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RESUMO 

Duguetia pycnastera é uma espécie da família Annonaceae conhecida popularmente como 

“envira-preta” com distribuição no norte da América do sul. No Brasil é bastante comum no 

Amazonas e Amapá. Com base nos dados da literatura, essa espécie apresenta somente dois 

estudos fotoquímicos, sendo relatados os componentes voláteis do óleo essencial (dados 

publicados) e o isolamento de alcaloides (dados não publicados). Com isso, no presente 

trabalho foi realizado o estudo fitoquímico e a investigação da atividade citotoxicidade in 

vitro dos extratos brutos, frações e substâncias isoladas das cascas do caule de D. pycnastera. 

O estudo fitoquímico das cascas resultou no isolamento e na caracterização de sete 

substâncias, sendo cinco pertencentes à classe dos alcaloides e duas de caráter benzênico 

(fenilpropanoides). Para o isolamento dos constituintes químicos foram empregadas técnicas 

cromatográficas clássicas (CC, CCDA e CCDP), enquanto que para a identificação foram 

empregadas técnicas espectroscópicas (RMN de 
1
H e 

13
C 1D/2D) e espectrométricas (EM e 

CG-EM). O estudo do perfil pela técnica EM com fonte de leaf spray mediante chaves de 

fragmentação permitiu identificar possíveis esqueletos de alcaloides presentes na fração 

alcaloídica.  Foram isolados sete (7) alcaloides isoquinolinos (N-oxiguaterina, nornuciferi-

dina, lisicamina, O-metilmoschatolina e reticulina). Os fenilpropanoides identificados perten-

cem a classe das asaronas (1-allil-2,4,5-trimetoxibenzeno e 2,4,5-trimetoxi-estireno). Todos os 

alcaloides identificados neste trabalho possuem relato no gênero, entretanto, são inéditos na 

espécie, sendo os alcaloides oxoaporfinos de maior ocorrência. Entre os extratos e frações das 

cascas submetidos ao ensaio de atividade citotóxica in vitro, a fração alcaloídica proveniente 

do extrato metanólico apresentou maior atividade contra as linhagens de células tumorais 

avaliadas, com valores de CI50 iguais a 14,09 μg.mL
-1 

para MCF-7 e 11.58 μg.mL
-1

 para 

HepG2. Entre os alcaloides isolados e avaliados, a lisicamina e O-metilmoschatolina foram as 

substâncias que apresentam melhores resultados citotóxicos, em particular contra as linhagens 

celulares HepG2 e HL-60 (CI50 29,08 e 24,68 µmol.L
-1

, respectivamente) para a lisicamina e 

para a O-metilmoschatolina apresentou atividade citotóxica promissora para a célula HL-60 

(34,85 µmol.L
-1

). Por meio da análise por CG-EM do óleo essencial foram identificados 24 

constituintes, destacando-se como constituintes majoritários, os sesquiterpenos α-gurjuneno 

(26,83%), biciclogermacreno (24,90%), germacreno D (15,35%) e espatulenol (12,97%). Os 

resultados obtidos neste estudo confirmam o potencial químico e citotóxico das espécies de 

Annonaceaes brasileiras, em particular, as espécies de ocorrência no Amazonas. Desta forma, 

é valido ressaltar a importância da continuidade dos estudos desta espécie em futuros projetos 

na busca de substâncias com propriedades citotóxicas. 

 

Palavras-chaves: Duguetia pycnastera; Annonaceae; Alcaloides; Asaronas; Citotoxicidade.  

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Duguetia pycnastera is a species of the family Annonaceae popularly known as “envira-

preta” with distribution in northern South America. In Brazil it is quite common in Amazonas 

and Amapá. Based on literature data, this species has only two photochemical studies, with 

the volatile components of essential oil (published data) and the isolation of alkaloids 

(unpublished data) being reported. Thus, in the present work, a phytochemical study and 

investigation of the in vitro cytotoxicity activity of crude extracts, fractions and substances 

isolated from the bark of D. pycnastera stem was carried out. The phytochemical study of the 

shells resulted in the isolation and characterization of seven substances, five belonging to the 

class of alkaloids and two of benzene character (phenylpropanoids). Classical 

chromatographic techniques (CC, CCDA and CCDP) were used for the isolation of chemical 

constituents, while spectroscopic (1H and 13C 1D / 2D NMR) and spectrometric (EM and 

CG-EM) techniques were used for identification. The study of the profile by the EM 

technique with leaf spray source using fragmentation keys allowed to identify possible 

skeletons of alkaloids present in the alkaloid fraction. Seven (7) isoquinoline alkaloids (N-

oxyiguaterine, nornuciferidine, lysicamine, O-methylmoschatoline and reticulin) were 

isolated. The identified phenylpropanoids belong to the asarone class (1-allyl-2,4,5-

trimethoxybenzene and 2,4,5-trimethoxy-styrene). All alkaloids identified in this work are 

reported in the genus, however, they are unprecedented in the species, with oxoaporphine 

alkaloids being the most common. Among the extracts and fractions of the shells submitted to 

the in vitro cytotoxic activity test, the alkaloid fraction from the methanolic extract showed 

greater activity against the tumor cell lines evaluated, with IC50 values equal to 14.09 μg.mL-

1 for MCF -7 and 11.58 μg.mL-1 for HepG2. Among the isolated and evaluated alkaloids, 

lysicamine and O-methylmoschatoline were the substances that present the best cytotoxic 

results, in particular against the cell lines HepG2 and HL-60 (IC50 29.08 and 24.68 µmol.L-1, 

respectively) for lysicamine and for O-methylmoschatoline it showed promising cytotoxic 

activity for the HL-60 cell (34.85 µmol.L-1). Through the GC-MS analysis of the essential 

oil, 24 constituents were identified, with sesquiterpenes α-gurjunene (26.83%), 

bicyclogermacrene (24.90%), germacrene D (15.35%), standing out as major constituents. ) 

and spatulenol (12.97%). The results obtained in this study confirm the chemical and 

cytotoxic potential of Brazilian Annonaceaes species, in particular, species occurring in 

Amazonas. Thus, it is worth emphasizing the importance of continuing studies of this species 

in future projects in the search for substances with cytotoxic properties. 

Keywords: Duguetia pycnastera; Annonaceae; Alkaloids; Asarones; Cytotoxicity 
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1.0 INTRODUÇÃO 

A busca por novas substâncias com diversas aplicações, com destaque os fármacos, é 

um processo que requer otimização contínua. Os produtos naturais representam uma alterna-

tiva de grande sucesso para a descoberta de novos medicamentos (STROBEL, DAISY & 

CASTILHO, 2005). Em comparação com várias outras fontes de compostos de interesse 

farmacológico como, por exemplo, as obtidas por síntese orgânica, a maior diversidade 

química é proveniente de substâncias oriundas de fontes naturais (KOEHN & CARTER, 

2005; HARVEY, 2000). 

Os produtos naturais são utilizados pela humanidade desde os tempos antigos. A busca 

por alívio e cura de doenças, por meio destes, talvez tenha sido uma das primeiras formas de 

utilização desses produtos. Intuitivamente, o homem primitivo buscava descobrir soluções 

para suas necessidades básicas de sobrevivência, como alimentação, moradia, proteção e 

reprodução. Suas experiências e observações resultaram em descobertas importantes para 

soluções de tratamentos de injúrias ou doenças através do uso das plantas e ervas (VIEGAS 

Jr. et al., 2006). 

A importância dos produtos naturais no combate a diferentes enfermidades adquiridas 

pela espécie humana pode ser vista pelo grande número de fármacos que estão disponíveis no 

mercado. Como exemplo: a artemisinina, antimalárico obtido da planta Artemisia annua L, a 

atropina, anticolinérgico extraído de Atropa beladona L; a cafeína, estimulante extraído de 

diferentes plantas, como Coffea arabica L. (café), Ilex paraguariensis A. St.-Hil (erva-mate) e 

Paullinia cupana Kunth (guaraná); e o eugenol, anestésico local, recomendado em casos de 

dor de dente, extraído de Syzygium aromaticum ((L.) MERR & PERRY (cravo-da-índia) 

(FIGURA 1) (ROCHA et al., 2001). 

FIGURA 1: Exemplos de produtos naturais com diferentes utilizações clínicas. 

 

Fonte: ROCHA et al., 2001 
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Nas últimas décadas, tem se observado a proliferação de novas enfermidades associa-

das ao envelhecimento populacional e à adoção de novos padrões de vida e de consumo 

adotados pela sociedade moderna, como por exemplo, as doenças degenerativas e o câncer. 

Este último configura-se como uma das principais causas de preocupação global, devido às 

dificuldades encontradas em seu tratamento e os alarmantes dados estatísticos apresentados. 

Os índices mostram que para o Brasil biênio 2018-2019, a ocorrência de 600 mil casos novos 

de câncer, para cada ano. Excetuando-se o câncer de pele não melanoma (cerca de 170 mil 

casos novos), ocorrerão 420 mil casos novos de câncer. O cálculo global corrigido para o sub-

registro segundo Mathers et al., (2018), aponta para a ocorrência de 640 mil casos novos. 

Essas estimativas refletem o perfil de um país que possui os cânceres de próstata, pulmão, 

mama feminina, cólon e reto entre os mais incidentes, entretanto ainda apresenta altas taxas 

para os cânceres do cólon do útero, estômago e esôfago (INCA, 2018).  

Neste contexto, a descoberta de anticancerígenos de origem vegetal tem incentivado as 

pesquisas nessa área. Um dos exemplos mais importantes é o da Catharanthus roseus L., co-

nhecida também como vinca, da qual foram extraídos os alcaloides vimblastina e vincristina 

que são usados no tratamento contra o câncer a mais de 40 anos. Entre outras amostras vege-

tais, o mais importante foi a descoberta do paclitaxel, isolado da casca do teixo (Taxus 

baccata L. e Taxus brevifolia Nutt) (BRANDÃO et al., 2010). Com o sucesso do paclitaxel, a 

busca por novos produtos naturais recebeu especial atenção de diferentes grupos de pesquisas. 

FIGURA 2: Fármacos obtidos a partir de produtos naturais utilizados na terapia contra o 

câncer. 

 

Fonte: BRANDÃO et al., 2010. 

 

Dessa forma, dentre as muitas famílias estudadas com a finalidade de isolar seus 

componentes para fins medicinais na flora amazônica, a família Annonaceae se destaca por 

apresentar uma grande aplicação na medicina tradicional devido à atividade oriunda de seus 
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metabólitos secundários, principalmente os alcaloides, os terpenoides e as acetogeninas 

(SOARES, 2014). Estudos recentes com espécies da família Annonaceae, têm destacado 

particularmente o seu potencial no combate às células tumorais cancerígenas (COSTA et al., 

2018; MOGHADAMTOUSI et al., 2015; FERRAZ et al., 2014). Sendo considerado como 

uma das grandes preocupações da era moderna, o tratamento do câncer, na maioria dos casos, 

se dá por meio da utilização de agentes quimioterápicos que atuam nas células neoplásicas 

inibindo a sua ação no organismo. No entanto, para a maioria das drogas utilizadas atualmen-

te, a sua seletividade não se restringe apenas às células cancerígenas o que faz com que atuem 

também nas células sadias causando os conhecidos efeitos colaterais, além de causar a redu-

ção no crescimento do tumor, mas não sua completa inatividade/destruição (INCA, 2018; LI 

et al., 2011). Outras falhas dos fármacos atuais são a resistência adquirida pelo tumor com o 

tempo de uso do medicamento (ZHAO et al., 2013) e o reaparecimento da doença após um 

longo período de remissão (LUKIANOVA‐HLEB et al., 2012).  

Sendo assim, subentende-se que a realização de estudos com substâncias oriundas de 

produtos naturais que sejam mais eficientes e seletivas no tratamento e, consequentemente na 

cura do câncer são cada vez mais importantes, pois se mostram como uma importante 

ferramenta no combate a essa enfermidade (SOUZA et al., 2007). 

A família Anonnaceae embora bastante conhecida possui poucos estudos químicos 

com ênfase em seus constituintes biologicamente ativos. Dentre as espécies dessa família, 

encontra-se a Duguetia pycnastera Sandwith, uma espécie endêmica da região amazônica e 

particularmente desconhecida tanto pela população, quanto em termos de investigação 

fitoquímica e de suas propriedades biológicas (citotoxidade, pesticida, antiparasitária e 

antimicrobiana entre outras). 

 

 

 

 

 

 

 



 

26 

 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Ampliar o conhecimento acerca da composição química das folhas e cascas da espécie 

Duguetia pycnastera, assim como investigar o seu potencial citotóxico em busca de 

substâncias biologicamente ativas. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Analisar o perfil químico dos extratos das cascas e folhas de Duguetia pycnastera por 

Espectrometria de Massas (EM) e desreplicar os principais alcaloides presentes nas 

cascas de Duguetia pycnastera por meio da técnica de leaf spray acoplado a 

Espectrometria de Massas (LS-EM); 

 Isolar por técnicas cromatográficas clássicas e identificar por técnicas espectroscópi-

cas (RMN 1D/2D) e espectrométrica (EM) os constituintes químicos do extrato 

hexânico e metanólico das cascas e folhas de D. pycnastera; 

 Caracterizar e identificar quimicamente os constituintes do óleo essencial extraído das 

folhas de D. pycnastera utilizando a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a 

Espectrometria de Massas (CG-EM); 

 Avaliar a atividade citotóxica in vitro dos extratos das cascas e folhas, frações, óleo 

essencial e substâncias isoladas de D. pycnastera contra células tumorais e normais. 
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3.0 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 A família Annonaceae Juss. 

3.1.1 Aspectos Gerais 

Annonaceae é uma família pantropical de árvores, arbustos e cipós, está incluída entre 

as linhagens mais ricas em espécies de plantas de florestas tropicais (CHATROU et al., 2012). 

Até o momento, essa família contém 110 gêneros e cerca de 2.430 espécies (CHATROU et 

al., 2012; XUE et al., 2018) que estão classificadas em quatro subfamílias: Ambavioideae, 

Anaxagoreoideae, Annonoideae e Malmeoideae (CHATROU et al., 2012). Estas subfamílias 

correspondem aos principais grupos revelados em filogenias recentes da família. Anaxago-

reoideae aparece como o grupo-irmão de todas as Annonaceae e, por isso, forma uma 

subfamília à parte (RICHARDSON et al., 2004). 

A família Annonaceae apresenta distribuição pantropical, sendo a América Central e a 

do Sul, a África e a Ásia os principais centros de diversidade desse grupo (MAAS et al., 

2013; CHATROU et al., 2012; CHATROU et al., 2004), conforme indicado na figura 3. 

FIGURA 3: Distribuição geográfica de espécies da família Annonaceae no mundo. 

 

Fonte: THECOMPOSITAEHUT, 2020. 

 

Todas as subfamílias da atual classificação estão representadas no Brasil com 386 

espécies distribuídas em 29 gêneros (MAAS et al., 2013). Na região neotropical são relatados 

34 gêneros (COUVREUR et al., 2012), sendo que a Amazônia abriga três quartos da 

diversidade de Annonaceae com 27 gêneros e 280 espécies, e a mata Atlântica, a maior parte 

restante, 15 gêneros e 91 espécies (MAAS et al., 2013).  

Diversas espécies da família Annonaceae possuem destacado valor econômico, princi-

palmente por fornecerem frutos comestíveis de sabor bastante apreciado (Figura 4), como as 

espécies do gênero Annona: A. cherimola Mill. (cherimola), A. squamosa L. (ata, fruta do 

conde ou pinha), A. montana Macfad. (graviola da montanha), A. mucosa Jacq. (biribá) e A. 

http://www.thecompositaehut.com/www_tch/images/webcurso_spv/mapas/annonaceae.jpg
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muricata L. (graviola). Apesar da notoriedade dos frutos de Annona, também se encontram 

frutos comestíveis igualmente comercializados em outros gêneros, como Artabotrys, Asimina, 

Polyalthia, Uvaria e Duguetia, esse último representado principalmente pelos frutos conheci-

dos popularmente como pindaíba (Duguetia lanceolata A.St.-Hil.) (LOPES E MELLO-

SILVA, 2014; FORMAGIO et al., 2010). 

FIGURA 4: Frutos e flores característicos de algumas espécies da família Annonaceae. 

 

Fonte: FIELDGUIDES, 2019. 

 

3.1.2 Aspectos químicos e farmacológicos 

A pesar de possuir uma grande quantidade de espécies conhecidas (mais de 2400), até 

2012 apenas 150 delas (pouco mais de 6%) possuíam investigação química, taxonômica e 

farmacológica (LÚCIO et al 2015). Quimicamente, a família Annonaceae é caracterizada por 

possuir como principais metabólitos secundários, tais como os terpenos, os alcaloides e as 

acetogeninas. Esta última  classe é encontrada somente em espécies dessa família e por isso 

são também chamadas de acetogeninas de Annonáceas (OLIVEIRA, 2013). No entanto, 

outras classes de metabólitos secundários podem ser encontradas, como substâncias 

aromáticas, ácidos fenólicos, taninos, flavonoides, catequinas, esteroides, lactonas, dentre 

outras (LÚCIO et al., 2015; NUNES et al., 2012).   

Em virtude de suas características químicas ricas em substâncias bioativas, as espécies 

da família Annonaceae têm apresentado resultados satisfatórios quando submetidas a ensaios 

farmacológicos, tais como as propriedades antitumorais, inseticidas, larvicidas, antiparasita-

rios e antimicrobianos. Foi constatado que o extrato etanólico das folhas de Annona crassiflo-

ra Mart., apresentou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 

Salmonella typhimurium, Escherichia coli, e Candida albicans (LAGE, 2011).  

Por meio do trabalho de Santos e colaboradores (2007), foram isolados acetogeni-nas 

do extrato etanólico das sementes de A. cornifolia que apresentaram atividade larvicida 
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quando testadas contra o microcustácio Artemia salinas. Os extratos metanólicos de folhas e 

caules de A. crassiflora, Annona coriacea Mart., Annona dioica A St. Hil. e Annona sylvatica 

A. St.-Hil. apresentaram caráter alopático, reduzindo a porcentagem de germinação e vigor da 

semente de alface, afetando negativamente o tempo médio de germinação (FORMAGIO et 

al., 2010). 

Somando-se as propriedades já elencadas, os extratos brutos obtidos dos exemplares 

dessa família, seus óleos essenciais e as substâncias isoladas a partir destes, têm apresentado 

excelentes resultados frente a diversas linhagens de células tumorais. Os extratos brutos das 

espécies Annona pickelii (Diels) H. Rainer, e A. salzmannii (RIBEIRO et al., 2012) e os óleos 

essenciais de Guatteria pogonopus Mart. (FONTES et al., 2013), X. laevigata (QUINTANS 

et al., 2013) Guatteria friesiana (BRITTO et al., 2012), Guatteria blepharophylla Mart. e 

Guatteria hispida (R.E. Fr.) Erkens & Maas, apresentaram efeitos relevantes frente aos 

ensaios citotóxicos realizados (FERRAZ et al., 2014; RIBEIRO et al., 2012). 

 

3.2 O gênero duguetia 

3.2.1 Aspectos gerais 

O gênero Duguetia pertence à tribo Duguetiae e é representado por aproximadamente 

90 espécies com ocorrência de 66 delas no Brasil, sendo 29 endêmicas. Seus exemplares 

podem ser encontrados também da Nicarágua ao Paraguai e 4 espécies foram observadas na 

costa oeste da África.  As espécies desse gênero podem ser árvores ou arbustos, e são reco-

nhecidas por seus tricomas que se diferenciam dos demais gêneros da família por serem 

estrelados ou escamiformes. Seus frutos podem ser carnosos ou lenhosos (Figura 5), e assim 

como os frutos do gênero Annona, têm cardípios agregados. A espécie mais comum no Brasil 

é a Duguetia furfuracea (A.St.-Hil.) Saff. encontrada no Cerrado e na Caatinga (LOPES & 

MELLO-SILVA, 2014).   
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FIGURA 5: Frutos provenientes das espécies do gênero Duguetia 

 
Fonte: FIELDGUIDES, 2019. 

 

3.2.2 Aspectos químicos  

O gênero Duguetia não está entre os gêneros mais estudados fitoquimicamente, sendo 

precedidos pelos gêneros Annona, Goniothalamus, Monodora, Uvaria e Xylopia (CUNHA, 

2009). No entanto diversas substâncias, principalmente alcaloides, já foram isolados das suas 

espécies (GONÇALVES et al., 2017, OLIVEIRA, 2017; SIQUEIRA et al., 2001). 

Entre os alcaloides mais comuns encontrados em Duguetia destacam-se aqueles de 

esqueleto isoquinolínicos, no entanto outras estruturas também foram identificadas. No estudo 

elaborado por Lúcio e colaboradores (2015) foram listados por ordem de classe e subclasse 

todos os esqueletos encontrados na família Anonnaceae, podendo-se observar a maior 

ocorrência de oxoaporfínicos, e baixa ocorrência de tetraidroisoquinolínicos e fenantrenos, 

conforme mostrado nos quadros 1 a 16 . 

QUADRO 1: Alcaloides benziltetrahidroisoquinolínicos isolados de espécies do gênero 

Duguetia. 

Alcaloide Nº Espécie 

Codamina N-óxido 1 D. spixiana 

Reticulina 2 D. trunciflora 

 

QUADRO 2: Estruturas dos alcaloides benziltetrahidroisoquinolínicos isolados de espécies 

do gênero Duguetia 

 

1 

 

2 
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QUADRO 3: Alcaloides tetrahidroprotoberberínicos e protoberberínico isolados de espécies 

do gênero Duguetia. 

