 30 Da (CH2O) (m/z 295 → 265) é consistente com a presença de 

um grupo metilenodioxi no anel A. O Esquema 27 apresenta a proposta de 

fragmentação para o íon m/z 342, de acordo com De Souza et al. (2021). 
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Figura 51 - Espectro LC-MS/MS para a N-óxido guatterina 

 

 

Esquema 28-Proposta de fragmentação para o íon 342,1336 observado em LC-MS/MS 

 

 

A molécula protonada em m/z 282 no tempo de retenção tr= 5,6 min apresentada 

em seu espectro (Figura 52) perdas subsequentes de 17, 15 e 15 Da. Portanto, a 

fragmentação do pico em m/z 282 é consistente com o alcalóide aporfina nornuciferina, 

já identificado por (SOARES et al., 2015; LUO et al. 2005, DENG et al., 2016). A 

proposta de fragmentação para a nornuciferina, adaptada de Lima 2020, está no 

Esquema 28. 

 

Figura 52 -Espectro de LC-MS/MS para a nornuciferina 
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Esquema  28 - Proposta de fragmentação para o íon 282,1485 observado em LC-MS/MS 

 

 

 

No espectro de massas do [M+H]+ m/z 328  no tempo de retenção tr= 3,2 

(Figura 53), foram observados fragmentações referentes a perda de 31 Da do grupo 

metilamino (328 → 297), seguido pela perda de 32 Da da molécula de metanol (297 → 

265) e, sequencialmente, perda de 28 Da do CO (265 → 237). 

A comparação desses fragmentos, típicos de alcaloides isoquinolínicos, com 

alcaloides descritos na literatura YU LI et al. (2015) foi possível identificar este 

composto como sendo o alcaloide aporfínico isoboldina. A proposta de fragmentação 

para a isoboldina estão apresentadas no Esquema 29. 

 

 

 

Figura 53 - Espectro LC-MS/MS para a isoboldina 
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Esquema  29 - Proposta de fragmentação para o íon 328,1538 observado em LC-MS/MS 

 

 

Outros alcaloides 

 

O íon [M + H]+ com m/z 192,1021 no tempo de retenção tr= 1,0 (Figura 54) está 

em concordância com a fragmentação da Picnarrina (AVULA et al., 2018). A 

Picnarrina é um derivado simples dos alcaloides isoquinolinicos, pode ser definido 

como aquele que contém somente um núcleo isoquinolínico. 

As principais fragmentações observadas são referentes a 15 Da, perda de metila 

(192 → 177) e 28 Da referente ao grupo -C2H4 (etileno) (177 →149), conforme a 

proposta de fragmentação no Esquema 30. 

 

 

Figura 54 - Espectro LC-MS/MS para a Picnarrina 
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Esquema  30 - Proposta de fragmentação para o íon 192,1021 observado em LC-MS/MS 

 
 

Dois alcaloides, um do tipo pirrolidínico (4-hidróxi-N-metilprolina) e a 

geovanina do tipo azaantracênico, foram identificados neste estudo.  O íon [M + H]+ 

com m/z 146 no tempo de retenção tr= 0,7  (Figura 55), produziu fragmentos   relativos a 

de 18 Da perda de água (146 → 128), sequencialmente perda 28 Da referente ao  CO 

(128→100) e, novamente, perda de  18 Da água (100 →82). 

A comparação destes fragmentos com dados da literatura SERVILLO et al. (2016) 

para íons [M]+ de mesma massa e utilização da ferramenta gratutita CFM-ID (Modelo de 

identificação de fragmentação de metabolitos secundários) (https://cfmid.wishartlab.com) 

permitiu identificar o composto como sendo a 4-hidroxi-N-metilprolina, conforme 

Esquema 31. 

 

Figura 55 - Espectro LC-MS/MS para 4-hidróxi-N-metilprolina 

 

 

Esquema  31 - Proposta de fragmentação para o íon 146,0815 observado em LC-MS/MS 
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Para o alcaloide azaantracênico que apresentou no espectro do íon [M+H]+ com 

m/z 300 no tempo de retenção tr= 1,6 (Figura 56) foram observados fragmentos MS2 

relativos à perda de 15 Da (300 → 285) referente a perda de metila e perda de 30 Da 

(285 → 255) referente à ruptura do anel metilenodióxi. Estes fragmentos quando 

comparados aos da   literatura, DE OLIVEIRA et al. (1987) foi identificado como a 

geovanina, conforme a fragmentação proposta no Esquema 32. 

 

Figura 56 - Espectro LC-MS/MS para geovanina 

 

 

Esquema  32 - Proposta de fragmentação para o íon 300,1230 observado em LS-MS/MS 

 

A partir dos dados obtidos e análises correspondentes, observou- se que 

UHPLC-QTOF-MS apresentou maior poder de resolução e exatidão de massa, assim, 

foi mais adequado para determinação   fr vários íons precursors da composição da 

amostra. 

