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RESUMO 
 

ESTUDO METABOLÔMICO DE ESPÉCIES DE Picramnia E REAVALIAÇÃO 

DA CLASSIFICAÇÃO MORFOLÓGICA DO GÊNERO. A espécie Picramnia 

sellowii Planch. é uma espécie da ordem Picramniales, da família Picramniaceae, 

tendo como nome vernacular Gogóia. Em revisões sobre o gênero Picramnia e de 

acordo com a reclassificação na APG IV, o marcador quimiotaxonômico dessa 

família são as antraquinonas. Devido à complexidade desses metabólitos, a 

metabolômica é a técnica que investiga e auxilia na identificação ou quantificação 

de forma a contribuir não apenas para a taxonomia, mas para avanços na indústria 

farmacêutica a partir da busca de compostos ativos nas plantas. Por meio da 

espectrometria de massas em tandem, é possível acelerar a desreplicação de 

moléculas usando redes moleculares, antes do posterior isolamento dos compostos 

e, a seguir, identificar as moléculas potencialmente bioativas. Ainda, o cancro cítrico 

é uma doença importante para a citricultura em diversos países, como Brasil e 

Estados Unidos, os dois maiores produtores de laranja do mundo. Causado pela 

bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, a doença afeta todas as variedades e espécies 

cítricas comercialmente importantes. O controle químico do cancro cítrico em áreas 

endêmicas é baseado exclusivamente em bactericidas cúpricos. Os bactericidas 

cúpricos não possuem atividade curativa ou sistêmica e, portanto, são aplicados no 

manejo preventivo do cancro cítrico. Desta forma, utilizou-se metabolômica baseada 

em UHPLC-QTOF-MS/MS não direcionada, juntamente com redes moleculares, 

para identificar as classes de metabólitos secundários presentes em P. sellowii. A 

rede molecular obtida a partir das análises permitiu a visualização de flavonóides 

glicosilados, catequinas, ácidos clorogênicos, vitanolídeos, antronas diméricas e 

quassinoides em espécies de Picramnia. Assim, a fim de buscar novos bactericidas 

com baixa toxicidade ambiental, primeiro realizamos testes microbiológicos nos 

extratos e frações de P. sellowii, avaliando sua concentração inibitória mínima (CIM) 

e concentração bactericida mínima (CBM). As cepas de Xanthomonas usadas ao 

longo deste estudo eram resistentes, tolerantes e suscetíveis ao cobre. Os resultados 

foram promissores com as frações F3 e F2, a primeira na concentração de 125 µg 

mL-1 (CIM e CBM) contra as cepas resistentes, tolerantes e suscetíveis, a última na 

concentração de 250 µg mL-1 (CIM e CBM), 125 µg mL-1 e 250 µg mL-1 contra cepas 

resistentes, tolerantes e suscetíveis, respectivamente. Ainda, esse foi o primeiro 

relato da presença, isolamento e identificação estrutural do ácido 5-O-cafeoilquínico 

(5-CQA) no gênero Picramnia e primeiro perfil químico realizado por LC-MS/MS 

do extrato etanólico das folhas de P. sellowii, levando à anotação de quassinoides, 

contribuindo assim para o conhecimento quimiotaxonômico da espécie. 
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ABSTRACT 
 

METABOLOMIC STUDY OF SPECIES OF Picramnia AND REVALUATION OF 

THE MORPHOLOGICAL CLASSIFICATION OF THE GENUS. The species 

Picramnia sellowii Planch. is a species of the order Picramniales, in the family 

Picramniaceae, with the vernacular name “Gogoia”. In reviews of the genus 

Picramnia and according to the APG IV reclassification, the chemotaxonomic 

marker of this family are the anthraquinones. Due to the complexity of these 

metabolites, metabolomics is the technique that investigates and assists in the 

identification or quantification in order to contribute not only to taxonomy, but to 

advances in the pharmaceutical industry from the search for active compounds in 

plants. Through tandem mass spectrometry, it is possible to accelerate the 

dereplication of molecules using molecular networks, before the subsequent isolation 

of compounds and then identify the potentially bioactive molecules. By means of 

tandem mass spectrometry, it is possible to accelerate the dereplication of molecules 

using molecular networks, before the subsequent isolation of the compounds and, 

subsequently, to identify potentially bioactive molecules. Still, citric canker is an 

important disease for citrus cultivation in several countries, such as Brazil and the 