Alcaloide Nº Espécie Alcaloide Nº Espécie 

10-Demetilxylopinina 3 D. calycina Tetraidrojatrorrizina 9 D.gardneriana 

Discretamina 4 
D. 

gardneriana 
Tetraidropalmatina 10 D.gardneriana 

Discretina 5 D. obovata ()-Tetraidropalmatina 11 D. spixiana 

()-Discretina 6 D. obovata Thaicanina 12 D. trunciflora 

3-Hidroxi-2,9,10-

trimetoxitetraidroprotoberberina 
7 

D. 

stelichantha 

N-

metiltetraidropalmatina 
13 D.furfuracea 

Spiduxina 8 D. spixiana Jatrorrhizina 14 D. trunciflora 

 

QUADRO 4: Estruturas dos alcaloides tetraidroprotoberberínicos e protoberberínico isolados 

de espécies do gênero Duguetia. 

 

 

 

 

13 

 R1 R2 R3 R4 R5 R6  

 
14 

(protoberberínico) 

3 OCH3 H H OH OCH3 H 

4 OH H OCH3 OH H H 

5 OH H H OCH3 OCH3 H 

6 OH H H OCH3 OCH3 H 

7 OH H OCH3 OCH3 H H 

8 OCH3 H H OCH3 OH CHO 

9 OH H OCH3 OCH3 H H 

10 OCH3 H OCH3 OCH3 H H 

11 OCH3 H OCH3 OCH3 H H 

12 OCH3 OH OCH3 OCH3 H H 
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QUADRO 5: Alcaloides aporfinos isolados de espécies do gênero Duguetia. 

 

QUADRO 6: Estruturas dos alcaloides aporfínicos isolados de espécies do gênero Duguetia. 

Alcaloide Nº Espécie Alcaloide Nº Espécie 

()-Anolobina 15 D. obovata ()-N-metilbuxifolina 28 D. obovata 

()-Anonaina 16 D. spixiana ()-N-metilcalycinina 29 D. obovata 

()-Buxifolina 17 D. obovata ()-N-metiduguevanina 30 D. obovata 

Calycinina 18 D. flagellaris O-metilisopilina 31 D. spixiana 

Duguevanina 19 D. flagellaris ()-O-metilisopilina 32 D. flagellaris 

()-Duguevanina 20 D. flagellaris N-metilputerina 33 D. calycina 

()-N-formilbuxifolina 21 D. obovata N-nitrosoanonaina 34 D. furfuracea 

()-N-formilduguevanina 22 D. obovata N-nitrosoxylopina 35 D. furfuracea 

()-N-formilxylopina 23 D. obovata Nornuciferina 36 D. flagellaris 

()-3-

Hidroxinornuciferina 
24 D. spixiana ()-Nornuciferina 37 D. flagellaris 

()-Isolaurelina 25 D. obovata Obovanina 38 D. calycina 

Isopilina 26 D. flagellaris Puterina 39 D. calycina 

N-metilasimilobina 27 D. spixiana Xylopina 40 D. calycina 

 
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 

 

15 OCH2O H H H H OH H H H H 

16 OCH2O H H H H H H H H H 

17 OCH2O OCH3 H H H OCH3 H H H H 

18 OCH2O H H H H OCH3 H H H OH 

19 OCH2O OCH3 H H H OCH3 H H H OH 

20 OCH2O OCH3 H H H OCH3 H H H OH 

21 OCH2O OCH3 H H CHO OCH3 H H H H 

22 OCH2O OCH3 H H CHO OCH3 H H H OH 

23 OCH2O H H H CHO OCH3 H H H H 

24 OCH3 OCH3 OH H H H H H H H H 

25 OCH2O H H H CH3 OCH3 H H H H 

26 OH OCH3 OCH3 H H H H H H H H 

27 OCH3 OH H H H CH3 H H H H H 

28 OCH2O OCH3 H H CH3 OCH3 H H H H 

29 OCH2O H H H CH3 OCH3 H H H OH 

30 OCH2O OCH3 H H CH3 OCH3 H H H OH 

31 OCH3 OCH3 OCH3 H H H H H H H H 

32 OCH3 OCH3 OCH3 H H H H H H H H 

33 OCH2O H H H CH3 H H H H OCH3 

34 OCH2O H H H NO H H H H H 

35 OCH2O H H H NO OCH3 H H H H 

36 OCH3 OCH3 H H H H H H H H H 

37 OCH3 OCH3 H H H H H H H H H 

38 OCH2O H H H H H H H H OH 

39 OCH2O H H H H H H H H OCH3 

40 OCH2O H H H H OCH3 H H H H  
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QUADRO 7: Alcaloides aporfinos isolados de espécies do gênero Duguetia. 

 

QUADRO 8: Estrutura dos alcaloides aporfínicos isolados de espécies do gênero Duguetia. 

Alcaloide Nº Espécie Alcaloide Nº Espécie 

Duguenaina 43 D. calycina Oliveridina N-óxido 56 D. spixiana 

Duguetina 44 D. flagellaris Oliverolina 57 D. flagellaris 

()-Duguetina 45 D. furfuracea ()-Oliverolina 58 D. flagellaris 

()-Duguetina N-óxido 46 D. furfuracea Oliverolina N-óxido 59 D. flagellaris 

Duguexina 47 D. spixiana Pachyconfina 60 D. spixiana 

()-Duguexina 48 D. spixiana Pachyconfina N-óxido 61 D. spixiana 

Duguexina N-óxido 49 D. spixiana (+)-Pachypodanthina 62 D. flagellaris 

Nornuciferidina 50 D. spixiana Polyalthina 63 D. glabriuscula 

Noroliveridina 51 D. spixiana Roemerolidina 64 D. spixiana 

()-Noroliveridina 52 D. spixiana Rurrebanidina 65 D. spixiana 

Norpachyconfina 53 D. spixiana Rurrebanina 66 D. spixiana 

Oliveridina 54 D. flagellaris Spixianina 67 D. spixiana 

()-Oliveridina 55 D. spixiana Spixianina N-óxido 68 D. spixiana 

Duguenaina 43 D. calycina 
Duguespixina 69 D. spixiana 

Duguetina 44 D. flagellaris 

R1     R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

  

42 OCH2O H H H OAc β- OCH3 H H H H 

43 OCH3 OH H H H H α-OH H H H H 

44 OCH2O H H H CH3 β-OH H OCH3 OCH3 H 

45 OCH2O H H H Me β-OH H OCH3 OCH3 H 

46 OCH2O H H H N-óxido β-OH H OCH3 OCH3 H 

47 OCH2O H H H CH3 H H H H OH 

48 OCH2O H H H CH3 H H H H OH 

49 OCH2O H H H N-óxido H H H H OH 

50 OCH3 OCH3 H H H H OH H H H H 

51 OCH2O H H H H β-OH H OCH3 H OH 

52 OCH2O H H H H β-OH H OCH3 H OH 

53 OCH3 OH H H H H OH H H H H 

54 OCH2O H H H CH3 β-OH H OCH3 H H 

55 OCH2O H H H CH3 β-OH H OCH3 H H 

56 OCH2O H H H N-óxido β-OH H OCH3 H H 

57 OCH2O H H H CH3 β-OH H OCH3 OCH3 H 

58 OCH2O H H H CH3 β-OH H OCH3 OCH3 H 

59 OCH2O H H H N-óxido β-OH H H H H 

60 OCH3 OH H H H CH3 β-OH H H H H 

61 OCH3 OH H H H N-óxido β-OH H H H H 

62 OCH2O H H H H β- OCH3 H H H H 

63 OCH2O OCH3 H H CH3 β-OH H OCH3 H H 

64 OCH2O H H H CH3 OH H OH H H 

65 OCH3 OCH3 OH H H H OH H H H H 

66 OCH3 OCH3 OCH3 H H H OH H H H H 

67 OCH2O H H H CH3 OH H OCH3 H OH 

68 OCH2O H H H N-óxido OH H OCH3 H OH 
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QUADRO 9: Alcaloides oxoaporfínicos isolados de espécies do gênero Duguetia.

 

QUADRO 10: Estruturas dos alcaloides oxaporfínicos isolados de espécies do gênero Duguetia. 

 

 

 

 

 

 

 

 
87 

 R1 R2 

84 CH3 OCH3 

85 H H 

86 CH3 H 

 R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

70 OCH2O OCH3 H H H H 

71 OCH2O H H OCH3 OCH3 H 

72 OCH2O OCH3 H OCH3 H OH 

73 OCH2O H H H H OH 

74 OCH2O H H H H OH 

75 OCH2O H H OCH3 H H 

76 OCH2O H H OCH3 H H 

77 OCH2O H H H H H 

78 OCH3 OCH3 H H H H H 

79 OCH2O H H H H OCH3 

80 OCH3 OCH3 OCH3 H H H H 

81 OCH2O OCH3 H OCH3 H H 

82 OH OCH3 H OCH3 OCH3 H H 

83 OCH2O H H H H OCH3 
 

 

 

 

Alcaloide Nº Espécie Alcaloide Nº Espécie 

Atherospermidina 70 D. obovata 
11-Metoxi-1,2-

metilenedioxioxoaporfina 
79 D. eximia 

Dicentrinona 71 D. furfuracea O-metilmoschatolina 80 D. eximia 

Duguevallina 72 D. vallicola Oxobuxifolina 81 
D. 

glabriúscula 

11-Hidroxiliriodenina 73 D. eximia Oxopukateina 82 D. eximia 

11-Hidroxi-1,2-

metilenedioxioxoaporfina 
74 D. eximia Oxoputerina 83 D. calycina 

Lanuginosina 75 D. glabriuscula Hadranthina A 84 D. hadrantha 

(+)-Lanuginosina 76 D. glabriúscula Hadranthina B 85 D. hadrantha 

Liriodenina 77 D. riparia Imbilina 1 86 D. hadrantha 

Lysicamina 76 D. spixiana 
1,2,3-

trimetoxioxoaporfina 
87 

D. 

stelechantha 
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QUADRO 11: Alcaloides fenantrenos isolados de espécies do gênero Duguetia. 

Alcaloide Nº Espécie 

Atherospeminina 88 D. spixiana 

Atherospeminina N-óxido 89 D. spixiana 

Metoxiatherospeminina 90 D. spixiana 

     

QUADRO 12: Estruturas dos alcaloides fenantrenos isolados do gênero Duguetia 

.  

88 

 

89 

 

90 

 

QUADRO 13: Alcaloides isoquinolínicos sem subclasse definida isolados de espécies do 

gênero Duguetia. 

Alcaloide Nº Espécie 

Spiguetidina 91 D. spixiana 

                              Spiguetina 92 D. spixiana 

                                Probovatina 93                             D.obovata 

 

QUADRO 14:  Alcaloides isoquinolínicos de subclasses pouco observadas em de espécies do 

gênero Duguetia. 
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QUADRO 15: Alcaloides não isoquinolínicos isolados de espécies do gênero Duguetia. 

Alcaloide N° Espécie 

3-Metoxisampangina 94 D. hadrantha 

Sampangine 95 D. hadrantha 

(9S)-Sebiferine 96 D. obovata 

Cleistopholine 97 D. vallicola 
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QUADRO 16: Estrutura dos alcaloides não isoquinolínicos isolados de espécies do gênero 

Duguetia. 

 

94 

 

95 

 

96 

 

97 

 

A análise de compostos voláteis de espécies de Duguetia tem demonstrado a presen-

ça de sesquiterpenos e substâncias aromáticas nos óleos essenciais tanto das folhas quanto 

dos galhos finos. No estudo realizado por Maia et al. (2006) seis espécies de Duguetia foram 

avaliadas quanto aos seus constituintes voláteis. Nas espécies Duguetia pycnastera, D. 

flagelaris e D. riparia foi observado a ocorrência do sesquiterpeno oxigenado espatulenol 

[98] como constituinte majoritário. Já em D. eximia foi verificado a ocorrência de α-eusdes-

mol [99] com 80% da composição do óleo. Outras substâncias como germacreno D [100], 

óxido de carofileno [101], biclogermacreno [102] e cipereno [103] também descritas nas 

espécies descritas acima. 

 

FIGURA 6: Componentes voláteis encontrados em espécies do gênero Duguetia. 
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Do estudo dos componentes volateis dos galhos finos de D. furfuraceae (SILVA et al., 

2007) foram isolados as substâncias 2,4,5-trimetoxiestireno, α-gurjuneno [109], aromadendre-

no [110], biciclogermacreno [102], (E)-metil-isoeugenol [111], e α-asarona [105]. Outras 

substâncias como policarpol [112] e oxido de (E)-carofileno [107], e asaraldeido [108], foram 

descritas no extrato em éter de petroleo. Há também a ocorrência das substâncias 1,2,4-trime-

toxibenzeno [106] (OLIVEIRA, 2018; ALVES et al., 2009) e 2,4,5-trimetoxies-tireno [104] 

(SILVA, 2007; NAGASHI-MA et. al., 1999; WATERMAN, 1976) no gênero em questão.  

 

 

FIGURA 7: Substâncias voláteis isoladas da espécie Duguetia furfuraceae 

 
 

FIGURA 8: Derivados benzênicos encontrados em espécies do gênero Duguetia. 

 

 

3.2.3 Aspectos farmacológicos  

Semelhantemente aos demais gêneros da família Annonaceae, o gênero Duguetia tem 

apresentado bons resultados quando submetidos a testes de atividade biológica. O extrato 

hexânico de D. riparia, apresentou atividade antioxidante, antitumoral e leishimanicida 
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quando testado contra Leishimania amazonensis. Seu extrato metanólico e sua fração 

alcaloídica apresentaram atividade leishimanicida e antioxidante (CUNHA, 2009).  

Os alcaloides isolados do caule de D. vallicola foram testados contra Plasmodium 

falciparum e apresentaram boa atividade, sendo a cleistopholina e a ()-oliverolina, os que 

apresentaram melhor resultado, CI50 17,8 µg/mL e 14,9 µg/mL, respectivamente (PÉREZ et 

al., 2004). 

O óleo essencial das folhas de D. gardneriana, apresentou atividade citotóxica in vitro 

promissora quando testado contra células tumorais de B16-F10, HepG2, HL-60 e K562 com 

CI50 igual a 16,89, 19,16, 13,08 e 19,33µg/mL, respectivamente. O mesmo óleo apresentou 

também atividade antitumoral in vivo, inibindo células tumorais em ratos (RODRIGUES et 

al., 2015).  

O extrato metanólico das folhas de D. furfuracea apresentou atividade antiinflamatória 

com baixa toxicidade (SANTOS et al., 2018), além disso, quando testado seu caráter alelo-

pático, o extrato metanólico também reduziu a porcentagem de germinação da semente de 

alface, e vigor da mesma, porém com maior influência que as espécies do gênero Annona 

(FORMAGIO et al., 2010).  

Diversos extratos de plantas e fungos endofíticos das folhas, galhos e flagelos de D. 

flagellaris apresentaram atividade antitumoral contra células tumorais de HTC116 (cólon) e 

MCF-7 (mama), além de atividade antimicrobiana quando confrontados com cepas de Ente-

rococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Sthaphylococcus aureus e Candida albicans 

(OLIVEIRA, 2013). 

Além das atividades verificadas em extratos e óleos de espécies de Duguetia, uma 

ampla faixa de propriedades biológicas foi observada para os alcaloides isolados no gênero, 

conforme o quadro 17. 
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QUADRO 17: Alcaloides isolados  de espécies do gênero Duguetia que apresentam atividade 

biológica. 

Alcaloide Efeitos Biológicos Referência 

()-Asimilobina Tripanocida (CAROLLO et al., 2006) 

Cleistopholina 

() -Oliverina 
Antiplasmódico (PÉREZ et al., 2004) 

S-(+)-Dicentrina Analgésica (MIGUEL et al., 2016) 

Dicentrinona 
Anti-reumática  

Antiinflamatória 
CLAUDINO et al., 2017 

Discretamina Antinocicetive (LÚCIO et al., 2015b) 

Duguetina 

Antileshimania 

(SILVA et al., 2009) Citotóxico 

Tripanocida 

Hadranthina A Antimalárico (MUHAMMAD et al., 2001) 

Hadranthina B Citotóxico (MUHAMMAD et al., 2001) 

()-3-Hidroxinornuciferina Tripanocida (LÚCIO et al., 2015b) 

 

Liriodenina 

 

 

Analgésico 

(LÚCIO et al., 2015b) 
Antibactéria 

Sedativa 

citotóxico 

 antileshimania (LÚCIO et al., 2015b) 

 tripanocida (LÚCIO et al., 2015b) 

antiploriferato (LÚCIO et al., 2015b) 

3-Metoxisampangina antifúngico, antimalárico (MUHAMMAD et al., 2001) 

N- metiltetrahidropalmatina antileshimania (SILVA et al., 2009) 

()-Nornuciferina 

antileshimania (MONTENEGRO et al., 2003) 

inibidor de CD45 tirosine 

fosfatase 
(LÚCIO et al., 2015b) 

Reticulina 

analgésico 

(LÚCIO et al., 2015b) 

antimcrobiano 

bloqueador de receptor de 

dopamina 

espasmolítico 

estimulante de CNS 

Sampangina 

antifungico 

(MUHAMMAD et al., 2001) antimalárico 

citotóxico 

antitumoral (PÉREZ et al., 2004) 

Xylopina antileshimania (MONTENEGRO et al., 2003) 

 

3.3 A espécie Duguetia pycnastera Sandwith. 

Duguetia pycnastera é conhecida como “envira-preta” com distribuição nas Guianas, 

Bolívia e Brasil. No Brasil é comumente encontrada no estado do Amazonas, Amapá e Pará, 
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particularmente em florestas pantanosas e úmidas, e ao longo de pequenos riachos com eleva-

ção até 150 m (Figura 9). A floração acontece principalmente de abril a outubro e frutificação 

de maio a janeiro (MAAS et al., 2003). A árvore densamente jovem pode atingir até 20 m, é 

densamente coberta por pelos estrelados com folhas grafosas de ápice longo e culminado, 

estreitamente oblovada e elíptica com 10-30 × 5-12,5 cm com a superfície coberta de pelos 

estrelados. Seus frutos são cobertos de pelos estrelados com 1,5-2,5cm de diâmetro e com 10 

a 20 carpelos (MAAS et al., 2003). 

Com base nos dados da literatura (Scifinder, Scopus e Web of Science) apenas um 

estudo fitoquímico foi descrito, este direcionado para os constituintes voláteis presente no 

óleo essencial das folhas (MAIA et al., 2006). Também é relatado o isolamento dos alcaloides 

O-metilmoschatolina, lisicamina, liriodenina e oxoputerina das folhas (SILVEIRA, 1994), 

porém esses dados não foram publicados em periódicos científicos. 

FIGURA 9: D. pycnastera: caule da árvore (A); folhas verdes (B); frutos em processo de 

amadurecimento (C)  

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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3.4 Alcaloides: Definição  

Os alcaloides representam um grupo estruturalmente diversificado de metabolitos 

secundários contendo nitrogênio heterocíclicos, muitos deles com atividades farmacológicas 

pronunciadas e, portanto, importantes para a medicina e a biotecnologia. A maioria dos alca-

loides provêm de um aminoácido como um precursor, como a L-ornitina, L-arginina, L-lisina, 

L-fenilalanina, L-tirosina ou L-triptofano. As vias biossintéticas dos principais grupos de 

alcaloides já foram elucidadas nos níveis de enzima e gene. Em alguns casos, foi possível 

obter alcaloides (por exemplo, alcaloides benzilisoquinolínicos) produzidos por microorga-

nismos transgênicos que foram transformados com os respectivos genes da biossíntese de 

alcaloides (ROBERTS et al., 2010). 

 

3.4.1. Alcaloides aporfinos 

Os aporfinoides constituem um amplo subgrupo de substâncias benzilisoquinolínicas 

com mais de 500 alcaloides isolados e identificados (STÉVIGNY, et. al., 2005). Eles são dis-

tribuídos em um pequeno número de famílias de plantas, incluindo Annonaceae, Lauraceae, 

Monimiaceae, Menispermaceae, Hernandiaceae e Ranunculaceae (STÉVIGNY, et. al., 2005). 

Os aporfinoides (Figura 10) são subdivididos em aporfino (I), oxoaporfino (II), fenantreno (II) 

e proaporfino (IV). 

FIGURA 10: Esqueleto geral dos alcaloides aporfinoides. 

 

Quimicamente, aporfinoides (sensu stricto) são bases tetracíclicas formadas pela liga-

ção direta dos anéis aromáticos A e C do núcleo benzilisoquinolínico. O átomo de nitrogênio 

na posição 6 é usualmente terciário na forma básica mas pode ser quaternário, menos frequen-

temente acetilado ou formilado. Compostos N-óxido também tem sido descritos. Em aporfi-

nodes naturais, as posições 1 e 2 são sempre substituídas por grupos hidroxila, metoxila ou 

metilenodióxi.  
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Grupos tetracíclicos podem ser substituídos em diferentes locais, na posição 9, 10, 11 

e menos frequentemente nas posições 3 e 8 e em alguns casos a posição 7 ou 4 é oxigenada 

(SANTOS, 2014).  