Em comparação, o ESI-MS não foi capaz de identificar corretamente a 

composição elementar, apresentando poucos íons precursores, mas de toda forma   foi 
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útil na realização de experimento de MS/MS, pois, conseguiu detectar sinais das massas 

moleculares correspondente vários  fragmentos. 

Usando a abordagem dos resultados fornecidos pelo analisador ESI-MS para a 

D. quitarensis e o UHPLC-QTOF-MS para a G. punctata, foram identificados 4 

alcaloides para a D. quitarensis todos do tipo aporfÍnico, portanto sendo considerada 

uma fonte promissora de aporfínicos sensu stricto, apresentando padrão de substituição 

preferencialmente nas posições C-1 e C-2, C6 e C7, sendo um deles derivado 

oxoaporfinico. 

Para a G. punctata foi detectado um maior número de alcaloides, vinte 

alcaloides, derivados do esqueleto isoquinolínico apresentando padrão de substituição 

preferencialmente nas posições C-6 e C-7, e substituição no anel C, aporfínicos com 

substituições frequentes no anel A e D e dois de outras classes. Foi traçado o perfil 

químico da D. quitarenis por infusão direta e da G. punctata por LC-MS, com base em 

comparações descritas na literatura. Estes dados reforçam o significado 

quimiotaxonômico dos alcaloides isoquinolínicos e benzilisoquinolínicos para a família 

Annonaceae, em particularmente para os gêneros Duguetia e Guatteria.   

Sabe-se que a análise por ESI-MS é bastante promissora, pois esse método pode 

ser útil para a obtenção de um perfil metabólico dos constituintes químicos presentes no 

extrato bruto e frações. Por outro lado, os dados obtidos precisam ser analisados com 

cautela, principalmente quando as análises são realizadas via infusão direta, devido aos 

problemas de supressão iônica de espécies que são mais facilmente ionizáveis 

mascarando a presença de espécies menos ionizáveis (SIQUEIRA, 2015). 

Neste sentido, pode-se melhorar a segurança analítica com experimentos de LC-

MS (modo positivo e negativo) ou até mesmo LC-MS/MS, com a separação 

cromatográfica das substâncias de modo a permitir a identificação estrutural de um 

maior número de metabólitos secundários. A técnica de LC-MS tem-se tornado uma 

ferramenta extremamente poderosa na análise de substâncias em misturas complexas. 

Como esperado, a análise de QTOF-MS também exibiu a presença de alcaloides 

isobáricos minoritários relacionados aos íons registrados por LC-MS. 

No entanto, deve-se notar que a identificação de compostos isobáricos e 

minoritários na análise direta de LC-MS apresenta limitações e que a utilização da 

espectrometria de ressonância magnética nuclear (RMN) é uma alternativa valiosa para 

a resolução de compostos isobáricos. 
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A partir deste ponto de vista, essa estratégia pode ser muito interessante para o 

estudo de compostos químicos presentes em amostras complexas, mesmo que o foco 

não seja a descoberta de novas drogas. Assim, esse processo é considerado prévio para 

análise da amostra, antes dos processos clássicos de isolamento e identificação de 

compostos. 

 

5.2 ENSAIOS FARMACOLÓGICOS 

5.2.1 Avaliação da Atividade Antioxidante pelo método do DPPH (2,2-Difenil-1-Picril-

Hidrazil) 

 

De maneira simples o radical livre é um átomo ou molécula que possui um 

número ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica. Isso o torna instável e 

altamente reativo, fazendo com que esteja sempre buscando capturar ou ceder elétrons 

das células à sua volta. Sob condições normais, os radicais livres são essenciais para o 

funcionamento do organismo. Os radicais livres são produzidos por modificações 

químicas de proteínas, lipídios, carboidratos e nucleotídeos, resultando em uma 

variedade de consequências biológicas, incluindo lesão tecidual, mutação, 

carcinogênese, comprometimento do sistema imunológico, qualidade de vida, doenças e 

morte celular (DE VASCONCELOS et al., 2014). 

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e frequentemente 

encontrados são os compostos fenólicos, tais como os flavonoides. Os compostos 

fenólicos são substâncias que possuem anel aromático com um ou mais substituintes 

hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais, os quais são originados do metabolismo 

secundário das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reprodução. Segundo 

TAIZ e ZEIGER (2004), os fenóis vegetais constituem um grupo quimicamente 

heterogêneo, com aproximadamente 10.000 compostos: alguns são solúveis apenas em 

solventes orgânicos, outros são ácidos carboxílicos e glicosídeos solúveis em água e há 

ainda, aqueles que são grandes polímeros insolúveis. Dentre eles, destacam-se os 

flavonoides, ácidos fenólicos, fenóis simples, cumarinas, taninos e ligninas. Esses 

compostos fenólicos possuem estrutura variável e com isso, são multifuncionais 

(NACZK; SHAHIDI, 2004). 

Os polifenóis possuem ações antioxidantes e também são capazes de inibir 

enzimas digestivas, essas duas ações podem diminuir o risco de doenças 

cardiovasculares e câncer (FRANCO et al., 2018). Além disso, os polifenóis isolados a 



102 

 

 

 

partir de várias fontes vegetais têm mostrado capacidade para inibir enzimas digestivas 

incluindo a lipase e α-amilase, in vitro, e desempenhando um papel positivo no 

tratamento da obesidade (TAN, CHANG e ZHANG, 2017). 

Esses compostos têm a capacidade de doar átomos de hidrogênio e, portanto, 

inibir as reações em cadeia provocadas pelos radicais livres.  Existem duas categorias de 

antioxidantes, os de origem natural e os designados sintéticos (CHEUNG, CHEUNG, 

OOI, 2003). Os antioxidantes naturais com núcleo fenólico, como α-tocoferol, 

quercetina, ácido gálico (69) e o ácido ascórbico (70) (antioxidantes naturais) (Figura 

57) são os mais comuns. 

 

Figura 57 – Estruturas do ácido gálico (69) e do ácido ascórbico (70) 
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Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de 

substâncias e extratos; dentre os mais utilizados, destacam-se os métodos de sequestro 

dos radicais orgânicos 2,2´-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6- ácido sulfónico (ABTS) e 

1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH), por serem relativamente simples, rápidos e de 

baixo custo.  

As técnicas se baseiam em reações de transferência de elétrons, em que um 

composto antioxidante reduz um substrato oxidante (Pazinatto, 2008).  

A quantidade de antioxidante necessária para decrescer a concentração inicial de 

DPPH em 50% é denominada concentração eficiente (CE50), também chamada de 

concentração inibitória (CI50). Quanto menor o valor de CE50 apresentado para a 

amostra, menor será a concentração da amostra necessária para reduzir 50% do radical 

livre DPPH. Ou seja, quanto maior o sequestro de DPPH por uma amostra, menor será a 

sua CE50 e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007). 

 

A avaliação preliminar qualitativa dos extratos brutos etanólico e metanólico 

revelando a presença de compostos fenólicos sugeriu a avaliação do potencial 
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antioxidante, conforme as Tabelas 8 e 9, pois de acordo com HASMIDA et al. (2014), 

a atividade antioxidante dos compostos fenólicos está relacionada com a presença dos 

grupos hidroxilas (-OH) e a dupla ligação entre os átomos de carbono (C=C), pois eles 

podem aumentar a captura de radicas dos compostos. 

 

Tabela 8 -Atividade antioxidante (%) dos extratos brutos etanólicos em diferentes concentrações (método 

DPPH). 

Concentração 

(µg.mL-1) 

EBEBM EBEDQ EBEFL EBEGP Ácido da 

1 14,78±3,41 1,01±0,67 13,67±9,84 36,12±2,91 20,02±1,47 

3 27,66±2,59 6,30±0,76 26,54±3,26 39,34±3,99 63,27±3,44 

9 43,62±3,07 18,14±0,67 30,47±5,29 41,43±3,01 89,40±2,19 

27 78,96±6,25 56,17±0,25 40,93±7,18 54,13±2,19 93,89±0,51 

81 89,36±2,16 89,59±0,15 86,95±3,85 82,94±1,99 95,17±0,25 

243 93,14±0,20 89,42±0,44 91,60±1,74 88,86±2,19 96,86±0,82 

CE 50 11,1±0,24 23,6±0,37 34,2±6,56 21,4±6,68 2,3±0,89 

a. Ácido Ascórbico usado como controle positivo. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata (n = 3) e reportados como a média ± Desvio Padrão. 

 

Tabela 9 - Atividade antioxidante (%) dos extratos brutos metanólicos em diferentes concentrações 

(método DPPH). 