A rota biossintética dos alcaloides aporfinos envolve o acoplamento oxidativo direto 

(radicais orto-orto ou orto-para) da (S)-reticulina na forma do radical bis-dienona 

(STÉVIGNY et.al., 2005), conforme mostrado na figura 11. Em decorrência da clivagem 

entre N-6 e C-6, surge uma nova classe de alcaloides denominada fenantrenos, um grupo de 

ocorrência moderada, cujo núcleo possui uma cadeia etilamina com grupos metílicos ligados 

diretamente ao nitrogênio (Figura 12).  

 FIGURA 11: Rota biossintética de alcaloides aporfino 

 
Fonte: Adaptado de DEWICK, 2009. 

 

FIGURA 12: Rota biossintética de alcaloides fenantrenos 

 

Fonte: GUINAUDEAU et al., 1984. 
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3.4.2 Alcaloides oxoaporfínicos 

Os alcaloides oxoaporfínicos representam uma subclasse dos aporfinoides onde seu 

núcleo estrutural apresenta uma carbonila em C-7 e um esqueleto aporfínicos aromático, o 

que resulta no seu alto grau de instauração conferindo uma coloração amarela, laranja ou 

laranja avermelhada as suas moléculas. Uma sequência racional de transformações in vivo 

leva um aporfino ao seu oxoaporfino correspondente através do intermediário desidro e 

didesidroaporfinos (GUINAUDEAU et al,. 1984). 

FIGURA 13: Biossíntese dos alcaloides oxoaporfínicos. 

 

Fonte:  Adaptado de Guinaudeau et al. 1984. 

 

3.5 Ensaios citotóxicos  

A denominação câncer é feita a um grupo de mais de 100 doenças, que tem por 

similaridade a multiplicação desordenada de células que adentram em tecidos e órgãos, 

podendo ser disseminadas para outros órgãos e outras regiões do corpo. Esse crescimento 

muito acelerado e desordenado provoca a formação de tumores malignos, também chamados 

de neoplastia maligna (INCA, 2018).  

  De acordo com a estimativa do INCA (2018), mais de 500 mil novos casos até o ano 

de 2019, sendo estimados 5,8 mil novos casos no Amazonas. Os quais justificam ser causados 

na maioria das vezes, aos hábitos e estilo de vida que as pessoas levam. As variações de tipos 

de câncer correspondem aos vários tipos de células no corpo, ou seja, dependendo da sua 

região no organismo terá um desenvolvimento diferenciado para cada grupo de célula, e a 

velocidade que as mesmas se multiplicam tende a determinar o tipo do câncer (INCA, 2018). 
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Atualmente, muitos tipos de câncer podem ser curados, desde que tratados em estágios 

iniciais, pesquisas vem demonstrando que mais da metade dos casos de câncer já possuem 

cura, onde o seu tratamento pode ser feito por cirurgias, radioterapias ou quimioterapias. Esta 

última, é uma das formas mais desestimulantes para o paciente, visto que possui uma longa 

duração e faz com que se desenvolvam efeitos colaterais como vômitos, queda de cabelo, 

tontura, falta de apetite, entre outros fatores que na maioria dos casos, resultam no abandono 

do tratamento. Dessa forma, justifica-se o interesse no estudo em fontes de produtos naturais 

que vise o desenvolvimento de novas formas de terapias menos agressivas buscando o bem-

estar dos pacientes (RODRIGUES & POLIDORI, 2012). 

Os metabólitos característicos da família Anonnaceae (alcaloides, terpenos e acetoge-

ninas), mencionados anteriormente, em meio as diversas classes de produtos naturais têm evi-

denciado atividade citotóxica promissora (KRINSKI et al., 2014b). Uma variedade de testes 

já foi desenvolvida com essa finalidade, dentre eles, os colorimétricos utilizando o método 

Alamar Blue, que se destacam pela sua confiabilidade, baixo custo e velocidade na obtenção 

de resultados frente a capacidade citotóxica apresentada por determinada amostra (ESCO-

BAR, ALFONSO, & ARISTIZÁBAL, 2009). 

Os ensaios colorimétricos utilizados, avaliam a diminuição da proliferação celular ou 

citotoxidade (CI50) frente a amostra. O teste colorimétrico do Alamar Blue é bastante difundi-

do, pois é realizado num processo relativamente simples e permitem a análise de um grande 

número de amostras. O Alamar blue, identificado como resazurina (QUINTANS et al., 2013), 

é um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Em seu estado funda-

mental, a resazurina apresenta coloração azul não fluorescente, indicando a presença de célu-

las não viáveis, enquanto a forma reduzida é rósea fluorescente, indicando célula viável. Por 

muitos anos, esse ensaio com resazurina, foi utilizado para monitorar a contaminação do leite 

por bactéria ou levedura, sendo posteriormente utilizado também para quantificação da 

proliferação celular e de citotoxicidade em diversas células (ESCOBAR et al., 2009).  
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4.0. METODOLOGIA 

4.1 Cromatografia em Coluna (CC) 

Os fracionamentos cromatográficos foram realizados em coluna devidro aberta, utilizan-

do como fase estacionária sílica gel 60 com partículas entre 0,063-0,200 mm (70-230 mesh) 

da Macherey-Nagel. Para as frações alcaloídicas esse suporte foi tratado previamente com 

solução de bicarbonato de sódio a 10% (NaHCO3) (COSTA et al., 2006). O comprimento e o 

diâmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras a serem 

cromatografadas. A proporção de sílica utilizada nas separações foi de 20-30 vezes a massa 

do produto bruto a ser purificado, e a das pastilhas, 2 vezes (MATTOS, 2009). 

4.2 Cromatografia em Camada Delgada Analítica (CCDA) 

As análises por cromatografia em camada delgada analítica foram realizadas em 

cromatofolhas Fluka, sílica gel 60, com indicador de fluorescência F254, com suporte em 

alumínio e 0,2 mm de espessura. 

 4.3. Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) 

As análises em escala preparativa foram desenvolvidas em cromatoplacas de vidro 

impregnada com sílica gel, com tamanho 20 x 20 cm com espessura de sílica de 1,0 mm. As 

placas foram preparadas usando 22 g de sílica gel 60 para preparativa com fluorescência F254 

da marca Macherey-Nagel e 60 mL de água destilada. Após a evaporação da água a tempera-

tura ambiente foram ativadas em estufa a 100 ºC por uma hora. A recuperação das amostras 

foi efetuada utilizando como solventes, acetato de etila (AcOEt), diclorometano (CH2Cl2), 

metanol (MeOH) e/ou misturas destes. 

4.4. Reveladores 

A revelação das faixas (spots) nas CCDA e CCDP foi feita sob luz ultravioleta 254 e 

365 nm, solução de anisaldeído (revelador para terpenoides), e reagente de Dragendorff 

(revelador para alcaloides). 

 Solução de Anisaldeído: A solução foi preparada pela adição de 5 mL de anisaldeído 

em 90 mL de álcool etílico contendo 5 mL de ácido sulfúrico concentrado e 1 mL de 

ácido acético glacial. 

 Reagente de Dragendorff com modificação de Munier: (MUNIER, 1953 apud 

MERCK, 1971). Solução A: 1,7 g de nitrato de bismuto III e 20,0 g de ácido tartárico 
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dissolvidos em 80 mL de água destilada. Solução B: 16,0 g de iodeto de potássio 

dissolvidos em 40 mL de água destilada. A mistura de partes iguais (1:1) destas 

soluções constitui a solução estoque. Para borrifação das placas, 5,0 mL da solução 

estoque é adicionado a 10,0 g de ácido tartárico dissolvido em 50 mL de água 

destilada. 

4.5. Solventes 

Para todas as técnicas cromatográficas foram utilizados solventes das marcas Hexis, J. 

T. Baker e Qhemis. Para obtenção dos espectros de RMN foram utilizados solventes deutera-

dos da marca Tédia Brasil. Para obtenção dos espectros de massas foram utilizados solventes 

grau HPLC marca Tedia Brasil. Os solventes utilizados durante o processo de maceração são 

reaproveitados e destilados para seu posterior uso, os contaminados são devidamente acondi-

cionados e descartados pela Universidade. 

4.6. Equipamentos  

Os espectros de ressonância magnética nuclear uni e bi-dimensionais (RMN 1D/2D) 

foram registrados em um aparelho Bruker Avance III 500, operando a 11,75 Teslas, (500,13 

MHz para RMN de 
1
H e 125,76 MHz para RMN de 

13
C), da Central Analítica, do Centro de 

Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas (CA/CAM/UFAM). As amos-

tras foram solubilizadas em clorofórmio deuterado (CDCl3), metanol deuterado (CD3OD) e/ou 

mistura destes. O Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrão de referência interno. Os 

deslocamentos químicos foram expressos em ppm (δ) e as multiplicidades dos sinais indica-

das segundo a convenção: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo 

dupleto), t (tripleto), dt (duplo tripleto), m (multipleto). As constantes de acoplamento (J) 

foram registradas em Hertz (Hz); 

Os espectros de massas das substâncias isoladas foram adquiridos em um espectro-

metro LQC Fleet (Thermo Scientific) também pertencente a CA/CAM/UFAM, com analisa-

dor de massas do tipo ion trap e equipado com uma fonte de eletrospray (ESI) programada 

para operar no modo positivo de aquisição. As informações foram registradas através do 

modo de aquisição contínua, disponível no LCQ Fleet Tune. As amostras foram diluídas a 10 

ppm em metanol grau HPLC e injetadas no looping de 5 µL do Espectrômetro de Massas. 

Utilizou-se uma bomba ACELA 600 (Fluxo de 200 μL min
-1

 de metanol grau HPLC) para 

levar as amostras do looping até a fonte de ionização. 

O sistema de ionização por leaf spray (LS) foi desenvolvido no LABCEM de acordo 

com metodologia já descrita por Sneha e colaboradores (2017). A fonte por ionização ambien-
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te foi construída através da substituição da caixa da fonte por um conector padrão Db15. O 

reconhecimento foi realizado através do bloqueio das entradas 9 e 10 e a conexão de um 

resistor diretamente nas entradas 7 e 8 (Figura 14). As análises de full scan (MS) e os estudos 

de fragmentação (MS/MS) foram realizados no espectrômetro de massas TSQ. 

FIGURA 14: Fonte de ionização ambiente Leaf Spray. (A) substituição da caixa por um 

conector Db15, (B) folha cortada em formato triangular (base e altura de 10 mm) mantida por 

um conector de alta voltagem. 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

As análises por CG-EM foram realizadas em um cromatógrafo Trace GC Ultra 

(Thermo-Scientific) acoplado com um espectrômetro de massas ISQ com amostrador automá-

tico modelo Tri Plus RSH. Utilizou-se como fase estacionária, uma coluna capilar de sílica 

fundida DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm espessura do filme) revestida com 5%-fenil-

arileno-95%-dimetilpolisiloxano. Os espectros de massas (EM) foram alcançados a 70 eV 

com intervalos de varredura de 0,5s e fragmentos de 40-550 Da O gás de arraste usado na 

análise foi o Hélio (99,999%) na taxa de fluxo de 1,0 mL.min
-1

. A temperatura programada 

foi 40 ºC por 4 min., a uma taxa de 4 ºC por min. até 240 ºC, com posterior aumento de 10 °C 

/ min. até 280 °C, seguido por 280 °C/ 2 min . As temperaturas do injetor e dos detectores 

foram de 250 ºC e 280 ºC, respectivamente. As amostras (10 mg.mL
-1

 em CH2Cl2) foram 

injetadas com uma razão de split de 1:50. Os índices de retenção foram gerados com uma 

solução padrão de n-alcanos (C8-C20). As áreas dos picos e os tempos de retenção foram 

medidos de modo eletrônico com um integrador. Para o cálculo do índice de a IR foi utilizada 
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a equação de Van Den Doll & Kratz (1963) em relação a série homóloga de n-alcanos (C8-

C20). A percentagem de cada componente foi determinada pela área do componente dividida 

pela área total de todos os componentes presentes na mistura. 

 

Onde: Trx = Tempo de retenção do composto problema; 

           TrHA = Tempo de retenção do hidrocarboneto anterior; 

           TrHP = Tempo de retenção do hidrocarboneto posterior; 

           N = Número de carbonos do hidrocarboneto anterior; 

           i = Diferença entre o número de carbono dos hidrocarbonetos anterior e 

posterior. 

 

A identificação dos compostos foi feita com base nos índices de retenção (VAN DEN 

DOOL & KRATZ, 1963) e na comparação computadorizada dos espectros de massas 

adquiridos com aqueles armazenados no banco de dados de espectros de massas do sistema 

CG/EM (NIST107 e NIST21; WILEY) e com espectros de massas da literatura (ADAMS, 

2017). 

  

4.7. Coleta do Material Vegetal 

As folhas e cascas de D. pycnastera foram coletadas no dia 09 de agosto de 2017 na 

Reserva Florestal Adolpho Ducke (“Coordenadas S 02o 55’ 37.4” e W 059
o
 58’ 36.0”), próxi-

ma à cidade de Manaus, Amazonas, uma exsicata da espécie foi depositada no Herbário do 

Departamento de Biologia da própria UFAM sob o número 10812. O acesso (espécime) foi 

cadastrado no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado (SISGEN) sob o número de registro A70EDCD. 

 

 4.8. Preparo dos extratos  

O material botânico da espécie em estudo (cascas), foi seco em local aberto à 

temperatura ambiente, sendo posteriormente, transferido para uma estufa com circulação de ar 

a 40 
o
C. Em seguida, a amostra vegetal seca foi moída em moinho de facas e teve sua massa 

determinada em uma balança semi-analítica, resultando em 635,82 g de casca. Com o peso 

obtido, a amostra vegetal foi submetida à extração a frio pelo método de maceração (Esquema 

1), onde foi transferida para um frasco Mariotte com adição de solventes em ordem crescente 

de polaridade, com renovação de solvente a cada 72 horas. Inicialmente, foi utilizado hexano 
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(oito extrações) e posteriormente metanol (oito extrações). A cada etapa de maceração, os 

extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo à pressão reduzida e temperatura 

controlada entre 40-50 
o
C, sendo posteriormente secos em dessecador.  

ESQUEMA 1: Fluxograma geral de preparação dos extratos orgânicos das folhas e cascas de 

Duguetia pycnastera. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

O solvente evaporado foi reutilizado em cada etapa da maceração, houve um gasto 

inicial 3 L de solvente e a cada renovação necessitou-se acrescentar mais 250 mL, totalizando 

um gasto de 5 L de hexano e 5 L de metanol. Ao término do processo, o resíduo vegetal 

proveniente da extração foi descartado. Após completa a secagem, o extrato hexânico 

apresentou massa igual a 7,67 g e o extrato metanólico apresentou massa igual a 21,73 g, 

desse modo, pôde-se calcular seus respectivos rendimentos. Uma alíquota (30,0 mg) dos 

extratos hexânico e metanólico foi separada e enviada para a realização dos ensaios de 

atividade citotóxica no Instituto Gonçalo Moniz (IGM) da Fundação Osvaldo Cruz (Fiocruz) 

do estado da Bahia (Fiocruz-BA), sob a coordenação do Dr. Daniel Pereira Bezerra. 

4.9  Fracionamento Cromatográfico do Extrato Hexânico da Casca (EHCDP) 

Uma parte do EHCDP (3,52 g) foi submetida ao fracionamento cromatográfico em 

coluna aberta (CC; Ф x h de 2,8  51 cm), eluída com hexano, diclorometano, acetato de etila 

e metanol em misturas binárias de polaridade crescente, obtendo-se 346 frações (30 mL cada). 

Material Botânico 

(Cascas)  

635,82g   

  

Extrato Hexânico (EHCDP) 

7,67 g (1,20%)   
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Torta 

-Maceração com hexano (8 extrações 

em intervalo de 72 horas); 

-Concentração do extrato em baixa 

pressão por rotaevaporação. 

-Maceração com metanol (8 extrações 

em intervalo de 72 horas); 

-Concentração do extrato em baixa 

pressão por rotaevaporação. 

Extrato Metanólico 

(EMCDP) 

 21,73 g (3,41%) 

Resíduo (Solvente 

destilado e reutilizado) 
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TABELA 1: Fracionamento cromatográfico do Extrato Hexânico das cascas de D. pycnastera 

(EHCDP). 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

As frações foram secas e reunidas com base na comparação dos seus respectivos Rf´s 

obtidos por cromatografia em camada delgada analítica (CCDA), utilizando como eluente 

hexano/acetato de etila em proporção de 7:3. A tabela 10 mostra os grupos de frações obtidas 

de acordo com as análises realizadas por CCDA. 

 

4.10 Isolamento      

Os grupos de frações foram selecionados para isolamento de acordo com o perfil 

observado nas CCDA. Os que apresentaram boa resolução e fatores de retenção bem distintos, 

possibilitando a separação por CCDP, foram selecionados para o isolamento. 

TABELA 2:  Reunião das frações obtidas do fracionamento em coluna aberta do EHCDP 

Frações EHCDP Agrupamento Massa (mg) Frações Agrupamento Massa (mg) 

1-7 1 18,4 212-217 15 61,1 

8-38 2 3,6 218-221 16 32,4 

39-50 3 36,6 222-231 17 53,4 

51-70 4 103,8 232-241 18 30,4 

71-97 5 108,7 242-252 19 25,6 

98-110 6 98,1 253-265 20 24,1 

111-154 7 752,7 266-272 21 7,5 

155-164 8 43,1 273-282 22 9,5 

165-174 9 54,4 283-285 23 4,5 

175-191 10 512,1 286-293 24 8,2 

192-196 11 99,4 294-303 25 10,3 

197-201 12 129,6 304-312 26 7,3 

202-206 13 109,8 313-322 27 127,2 

207-211 14 80,0 323-346 28 64,6 

           Total     2150,3   466,1 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

Extrato hexânico (EHCDP - 3,52g) 

Solventes Gradiente Frações Solventes Gradiente Frações Solventes Gradiente Frações 

C6H14 100% 01-24 CH2Cl2 100% 216-233 

AcOEt: CH3OH 

95:5 324-328 

C6H14 : CH2Cl2 

90:10 25-48 

CH2Cl2: AcOEt 

90:10 234-242 90:10 329-331 

80:20 49-74 80:20 243-251 85:15 332-335 

70:30 75-97 70:30 252-261 80:20 336-346 

60:40 98-125 60:40 262-272 

C6H14 - hexano 

CH2Cl2 -diclorometano 

AcOEt(C4H8O2) - acetato de Etila 

CH3OH - metanol 

Coluna de sílica (70-230 mesh) 

CC; Ф x h de 2,8 x 51 cm 

50:50 126-139 50:50 273-279 

40:60 140-154 40:60 280-289 

30:70 155-179 30:70 290-299 

20:80 180-205 20:80 300-309 

10:90 206-215 10:90 310-323 
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4.10.1 Grupo de frações EHCDP-7 

O grupo de frações EHCDP-7 (752,7 mg), dividido em quatro placas de 30 g cada) foi 

submetido à cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP). As placas cromatográ-

ficas foram submetidas à cinco eluições consecutivas utilizando como gradiente a mistura dos 

solventes hexano:AcOEt na proporção (90:10) e como único revelador a luz UV (254 nm). As 

substâncias foram separadas, extraídas da sílica com uma mistura dos solventes CH2Cl2/ 

AcOEt (90:10), sendo posteriormente filtradas a vácuo em funil com placa porosa, evaporadas 

e pesadas.  

TABELA 3: Grupo de frações obtidas por cromatografia em camada delgada preparativa da 

fração EHCDP-7. 

Grupamento de Frações EHCDP-7  (752,7 mg) 

EHCDP-7.1 (S1) EHCDP-7.2 (S2) 

94,9 mg 318, mg 

Fase Estacionária: Placas de vidro com 20x20 com espessura de siliica de 1mm, com 30 gramas de 

silica gel 60 diluidas em 60 ml de água. 

Gradiente ulizado: CH2Cl2: AcOEt (90:10) 

Revelador: UV 254 nm 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Verificou-se a presença de duas substâncias isoladas (Tabela 3) que codificadas como 

(S1) e (S2), e enviadas para as análises por EM e RMN. 

 

4.11 Tratamento ácido-base do extrato metanólico 

O extrato metanólico das cascas (21,43 g) foi submetido ao tratamento ácido-base 

convencional, conforme a metodologia descrita por Costa et al. (2006).  

Inicialmente o extrato da casca foi transferido para um erlenmeyer de 1 L e suspenso 

em 300 mL de CHCl3 com auxílio de ultrassom. Adicionou-se 300 mL de HCl a 3% e 

observou-se a formação de duas fases (orgânica neutra e aquosa ácida), além de uma emulsão 

de coloração vermelho tijolo e de um material pastoso de coloração castanho escura. A fase 

aquosa ácida foi cuidadosamente transferida com o auxílio de uma pipeta Pasteur para outro 

erlenmeyer de 3 L. Foram realizadas mais cinco adições de 300 mL de HCl a 3%, e na última 

adição foi verificado que a fase aquosa já possuía coloração mais clara, quase incolor. A fase 

aquosa apresentou pH igual a 3,4 e foi basificada com NH4OH (800 mL), acrescentado grada-

tivamente até que não houvesse variação significativa de pH (10,16) (Esquema 2). A cada 

adição de NH4OH (100 mL), observou-se a formação de um precipitado amarelo. 
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ESQUEMA 2: Fluxograma geral do tratamento ácido-base das cascas de D. pycnastera. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Utilizando um funil de separação, a fase aquosa foi particionada com CHCl3 (8x), ge-

rando uma fase aquosa básica e uma fase orgânica alcaloídica. Após a partição, adicionou-se 

mais 1 L de CHCl3 à fase aquosa básica, que foi extraída no dia seguinte e unida a fase 

orgânica. A fase orgânica alcaloídica apresentou coloração vermelho intensa e foi concentrada 

com evaporador rotativo, enquanto a fase aquosa foi descartada. Todo clorofórmio utilizado 

no tratamento ácido-base foi recuperado, tratado e redestilado para posterior uso. 