Concentração 

(µg.mL-1) 

EBMBM EBMDQ EBMFL EBMGP Ácido 

ascorbico 

1 24,09±2,59 0,00±0,00 2,55±5,55 18,58±3,23 20,02±1,47 

3 41,08±1,78 1,94±1,45 11.41±4,46 24,05±0,71 63,27±3,44 

9 71,61±1,16 9,48±3,76 16,16±2,90 35,50±1,29 89,40±2,19 

27 87,31±1,34 22,63±2,21 33,75±2,32 63,16±1,93 93,89±0,51 

81 89,57±0,81 53,72±5,92 80,15±0,74 91,02±0,31 95,17±0,25 

243 88,71±0,56 92,35±1,70 93,23±2,02 90,51±0,31 96,86±0,82 

CE 50 4,2±0,75 71,3±1,93 41,3±4,05 17,8±1,95 2,3±0,89 

Ácido Ascórbico usado como controle positivo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n 

= 3) e reportados como a média ± Desvio Padrão 
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A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) Tabelas 8 e 9 correspondem 

ao porcentual de DPPH sequestrado pelo antioxidante. As atividades antioxidantes dos 

extratos de plantas/ervas são frequentemente explicadas pelo conteúdo total de fenólicos 

e flavonoides (RAHMAN, BISWAS e KIRKHAM, 2006). 

Estão disponíveis na literatura vários estudos que demonstram relação entre os 

teores de fenólicos totais e a atividade antioxidante (BIRUR et al., 2015; NASEER et 

al., 2015). Observa-se que vários fatores estão envolvidos no efeito antioxidante 

apresentado pelos fenólicos, tais como a estrutura química e composição dos 

fitoquímicos fenólicos bioativos, a posição e o número de hidroxilas presentes nas 

moléculas dos polifenóis, dentre outros (LEMOS JÚNIOR et al., 2011). Além disso, 

compostos como flavonoides, que contêm grupos funcionais hidroxila, estão entre os 

principais responsáveis pelos efeitos antioxidantes das plantas (PEREIRA, 2009).  

Os percentuais de atividade antioxidante dos extratos alcoólicos foram avaliados 

nas concentrações de 1, 3, 9, 27, 81 e 243 µg.mL-1 e verificou-se que em todos os 

extratos o porcentual de atividade antioxidante aumentou proporcionalmente com a 

concentração do extrato. 

Analisando os resultados na concentração de 1 µg.mL-1 foi verificado que os 

extratos EBMBM (24,09 ± 2,59) e o extrato EBEGP (36,12 ± 2,91) apresentaram 

maior atividade antioxidante do que o ácido ascórbico utilizado como controle positivo. 

Nas demais concentrações nenhuma das amostras testadas foram mais ativas que o 

ácido ascórbico. 

Esta elevada atividade sequestradora de radicais livres pode ser explicada pela 

presença de compostos fenólicos (31,89±1,04 mg de AG/g de extrato) EBMBM e 

(28,50±1,77) para EBMGP em maior concentração quando comparados aos outros 

extratos. A Tabela 10 demonstra os resultados obtidos para a concentração efetiva 50% 

(CE50) dos extratos etanólicos e metanólicos das espécies estudadas. 

Tabela 10  - Concentração efetiva 50% para os extratos brutos etanólicos e metanólicos das folhas de B. 

multiflora, D. quitarensis, Fusea longifólia e G. punctata 

Extratos: CE50 (µg.mL-1) 

EBEBM: 11,1±0,24 EBMBM: 4,2±0,75 

EBEDQ: 23,6±0,37 EBMDQ: 71,3±1,93 

EBEFL: 34,2±6,56 EBMFL: 41,3±4,05 

EBEGP: 21,4±6,68 EBMGP: 17,8±1,95 

A ascórbico: 2,3±0,89  2,3±0,89 
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Através dos resultados obtidos foi possível verificar que os extratos alcoólicos 

de todas as espécies apresentaram algum grau de atividade antioxidante. A maior 

atividade apresentada, verificada através dos valores de CE50, foi para o EBMBM (4,1 ± 

0,75 µg.mL-1). Essa atividade apresentou uma correlação direta com o teor de fenóis 

totais (Tabela 3) para a espécie (31,84 ± 1,04 mg AG/g de extrato). 

Foi observado também que o EBEBM apresentou o menor teor de fenólicos 

(9,77 ± 0,11 mg de AG/g de extrato) entre as espécies (Tabela 3), no entanto, a 

atividade do extrato etanólico foi a maior dentre elas (CE50 11,1 ± 0,24 µg.mL-1). Esta 

análise sugere que existe(m) alguma(s) substância(s) que contribui(em) particularmente 

e mais efetivamente para a ação sequestradora de radicais livres no extrato da B. 

multiflora (SOUSA et al., 2007).  

Contudo, é interessante ressaltar que é necessária a caracterização da estrutura 

do composto fenólico para melhor entender esses resultados, pois sua ação antioxidante 

está diretamente relacionada com sua estrutura química, podendo ser determinada pela 

ação da molécula como agente redutor. 