Concluído o procedimento citado acima, confirmou-se a presença de alcaloides por 

cromatografia em camada delgada, tendo como eluente a mistura de CH2Cl2/MeOH (95:05) e 

como reveladores a luz UV (254 nm) e o reagente de Dragendorff. Após secagem em desseca-

dor, a massa de fração alcaloídica obtida foi igual a 590,2 mg para casca, apresentando 

rendimento de 2,71% (Esquema 2). Cerca de 30 mg das frações neutra e alcaloídica foram 

retirados e enviado para os ensaios de citotoxidade.  

 

4.12. Fracionamento cromatográfico da Fração Alcaloídica de D. pycnastera (FADP) 

Toda FADP restante (0,560 g) foi submetida ao fracionamento por cromatografia em 

coluna aberta (CC; Ф x h de 2,8  51 cm) com sílica tratada com solução de NaHCO3 a 10%, 

eluída com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em misturas binárias de 

Extrato Metanólico  

(EMCDP-21,73 g) 

- Adição de 200 mL de CH
2
Cl

2
 

- Extração com HCl 3% 

- Basificação com NH
4
OH conc. (pH 10) 

- Extração com CH
2
Cl

2
 

Fase Aquosa Básica 

(Parte D) 

 

 

Fase Aquosa Ácida  

(Parte A) 

Fase Neutra   

(Parte B - FNDP) 

Fase Alcaloídica 

 (Parte C - FADP)  

m = 0,591 g (2,71%) 
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polaridade crescente, obtendo-se 151 frações de 20 mL cada (Tabela 4). As frações foram 

secas e reunidas com base na comparação dos seus respectivos Rf´s obtidos por cromatografia 

em camada delgada analítica (CCDA), utilizando como eluente CH2Cl2:MeOH  na proporção 

de 9,5:0,5.  

TABELA 4: Fracionamento cromatográfico da Fração Alcaloídica de D. pycnastera (FADP) 

Fração Alcaloídica das Cascas (FADP - 0,560g) 

Solventes Gradiente Frações  Solventes Gradiente Frações  Solventes Gradiente Frações  

C6H14 100% 01-09 CH2Cl2 100% 80-85 AcOEt 100% 142-145 

C6H14 : 

CH2Cl2 

90:10 10-21 

CH2Cl2: 

AcOEt 

90:10 86-82 AcOEt: 

CH3OH 

90:10 146-148 

80:20 22-29 80:20 93-103 80-20 149-151 

70:30 30-37 70:30 104-109 

C6H14 - Hexano 

CH2Cl2 -Diclorometano 

AcOEt(C4H8O2) - Acetato de Etila 

CH3OH - Metanol 

Coluna de Sílica (70-230 mesh) 

CC; Ф x h de 2,8 x 51 cm 

60:40 38-49 60:40 110-113 

50:50 50-57 50:50 114-120 

40:60 58-63 40:60 121-123 

30:70 64-68 30:70 124-129 

20:80 69-73 20:80 130-137 

10:90 74-79 10:90 138-141 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Na tabela 5 são apresentados os grupos de frações obtidos de acordo com as análises 

por CCDA. Os grupos de frações FADP-01 e FADP-02 foram reunidos gerando o grupo 

FADP-1.2, assim como os grupos FADP-04 e FADP-05 originando a fração FADP-4.5, os 

grupos FADP-03, FADP-06 e FADP-07 permaneceram com seus códigos inalterados. 

TABELA 5: Frações obtidas do fracionamento em coluna aberta da fração FADP. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

4.12.1 Isolamento dos constituintes químicos 

Os grupos de frações foram selecionados para isolamento de acordo com o perfil 

observado nas CCDA. Os que apresentaram boa resolução e fatores de retenção bem distintos, 

possibilitando a separação por CCDP, foram selecionados para isolamento. 

Frações FADP Grupamento Massa (mg) 

1-14 01 30,8 

15-22 02 28,7 

35-73 03 89,0 

74-84 04 11,5 

85-105 05 22,1 

106-112 06 278,3 

113-151 07 78,4 

                   Total 538,8 
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4.12.2 Grupo de Frações FADP-1.2 

O grupo de frações FADP-1.2 (59,5 mg) foi submetido à CCDP utilizando como 

eluente a mistura de CH2Cl2:MeOH (95:05), conforme a representação na tabela 6, resultando 

no isolamento de uma substância codificada como S3. A substância foi analisada por CCDA 

utilizando diferentes sistemas de solventes, sendo observada a presença de apenas um spot 

quando revelada com reagente de Dragendorff e anisaldeído, bem como quando submetida a 

irradiação de luz ultravioleta em 254 nm. Posteriormente foi encaminhada para análise por 

EM e RMN. 

TABELA 6: Fracionamento do grupo FADP-1. 2. 

FADP-1.2  (59,5 mg) 

FADP-1.2-1 (S3) FADP-1.2-2 FADP-1.2-3 FADP-1.2-4 

5,8 mg 13,2 mg 4,5mg 12,4 mg 

Fase Estacionária: Placas de vidro com 20x20 com espessura de sílica de 1mm. com 20 gramas de 

silica gel 60 e diluidas em 40 ml de água. 

Gradiente ulizado: CH2Cl2: CH3OH (95:5) 

Reveladores: UV 254 nm, reagente de Dragendorff e anisaldeído. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

4.12.3 Grupo de frações FADP-4.5 

O grupo de frações FADP-4.5 (33,5 mg) foi submetido à CCDP utilizando como 

eluente a mistura de CH2Cl2:MeOH (95:05), conforme a representação no tabela 7, resultando 

no isolamento de duas substâncias codificadas como S3 e S4.  

As amostras foram analisadas por CCDA utilizando diferentes sistemas de solventes, 

sendo observada a presença de apenas um spot quando revelada com reagente de Dragendorff 

e anisaldeído, bem como quando submetida a irradiação de luz ultravioleta em 254 nm. As 

amostras foram então encaminhadas para análises por EM e RMN. 

TABELA 7: Fracionamento do grupo FADP-4. 5. 

FADP-4.5 (33,6 mg) 

FADP-4.5 -1 FADP-4.5-2  FADP-4.5-3(S4) FADP-4.5-4(S5)  FADP-4.5-5  FADP-4.5-6  FADP-4.5-7  

1,0 mg 1,7 mg 3,8 mg 6,2 mg 2,0 mg 2,9 mg 5,9 mg 

Fase Estacionária: Placas de vidro com 20x20 com espessura de siliica de 1mm. com 20 gramas de 

silica gel 60 e diluidas em 40 ml de água. 

Gradiente ulizado: CH2Cl2: CH3OH (95:5) 

Reveladores: UV 254 nm, reagente de Dragendorff e anisaldeído. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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4.12.4 Grupo de frações FADP-7 

O grupo de frações FADP-7 (70.8 mg) foi submetido à CCDP utilizando como eluente 

a mistura de CH2Cl2:MeOH (95:05), conforme tabela 8, resultando no isolamento de duas 

substâncias S6 e S7. As amostras foram analisadas por CCDA utilizando diferentes sistemas 

de solventes, sendo observada a presença de apenas um spot quando revelada com reagente de 

Dragendorff e anisaldeído, bem como quando submetida a irradiação de luz ultravioleta em 

254 nm. As amostras foram encaminhadas  para análise por EM e RMN. 

TABELA 8: Fracionamento do grupo FADP-7. 

FADP-7  (70,8 mg) 

FADP-7-1(S6) FADP-7-2 FADP-7-3 FADP-7-4 FADP-7-5 FADP-7-6(S7) FADP-7-7 

8,1 mg 1,7 mg 1,3 mg 1,0 mg 1,0 mg 6,4 mg 1,1 mg 

Fase Estacionária: Placas de vidro com 20x20 com espessura de sílica de 1 mm, com 20 gramas de 

silica gel 60 e diluidas em 40 ml de água. 

Gradiente ulizado: CH2Cl2: CH3OH (95:5) 

Reveladores: UV 254 nm, reagente de Dragendorff e anisaldeído. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

4.13. Extração do óleo essencial 

O óleo essencial das folhas trituradas e secas (por um período de 24 horas em estufa 

com circulação de ar à 40 ºC) de D. pycnastera foi extraído por hidrodestilação utilizando um 

sistema do tipo Clevenger, acoplado a um balão de fundo redondo de 4 L, com uma manta 

elétrica aquecedora mantendo-se a temperatura em 100 ºC. Para cada extração adicionou-se 

300 g do material vegetal e completou-se o volume com água destilada mantendo o nível até a 

metade do balão, as quais foram realizadas em triplicatas. Após quatro horas e encerrada a 

destilação, recolheu-se o óleo essencial que foi seco com sulfato de sódio anidro (Na2SO4), 

acondicionado em frasco de vidro âmbar e mantido sob refrigeração para evitar possíveis 

perdas e degradação dos constituintes voláteis. O rendimento da extração foi calculado com 

base na massa do óleo volátil obtido em relação à massa de material vegetal utilizado, multi-

plicado por 100. Os valores foram expressos em porcentagem. 

 

4.14  Estudo da atividade citotóxica in vitro 

Este ensaio foi realizado no Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz, localizado na funda-

ção Oswaldo Cruz em Salvador-BA em colaboração com o Prof. Dr. Daniel Pereira Bezerra e 

sua equipe (Drª. Milena Botelho Pereira Soares, Valdenizia Rodrigues Silva Luciano de 

Souza Santos). 
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4.14.1 Preparo das Amostras 

As amostras foram diluídas em DMSO puro estéril na concentração de 10 mg.mL
-1

 

(para extratos) ou 5mg.mL
-1

 (para compostos puros). As amostras foram testadas em 

concentrações que variaram de 0,19-50 µg.mL
-1

.  

 

4.14.2 Células 

Foram utilizadas células MCF-7 (carcinoma de mama humano), HepG2 (carcinoma 

hepatocelular humano), HCT116 (carcinoma de colón de útero), HL-60 (leucemia promielo-

cítica) e MRC-5 (fibroblasto de pulmão humano) obtidas da ATCC. As células foram cultiva-

das em garrafas para cultura de células (75 cm
3
, volume de 250 mL), os meios utilizados 

foram RPMI 1640 e suplementados com 10% de soro bovino fetal. As células foram mantidas 

em incubadoras com atmosfera de 5 % de CO2 a 37 ºC. Diariamente acompanhava-se o cres-

cimento celular com a utilização de microscópio de inversão. O meio foi trocado sempre que 

o crescimento celular atingia confluência necessária para renovação de nutrientes. Para a ma-

nutenção de células aderidas utilizou-se tripsina (0,25%) para que as células se despregassem 

das paredes das garrafas. As culturas de células apresentavam negativas para microplasma, 

conforme avaliado pela colocação com Hoechst (Mycoplasma Stain Kit, Cat. MYC1, Sigma-

Aldrich®, St Louis, MO, USA). 

 

4.14.3 Ensaio de citotoxicidade 

Para avaliar a citotoxicidade das substâncias, o ensaio do alamar blue foi realizado 

após 72 horas de exposição com as substâncias teste. O alamar blue, identificado como 

resazurina (O'BRIEN et al., 2000), é um indicador fluorescente/colorimétrico com proprieda-

des redox. Como com os sais de tetrazólio, o alamar blue reduz-se em células em proliferação. 

A forma oxidada é azul (não fluorecente/célula não viável) e a forma reduzida é rósea (fluo-

rescente/célula viável). A redução do alamar blue reflete a proliferação celular. Este foi ini-

cialmente utilizado para indicar crescimento e/ou viabilidade celular no monitoramento de 

proliferação de linfócitos (AHMED et al., 1994) e atualmente apresenta várias aplicações.  

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades (100 µL/poço de 

uma solução de 0,3 x 10
6
 células/mL para células em suspensão e 0,7 x 10

5
 células/mL para 

células aderidas). Após 24 horas de incubação, as substâncias testes dissolvidas em DMSO 

foram adicionadas em cada poço e incubadas por 72 horas. A doxorrubicina foi utilizada 

como controle positivo. 
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ESQUEMA 3: Ensaio para verificação de atividade citotóxica. 

 
Fonte: MENEZES, 2015. 

 

O controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Quatro horas (vinte e 

quatro horas para o PBMC) antes do final do período de incubação, 20 µL da solução estoque 

(0,312 mg/mL) de alamar blue (resazurina) foram adicionados a cada poço. As absorbâncias 

foram mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) uti-

lizando uma leitora de placa (AHMED et al., 1994). A porcentagem de inibição foi calculada 

e registrada a percentagem de inibição x log da concentração e determinado suas IC50 

realizado a partir de regressão não-linear utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad 

Software). A proliferação celular foi calculada utilizando a fórmula: 

Equação 1.                     % proliferação = ALW – (AHW x R0) x 100 

Onde, ALW e AHW são as absorbâncias no menor e maior comprimento de onda, 

respectivamente.   

O R0 foi calculado utilizando a fórmula:  

Equação 2.                                      R0=AOLW/AOHW 

Onde AOLW e AOHW são as absorbâncias do meio adicionado ao alamar blue, 

subtraído das absorbâncias do meio isolado nos comprimentos de onda menor e maior, 

respectivamente. Utiliza-se o parâmetro R0 para eliminar a absorção característica do meio 

puro, que possui uma coloração levemente rósea. A amostra foi testada em diluição seriada, 

em triplicata (dependendo da quantidade de amostra). A porcentagem de inibição foi calcula-

da e registrada a porcentagem de inibição x log da concentração e determinado suas CI50 

realizado a partir de regressão não-linear utilizando o programa Prisma versão 5.0 (GraphPad 

Software). 
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5. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

5.1. Estudo do perfil por leaf spray (LS-MS) de D. pycnastera 

O espectro de íons de massas LS-MS (Figura 15) da amostra in nature da casca de D. 

pycnastera exibiu 15 íons com valores de m/z par indicando substâncias nitrogenadas (por 

exemplo, alcaloide protonado), os quais alguns foram selecionados e submetidos à fragmenta-

ção em MSn para possível identificação dos alcaloides presentes matriz. 

FIGURA 15: Perfil LS-MS das cascas de D. pycnastera 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

A presença do fragmento de m/z 178 (Figura 16) mostra que os íons em m/z 328 e 342 

pode tratar-se de uma mistura de alcaloides de mesma massa molecular. Essa alta perda está 

associada a alcaloides tetrahidroprotoberberínicos (SOARES et al., 2015a; LIMA, 2015) no 

qual o íon de m/z 178 consiste no produto formado da abertura do anel C via retro- Diels-

Alder (RDA) dos alcaloides tetraidroprotoberberínicos contendo grupos metoxilas e hidroxi-

las no anel A (JEONG et al., 2012; DEMARQUE et al., 2016).  

Os íons de massas carga com m/z 328 (DP-1), 342 (DP-2) e 358 (DP-3) apresentaram 

padrões de fragmentações similares com perdas iniciais competitivas de 18 Da (328→310, 

342→324 e 358→340) e 47 Da (328→281, 342→295 e 358→311) FIGURA 16. Essas 

perdas estão associadas a existências de grupos N-óxidos do anel B e também a presença de 

grupos OH em sistemas aporfinos. A saída perda inicial de 47 Da é associada ao grupo 

NHOCH3 (PAZ, 2019). 
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FIGURA 16: Fragmentação em MS
n 
dos íons m/z 342, 328 e 358. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

TABELA 9: Fragmentos observados em MS/MS para os íons m/z 328, 342 e 358. 

Substância [M+H]
+
 MS/MS Classe proposta Referência 

D1 342* 178 
Tetrahidroprotoberberínico 

SOARES et al., 2015a; 

LIMA, 2015 D2 328* 178, 151 

D3 328 310, 281, 250 

Aporfinos N-oxidos-7-Hidroxi PAZ, 2019 D4 342 324, 295, 265 

D5 358 340, 311, 281 

 

Os íons m/z 356 (D6) e 330 (D7) apresentaram altas perdas gerando o íon diagnóstico 

m/z 192 Da, essa perda associado a D7 está relacionada segundo a literatura (SCHMIDT et 

al., 2005) ao um esqueleto do tipo tetrahidroisoquinilinico, no entanto embora D6 apresente o 

mesmo íon diagnostico essa perda sugere que seja um esqueleto tipo tetraidroprotoberberínico 

semelhantemente aos íons de m/z 328 e m/z 342 (Figura 17).  

FIGURA 17: Fragmentação em MS
n
 dos íons m/z 356 e 330. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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TABELA 10: Fragmentos observados em MS/MS para os íons m/z 330 e 356 

Substância [M+H]
+
 MS/MS Classe proposta Referência 

D6 356 192 ,177 Tetrahidroprotoberberínico SCHMIDT et al., 

2005 D7 330 192,174,143 Tetrahidroisoquinilinico 

 

O íon de m/z 192 tem sido descrito como fragmento chave observado em isoquinolíni-

cos contendo grupos N-metila e metoxila adjacente à hidroxila no anel A, sendo  o perfil do  

íon D7  similar  com o perfil de fragmentação do alcaloide reticulina (SOARES et al., 2015a). 

Nos espectros MS/MS dos íons em m/z 338 e 352 (Figura 18) pode-se observar a 

perda sequencial de radicais metilas (CH3) e CO, notando-se também a saída de grupos •CH4 

(-16Da) e –COH (-29Da) fragmentações condizentes com estruturas berberinas sendo o íon 

em m/z em 352 similar a fragmentação da palmatina (LIU, 2014),  enquanto que o íon em m/z 

338 apresenta perfil similar ao alcaloide jatrorrhizine (SINGH, 2017). 

FIGURA 18: Espectro de fragmentação em MS
n
 referente aos íons m/z 338 e 352. 
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          Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

TABELA 11: Fragmentos observados em MS/MS para os íons m/z  338 e 352. 

Substância [M+H]
+
 MS/MS Classe proposta Referência 

D8 338 323,308 e 295 
Berberínicos LIU, 2014 e SINGH, 2017. 

D9 352 336,320,321 e 292 

 

O estudo das fragmentações dos íons moleculares protonados em m/z 322 e 292 atra-

vés do espectro em MS
n
 (Figura 19) demonstraram características de estruturas oxoaporfinas, 

sendo observado para o primeiro (m/z 322) duas perdas inicial de 15Da (CH3) seguida da 

-15Da  

(-CH3) 

-15Da  

(-CH3) 

m/z 338 

m/z 338 

m/z 352 
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(-CO) 
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perda de 28 Da em MS
n
. Em um estudo realizado por SILVA et al. (2016), o padrão de 

fragmentação em alcaloides oxoaporfínicos é dado preferencialmente pela clivagem dos 

grupos periféricos ao invés da perda remota de CO. 

Com relação ao segundo (m/z 292) observou-se a perda inicial de 15 Da referente ao 

grupo metila (CH3) e ausência de uma perda inicial de 17 Da (NH3) que sugere que esse 

grupo metila faça parte da metoxila ligada ao anel A, confirmado pela perda de 29 Da 

(COH) referente à carbonila, sugerindo assim uma estrutura oxaporfínica. 

FIGURA 19: Espectro de fragmentação em MS
n
 referente aos íons m/z 322 e 292. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

TABELA 12: Fragmentos observados em MS/MS para os íons m/z  292 e 322 

Substância [M+H]
+
 MS/MS Classe proposta Referência 

D10 292 277,248 Aporfinos 

(Oxoaporfinicos) 

NASCIMENTO, 2008 

SILVA et al. (2016) D11 322 307, 292,264 

 

Os íons protonados em m/z 326 e 298 apresentaram padrões de fragmentações iniciais 

similares (Figura 20) com as perdas observáveis de -18 Da (H2O) e -15 Da (-CH3), essa frag-

mentação incomum está associada a esqueletos derivados 7-hidroxiaporfinos (LIMA, 2020).  

O fragmento observável de -31Da (-COH) em m/z 280 (280→249) está relacionado a 

existência de um grupo metilenodioxi ,onde a saída do grupo –COH está associada a ruptura 

do grupo (-OCH2O-) (STÉVIGNY, 2004).  

FA_C18_20a80_MSMS #1035-1335 RT: 13,63-17,43 AV: 18 NL: 1,67
F: ITMS + c ESI Full ms2 322,00@cid25,00 [85,00-324,00]
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FIGURA 20: Espectro de fragmentação em MS
n
 referente aos íons m/z 326e 298. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

TABELA 13: Fragmentos observados em MS/MS para os íons m/z  326 e 298 

Substância [M+H]
+
 MS/MS Classe proposta Referência 

D12 326 308,293,263 Aporfinos  

(7-hidroxi-aporfínos) 
LIMA et al ,2020 

D13 298 280,265,249 

 

Assim, o perfil por LS-MS, permitiu sugerir por tentativa a identificação de 13 deriva-

dos de esqueleto isoquinolínico como: tetraidroprotoberberínicos, protoberberínicos e os apor-

finos (N-óxidos-aporfínicos e 7-hidroxi-aporfínicos) como sendo os principais compostos, no 

entanto essas estruturas são apenas sugestões uma vez que o reconhecimento de menores 

intensidades na análise direta de MS pode ter sido comprometido pelo efeito de matriz (LIN et 

al., 2010). 