 

5.2.2 Atividade Anti-Trypanosoma cruzi e  Indice de  Seletividade(IS) 

 

Os OEs de diversas espécies de Annonaceae, como Annona vepretorum, 

(COSTA et al., 2012), Annona pickelii e Annona salzmannii (COSTA et al., 2013) 

foram eficientes contra formas epimastigotas de T. cruzi, com CI50 de 31,9 µg/mL para 

A. verpretorum. Também já se demonstrou que o OE de Xylopia frutescens e Xylopia 

laevigata tem eficiência contra tripomastigotas de T. cruzi, em concentrações não 

citotóxicas para macrófagos murinos (SILVA et al., 2013). 

Para cada OE estudado nesse trabalho foram determinados os valores de 

concentração inibitória 50% (CI50) frente a formas tripomastigotas e amastigotas do 

parasita, simultaneamente, seguido da comparação dos valores com o controle positivo, 

o benznidazol. 

Foram determinados os valores de citotoxicidade destes compostos frente às 

células L929 de mamíferos, bem como definidos seus respectivos IS, conforme 

apresentado na Tabela 11. O parâmetro utilizado para estimar a inibição do crescimento 

foi a CI50, o qual corresponde à concentração da droga capaz de inibir em 50 % a 

proliferação dos parasitas, calculado para cada um dos óleos testados após 48 horas de 

tratamento. 
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Tabela 11 - Concentração inibitória 50% (CI50) para a atividade anti – T. cruzi in vitro, citotoxidade e 

índice de seletividade dos OEs 

OE CI 50 sobre o 

parasita1  

(µg.mL-1) 

CI 50 sobre as 

células2 

(µg.mL-1) 

Índice de 

Seletividade3 

 

B. multiflora 0,46 ± 0,07 1,36 ± 0,61 2,9 

D. quitarensis 0,26 ± 0,06 0,54 ± 0,11 2,1 

F. longifólia 0,3 ± 0,11 0,93 ± 0,09 3,1 

G. punctata 0,029 ± 0,014 0,93 ± 0,007 32 

Benznidazol 1 625 625 

1 Concentração do OE que reduz em 50% o crescimento parasitário 2 Concentração doOE que induz 50% 

de morte celular (L929) 3 IC50 do OE sobre as células dividido pelo IC50 do composto sobre o parasita. 

 

Plantas medicinais fornecem uma série de compostos com comprovadas 

atividades biológicas contra vários parasitas. Dentre os produtos naturais, os OEs de 

plantas medicinais são alternativas promissoras, por possuírem compostos que podem 

ser utilizados como protótipos para a síntese de novos agentes quimioterápicos contra 

diversas patologias, devido às características singulares de seus constituintes, os quais 

são moléculas pequenas e lipofílicas capazes de interagir e/ou atravessar a membrana 

exercendo seus efeitos em alvos intracelulares essenciais para a sobrevivência dos 

parasitas (DHIFI et al., 2016).  

Conforme consta na Tabela 11, os OEs foram avaliados in vitro contra formas 

tripomastigotas e amastigotas intracelulares da cepa Tulahuen de T. cruzi, transfectada 

para expressar a enzima β-galactosidase de E. coli (ROMANHA et al., 2010). A 

metodologia empregada avalia simultaneamente a atividade sobre tripomastigotas, as 

formas que estão presentes no sangue, e formas amastigotas intracelulares, presentes 

nos tecidos do hospedeiro vertebrado durante as fases aguda e crônica da doença 

(COELHO et al., 2019). 

Esta metodologia está de acordo com as diretrizes proposta pelo Programa 

Integrado de Doença de Chagas (PIDC) da Fiocruz e a Iniciativa Medicamentos para 

Doenças Negligenciadas (DNDi) (ROMANHA et al., 2010). Benznidazol foi usado 

como controle positivo contra T. cruzi e a citotoxicidade foi determinada em células de 

mamíferos L929. Todas as amostras dos OEs apresentaram menor IS que o 

benznidazol.  



107 

 

 

 

De acordo com as diretrizes sugeridas pela Fiocruz e o DNDi, somente as 

amostras com IS igual ou superior a 50, considerados altamente seletivos, são 

recomendadas para testes in vivo (ROMANHA et al., 2010). 

Os OEs das quatro espécies vegetais foram ativos contra o T. cruzi, sendo o OE 

de G. punctata o mais ativo (CI50 = 0,029 ± 0,014 µg/mL), o que corresponde a uma 

atividade 34 vezes superior à do benznidazol (1 µg/mL), além disso, foi a amostra que 

apresentou melhor índice de seletividade (IS = 32). O que mostra que o OE da G. 

punctata apresentou boa atividade contra o T. cruzi, maior que o benzonidazol, e menor 

efeito da droga sobre a célula hospedeira, entre todos os OEs testados in vitro. 