 

5.2 Análise do perfil espectrométrico do extrato metanólico e da fração alcaloídica das 

cascas de Duguetia pycnastera. 

O extrato obtido da partição metanólica foi analisado por espectrometria de massas 

utilizando-se uma fonte ESI-MS em modo positivo onde se observou a ocorrência de íons 

com razão massa-carga (m/z) par, indicativo de prováveis alcaloides conforme mostrado na 

figura 21. 
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FIGURA 21: Espectro de íons totais do extrato metanólico obtido  das cascas de Duguetia 

pycnastera. 

Cesar_17_11_Ext #227-239 RT: 4,83-4,99 AV: 6 NL: 1,85E4
F: ITMS + c ESI Full ms [100,00-1000,00]
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

O espectro de íons totais do extrato metanólico mostrou similaridade com aquele 

analisado em fonte de Leaf Spray onde se observa a alta intensidade do quasi-molecular m/z 

338, e a ocorrência dos íons m/z 344 e 356, no entanto após o tratamento ácido-base foi 

possível notar diferenças significativas nas intensidades dos íons analisados conforme a figura 

22.  

FIGURA 22: Espectro de íons totais obtidos da fração alcaloídica das cascas de Duguetia 

pycnastera. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Verificou-se a diminuição da intensidade relativa de m/z 338 (cerca de 20%), bem 

como o aumento da intensidade dos íons m/z 292 (100%), 342 (70 %), 298 (60%), 326 (50%) 
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Cesar_Fracoes_04042018 #489-533 RT: 3,99-4,35 AV: 45 NL: 2,23E3
T: ITMS + c ESI Full ms [100,00-1000,00]
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e 314 (40%), e outros  menor intensidade , 274, 280, 284, 310, 318, 330, 356, 322, 344, 352 e 

356, com intensidade relativa abaixo de 20%. 

Essa diferença nas intensidades bem como a presença de outros íons na fração 

alcaloídica pode denotar uma diminuição do efeito matriz ao longo dos tratamentos utilizados 

até a obtenção da fração alcaloídica uma vez que a analise de LS-MS é feita em natura 

(material vegetal in natura) e sem tratamento, isso pode implicar um efeito matriz significante 

durante o processo de ionização das substancias presentes nessa amostra. 

Nota-se na análise do Espectro de Íons totais da Fação neutra (Figura 23) retirada do 

tratamento ácido base nas cascas da Duguetia Pycnastera que picos com razão massa/carga 

(m/z) par foram observados, o que não denota por si só a ineficiência do tratamento, os íons 

assinalados na figura 23, podem representar íons de fácil ionização que ficaram retidos 

durante o processo, a técnica de espectrometria de massas é sensível a baixas concentrações 

podendo detectar íons nas concentrações mínimas. 

FIGURA 23: Espectro da fração neutra obtida do tratamento ácido base das cascas da 

Duguetia pycnastera 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Os íons observados na fração alcaloídica foram fragmentados e os padrões observados 

foram similares àqueles preditos no estudo de desreplicação por LS-MS, os íons encontrados 

e os principais fragmentos observados nessas análises encontram-se no apêndice F.  
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5.3. Determinação estrutural das substâncias isoladas 

A partir do estudo fitoquímico das cascas do caule D. pycnastera utilizando os 

métodos cromatográficos clássicos (CC e CCDP) foi possível o isolamento e a caracterização 

de sete (7) substâncias conhecidas. Na caracterização das substâncias foram utilizadas as 

técnicas modernas de elucidação estrutural como EM e RMN de 
1
H e 

13
C 1D/2D. Os dados 

dos espectros obtidos foram interpretados e comparados com os dados descritos na literatura.  

5.3.1. Determinação estrutural das substâncias codificadas como (S1) e  (S2)  

A substância codificada como S1 (94,8 mg) foi caracterizada  como   um sólido de cor 

amarelo claro quando submetido à baixa temperatura e um óleo amarelado e viscoso em 

temperatura ambiente, solúvel em CHCl3, apresentando coloração roxa quando revelado com 

reagente vanilina sulfúrica e não reagente para o Dragendorff indicando  a ausência de 

nitrogênio . 

 Analisando o espectro de RMN de 
1
H (500M Hz, CDCl3) de S1 foi possível observar 

o caráter aromático da molécula a partir da integração dos  dezesseis (16)  sinais de H (Figura 

24).  

 

FIGURA 24: Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S1. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Na ampliação dos sinais na região ( 7.26 – 5.03) observam-se dois simpletos em δ 

6,69 (1H, s) e δ 6,53 (1H, s) característicos de hidrogênios aromáticos em posição para, 

juntamente com os  sinais  δ 5,02 (1H, t, J = 3,0 e 1,5); δ 5,03 (1H,m) e um sinal em  δ 5,96 

(1H, ddt, J = 13,0,10,4 e 6,5Hz) característicos de hidrogênios olefinicos indicando a  

presença de uma substituição  alílica (Figuras 26 e  27). 
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FIGURA 25: Ampliação ( 7.26 – 5.03) do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S1. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 26: Ampliação ( 6.00 – 5.92) do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S1. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 27: Ampliação ( 5.05 – 5.01) do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S1 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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Na ampliação da região em ( 3.87 – 3.31) (Figura 28) observam-se os sinais   δ 3,80 

(3H, s), 3,83 (3H, s) e 3,88 (3H, s) característicos de grupos metoxilas que juntamente com os 

sinais aromáticos e o alílico indicam uma estrutura tetrasubstituida, o sinal em δ 3,32 (2H, dt, 

J = 6,5 e 1,4 Hz) observado indica um hidrogênio alifático parte integrante da ramificação 

alilíca (Figura 29). 

FIGURA 28: Ampliação ( 3.87 – 3.31) do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S1. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 29: Ampliação ( 3.34 – 3.31) do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S1. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Pela análise do espectro de RMN de 
13

C juntamente com DEPT 135° (Figuras 30 e 31) 

foram observados dois sinais em δ 56,6 e 56,2 relativos aos carbonos dos grupos metoxilas 

assim como seis sinais de carbonos aromáticos, sendo dois referente aos carbonos metínicos 
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C-3 (δ 98,1, CH) e C-6 (δ 114,0,CH) e quatro sinais relativos a carbonos substituídos a δ120,1 

(C-1), 151,3 (C-2), 143,0 (C-5) e 147,9 (C-4).  

FIGURA 30: Espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3) de S1 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 31: Espectro de DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de S1 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

A presença do grupo alila ligado ao carbono C-1 do anel aromático foi confirmada 

pelos sinais de carbonos metilênicos em δ 33,6 (C-1’, CH2) e 115,1 (C-3’, CH2) e de um 

carbono metínico em 137,3 (C-2’, CH).  

Pela análise do mapa de correlação HSQC (Figura 32) observou-se que os sinais em δ 

115,1 e δ 137,3 correlacionam-se diretamente com os sinais dos hidrogênios em δ 5,02 e 5,04 

bem como em  δ 5,95, respectivamente, enquanto que o sinal em δ 33,6 correlaciona-se com o 

sinal do hidrogênio em δ 3,32, confirmando a presença do grupo propenil (-C3H5) na 

estrutura. 
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FIGURA 32: Mapa de correlações HSQC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) de S1. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

  

 Todas as correlações H-H da ramificação alílica foram observadas mediante 

experimento COSY (Figura 33) onde se observa a correlação direta do H-3’cis com H-2' bem 

como H-3’trans com H-1’ e H-1’ com H-2’ confirmando assim as posições corretas do radical 

propenil. 

  

FIGURA 33: Correlações em COSY (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) de S1. 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Analisando o mapa de correlação HMBC (Figura 35), observou-se que os hidrogênios 

metílicos em δ 3,80, δ 3,82 e δ 3,87 correlacionam-se a J
3 

com os carbonos em δ 151,3 (C-2), 

143,0 (C-5) e 147,9 (C-4), respectivamente, e o sinal referente ao hidrogênio alifático da 

C-1’/H-1’ 

C-6/H-6 

C-2’/H-2’ 

C-3/H-3 

C-3’/H-3’cis/H-3’ trans 
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ramificação em δ 3,32 (Figura 34) correlaciona-se a J
2 

com δ 120,1 (C-1) e 137,3 (C-8) e J
3
 

com δ 114,0 (C-6) e 115,1 (C-9). Os sinais dos hidrogênios em δ 5,02 e 5,04 correlacionam-se 

a J
2 

com o sinal do carbono em δ 137,3 (C-2’) e a J
3
 com δ 33,6 (C-1’), enquanto que o sinal 

em δ 5,96 (H-2’) correlaciona-se a J
2
 com o sinal do carbono em δ 33,6 (C-1’) e a J

3
 com o 

sinal do carbono em δ 120,1 (C-1), todas as correlações estão descritas na tabela 14 e 

mostradas na figura 36. 

 

FIGURA 34: Hidrogênios olefinicos HMBC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) de S1. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

O sinal do hidrogênio aromático em δ 6,69 correlaciona-se a J
2
 com o carbono em δ 

143,0 (C-5) e a J
3
 δ 33,6 (C-7), 147,9 (C-4) e 151,3 (C-2), enquanto que o outro sinal em δ 

6,53 correlaciona-se a J
2
 com os sinais em δ 151,3 (C-2) e 147,9 (C-4) (Figura 35). 

FIGURA 35: Hidrogênios metoxilicos e aromáticos em HMBC (1H: 500 MHz; 13C: 125 

MHz; CDCl3) de S1. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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FIGURA 36: Principais correlações observadas no experimento HMBC de S1 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

 

TABELA 14: Dados de RMN de 
1
H e 

13
C de S1 

Posição 

S1 γ-asarona 

1
H 

δ (mult., J em Hz)
a
 

13
C (δ)

a,b
 

HMBC  

(
1
H-

13
C)

c 

1
H 

δ (mult., J em Hz)
d
 

13
C (δ)

d
 

1 - 120,1  - - 120,4 

2 - 151,3  - - 151,7 

3 6,53 (1H, s) 98,1  1,2,4,5,6 e 7 6,53 (1H, s) 98,4 

4 - 147,9  - - 148,3 

5 - 143,0  - - 143,4 

6 6,69 (1H, s) 114,0  1,2,3,4,5 e 7 6,70 (1H, s) 114,3 

1’ 3,32 (2H, dt, 6,5 e 1,4) 33,6  1,2,6,8 3,32 (2H, d, 6,6) 34,0 

2’ 5,96 (1H, ddt, 16,8;10,4 e 6,5) 137,3 1,7 5,95 (1H, m) 137,0 

3’Cis 

3’trans 

5,04 (1H, ddt, 10,4;1,4e 1,4) 

5,02 (1H, ddt, 16,8;1,4e 1,4) 
115,1  8,7 5,04 (2H, m) 115,5 

2-OCH3 3,80 (3H, s) 56,6  2 3,80 (3H, s) 56,9 

4-OCH3 3,87 (3H, s) 56,2  4 3,88 (3H, s) 56,6 

5-OCH3 3,82 (3H, s) 56,6  5 3,83 (3H, s) 56,9 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
 

a
Experimento realizado a 500 MHz para 

1
H e 125 MHz para 

13
C em CDCl3, utilizando o TMS como padrão 

interno; 
b
Multiplicidades determinadas mapas de correlação HSQC e HMBC; 

c
Átomos de carbono que 

mostraram correlação com os respectivos hidrogênios;
 d

SINHA et al., 2002  (
1
H: 300 MHz; 

13
C: 125 MHz; 

CDCl3); (δ) Deslocamentos em ppm. 
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Os dados fornecidos pelas análises de RMN de 
1
H e 

13
C 1D/2D, assim como a 

comparação com os dados da literatura (Tabela 14), permitiu-nos concluir que a substância S1 

trata-se da substância aromática 1-alilo- 2,4,5-trimethoxybenzeno (γ-asarona), (Figura 37). 

A substância faz parte de uma classe de fenilpropanoides denominada asaronas que por 

sua vez existem na natureza em suas três formas isoméricas (Figura 38), α-asarona (trans-

2,4,5-trimetoxi-1-propenilbenzeno), β-asarona (cis-2,4,5-trimetoxi-1-propenilbenzeno e γ-asa-

rona (1-alilo- 2,4,5-trimetoxibenzeno). 

             FIGURA 37: Estrutura de S1, 1-alilo- 2, 4,5-trimetoxibenzeno (γ-asarona). 

 

As α-, β- e γ-asaronas são fenilpropenos que ocorrem naturalmente em diferentes 

famílias de plantas, principalmente em Aristolochiaceae, Acoraceae e Lauraceae. Embora α- e 

β-asarona apresentem potencial no tratamento de diversas doenças, estudos prévios mostraram 

carcinogenicidade em roedores (duodeno, fígado). No entanto, o mecanismo de ação perma-

neceu obscuro. Os estudos sobre a mutagenicidade das α- e β-asaronas propenílicas são incon-

sistentes e os dados sobre a carcinogenicidade e a genotoxicidade da γ-asarona alílica estão 

completamente ausentes (BERG, 2016). 

FIGURA 38: Formas isoméricas (A) α-asarona, (B) β-asarona, (C) γ-asarona. 

 
Fonte: PELKONEN, 2017 

 

A substância codificada como S2 (318,0 mg) possui caraterísticas de   um sólido 

amorfo branco, solúvel em CHCl3 com coloração roxa quando revelado com vanilina 

sulfúrica e teste negativo frente ao reagente de Dragendorff. Semelhante a S1 a estrutura 
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apresentou caracteriticas aromáticas (Figura 39) com observado no espectro de RMN de 
1
H 

(500 MHz, CDCl3) com sinais em δ 7,01 (s) e 6,51 (s) (Figura 40) característicos de 

hidrogênios aromáticos, em posição para, juntamente com três sinais integrando para 3H 

cada, em δ 3,83 (s), δ 3,88 (s) e δ 3,90 (s), típicos de grupos metoxilas (Figura 41), indicando 

também uma estrutura tetrassubsituída semelhante a S1. 

FIGURA 39: Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S2 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

FIGURA 40: Região dos hidrogênios aromáticos do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, 

CDCl3) de  S2. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

FIGURA 41: Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de  S2, ampliação da região de 

5.61 a 3,82 ppm. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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A ausência do sinal em δ 3,32 demonstra um padrão de substituição em C-1 diferente 

do grupo alila elucidado em S1 sugerindo que a substância não possua um carbono alifático 

saturado metilênico (CH2) atrelado a sua ramificação. O padrão observado nos sinais em δ 

5,16 (1H, dd, J = 11,4 e 1,4 Hz), δ 5,59 (1H, dd, J = 17,9 e 1,4 Hz) e δ 6,98 (1H, dd, J = 17,5 

e 11,1 Hz) possui constante de acoplamento característicos de uma ramificação contendo o 

sistema cistrans e germinal. 

Pela análise do espectro de RMN de 
13

C e DEPT 135° (Figura 42 e 43) foi observado 

sinais intensos relativos às metoxilas aromáticas com deslocamentos químicos em δ 56,1, δ 

56,5 e δ 56,7, além de seis sinais referentes a carbonos aromáticos em δ 97,8, δ 109,5, δ 

118,6, δ 143,3, δ 149,6 e δ 151,4, sendo estes três últimos deslocamentos referentes a 

carbonos aromáticos ligados diretamente a metoxilas, com os  sinais em δ 131,0 (CH) e 112,0 

(CH2) confirmando a ramificação olefinica referente ao sistema cistrans e germinal.  

FIGURA 42: Espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3)  para  substância S2. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

FIGURA 43: Espectro de RMN de DEPT 135° (125 MHz, CDCl3)  para  substância S2. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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A correlação direta a (J
1
) de cada carbono com seu respectivo hidrogênio foi 

confirmada pelo experimento HSCQ (Figura 44) onde foi possível observar a correlação 

direta dos sinais dos carbonos em δ 56,7, δ 56,5 e δ 56,1 com os hidrogênios em δ 3,83, δ 3,88 

e δ 3,90, respectivamente, confirmando a presença de grupos metoxilas já observada no 

espectro de RMN de 
1
H(Figura 45).  

 

FIGURA 44: Mapa de correlações HSQC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) de S2. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 45: Ampliação do Mapa de correlações HSQC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; 

CDCl3) de S2 na região das metoxilas. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

Verificou-se que o sinal do carbono em δ 112,0 correlaciona-se diretamente (J
1
) com 

os sinais dos hidrogênios em δ 5,16 e 5,59, indicando um grupo CH2 de carbono sp
2
, enquanto 

4-OCH3 

5-OCH3 

2-OCH3 
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os sinais dos carbonos em δ 131,0 e 109,6 apresentaram correlação a J
1
 com os sinais dos 

hidrogênios em δ 6,98 e 7,01, respectivamente conforme figura 46. 

 

FIGURA 46: Ampliação do Mapa de correlações HSQC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; 

CDCl3) de S2. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Pela análise do mapa de correlação HMBC (Figura 47) observou-se que os 

hidrogênios metílicos em δ 3,83, δ 3,90 e δ 3,88 correlacionam-se, respectivamente, a J
3
 com 

os carbonos em δ 151,4, δ 149,7 e δ 143,4. 

 

FIGURA 47: Mapa de correção HMBC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) de S2. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

C-6/H-6 
C-3/H-3 

C-1’/H-1’ 

C-2’/H1-2’ C-2’/H2-2’ 
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FIGURA 48: Ampliação da região metoxilica e aromática no Mapa de correção HMBC (
1
H: 

500 MHz; 
13

C: 125 MHz; CDCl3) de S2 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 49: Região dos Hidrogênios alifáticos no Mapa de correção HMBC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) de S2 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

 Observou-se ainda que o hidrogênio em δ 6,51 (C-3) correlacionava-se a J
2
 com os 

sinais dos carbonos em δ 149,7 (C-4) e δ 143,4 (C-2) e a J
3
 com os sinais em δ 151,4(C-5) e δ 

118,6 (C-1), notando-se ainda uma correlação a J
4
 com o carbono em δ 131,0 (C-7).  
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 Para o sinal do hidrogênio em δ 7,01 (C-6) verificou-se correlação a J
2
 com os sinais 

dos carbonos em δ 118,6 (C-1) e δ 151,4 (C-2) e a J
3 

com os sinais dos carbonos em δ 131,0 

(C-1’), 143,4 (C-5) e 149,7 (C-4), assim como uma correlação a J
4
 com o sinal do carbono em 

δ 97,8 (C-3), as demais correlações estão apresentadas na tabela 15.  

TABELA 15: Dados espectrométricos de RMN (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3)  S2. 

Posição 

S2 2,4,5-trimetoxi-estireno C 

1
H 

δ (mult., J em Hz)
a
 

13
C (δ) 

HMBC  

(
1
H-

13
C)

b 

1
H

d 
 

δ (mult., J em Hz)
d
 

13
C 

(δ) 

1 - 118,6 C  - 119,3 

2 - 151,4 C  - 152,1 

3 6,50 (1H, s) 97,8 CH 1,2,4,5,7 6,24 (1H, s) 98,9 

4 - 149,7 C  - 151,0 

5 - 143,4 C  - 144,7 

6 7,01 (1H, s) 109,6 C 1,3,4,5,6,7 7,10 (1H, s) 111,4 

1’ 
6,98 ( 1H, dd,17,7 e 

11,1) 

131,0 C 1,6 7,36 (1H, dd, 17.9, 

11.3 ) 
131,8 

2'cis 5,16 (1H, dd,11,1 e 

1,4) 

5,59 (1H, dd,17,7 e 

1,4 

112,0 

CH2 

1 (5,16) 1,7 

(5,59) 

5,20(1H, dd, 11.3, 1.6 ) 

5,68 (1H, dd, 17.9, 1.4 

) 

111,8 

2'trans 

2-OCH3 
3,82 (3H, s) 56,7 C 2 3,32 (3H, s, 2-OCH3), 56,0 

4-OCH3 3,89 (3H, s) 56,1 C 4 
3,39 (3H, s, 4-OCH3) 

55,8 

5-OCH3 3,86 (3H, s) 56,5 C 5 3.45 (3H, s, 5-OCH3) 56,5 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

Experimento realizado a 500 MHz para 1H e 125 MHz para 13C em CDCl3, utilizando o TMS como padrão 

interno; 
b
Átomos de carbono que mostraram correlação com os respectivos hidrogênios ;

c
NAGASHIMA et 

al,1999; 
d 1

H NMR(C6D6) e 
13

C NMR(C6D6) 

 

Pela ampliação do mapa de correlação HMBC (Figura 49) da região olefínica 

verificou-se que o hidrogênio identificado como H2’trans em δ 5,59 correlaciona-se a J
2
 com o 

sinal do carbono em δ 131,0 (C-1’) e a J
3
 com o sinal em δ 118,6 (C-1); o hidrogênio 

nomeado como H2’cis em δ 5,16 correlaciona-se a J
3
 com o sinal em δ 118,6 (C-1); e o 

hidrogênio  em δ 6,98 correlaciona-se a J
2
 com o sinal em δ 118,6 (C-1) e a J

3 
com os sinais 

em δ 109,0 (C-6) e 143,4 (C-5) demais correlações são mostradas na figura 50. 
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FIGURA 50: Correlações observadas no mapa HMBC (
1
H: 500 MHz;

13
C: 125 MHz; CDCl3)  

da substância S2 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Os dados fornecidos pelas análises de  RMN de 
1
H e 

13
C 1D/2D, e comparação com os 

dados descrito na literatura permitiu-nos concluir que a substâncias S2 trata-se da substância 

2,4,5-trimetoxi-estireno (Figura 39). Essa substância foi descrita no gênero Duguetia particu-

larmente em D. furfuracea, D. eximia e D. panamensis, (SILVA, 2007; NAGASHIMA et al., 

1999; WATERMAN, 1967 porém é descrita pela primeira vez em D. pycnastera. 