Entretanto, segundo as diretrizes do DNDi, por apresentar IS < 50%, esse OE (G. 

puncata), assim como nenhum dos outros OEs estudados nesse trabalho, é 

recomendado para ensaios in vivo, limitando bastante a sua utilidade como tripanocida. 

Particularmente, a forte atividade apresentada para o OE de G. punctata pode 

ser atribuído à presença do (E)-cariofileno (8,4%), germacreno D (19,8%) e ao (E) 

nerolidol (9,9%) presente somente na G. punctata. Sendo que o (E)-cariofileno (14,4%) 

e o germacreno D (6,3%) estão presentes também na espécie D. quitarensis em 

concentrações diferentes resultando na segunda melhor atividade entre elas. Pode-se 

atribuir que a atividade contra tripanossomatídeos se deva principalmente à sua 

composição de terpenos. 

Para CARNEIRO et al. (2017) os terpenos são responsáveis pelo caráter 

hidrofóbico dos OEs, permitindo sua difusão através da membrana celular do parasita e 

afetando as vias metabólicas intracelulares e organelas. SOBREIRA et al. (2014), 

afirmou em seu estudo que os OEs que apresentam terpenos, atuam na célula 

microbiana, provocando alterações na membrana celular, levando a perda de vários 

componentes celulares, ocasionando, assim, a morte da célula. Além disso, esse estudo 

atribuiu essa desestruturação da membrana as características lipofílicas dos terpenos. 

Estudos publicados mostram que os OEs com altas concentrações desses 

compostos apresentam propriedades antiprotozoárias, especialmente contra T. cruzi 

(SILVA et al., 2013). No entanto, a influência de interações sinergísticas entre os 

constituintes do OE sobre a atividade apresentada deve ser considerada, uma vez que, 

em outras espécies estes dois constituintes foram encontrados em diferentes 

concentrações, resultando em boas atividades. 
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5.2.3 Atividade Antibacteriana dos OEs através da Concentração Inibitória Mínima 

(MIC) 

As plantas medicinais apresentam inúmeros compostos ativos que as tornam 

importantes para o desenvolvimento de novas drogas (REINECKEN, et al., 2018). 

Compostos que podem apresentar elevado potencial antimicrobiano e também 

compostos que sirvam de protótipos para a síntese de novos agentes. 

Existem inúmeros fármacos antimicrobianos disponíveis para a comercialização, 

atualmente. Algumas classes são mais utilizadas e possuem maior número de 

representantes no comércio. As principais classes de antimicrobianos conhecidas e 

utilizadas na prática clínica são os β-lactâmicos (penicilinas, cefalosporinas, 

monobactâmicos e carbapenêmicos), aminoglicosídeos, tetraciclinas, fenicóis, 

quinolonas, fluorquinolonas, sulfonamidas, macrolídeos, lincosamidas, glicopeptídeos, 

oxazolidinonas, cloranfenicol, estreptograminas, glicilciclinas, gemifloxacina, 

daptomicinas e as polimixinas (ANVISA, 2017; GUIMARÃES et al., 2010). 

Extratos e frações da Guatteria citriodora, mostraram-se inativos frente às 

bactérias Gram-negativas e ativos contra três cepas de bactérias Gram-positivas 

RABELO et al., (2014). Outra espécie muito estudada da família Annonaceae é a 

Annona glabra L., que quando testado o óleo obtido da semente apresentou bons 

resultados principalmente para as bactérias Gram positivas (LARANJEIRA, 2016). 

A atividade antibacteriana dos OEs das quatro espécies estudadas nesse trabalho 

foi avaliada pelo método de microdiluição em caldo e os resultados são apresentados na 

Tabela 12. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos 

através da CIM em μg/mL, que de acordo com ALIGIANNIS et al. (2001) apresentam a 

seguinte classificação: CIM até 500 µg/mL são inibidores potentes; CIM entre 600 e 

1500 µg/mL são inibidores moderados; CIM acima de 1600 µg.mL-1 são inibidores 

fracos. Os valores da CIM encontrados para os OEs estudados nesse trabalho (4,68 e 

37,5 µg.mL-1), classificam-nos, portanto, na categoria de fortes inibidores. 
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Tabela 12 - Atividade antibacteriana, in vitro, dos OEs de B. multiflora, D. quitarenses, F. longifolia e G. 

puncata 

OEs Concentração Inibitória Mínima (CIM) [µg.mL-1] 

 E. colia 

(EHEC) 

P. aeruginosa b S.sumulanc S. 

pyogenes d 

MRSA e 

B. multiflora 4.68 4.68 4.68 4.68 4.68 

D. quitarensis - - 37.5 37.5 - 

F. longifolia - 37,5 37,5 - 37.5 

G. punctata - - 4.68 4.68 - 

TIENAMF 1.17 2.34 0.58 0.58 4.68 

Onde: a. E. coli enterohemorrágica - EHEC(CDC-EDL933-171-0157:H3); b. P. aeruginosa (ATCC 29336); 

c. S. sumulans (ATCC 25175); d. S. pyogenis (ATCC 19615); e.  Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina (ATCC 33591); f. Controle positivo. 