FIGURA 51: Estrutura da substância S2 (2,4,5-trimetoxi-estireno) 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

As substâncias S1 e S2 foram submetidas á analise espectrométrica por ionização em 

electrospray (EM-ESI) operando no modo positivo de aquisição (ESI
+
) onde foram evidencia-

dos íons moleculares protonados em m/z 209 [M+H]
+
 (Figura 51) para S1 e m/z 195 [M+H]

+ 

(Figura 52) para S2. 

As substâncias S1 e S2 foram submetidas à fragmentação sequencial em 

espectrofotômetro de Massas utilizando-se uma energia de 20 a 30eV, sendo cada fragmento 

posteriormente fragmentado novamente mediante a analise das perdas observadas em cada 

etapa do processo, a analise permitiu quebras em MS
4
 para ambas as moléculas.  
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FIGURA 52: Espectro de massas da substância S1. 

estudo de frag_25_01_2019_190125084213 #456-554 RT: 7,12-8,03 AV: 83 NL: 7,41E3
T: ITMS + c ESI Full ms [50,00-500,00]
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 53: Espectro de massas da substância S2.  

Solido_Cesar_DP #83 RT: 0,72 AV: 1 NL: 1,42E5
T: ITMS + c APCI corona Full ms [50,00-500,00]
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

O estudo da fragmentação dos íons moleculares protonados em m/z 195 e 209 através 

do espectro em MS
n
 (Figuras 54 e 55) demonstrou que ambas as moléculas  apresentaram  um 

padrão de fragmentação similar com  perda inicial de 15 Da, que sugere a saída de um grupo 

-CH3, seguida de duas perdas consecutivas de 15 (CH3) e 28 Da(CO), conforme estruturado 

a partir do espectro de 
1
H RMN e 

13
C a fragmentação confirmou a presença dos grupos meto-

xilicos, esse padrão característicos, também denota a similaridade entre as substâncias visto 

que as substituições no anel aromático de ambas estão nas mesmas posições. 
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FIGURA 54: Espectro de fragmentação em MS
4
 da substância S1. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 55: Espectro de fragmentação em MS
4
 da substância S2 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Embora ambas as substâncias possuam padrões similares, foi possível observar que o 

íon molecular protonado em m/z 209 (Figura 56) revelou dois padrões de fragmentação 

competitiva em MS
2
 gerando os íons m/z 194 e 168 (perdas -15 e -41 Da).   A perda menor já 

foi demonstrada como a saída de um grupo metílico, no entanto a saída do grupo -41Da 

sugere a quebra da ramificação em C-1, o que é condizente com a massa do grupo C3H5 

(CH2CH=CH2 ). 

Prosseguindo com o processo em MS/MS o íon em m/z 168 foi fragmentado onde se 

observou uma perda de 15 Da gerando o m/z 153 que, por conseguinte foi fragmentado 
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3
)  
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3
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3
)  
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3
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sofrendo uma perda de 28 Da sugerindo a saída de um grupo CO o que sugere um caminho 

diferente de fragmentação para substância S1 conforme figura 57. 

FIGURA 56: Espectro de fragmentação em MS
4
 da substância S1 a partir do íon m/z 168. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 57: Proposta de Fragmentação para S1: 1-alilo- 2,4,5-trimetoxibenzeno (γ-asarona). 

 

 
Fonte: Adaptado de STÉVIGNY, 2004 
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FIGURA 58: Proposta de fragmentação de S2 (2,4,5-trimetoxi-estireno) 

 

Fonte: Adaptado de STÉVIGNY, 2004. 

 

5.3.2. Determinação estrutural das substâncias codificadas como S3 e S4 

A substância codificada como S3 (5,8 mg) apresentou-se como sólido amorfo alaranja-

do, com teste positivo frente ao reagente de Dragendorff, indicativo da presença de nitrogênio 

na molécula.  A partir da análise do espectro de RMN de 
1
H (500M Hz, CDCl3)(Figura 59) 

foi observado a presença de três simpletos em δ 4,19, 4,10 e 4,08 todos integrando para 3H, 

característicos de grupos metoxílicos (Figura 60).  

Observou-se também dois sinais em δ 8,22 (1H, d, J = 5,2 Hz) e 8,97 (1H, d, J = 5,2 

Hz) característicos de hidrogênios do núcleo piridínico, juntamente com  a presença de quatro 

sinais de natureza aromáticas em δ 8,58 (1H, dd, J = 7,5 e 1,5 Hz), δ 7,54 (1H, ddd, J = 8,0, 

7,1 e 1,1 Hz), δ 7,75( 1H, ddd, J = 8,5, 7,1 e 1,5) e δ 9,12 (1H, dd, 8,5 e 0,6 Hz) típicos dos 

hidrogênios do anel D não substituído (Figuras 61 ).  
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FIGURA 59: Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S3. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

FIGURA 60: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) na região (δ4.20 – 

4.08) de S3. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

FIGURA 61: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) na região(δ 9.12 – 

7.52) de S3 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020 
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FIGURA 62: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H na região(δ 9.12 – 8.96) de S3 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

FIGURA 63: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H na região (δ 9.12 – 8.96) de S3 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020 

Na tabela 16 são apresentados os corretos valores de RMN de 
1
H e 

13
C de S3 

atribuídos de acordo com as análises dos mapas de contorno HSQC e HMBC (Apêndice), e 

comparações com os dados da literatura (COSTA et al., 2011), elucidando-o como sendo o 

alcaloide oxoaporfínico conhecido como O-metilmoschatolina (Figura 65) encontrando 

também com frequência em espécies da família Anonnaceae sendo descrita pela primeira vez 

em D. pycnastera. 

FIGURA 64: Principais correlações observadas no mapa de contorno HMBC de S3. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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TABELA 16: Dados espectrométricos de RMN (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) S3. 

Posição 

S3 O-Metilmoschatolina 

1
H

a
 

δ (mult., J em Hz)
a
 

13
C (δ)

a
 

HMBC
b
 

(
1
H-

13
C)

c 

1
H

c,d
 

δ (mult., J em Hz)
d
 

13
C 

(δ)
c,d

 

1 - 156,4 C - - 156,4 

1a  115,7 C - - 115,6 

2 - 147,3 C - - 147,3 

3  148,4 C - - 148,4 

3a - 131,0 C - - 131,1 

3b - 122,8 C - - 122,8 

4 8,22 (1H, d, 5,2) 119,1 CH 3,3b e 5 8,24 (1H, d, 5,3) 119,1 

5 8,97 (1H, d, 5,2) 144,6 CH 3a,4 e 6a 9,00 (1H, d, 5,3) 144,5 

6a - 145,5 C - - 145,4 

7 - 182,6 C - - 182,6 

7a - 131,5 C - - 131,4 

8 8,58 (1H, dd, 7,6 e 1,5) 128,9 C 7,10 e 11a 8,57 (1H, dd, 7,9 e 1,4) 128,9 

9 7,54 (1H, ddd, 8,0, 7,1 e 

1,1) 

128,1 C 7a, 10 e 11 7,54 (1H, ddd, 7,9, 7,2 e 1,1) 128,1 

10 7,75 (1H, ddd, 8,5, 7,1 e 

1,5) 

134,3 C 8,9 e 11a 7,75 (1H, ddd, 8,4, 7,2 e 1,5) 134,3 

11 9,12 (1H, dd, 8,5 e 0,6) 127,6 C 1a,7a  e 9 
9,11 (1H, ddd, 8,4, 1,1 e 0,6) 127,6 

11a - 134,5 C - - 134,5 

1-OCH3 4,08 (3H, s) 60,9 C 1 4,08 (3H, s) 61,0 

2-OCH3 4,113H, s) 61,4 C 2 4,11 (3H, s) 61,4 

3-OCH3 4,20 (3H, s) 61,8 C 3 4,20 (3H, s) 61,8 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

a 
Experimento realizado a 500 MHz para RMN de 

1
H e 125 MHz para RMN de 

13
C com CDCl3 

utilizado como solvente e TMS como padrão interno.
b 

Correlação direta dos carbonos com seus 

respectivos hidrogênios. 
c
 COSTA et al. (2011). 

d
 Experimento realizado a 400 MHz para RMN de 

1
H 

e 100 MHz para RMN de 
13

C utilizando o TMS como padrão interno e CDCl3 como solvente. 
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FIGURA 65:  Estrutura da substância S3 (O-metilmoschatolina). 

 

 

A substância S4 apresenta características de sólido amarelado em forma de agulhas, 

teste positivo para alcaloides frente ao reagente de Dragendorff. A partir da análise do 

espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) (Figura 66) observou-se características de um 

alcaloide do tipo oxoaporfínico dissubstituído.  

FIGURA 66: Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de  S4. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Verificou-se a presença de sete sinais aromáticos (Figura 67) com integração para sete 

(7) hidrogênios aromáticos, sendo quatro em  δ 9,20 (1H, dd, J = 8,5 e 0,6 Hz), ), δ 8,60 (1H, 

dd, J = 7,6 e 1,5), δ 7,78(1H, ddd, J = 8,4, 7,0 e 1,7 Hz)e δ 7,59 (1H, ddd, J = 8,0, 7,1 e 1,1), 

atribuídos a H- 11, H-8, H-10 e H-9, respectivamente, típicos dos hidrogênios aromáticos do 

anel D não substituído, e um em δ 7,24 (1H, s) típico de H-3 do anel A do sistema oxo-

aporfínico dissubstituído.  Os dois sinais restantes observados em δ 8,92 e δ 7,81 ambos 

dubletos (J = 5,2 Hz) mostraram características de um sistema piridínico compatível com o 

anel B do sistema oxoaporfíno, referentes aos hidrogênios H-5 e H-4, respectivamente 

(CHANG et al., 2000). 
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FIGURA 67: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S4, região de 

(δ7,23 a 9,20 ppm). 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

FIGURA 68: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S4, região de 

(δ8,58 a 9,20 ppm). 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 69: Ampliação do espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) de S4, região de 

(δ7.23 a 7.81 ppm). 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020 
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Observou-se ainda dois sinais em δ 4,03 (3H,s) e δ 4,11 (3H,s)  ambos os simpletos 

com integração para três hidrogênios (3H) referente aos grupos metoxílicos substituídos em 

C-1 e C-2, respectivamente do anel A do sistema oxoaporfíno conforme observado na figura 

52. 

 

FIGURA 70: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S4 região δ 4,11 a 

4,02 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

 

Pela análise dos espectros de RMN de 
13

C (100 MHz, CDCl3) , HSQC  e HMBC 

(Apêndices) observou-se a presença de 18 carbonos sendo 15 aromáticos entre δ 156,9 e δ 

106,4, um carbonílico em δ 182,6 (C-7) e dois metoxílicos em δ 60,6 (1-OCH3) e δ 56,2 (2-

OCH3), consistente com a estrutura oxoaporfina.  

Pelo mapa de contorno HBMC pôde-se confirmar a presença do grupo carbonílico na 

molécula devido à correlação do sinal em δ 8,58 (H-8) a J
3
 com o sinal do carbono em δ 182,6 

(C-7), bem como a correta localização do sinal de H-3 (δ 7,23) devido sua correlação a J
3
 com 

o sinal do carbono em δ 123,6 (C-4). 

Ainda pelo mapa de contorno HMBC pode-se determinar os corretos valores de C-1 e 

C-2 devido à correlação a J
3
 do sinal em δ 7,23 (H-3) com o sinal do carbono em δ 152,1 (C-

1) onde está localizado o grupo metoxílico em δ 4,02 (1-OCH3) e a J
2
 com o sinal do carbono 

em δ 156,9 substituído pelo grupo metoxílico em δ 4,10 (2-OCH3), respectivamente (Figura 

53, Tabela 17).  
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TABELA 17: Dados espectrométricos de RMN (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) S4. 

Posição 

S4 Lisicamina
c
 

1
H 

δ (mult., J em Hz)
a
 

13
C 

(δ)
a
 

HMBC  

(
1
H-

13
C)

b 

1
H 

δ (mult., J em Hz) 

13
C 

(δ)
d
 

1 - 152,10  -  152,1 

1a - 119,9  -  119,8 

2 - 156,9  -  156,9 

3 7,24 (1H, s) 106,5  1, 2, 3b e 4 7,23 (1H, s) 106,4 

3a - 135,5  -  135,5 

3b - 122,2  -  122,2 

4 7,81 (1H, d, 5,2) 123,5  3, 3b e 5 7,81 (1H, d, 5,2) 123,6 

5 8,92 (1H, d, 5,2) 145,1  3a, 4 e 6a 8,91 (1H, d, 5,2) 145,0 

6a - 145,5  -  145,3 

7 - 182,7  -  182,6 

7a - 132,2  -  132,1 

8 
8,60 (1H, dd, 7,6 e 1,5) 

128,9  
7, 10 e 11a 8,58 (1H, ddd, 7,9, 1,6 e 

0,5) 
128,9 

9 
7,54 (1H, ddd, 8,0, 7,0 e 

1,1) 

128,8 

CH 

7a, 10, 11  7,58 (1H, ddd, 7,9, 7,2 e 

1,1) 
128,8 

10 
7,78 (1H, ddd, 8,4; 7,0 e 

1,7) 
134,3  

8 e 11a 7,77 (1H, ddd, 8,4, 7,2 e 

1,6) 
134,3 

11 
9,20 (1H, dd, 8,5 e 0,6) 

128,4  
1a, 7f, 7a e 9 9,18 (1H, ddd, 8,4, 1,1 e 

0,5) 
128,4 

11a - 134,3  -  134,3 

1-OCH3 4,03 (3H, s) 60,67  1 4,02 (3H,s) 60,67 

2-OCH3 4,11 (3H, s) 56,23  2 4,10 (3H,s) 56,23 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

Experimento realizado a 500 MHz para RMN de 
1
H e 125 MHz para RMN de 

13
C com CDCl3 utilizado como 

solvente e TMS como padrão interno. 
b
Átomos de carbono que mostraram correlação com os respectivos 

hidrogênios. 
c COSTA et al. 2009. 

d
 Experimento realizado a 400 MHz para 1H e 100 MHz para 

13
C em CDCl3, 

utilizando o TMS como padrão interno. 



 

91 

 

FIGURA 71: Principais correlações observadas no mapa de contorno HMBC de S4. 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Pela análise dos dados de RMN de 
1
H e 

13
C 1D/2D, espectrometria de massas, bem 

como comparação com os dados descrito na literatura foi possível concluir que a substância 

S3 trata-se do alcaloide oxoaporfino lisicamina (Figura 54) (COSTA et al., 2009; OBAID et 

al., 2018). Lisicamina foi relatado em D. spixiana (PEREZ, 2010) e D. riparia (CUNHA, 

2009) sendo reportado como componente em maior abundância na espécie estudada. 

 

FIGURA 72: Estrutura da substância S4, alcaloide oxoaporfínico lisicamina. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

 

As substâncias S3 e S4 foram submetidas a análise espectrométrica por ionização em 

electrospray (EM-ESI) operando no modo positivo de aquisição (ESI+) onde foram 

evidenciados íons moleculares protonados [M+H]
+
 em m/z 322 e 292 (Figura 73 e 74)  sendo 

submetidos a fragmentação sequencial com energia de 20 a 30 eV. 

 

 



 

92 

 

FIGURA 73: Espectro de massas (ESI-EM modo positivo) de S3 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 74: Espectro de massas (ESI-EM modo positivo) de S4 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

O padrão observado na fragmentação dos íons foi aquele  similar as substancias D10 e 

D11 conforme mostrado na analise do perfil de fragmentação por LS-MS (Figura 19), com 

perdas inicias  e sequenciais de -15 Da seguidas de -28Da para S3 caracterizando assim o 

padrão do alcaloide O-metilmoschatolina (SILVA et al. 2016), bem como a saída do 

fragmento -29Da (-COH) condizente com o oxoaporfínico Lisicamina (NASCIMENTO, 

2008) confirmando os esqueletos  sugeridos no estudo de desreplicação. 

 Baseado nas perdas encontradas no estudo em LS-MS e dados da Literatura foi 

possível propor mecanismos para as moléculas S3 e S4 conforme mostrado na  figura 75. 
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FIGURA 75: Estruturas propostas com base nas fragmentações dos íons m/z 292 e 322 

 
Fonte: Adaptado de STÉVIGNY, 2004. 

 

 

5.3.3. Determinação estrutural das substâncias codificadas como S5 e S6 

 

A substância codificada como S5 (8,1 mg) apresenta características de  um sólido 

amorfo marrom escuro, com teste positivo frente ao reagente de Dragendorff, indicativo da 

presença de nitrogênio na molécula.  

 Através da análise do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) (Figura 76) foi 

possível observar sinais característicos de um alcaloide do tipo aporfino sensu stricto devido a 

presença dos sinais dos hidrogênios aromáticos entre δ 7,97 - δ 7,33, metilênicos entre δ 3,67 

- δ 2,92 (GUINAUDEAU; LEBOEUF; CAVÉ, 1975, 1979, 1983, 1988, 1994).  
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FIGURA 76: Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S5. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 Na região dos hidrogênios aromáticos (Figuras 77 e 78) verificou-se a presença de 

quatro sinais em δ 7,84 (1H, dt, J = 7,4 e 1,3 Hz), δ 7,37 (1H, td, 7,4 e 1,4 Hz), δ 7,33 (1H, td, 

7,4 e 1,3 Hz) e 7,98 (1H,dd, J = 7,4 e 1,4 Hz) típicos dos hidrogênios H-8, H-9, H-10 e H-11, 

respectivamente, correlacionados a J
1
 com os sinais dos carbonos em δ 124,5 δ 128,0, δ 127,5 

e δ 125,6 atribuídos a (C-8), (C-9), (C-10) e (C-11) no anel D, confirmados pelo experimento 

de  HSQC (Figura 81). 

Pôde-se observar também a presença de hidrogênios diastereotópicos para dois  grupos 

metilênicos em δ 3,04 (1H, dd, J = 18,6 e 5,5 Hz) e  δ 2,92 (1H, dddd ,J=18.6; 13.0; 6.6; 1.9) 

e δ 3,63 (1H, m) e 3,67 (1H, m), típicos dos hidrogênios H-4 e H-5 do anel B do esqueleto 

aporfino, correlacionados a J
1
 com os sinais de carbonos em δ 22,6 (C-4), δ 66,9 (C-5). 

 

FIGURA 77: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3)  de  S5 (δ7.83-7.98) 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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FIGURA 78: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3)  de  S5 (δ 7.41 7.29) 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

O sinal observado em  3,31 (3H, s) (Figura 79) está associado a metila ligada na 

posição 6, que se correlaciona direto com o carbono em δ 48,7 no mapa de correlação 

HSQC(Figura 82B) .  O sinal para o hidrogênio H-7pseudoequatorial foi verificado em δ 5,17 (1H, 

d, J = 12,2 Hz), esse deslocamento e a presença apenas de um sinal para H, indica uma 

substituição em C-7 do sistema aporfino, o qual se correlaciona a diretamente com o carbono 

δ 68,8, sinal característico de carbono ligado a hidroxila. 

FIGURA 79: Ampliação da região do anel piridínico do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, 

CDCl3) de S5 

 

 Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

A presença de um simpleto em δ 4,08 (3H,s) é denota  um grupo metoxílico que por 

sua vez está ligado a J
1
 com o carbono em δ 59,5, a presença do grupo (-OCH3) foi confirma-
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da pela correlação a J
3
 com o carbono  C-3(δ 139,8), indicando a sua posição correta,  os 

sinais em δ 6,15 (1H,d,1,4Hz) e 5,98 (1H, d, 1,4Hz) diasterotópicos, indicam uma ponte 

metilenodióxi  em  C-1 e C-2 (ORTIZ; SUAREZ; PATIÑO, 2007), estando correlacionados 

diretamente ao carbono de sinal δ 101,3 (Figura 82A). 

Observou-se ainda o sinal de hidrogênio metínico em δ 4,42 (1H, d, J = 12,2 Hz) 

referente a posição H-6a correlacionando-se diretamente com o sinal de carbono em δ 76,1. 

FIGURA 80: Ampliação da região aromática (Anel A e C) do espectro de RMN de 
1
H (500 

MHz, CDCl3). 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 81: Mapa de correlações HSQC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) de S5. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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FIGURA 82: Ampliações do mapa (A e B) de correlações HSQC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 

MHz; CDCl3)  

 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Analisando os espectros de RMN de 
13

C juntamente com DEPT 135° (Figura 83 e 84), 

foi possível observar 19 sinais de carbonos dos quais quatro aromáticos entre δ 125,6 e 145,7 

e dois metínicos em δ 22,6 e 66,9 sendo atribuído a C-4 e C-5, um sinal em 48,7 foi atribuído 

ao grupo metila ligado ao nitrogênio do anel B do sistema sendo sua posição confirmada pelo 

MAPA de correlações HMBC (Figura 86). 
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FIGURA 83: Espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3) de S5 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 
FIGURA 84: Espectro de DEPT 135 (125 MHz, CDCl3)  de S5 

 
 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

O sinal em 48,7 apresentou correlação a J
3 

com C-5 e C-6 e a J
4
 com C-4, o sinal em δ 

101,39 foi correlacionado a J
1
 com os hidrogênios em 6,14 e 5,98 característico de um grupo -

OCH2O-, sendo posteriormente confirmado pelas correlações a J
3
 dos hidrogênios 

diasterotópicos com  C-1 e C-2 fato comprovando a correta posição do grupo metilenodioxi. 