 

Entre as amostras testadas, o OE de B. multiflora mostrou a melhor atividade 

antibacteriana pois foi ativo contra cepas Gram-negativas e Gram-positivas com valores 

de CIM de 4,68 μg.mL-1. O OE de D. quitarensis foi ativo contra os microrganismos 

Gram-positivos S. mutans e S. pyogenes com CIM de 37,5 μg.mL-1. A bactéria S. 

mutans é considerada uma das principais agentes causadoras de cárie dentária e também 

pode ser uma fonte de endocardite infecciosa (BANAS, 2004). S. pyogenes é 

responsável por uma gama diversificada de manifestações, de infecções leves da 

pele/tecidos moles, faringite a doenças mais graves, como a bacteremia, celulite, sepse 

puerperal, meningite, pneumonia e fasceíte necrosante (LAMAGNI et al.,2008). 

O OE de F. longifolia foi ativo contra a bactéria Gram-negativa P. aeruginosa e 

também contra as bactérias Gram-positivas S. mutans e S. aureus resistente à MRSA, 

ambos com valores de CIM de 37,5 μg.mL-1. A bactéria P. aeruginosa é responsável 

por várias infecções, como septicemia, infecções do trato urinário e pneumonia grave, 

especialmente em pacientes com deficiência imunológica. A bactéria MRSA é 

responsável pela síndrome do choque tóxico, infecção de ferida no pós-operatório e 

intoxicação alimentar (GUNES et al., 2016). 

O OE de G. punctata foi ativo contra os microrganismos S. mutans e S. 

pyogenes com CIM de 4,68 μg.mL-1. E. coli enterohemorrágica foi susceptível apenas 

ao OE de B. multiflora com CIM de 4,68 μg.mL-1. E. coli está presente no intestino 

humano e causa infecções do trato urinário inferior, diarréia e septicemia (GUNES et 
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al., 2016). Entre os microrganismos testados, verificou-se que E. coli enterohemorrágica 

(EHEC) foi a mais resistente aos OEs. 

Segundo ANDRADE et al. (2012), as bactérias Gram-negativas são menos 

sensíveis a OEs do que as bactérias Gram-positivas e uma explicação para isso é que 

bactérias Gram-negativas têm uma parede celular mais fina que é envolvida por outra 

membrana externa, portanto possuem duas membranas, a externa difere da interna e 

contém moléculas de lipopolissacarideos.  Isso que difere a eficácia nas atividades 

biológicas em contato com os OEs. 

Atualmente, a resistência bacteriana aos antibióticos é cada vez mais 

preocupante, principalmente quando se trata de bactérias Gram-negativas, uma vez que 

há maior disseminação do que bactérias Gram-positivas (GOMES et al., 2014). Diante 

disso, destacamos os excelentes resultados de atividade antibacteriana apresentada pelos 

OEs de B. multiflora e F. longifolia contra bactérias Gram-negativas. 

 

5.2.4 Avaliação da atividade antibacteriana dos Extratos Brutos pelo método de Difusão 

em Ágar (Técnica do Poço) e Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

Os extratos brutos etanólicos e metanólicos das folhas das espécies estudadas 

foram avaliados quanto às suas atividades antibacterianas por dois métodos distintos: 

método de difusão em Ágar – técnica do poço e através da CIM. Através do ensaio de 

atividade antibacteriana pelo método de difusão em Ágar – técnica do poço foi 

verificado que todos extratos foram inativos frente aos microrganismos testados 

(Tabela 13). 

Os ensaios realizados expressos através da CIM mostraram que os extratos não 

foram ativos frente às bactérias Gram-negativas testadas. No entanto, os EBMBM e 

EBEBM e o EBMDQ foram ativos frente à bactéria S. aureus (CIM = 5 mg.mL-1). Já 

com relação à bacteria Gram-positiva S. sumulans observou-se que apenas os EBMBM 

e EBMDQ foram ativos com valores de CIM de 2,5 e 5 mg.mL-1, respectivamente. 
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Tabela 13 - Atividade antibacteriana dos extratos etanólicos e metanólicos de B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata pelos métodos de Difusão em Ágar e 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

Amostra E. colienterohemorrágica 

(EHEC) 

P. aeruginosa S. entérica subsp.  

Typhimurium 

S. aureus S. sumulans 

 Dif. (mm) CIM 

(mg/mL) 

Dif. (mm) CIM 

(mg/mL) 

Dif. (mm) CIM 

(mg/mL) 