O carbono em 59,53 correlaciona-se a J
1
 com os hidrogênios em 4,08 do grupo -

OCH3, a posição deste foi confirmada pela correlação a J
3
 com o carbono C-3 as correlações 

entre os hidrogênios metinicos e aromáticos foram confirmadas pelo mapa de Correlação 

COSY (Figura 85). 
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FIGURA 85: Correlação 
1
H-

1
H COSY (1H: 500 MHz; 13C: 125 MHz; CDCl3) de S5. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

 Na tabela 18 são apresentados os corretos valores de RMN de  
1
H e 

13
C de S5, a 

figura 86 mostra todas as correlações encontradas na análise em HMBC, dessa forma sendo 

elucidada como um alcaloide do tipo 7-hidroxi-N-óxido-aporfino conhecido com N-oxiguate-

rina (Figura 64) (RASAMIZAF, 1986).  

 

FIGURA 86: Ampliação da região metoxilica e aromática no Mapa de correção HMBC (
1
H: 

500 MHz; 
13

C: 125 MHz; CDCl3) de S5 

 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

B 

A 
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FIGURA 87: Principais correlações observadas no mapa de contorno HMBC de S5. 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

TABELA 18: Dados espectrométricos de RMN (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) S5. 

Posição 

S5 
1
H 

δ (mult., J em Hz) 
13

C (δ) 
b
HSQC HMBC 

1 - 145,7  - - 

1a  - 110,1  - - 

2 - 136,0  - - 

3 - 139,8  - - 

3a  - 115,2  - - 

3b - 120,4  - - 

4pseudoaxial  2.92 (1H, dddd ,18.6; 13.0; 6.6; 1.9) 
22,6 (C-4) 3,3a, 3b e 5 

4pseudoequatorial 3.04 (1H, dd, 18.6; 5.5) 

5pseudoequatorial 
3.67 (1H ,m) 

66,9 (C-5) 
4,6a e 6 -N-CH3/ 4,3a,6a 

e 6 -N-CH3 5pseudoaxial 3.63 (1H ,m) 

6a  4,42 (1H,d,12,2) 76,1 (C6a) 
1,1a ,3,3a ,3b,5,7,7a e 6 -

N-CH3 

7pseudoaxial 5,17 (1H, d, 12,2 ) 68,8  (C-7) 3b, 7a, 8,11 e 11a 

7a  - 136,5  -  

8 7,84 (1H, dt, 7,4 e 1,3 ), 124,5  
7,84 (C-

8) 
7,10 e 11a 

9 7,37 (1H, td,7,4 e 1,4) 128,0  7,37 11 e 7a 

10 7,33 (1H, td,7,4 e 1,3) 127,5  (C10) 8 e 11a 

11 7,97 (1H,dd,7,4 e 1,4) 125,6  (C11) 1a,7a  e 9 

11a  - 127,5  - - 

3-OCH3 4,08 (3H,s) 59,5  4,08 3 

6-CH3 3,31 (3H,s) 48,7  3,31 4,5 e 6a 

1-OCH2O-2 
5,98 (1H,d, 1,4) 

101,3  
6,15 e 

5,98 
1 e 2 

6,15 (1H,d,1,4)  

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

Experimento realizado a 500 MHz para RMN de 
1
H e 125 MHz para RMN de 

13
C com CDCl3 utilizado como 

solvente e TMS como padrão interno. 
b
Átomos de carbono que mostraram correlação com os respectivos 

hidrogênios. 
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FIGURA 88: Estrutura da substância S5, alcaloide N-oxido N-oxiguaterina. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

A substância S6 apresenta características de um sólido amorfo de coloração amarela 

escura de massa igual a 6,2 mg. A análise por CCDA evidenciou teste positivo para alcaloide 

quando revelada com solução de Dragendorff (coloração alaranjada). 

 De forma similar à S5 a substancia S6 apresentou sinais de hidrogênios aromáticos 

(Figura 92) em δ 8,35 (1H, m), 7,34 (2H, m) e 7,71 (1H, m) típicos das posições H-11, H-10, 

H-9 e H-8 respectivamente do anel D de um esqueleto aporfino não substituído correlacio-

nados a J
1
 com os carbonos em δ 128,1, 127,4, 127,8 e 123,1 mediante experimento de HSQC  

foi possível observar também um simpleto em δ 6,65 correlacionado ao carbono em δ 111,9 

característicos do hidrogênio da posição H-3 do anel A do sistema aporfino (Figura 93).  

FIGURA 89: Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S6. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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FIGURA 90: Ampliação das regiões aromáticas do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, 

CDCl3) de S6.  

 Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

Novamente observa-se a ocorrência de hidrogênios diastereotópicos para dois grupos 

metilênicos em δ 3,06 (1H, m) e δ 2,73 (1H, dt, J = 15,8 Hz) e δ 3,40 (1H, ddd, J = 11,9, 5,6 e 

2,7 Hz) e 2,98 (1H, td, J =11,7 e 3,9 Hz), típicos  dos  hidrogênios H-4 e H-5 do anel B do 

esqueleto aporfino (Figura 94), correlacionados respectivamente a J
1
 com os sinais de 

carbonos em δ 28,7 (C-4), δ 42,0 (C-5)  confirmados a partir da análise do experimento de 

HSQC . 

FIGURA 91: Ampliação da região aromática do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3). 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Os sinais em δ 3,89 (3H, s) e δ 3,66 (3H, s) são característicos das metoxilas  ligadas 

em C-2 e C-1, fato comprovado pois o sinal em e  δ 6,65 indica a posição desse hidrogênio 

em C-3. Os hidrogênios dos grupos -OCH3 correlacionam-se a J
1
 com os carbonos em δ 55,9 

e 60,2, que são exatamente os carbonos C-2 e C-1 observados a partir do espectro de RMN de 

13
C (Figura 94) e DEPT 135° (Apêndices). 
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FIGURA 92: Ampliação do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de S6. 

 Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

Assim como relatado para S5 o sinal em δ 4,60 (1H, d, J = 11,7 Hz) foi atribuído, de 

acordo com HSCQ, ao carbono em δ 71,8 (C-7) sendo um simpleto indicando uma 

substituição nessa posição. 

 
FIGURA 93: Ampliações do mapa (A e B) de correlações HSQC (

1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 

MHz; CDCl3) de S6 

 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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O deslocamento do carbono em C-7 é maior que em C-6 (δ 59,0) indicando que esse 

átomo esteja ligado diretamente a um átomo mais eletronegativo, nesse caso o deslocamento 

previsto em δ 71,8 é típico de C-OH. O sinal observado em δ 3,70 (1H, d, J = 11,7Hz) foi 

atribuído a H-6a o qual está correlacionado diretamente a J
1
 com o sinal de carbono em 59,0 

(C-6a). 

Analisando os espectros de RMN de 
13

 C juntamente com DEPT 135, foi possível 

observar 18 sinais de carbonos dos quais quatro aromáticos entre δ 127,4 e 138,9 e dois 

metínicos em δ 28,7 e 42,0, sendo atribuídos a C-4 e C-5. 

 

FIGURA 94- Espectro de RMN de 
13

C (125 MHz, CDCl3) de S6 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

As posições dos grupos metoxilicos foram confirmadas pelo mapa de contorno HMBC 

(Apêndices) no qual o sinal em δ 3,89 correlaciona-se a J
3
 com o carbono C-2 em δ 152,6 

enquanto δ 3,66 correlaciona-se a J
3
 com C-1 em δ 146,2 confirmando assim a substituição. 

A posição de H-3 (δ 6,65) ligado a C-3 foi confirmada por suas correlações a J
3 

com 

C-1, C-3b e C-4 e a J
2
 com os carbonos C-2 e C-3a. Na TABELA 19 são apresentados os 

corretos valores de 
1
H e 

13
C de S6 atribuídos de acordo com as análises dos mapas de 

contorno HSQC e HMBC. 

FIGURA 95: Principais correlações observadas no mapa de contorno HMBC de S6. 

 
Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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TABELA 19: Dados espectrométricos de RMN (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) S6. 

Posição 

S6                     Nornuciferidina
c
 

1
H

a
 

δ (mult., J em Hz)
a
 

13
C 

(δ)
a
 

HMBC  

(
1
H-

13
C)

b HSCQ
b
 

1
H 

δ (mult., J em 

Hz) 

1 - 145.2  -  - 

1a - 125.9  -  - 

2 - 152.6  -  - 

3 6,64 (1H,s) 111.9  1,2,3a,3b e 4 111,9 (C-3) 6,68(1H,s) 

3a - 129.2  -  - 

3b - 124.0  -  - 

4pseudoaxial 3.06 (1H,ddd, 15.7; 

11.5; 5.6) 28,7  3,3b e 5 

3,3b,3a e 5   
28,7 (C-4) - 

4pseudoequatorial  

 2,73 (1H,dt,15,8) 

5pseudoequatorial 
3,40 (1H,ddd,11,5;5,6 

e 2,6)  
42,0  

4,6a ,3a 

4,6a e 3a  
42,0 (C-5) - 

5pseudoaxial 
 2,98 (1H,td,11,5 e 3,9 

) 

6a 3,69 (1H,d,11,7) 59,0  1a ,3a,3b,7 e 8 59,0(C-6a ) 3,78 (1H,d,12) 

7 pseudoaxial 4,58 (1H,d,11,7) 71,8  
1a,3a ,3b,6a ,7a 

9 e 11a  
71,8 (C-7) 4,87 (1H,d,12) 

7a - 138,9  - -  

8 7,71 (1H,m) 123,1  7,10 123,1 (C-8) 7,72 (1H,m) 

9  

7,34(2H,m) 

127,2  11,7a  127,8 (C-9) 7,30 (2H,m) 

10 
127,4 

CH2 

8,11a  
127,4 (C-10)  

11 8,35 (1H,m) 128,1  - 128,1(C-11) 8,33(1H,m) 

11a - 130,2  - -  

1-OCH3 
3,66 (3H,s) 60,2  1 60,2 (1-OCH3) 3,66 (3H,s) 

2-OCH3 3,89 (3H,s) 55,9  2 55,9 (2-OCH3) 3,90 (3H,s) 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

Experimento realizado a 500 MHz para RMN de 
1
H e 125 MHz para RMN de 

13
C com CDCl3 utilizado como 

solvente e TMS como padrão interno. 
b
Átomos de carbono que mostraram correlação com os respectivos 

hidrogênios.
c 

RASAMIZAFY et al 1987, solvente utilizado foi CDCl3, os valores referentes aos sinais de 

hidrogênios ligados aos  carbonos em C-4 e C-5 não foram especificados na referência, assim como os valores 

do RMN de 
13

C, a potencia do equipamento também não foi especificada. 
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Pelas análises de RMN de 
1
H e 

13
C 1D/2D, EM e comparação com os dados descritos 

na literatura (RASAMIZAFY et al., 1989), foi possível identificar S6 como sendo o alcaloide 

conhecido como nornuciferidina (Figura 76) sendo seu primeiro relato no gênero D. 

pycnastera.  

FIGURA 96: Estrutura da substância S6, nornuciferidina. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

As substâncias S5 e S6 foram submetidas à análise espectrométrica por ionização em 

electrospray (EM-ESI) operando no modo positivo de aquisição (ESI+) onde foram 

evidenciados um íons moleculares protonados [M+H]+ em  m/z 342 e 298 (Figuras 95 e 96). 

FIGURA 97: Espectro de massas da substância  da molécula S5, modo positivo. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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FIGURA 98: Espectro de massas da substância de S6 no modo positivo. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

O espectro de fragmentação de S5 é condizente com a estrutura DP-4 prevista na 

análise de LS-MS (Figura 26), as perdas de 47 Da e 18 Da são competitivas e denotam a 

saída de um grupo (NHOCH3) e uma molécula de H2O, comuns em alcaloides com estrutura 

N-óxido com substituição em C-7 típicas de estruturas do tipo 7-hidroxi-aporfino (Figura 97).   

FIGURA 99: Espectro de fragmentação da molécula S5. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

A analise do espectro de fragmentação de S6 (Figura 98) é condizente com a estrutura DP 13 

observada no perfil de LS-MS com perda inicial de -18 Da que sugere a saída de uma molécula de 

agua proveniente da protonação do grupo OH em C-7 com conseguintes rearranjos ocasionado a 

perdas consecutivas de -15Da e -31Da condizente com a estrutura prevista no espectro de RMN. A 

partir da analise da fragmentação foi possível propor o mecanismo para ambas as substâncias 

conforme figura 99. 
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FIGURA 100: Espectro de fragmentação em MS
3
 de S6. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

FIGURA 101: Proposta de Fragmentação para as substâncias S5 e S6. 

 

Fonte: Adaptado de STÉVIGNY, 2004. 
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5.3.4. Determinação estrutural da substância codificada como S7 

 

A substância codificada como S7 caracteriza-se como um sólido amorfo amarelado 

igual a 7,6 mg. A análise por CCDA evidenciou teste positivo para alcaloide quando revelada 

com solução de Dragendorff (coloração alaranjada). Analisando o espectro de RMN de 
1
H 

(Figura 77) é possível destacar a ocorrência de cinco sinais  na região de aromáticos  em δ 

6,76 (1H, d, J = 2,1 , H-2’), δ 6,72 (1H, d, J = 8,2Hz, H-5’) e δ 6,56 (1H, dd, J = 8,2 e 2,1 Hz, 

H-6’), cujas constantes de acoplamento estão de acordo com o anel C de uma estrutura 

isoquinolínica dissubstituida nas posições C-3’ e C-4’ (Figura 78). 

FIGURA 102: Espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) de  S7. 

 

 Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 103: Ampliação da região aromática do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) 

S7. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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Observam-se também dois singletos em δ 6,54 e  δ 6,29, indicando que a metoxila 

esteja adjacente à hidroxila nas posições C-6 ou C-7 do anel A isoquinolínico.  Através do 

experimento de 
13

C e DEPT 135° (Apêndice-E11) foi possível observar a ocorrência de três 

sinais de carbonos metínicos (CH2) em δ 2,85 (2H,m) e 3,22 (1H,m), δ2,65 (1H,m) e δ 2,77 

(1H,dd,13,9 e 6,9Hz) e 3,12 (1H,dd, 14,0 e 5,5 Hz) , sendo estes atribuídos diretamente a J
1
 

aos carbonos em δ 46,18 (C-3),24,40 (C-4) e 40,73 (C-9) 

 

FIGURA 104: Ampliação da região dos hidrogênios diasterotópicos do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, CDCl3) S7. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Dois sinais próximos são observados em  δ 3,84 (3H, s) característicos dos grupos 

metoxílicos, assim como um sinal em δ3,78 (1H, t, 6,3 e 12,6) atribuído a C-1em δ 64,37 

mediante experimento HSQC (Figura 105). 

 

FIGURA 105: Ampliação da região ( 3.79 – 3.09) do espectro de RMN de 
1
H (500 MHz, 

CDCl3) S7. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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FIGURA 106: Ampliações do mapa (A e B) de correlações HSQC (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 

MHz; CDCl3) de S7 

 

 
 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

Estas informações estruturais apontam para o alcaloide reticulina (FIGURA 83), um 

alcaloide isoquinolínico comumente descrito na família Annonaceae, sendo conhecido como 

precursor dos alcaloides aporfínicos em geral (LEBOEUF et al., 1981; ICHIMARU et al. 

1997; DEWICK, 2009). Na tabela 7 são apresentadas as comparações com dados da literatura 

com os sinais atribuídos para a estrutura da reticulina. 

 

FIGURA 107: Estrutura da substância S7, reticulina. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 
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A análise por EM no modo positivo apontou um íon molecular  protonado em m/z 330, 

condizente com a estrutura DP7 inferida a partir do espectro de LS-MS, a molécula apresen-

tou uma fragmentação com alta perda gerando o íon m/z 192 associada a alcaloides benzil-

tetraidroisoquinolínicos. 

FIGURA 108: Espectro de massas da substância S7, modo positivo. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

FIGURA 109: Espectro de fragmentação de S7. 
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

FIGURA 110: Estrutura  proposta com base na fragmentação do íon m/z 330, reticulina. 

 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

-138 Da  
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TABELA 20: Dados espectrométricos de RMN (
1
H: 500 MHz; 

13
C: 125 MHz; CDCl3) S7. 

Posição 

S7 Reticulina
c
 

1
H

a
 

δ (mult., J em Hz)
a
 

13
C (δ)

a
 

HSQC 

(
1
H-

13
C)

b 

1
H 

δ (mult., J em Hz)
b
 

13C (δ)
a
 

1 3,78 (1H,t,6,3x2) 64,3 C 64,3 C-1 3,72(1H,dd,7,0 e 5,2) 64,6 

2 - - - - - 

3 
3,22(1H,m,H-3 pseudoeq) 

2,87(1H,m,H-3 pseudoax) 
46,1 CH2 46,1-C3 

3,17 (1H,m,H-3 pseudoeq) 

2,80 (1H,m,H-3 pseudoax) 
46,4 

4 
2,65 (1H,m,H-4 pseudoeq) 

2,87(1H,m,H-4 pseudoax) 
24,4 CH2 24,4 C-4 

2,64 (1H,m,H-4 pseudoeq) 

2,86 (1H,m,H-4 pseudoax) 
24,6 

4a - 124,2 C - - 124,1 

5 6,55(1H,s) 110,6 CH 110,6 C-5 6,55 (1H,s) 111,0 

6 - 145,4 C - - 146,0 

7 - 143,5 C - - 143,5 

8 6,29 (1H,s) 113,9 CH 113,9 C-8 6,20 (1H,s) 114,2 

9 

2,77(1H,dd,13,9 e 6,9 H-

9a) 

3,12(1H,dd,14,0 e 5,5 H-

9b) 

40,7 CH2 40,7 C-9 
2,74 (1H,dd,13,8 e 7,0 H-9a) 

3,07 (1H,dd,13,8 e 5,2 H-9b) 
40,6 

10 - 132,3 C - - 132,5 

11 6,56(1H,dd,8,2 e 2,1) 121,0 CH 121,0 C-11 6,54 (1H,dd,8,2 e 2,0) 121,0 

12 6,72  (1H,d, 8,2) 110,6 CH 110,6 C-12 6,74 (1H,d, 8,2) 111,1 

13 - 145,49 C - - 145,7 

14 - 145,28 C - - 145,6 

15 6,76 ((1H,d,2,0) 115,8 CH 115,8 C-15 6,70 (1H,d,2,0) 116,1 

6-OCH3 
3,84 (3H,s) 

55,6 C - 3,83 (3H,s) 55,8 

13OCH3 
3,84 (3H,s) 

55,8 C - 3,84 (3H,s) 55,9 

N-CH3 
2,51(3H,s) 

41,7 C - 2,47 (3H,s) 42,0 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

Experimento realizado a 500 MHz para RMN de 1H e 125 MHz para RMN de 13C com CDCl3 utilizado como solvente e 

TMS como padrão interno. bÁtomos de carbono que mostraram correlação com os respectivos hidrogênios.c Dados coletados 

da literatura ( CRUZ, 2011), experimento realizado em equipamento de 400 MHz para  RMN de 1H e 100 MHz para RMN de 
13C, solvente utilizado CDCl3, com gotas de CD3OD e TMS como padrão interno. 
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5.4 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) do óleo 

essen-cial das folhas de Duguetia pycnastera 

 

Através da análise de CG-EM (Apêndices) do óleo essencial obtido das folhas de D. 

pycnastera, foi possível identificar 96,17% dos constituintes do óleo essencial (Tabela 21), 

além de observar a predominância dos constituintes α-gurjuneno (26,73%), germacreno D 

(15,34%) biciclogermacreno (24,93%) e espatulenol (12,95%), respectivamente (Apêndices), 

o que representa 79,95% destes constituintes do óleo essencial.  

TABELA 21: Composição química do óleo essencial das folhas de D. pycnastera. 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020. 

 

IR
a
- Índice de retenção calculado; IR

b
- Índice de retenção de acordo com a literatura (Adams, 2007).  