Dif. (mm) CIM 

(mg/mL) 

Dif. (mm) CIM 

(mg/mL) 

EBEBM - - - - - - - 5 - - 

EBMBM - - - - - - - 5 - 2,5 

EBEDQ - - - - - - - - - - 

EBMDQ - - - - - - - 5 - 5 

EBEFL - - - - - - - - - - 

EBMFL - - - - - - - - - - 

EBEGP - - - - - - - - - - 

EBMGP - - - - - - - - - - 

TIENAM 33,66±0,57 0,00117 29,33±0,57 0.00117 34,33±0,57 0,00117 35,66±0,57 0,00468 36,66±0,57 0,00468 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Espécimes de B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata foram 

coletadas, e tiveram sua taxonomia ratificada pelo Herbário da UNIR, onde as amostras-

testemunho estão depositadas. 

Através do processo de hidrodestilação, foram obtidos os OEs das folhas das quatro 

espécies, com rendimentos variando de 0,12-0,39%. Foram preparados também os 

extratos brutos etanólico e metanólico das folhas das espécies acima, os quais foram 

submetidos a testes químicos e farmacológicos. 

O estudo da composição química dos OEs de B. multiflora, D. quitarensis, F. 

longifolia e G. punctata por GC-MS e sua quantificação por CG-FID, apresentando 87 

terpenóides como constituintes majoritários, correspondendo a 79,3-97,5% da 

composição química dos OEs. Os seguintes compostos foram identificados, em 

quantidades variáves, em todas as amostras: 4-heptanol (0,1 – 33,8%), pentanoato de etila 

(0,4 – 3,9%), -copaeno (0,9 -5,3%), β-elemeno (1,0 – 2,2%), (E)-cariofileno (0,4 -

14,4%), β-selineno (0,4 – 19,3%), -selineno (1,3 -2,5%), -cadineno (1,0 – 4,8%) e 

germacreno B (0.9 – 4,5%). 

Os OEs mostraram forte atividade antibacteriana contra os microrganismos 

testados, especialmente para S. mutans em que todos os OEs foram ativos. Todos os OEs 

apresentaram atividade tripanocida contra as formas amastigota e tripomastigota de T. 

cruzi, com OE de G. punctata sendo 34 vezes mais ativo que o benznidazol. Entretanto, o 

melhor índice de seletividade obtido para os OEs foi 32, abaixo do valor mínimo 

recomendado (IS = 50) pelo DNDi para que se prossiga com ensaios in vivo. 

Para a atividade antibacteriana in vitro, foram realizados ensaios frente aos 

microrganismos Gram-negativos: Escherichia coli enterohemorrágica, Pseudomonas 

aeruginosa e Gram-positivos: Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenis e 

Staphylococcus resistente à meticilina, determinando-se a CIM, pelo método da diluição 

em caldo. Todos os OEs mostraram potentente inibição, destacando-se o OE de B. 

multiflora, por ter sido ativo em todos os microrganismos ensaiados (4,68µg.mL-1). 

Foram preparados os extratos brutos etanólico e metanólico de B. multiflora, D. 

quitarensis, F. longifolia e G. punctata, respectivamente, EBEBM, EBMBM, EBEDQ, 

EBMDQ, EBEFL, EBMFL, EBEGP e EBMGP, com rendimentos variando de 11 a 

15%. A triagem fitoquimica preliminar demonstrou a presença de fenóis e taninos para 

todos os extratos, exceto os EBMDQ e EBEDQ, os quais foram os únicos a testarem 
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positivo para flavonóides e alcaloides. A presença de terpenóides foi constatada em todos 

os extratos, exceto EBMBM, EBEDQ e EBMDQ.  

O EBMBM aprentou o maior teor de FT (31,89  1,04 mgAG/g) e a maior AA 

(CE50= 4,2 0,75 µg.mL-1). Entretanto, não foi possível estabelecer uma correlação entre 

AA e FT, considerando todos os extratos analisados. 

Nenhum dos extratos se mostrou promissor quanto à atividade antibacteriana 

frente a nenhuma das linhagens testadas nesse estudo, pelos métodos de difusão em Ágar 

– técnica do poço e da CIM.  

Foi possível identificar, por meio de ESI-MS e LC/MS, quatro alcaloides do tipo 

aporfinicos no EMDq e vinte alcaloides EMGp, sendo nove do tipo benzilisoquinolinico, 

sete aporfínico, um oxoaporfínico, um isoquinoliníco, um pirrolidinico e um 

azaantracênico. Destaca-se ainda que a abundância de alcaloides, com predominância 

para os aporfinícos e benzilisoquinolícos, observada nesse trabalho, está em acordo com 

o descrito na literatura para Annonacea. 
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