N.A. – Não identificado 

 

N° IA
a
 IA

b
 Composição R1 Teor % R2 Teor % Média Desvio 

1 1334 1335 δ-elemeno 1,51 1,57 1,54 0,03 

2 1347 1348 α-cubebeno 1,78 1,82 1,8 0,02 

3 1364 1369 ciclosativeno 0,3 0,41 0,355 0,055 

4 1373 1373 α-ylangeno 0,88 0,93 0,905 0,025 

5 1381 1387 β-bourboneno 0,13 0,15 0,14 0,01 

6 1387 1387 β-cubebeno 0,23 0,25 0,24 0,01 

7 1389 1389 β-elemeno 0,43 0.44 0,43 0,00 

8 1406 1409 α-gurjuneno 26,73 26,93 26,83 0,1 

9 1415 1417 (E)-cariofileno 1,26 1,27 1,265 0,005 

10 1425 1430 β-copaeno 0,71 0,73 0,72 0,01 

11 1436 1437 α-guaieno 0,4 0,45 0,425 0,025 

12 1447 NA NA 0,32 0,43 0,375 0,055 

13 1450 1452 α-Humuleno 0,4 0,44 0,42 0,02 

14 1457 1458 Allo-aromadendreno 2,19 2,23 2,21 0,02 

15 1474 1475 γ-gurjuneno 0,39 0,51 0,45 0,06 

16 1478 1480 germacreno D 15,34 15,36 15,35 0,01 

17 1493 1500 biciclogermacreno 24,93 24,88 24,90 0,025 

18 1498 1500 α-muuroleno 1,26 1,25 1,255 0,005 

19 1503 1496 viridifloreno 0,53 0,54 0,535 0,005 

20 1511 1513 γ-cadineno 0,43 0,44 0,435 0,005 

21 1520 1522 δ-cadineno 1,1 1,3 1,2 0,1 

22 1562 1567 palustrol 1,37 1,42 1,395 0,025 

23 1572 1577 espatulenol 12,95 12,99 12,97 0,02 

24 1596 1592 viridiflorol 0,92 0,96 0,94 0,02 

81% Sesquiterpenos não oxigenados 

15  % Oxigenados 
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No estudo realizado por Maia (2006), o componente majoritário encontrado em D. 

pycnastera, foi o espatulenol com composição percentual de 52%, no entanto, é importante 

salientar que a composição química pode variar para diferentes espécies dentro de um mesmo 

gênero e ainda, sofrer alteração devido a ação dos fatores ambientais, como a temperatura, 

pluviosidade, nutrição e horário de coleta (MORAIS, 2009).  

5.5 Investigação da atividade citotóxica in vitro pelo método alamar blue  

Os estudos de viabilidade celular e citotoxicidade pelo método Alamar Blue tem sido 

amplamente utilizado nos últimos 50 anos em uma variedade de sistemas biológicos e 

ambientais, sendo uma importante referência para o estudo com substâncias (RAMPERSAD, 

2012). Em média tem-se listado até o ano de 2019 nos registros da SciFinder um pouco mais 

de 400 publicações citando o estudo com Alamar Blue em pesquisa sobre o câncer. 

A atividade citotóxica foi avaliada pelo método descrito nos tópicos 2.5 e 4.15, 

conhecido pelo nome de Alamar Blue (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-3-one), sendo 

também denominado por diazo-resorcinol, azoresorcina, resazoína e resazurina, é um sal 

solúvel, estável em meio de cultura, não é tóxico e é reduzido apenas por células vivas, que o 

tornam insolúvel, alterando sua coloração. Devido ao potencial de oxidação-redução do 

Alamar Blue, pode aceitar elétrons, mudando sua coloração do azul oxidado não-fluorescente, 

para o estado reduzido, rosa-fluorescente indicado assim a citotoxicidade correspondente a 

substância testada (ESCOBAR; ALFONSO; ARISTIZÁBAL, 2009; RAMPERSAD, 2012). 

De acordo a literatura são considerados ativos óleos, extratos e frações capazes de 

inibir pelo menos 75% da proliferação celular e que apresentam valores de CI50 < 30,0 μg.mL
-

1
. Da mesma forma, para substâncias puras, são consideradas drogas promissoras os 

compostos com valores de CI50 < 4,0 μg.mL
-1

 ou 10 µmol.L
-1

 (SUFFNES; PELUZO, 1990; 

BOIK, 2001). 

 

5.5 Investigação da atividade citotóxica dos extratos, frações e substâncias isoladas de 

Duguetia pycnastera 

 

Na tabela 22 são apresentados os resultados obtidos no ensaio de citotoxidade dos 

extratos, frações e substâncias isoladas com seus respectivos valores de IC50. Dentre os extra-

tos obtidos apenas o metanólico apresentou maior potencial de inibição frente às linhagens 

tumorais testadas. Com base no resultado obtido da concentração única o extrato metanólico 

das cascas (EMDPC) teve sua citotoxidade avaliada contra quatro células tumorais, MCF-7, 
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HCT116, HepG2 e HL-60, e uma célula normal, MRC5. Conforme observado na tabela 20, o 

EMDPC apresentou resultado promissor frente a HepG2 e HL-60 com valores de CI50 iguais a 

9,08 e 6,15 µg.mL
-1

, respectivamente. Para a célula normal MRC5 o EMDPC não apresentou 

citotoxicidade o que é ideal para um produto natural.  

Com base nesse resultado e em busca das substâncias bioativas, o EMDPC foi 

submetido ao tratamento ácido-base, rendendo as frações, neutra (FNCDP) e alcaloídica 

(FACDP) que foram submetidas também ao ensaio de citotoxicidade. Entretanto, apenas a 

fração alcaloídica FACDP foi ativa contra as duas células cancerígenas testadas MCF-7 e 

HepG2 com valores de CI50 iguais a 14,09 e 11,58 µg/mL, respectivamente, indicando prova-

velmente que os alcaloides são responsáveis pela atividade apresentada tanto em EMDPC 

quanto em FACDP. Por outro lado, também se apresentou tóxico em células normais, mais 

tóxico do que observado para as células tumorais.  

TABELA 22: Porcentagem de inibição da proliferação celular em linhagens de células 

tumorais. 

CI
50

 μg.mL
-1 

(µmol L
-1

) 
Extratos  MCF-7 HCT116 HepG2 HL-60 MRC5 

extrato hexânico >50 >50 >50 >50 >50 

extrato metanólico 
29.80 

15.31 – 38.01 
>50 

9.08 
4,50 – 18,31 

6.15 
2,94 – 

12,86 
>50 

fração alcaloídica  14.09 
9.73 – 20.39 

- 
11.58 

9.37 – 14,30 
- 

7.14 
5.56 – 9.16 

Substâncias isoladas                CI
50

 μg.mL
-1 

(µmol L
-1

) 

N-oxiguaterina (1) N.D. 21.26 (102.09) 
13.20 – 34,26 

13.49 (64.78) 
9.90 – 18.37 

N.D. 19.75 (94.84) 
5.24 – 18.16 

O-metilmoschatolina 

(2)  

N.D. N.D. (>77.80) 11.20 (34.85) 
7.62-16,41 

(>77.80) 

lisicamina (3) N.D. N.D. 8.47 (29.08) 
4.80-14.71 

7.19 (24.68) 
4.43-11.39 

(>85.82) 

reticulina (4) N.D. (>75.90) 22.54 (68.43) 
7.39 – 29.21) 

N.D. (>75.90) 

2,4,5-trimetoxi-estireno 

(5) 

(>128.71) (>128.71) (>128.71) (>128.71) (>128.71) 

1-allil-2,4,5-

trimetoxibenzeno (6)  

(>128.71) (>128.71) (>128.71) (>128.71) (>128.71) 

doxorubicina 0.28 (0.515) 
0.20 – 0.39 

0.13 (0.239) 
0.08 – 0.21 

0.03 (0.055) 
0.01 – 0.19 

0.04 (0.073) 
0.02 – 0.08 

1.77 (3.26) 
0.77 – 4.09 

Fonte: Dados da pesquisa, 2020 

Os dados são apresentados como valores de IC50 em µg / mL (µmol L
-1

) e seu intervalo de confiança de 95% 

obtido por regressão não linear de três experimentos independentes realizados em duplicado, medidos usando um 

ensaio Alamar Blue após 72 h de incubação. N.D .: Não determinado. 
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Entre as substâncias isoladas apenas os alcaloides (2) e (3) apresentaram atividade 

citotóxica promissora com valores de IC50 entre 29,08 e 34,85 µmol L
-1

, respectivamente. 

Para as células tumorais testadas, as substâncias (1) e (4) apresentaram valores que variam 

entre médio e moderado com CI50 entre 68,43 a 102,09 µmol.L
-1

, respectivamente. Para as 

substâncias (5) e (6) não obteve resultados consideráveis, e o alcaloide nornuciferidina foi 

enviado para testes e ainda não houve retorno do laboratório responsável. Vale ressaltar que  

os  alcaloides (2) e (3) são estruturas oxoaporfinas o que sugere que a função oxo pode 

contribuir para essa atividade apresentada, sendo possibilitada pela conjugação da estrutura, 

que torna o efeito citotóxico eficaz devido a planaridade conformacional da molécula. Por sua 

vez, pôde-se notar que a remoção da função oxo reduziu drasticamente a atividade, exibindo 

baixa citotoxicidade para os aporfinos. No entanto, os alcaloides aporfinos que continham o 

grupo 1,2-metilenodioxi, mostraram efeitos citotóxicos promissores contra as linhagens de 

células tumorais testadas, sugerindo que esse grupo é um dos elementos-chave para sua 

bioatividade (WU et al., 1989). 

Desta forma, novas investigações devem ser realizadas  com o intuito de estabelecer 

sua verdadeira eficácia, assim como a toxidade desses e de outros alcaloides presentes 

identificados neste trabalho. Vale ressaltar que há relatos na literatura de efeitos citotóxicos 

promissores para os esqueletos observados, visando com isso, a procura por novos fármacos 

com ação antitumoral provenientes de origem vegetal. 
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6. CONCLUSÃO 
 

O estudo fitoquímico do extrato hexânico (EHCDP) das cascas de D. pycnastera levou 

ao isolamento de duas (2) substâncias; 2,4,5-trimetoxi-estireno e 1-alilo-2,4,5-trimetoxibenze-

no (γ-asarona), pertencentes a classe dos fenilpropanoides denominados asaronas, sendo 

inéditas na espécie em estudo. Já o estudo fitoquímico da fração alcaloídica (FADPC) 

proveniente do extrato metanólico (EMDPC) resultou no isolamento de cinco (5) substâncias 

pertencentes a classe dos alcaloides sendo  dois oxoaporfinos, sendo a lisicamina e O-

metilmoschatolina; dois (2) aporfinos sensu stricto; N-oxiguaterina e nornuciferidina  e um 

(01) benziltetraidroisoquinolínico.; reticulina. A análise das chaves de fragmentação   das 

cascas in natura utilizando uma fonte ambiente LS-MS permitiu identificar 13 possíveis 

substâncias por tentativa, sendo 4 (quatro) confirmadas por RMN 1D/2D.  

O ensaio de citotoxicidade in vitro dos extratos revelou a capacidade antitumoral da 

espécie estudada. Dentre as amostras avaliadas, a fração alcaloídica (FADP) foi a mais 

promissora, apresentando atividade para as linhagens tumorais MCF7 (29,80 μg.mL
-1

) e 

HL60 (6,15 μg/mL), no entanto com alta toxicidade para células normais. Dentre os alcaloi-

des isolados, a lisicamina apresentou resultado promissor para células HepG2 e HL-60 com  

CI50 29,08 e 24,68 µmol.L
-1

, respectivamente. Além disso, a O-metilmoschatolina apresentou 

atividade citotóxica promissora para a célula HL-60 (34,85 µmol.L
-1

). 

A análise por CG-EM do óleo essencial permitiu a identificação de 24 constituintes, 

destacando-se como majoritários, os sesquiterpenos germacreno D (15,35%), α-gurjuneno 

(26,83%), biciclogermacreno (24,90%), espatulenol (12,97%) e germacreno D (15,35%). A 

avaliação larvicida do óleo foi considerável apresentando mortalidade em todas as 

concentrações utilizadas com CL50 =85,195%.  

As substâncias 2,4,5-trimetoxi-estireno e 1-alilo-2,4,5-trimetoxibenzeno (γ-asaronas) 

apresentaram baixa porcentagem de inibição frente as linhagens de células tumorais testadas, 

no entanto, a atividade antifúngica já foi relatada para a substância γ-asarona, indicando novas 

alternativas de ensaios biológicos a serem realizados. 

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam que D. pycnastera é quimicamente 

uma espécie típica da família Annonaceae, além de uma fonte promissora de substâncias 

biologicamente ativas quando testadas com células tumorais. Esses dados corroboram com o 

estudo fitoquímico e biológico do gênero, tornando promissora a continuidade do estudo da 

espécie Duguetia pycnastera, bem como as demais espécies desse gênero. 
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APÊNDICE  1: Espectro de 
13

C RMN de O-metilmoschatolina (S3) em CDCl3 a 125 MHz. 

 
 

 

APÊNDICE  2: Ampliação da Região (δ 156,5 - 115,7) do espectro de 
13

C RMN de O-

metilmoschatolina (S3) em CDCl3 a 125 MHz. 

 
APÊNDICE  3: Ampliação da Região (δ 73,3 – 61,0) do espectro de 13C RMN de O- 

metilmoschatolina (S3)  em CDCl3 a 125 MHz. 
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APÊNDICE  4: Mapa de correlação de 
1
H-

1
H do experimento COSY RMN de O-metilmoschatolina 

(S3)  em CDCl3 a 500 MHz. 

 
 
 

APÊNDICE  5: Ampliação (δ 9,19 - 7,44) do mapa de correlação de 
1
H-

1
H do experimento  COSY 

RMN de O-metilmoschatolina (S3) em CDCl3 a 500 MHz. 

 
 

 
 

APÊNDICE  6: Mapa de correlação HSQC 
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500 (
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APÊNDICE  7: Ampliação (A e B) do mapa de correlação HSQC RMN de O-metilmoschatolina (S3) 

em CDCl3 a 500 (1H) e 125 MHz (
13

C), respectivamente. 

 

 
 

APÊNDICE  8: Mapa de correlação de longo alcance de 
1
H-

13
C do experimento HMBC de O-

metilmoschatolina (S3) em CDCl3 a 500 (
1
H) e 125 MHz (
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C). 
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APÊNDICE  9: Ampliação (A e B) do mapa de correlação de longo alcance 
1
H-

13
C do experimento 

HMBC de O-metilmoschatolina (S3) em CDCl3 a 500 (
1
H) e 125 MHz (

13
C). 

 

 
 

APÊNDICE  10: Espectro de 
13

C RMN de lisicamina (S4) em CDCl3 a 125 MHz. 

 

A 

B 
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APÊNDICE  11: Ampliação (δ 156,9 - 119,9) do espectro 
13

C RMN da lisicamina (S4) em CDCl3 a 

125 MHz. 

 
 

APÊNDICE  12: Ampliação (δ 106,5 – 56,2) do espectro 
13

C RMN da lisicamina (S4) em CDCl3 a 

125 MHz. 

 
 

APÊNDICE  13: Mapa de correlação 
1
H-

1
H do experimento COSY RMN de lisicamina (S4) em 

CDCl3 a 500 MHz. 
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APÊNDICE  14: Ampliação (δ 9,28 - 7,20) do mapa de correlação de 
1
H-

1
H do experimento COSY 

RMN de lisicamina (S4) em CDCl3 a 500 MHz. 

 
 

 

APÊNDICE  15: Mapa de correlação 
1
H-

13
C do experimento HSQC RMN de lisicamina (S4) em 

CDCl3 a 500 (1H) e 125 MHz (13C). 

 
. 

APÊNDICE  16: Ampliação (A) mapa de correlação HSQC de lisicamina (S4) em CDCl3 a 500 (
1
H) 

e 125 MHz (
13

C). 

 

A 
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APÊNDICE  17: Ampliação (B) mapa de correlação HSQC de lisicamina (S4) em CDCl3 a 500 (
1
H) 

e 125 MHz (
13

C). 

 
 

APÊNDICE  18: Mapa de correlação de longo alcance (
1
H-

13
C) do experimento HMBC da 

lisicamina (S4) em CDCl3 a 500 (
1
H) e 125 MHz (

13
C). 

 
 

APÊNDICE  19: Ampliação (A ) do mapa de correlação HMBC RMN da lisicamina (S4) em CDCl3 

a 500 (
1
H) e 125 MHz (

13
C). 

 

B 

A 
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APÊNDICE  20: Ampliação (B) do mapa de correlação HMBC RMN da lisicamina (S4) em CDCl3 

a 500 (
1
H) e 125 MHz (

13
C). 

 
 
 

APÊNDICE  21: DEPT 135 espectro de nornuciferidina (S6) em CDCl3 a 125 MHz. 

 
 

APÊNDICE  22: Ampliação (δ 133,0 - 107,0) do espectro DEPT 135 da nornuciferidina (S6) em 

CDCl3 a 125 MHz. 

 

B 
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APÊNDICE  23: Ampliação (δ 74,0 – 26,0) do espectro DEPT 135 da nornuciferidina (S6) em 

CDCl3 a 125 MHz. 

 
 

APÊNDICE  24: Mapa de correlação 
1
H-

1
H do experimento COSY RMN de nornuciferidina (S6) 

em CDCl3 a 500 MHz. 

 
 

APÊNDICE  25: Ampliação (δ 8,44 - 7,21) do mapa de correlação de 
1
H-

1
H do experimento COSY 

RMN de nornuciferidina (S6) em CDCl3 a 500 MHz. 

 

A 
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APÊNDICE  26: APÊNDICE  25: Ampliação (δ 4,68 – 2,66) do mapa de correlação de 
1
H-

1
H do 

experimento COSY RMN da nornuciferidina (S6) em CDCl3 a 500 MHz. 

 
 

APÊNDICE  27: Mapa de correlação de longo alcance (
1
H-

13
C) do experimento HMBC da 

nornuciferidina (S6) em CDCl3 a 500 (
1
H) e 125 MHz (

13
C). 

 
 

APÊNDICE  28: Ampliação (A) do mapa de correlação HMBC RMN da nornuciferidina (S6) em 

CDCl3 a 500 (
1
H) e 125 MHz (

13
C). 

 

B 

A 
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APÊNDICE  29: Ampliação (B) do mapa de correlação HMBC RMN da nornuciferidina (S6) em 

CDCl3 a 500 (1H) e 125 MHz (13C). 

 
. 

APÊNDICE  30: Espectro de RMN de
 13

C (125 MHz, CDCl3) d (S) - reticulina (S7) 

 
 

APÊNDICE  31: Ampliação (δ 145,5 - 110,6) do espectro de 
13

C RMN de (S) - reticulina (S7) em 

CDCl3 a 125 MHz. 

 
 

B 
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APÊNDICE  32: Ampliação (δ 64,3 – 24,3) do espectro de 
13

C RMN de (S) - reticulina (S7) em 

CDCl3 a 125 MHz. 

 
 

APÊNDICE  33: Espectro de DEPT 135 (S) - reticulina (7) em CDCl3 a 125 MHz. 

 
APÊNDICE  34: Ampliação (δ121,0 - 110,6) do espectro DEPT 135 de (S) - reticulina (S7) em 

CDCl3 a 125 MHz. 
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APÊNDICE  35: Ampliação (δ64,3 – 24,3) do espectro DEPT 135 de (S) - reticulina (S7) em CDCl3 

a 125 MHz. 

 
 

APÊNDICE  36: Mapa de correlação de 
1
H-

1
H do experimento COSY RMN da (S) - reticulina (S7) 

em CDCl3 a 500 MHz. 

 
 

APÊNDICE  37: Ampliação (A) (δ 6,81 - 6,24) do mapa de correlação de 
1
H-

1
H do experimento 

COSY RMN da (S) - reticulina (S7) em CDCl3 a 500 MHz. 

 

A 
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APÊNDICE  38: Ampliação (B) (δ 3,95 - 2,43) do mapa de correlação de 
1
H-

1
H do experimento 

COSY RMN da (S) - reticulina (S7) em CDCl3 a 500 MHz. 

 
 

APÊNDICE  39: Mapa de correlação do experimento HSQC RMN 
1
H-

13
C de (S) - reticulina (S7) 

em CDCl3 a 500 (
1
H) e 125 MHz (

13
C). 

 
 

 

APÊNDICE  40: Cromatograma dos íons totais do óleo essencial das folhas de D. pycnastera. 

RT: 3,07 - 60,00
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APÊNDICE  41: Espectro de massas do biciclogermacreno (24,90%) encontrados no óleo essencial 

das folhas de D. pycnastera. 

DP #2992-3003 RT: 29,13-29,22 AV: 12 NL: 6,98E7
T: {0;0}  + c EI Full ms [40,00-400,00]
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APÊNDICE  42: Espectro de massas do α-gurjuneno(26,83%) encontrados no óleo essencial das 

folhas de D. pycnastera. 

DP #2670-2683 RT: 26,42-26,53 AV: 14 NL: 5,05E7

T: {0;0}  + c EI Full ms [40,00-400,00]

50 100 150 200 250 300 350

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

105

161
91 119

204

189

133

41

10779 93
14755

67 95
121

6553
175

51
202 281209 253 341327 355267222 295240 315 399384369

 

 

APÊNDICE  43: Espectro de massas do germacreno D (15,35%) encontrados no óleo essencial das 

folhas de D. pycnastera. 

DP #2929-2947 RT: 28,60-28,75 AV: 19 NL: 2,96E7
T: {0;0}  + c EI Full ms [40,00-400,00]
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APÊNDICE  44: Espectro de massas do espatulenol (12,97%) encontrados no óleo essencial das 

folhas de D. pycnastera. 
DP #3269-3281 RT: 31,45-31,56 AV: 13 NL: 2,07E7
T: {0;0}  + c EI Full ms [40,00-400,00]
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APÊNDICE  45: Espectro de Fragmentação em MSn do íon m/z 292 obtido da Lisicamina  (S4). 
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APÊNDICE  46: Espectro de Fragmentação em MSn do íon m/z 298 obtido da Nornuciferidina (S6). 
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APÊNDICE  47: Espectro de Fragmentação em MSn do íon m/z 322 obtido da O-metilmoschatolina 

(S3). 
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APÊNDICE  48: Espectro de Fragmentação em MSn da substância de  íon m/z 314 obtido de FADP 
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APÊNDICE  49: Espectro de Fragmentação em MSn do íon m/z 352 obtido de FADP. 
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APÊNDICE  50: Espectro de Fragmentação em MSn do íon m/z 326 obtido de FADP 
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