United States, the two largest orange producers in the world. Caused by the 

bacterium Xanthomonas citri subsp. citri, the disease affects all commercially 

important citrus varieties and species. Chemical control of citrus canker in endemic 

areas is based exclusively on cupric bactericides. Cupric bactericides have no 

curative or systemic activity and are therefore applied in preventive management of 

citrus canker. Thus, metabolomics based on untargeted UHPLC-QTOF-MS/MS 

along with molecular networks was used to identify the classes of secondary 

metabolites present in P. sellowii. The library obtained from the analyses allowed the 

visualization of glycosylated flavonoids, catechins, chlorogenic acids, vitanolídeos, 

dimeric anthrones and quassinoids in Picramnia species. Thus, in order to search for 

new bactericides with low environmental toxicity, we first performed 

microbiological tests on P. sellowii extracts and fractions, evaluating their minimum 

inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The 

Xanthomonas strains used throughout this study were resistant, tolerant and 

susceptible to copper. The results were promising with the fractions F3 and F2, the 

former at concentration of 125 µg mL-1 (MIC and MBC) against resistant, tolerant 

and susceptible strains, the latter at concentration of 250 µg mL-1 (MIC and MBC), 

125 µg mL-1 and 250 µg mL-1 against resistant, tolerant and susceptible strains, 

respectively. Furthermore, this was the first report of the presence, isolation and 

structural identification of 5-O-caffeoylquinic acid (5-CQA) in the genus Picramnia 

and first profile performed by LC-MS/MS of the ethanolic extract of P. sellowii 

leaves, thus contributing to the chemotaxonomic knowledge of the species. 
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1 -  INTRODUÇÃO 

 

1.1 - A QUÍMICA NA CLASSIFICAÇÃO TAXONÔMICA 

 

Desde o passado, o crescente interesse na busca de compostos químicos 

provenientes de plantas se deve à importante utilidade desses produtos naturais como 

recursos terapêuticos para a humanidade (VIEGAS, BOLZANI e BARREIRO, 

2006). Aliado a isso, constantes estudos relacionados à diversidade do reino vegetal 

e às relações evolutivas entre as plantas eram desenvolvidos com o objetivo de uma 

classificação natural (NYFFELER, 2003; HEMSLEY e POOLE, 2004). 

A botânica sistemática, como parte essencial a taxonomia, é quem 

organiza todo o reino vegetal se dedicando ao estudo da classificação, identificação, 

diversidade, distribuição, nomenclatura e evolução das plantas. Dessa forma, a 

taxonomia está inserida como o ramo que se dedica a delimitar, descrever e 

denominar um grupo específico de plantas, os quais são chamados de táxons. A 

taxonomia engloba ainda o estudo das diferentes unidades taxonômicas e a sua 

dinâmica de evolução, e é justamente a descrição da história evolutiva das espécies 

que é chamada de filogenia, organizada nas conhecidas árvores filogenéticas (JUDD, 

2009). 

A filogenia dos táxons é construída a partir de características 

morfológicas que são decorrentes de diversos processos evolutivos, bem como a 

partir de características fisiológicas e de distribuição geográfica, os quais são 

considerados métodos botânicos clássicos (WALTERS, 1963). Dessa forma, se torna 

evidente que ter conhecimento da constituição química é essencial, uma vez que a 

produção de metabólitos secundários pode indicar que determinadas espécies 

possuem rotas biossintéticas em comum, associadas a genes ou um conjunto deles, 

sendo assim restritos a um determinado grupo de plantas. Essa observação abriu um 
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amplo campo de estudos chamado de quimiotaxonomia (GOTTLIEB, 1982; 

HEGNAUER, 1986). 

Para a quimiotaxonomia, a existência de um padrão comum no 

metabolismo secundário pode vir a prover evidências que sejam mais precisas do que 

por apenas similaridades morfológicas (REYNOLDS, 2007). De modo mais amplo, 

assim como a botânica sistemática, podemos chamar de quimiossistemática a 

aplicação desses dados químicos para o estudo das relações e avanços evolutivos, na 

qual também era chamada por GOTTLIEB (1982) como quimiossistemática 

micromolecular. 

De modo geral, a química de produtos naturais ajudaria na obtenção 

mais racional de novas moléculas ativas a partir do estudo fitoquímico comparado 

associado com a correta classificação botânica dos táxons, bem como auxiliando no 

conhecimento da distribuição de compostos que são exclusivos de algumas famílias. 

No entanto, apenas uma pequena proporção das plantas foi estudada quanto aos seus 

constituintes, evidenciando a importância da continuidade dos estudos 

quimiossistemáticos (WINK, 2003). 

Mais recentemente foi adotado um novo termo chamado de 

quimiofenética das plantas, que são estudos que vão além das informações micro e 

macromoleculares. Nele, é envolvido a combinação de todos os dados fitoquímicos 

e até mesmo de produtos raros obtidos, formando assim uma matriz de metabólitos 

secundários, de modo a auxiliar a caracterização de clados que até então eram 

apoiados apenas por informações de sequências de DNA (ZIDORN, 2019). 
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1.2 - POSICIONAMENTOS TAXONÔMICOS 

 

1.2.1 - Família Picramniaceae 

 

Picramniaceae (Engler) Fernando & Quinn é uma família botânica 

recentemente descrita por FERNANDO e QUINN (1995) e segregada de 

Simaroubaceae, família na qual fazia parte anteriormente como subfamília 

Picramnioideae. Com a sua recircunscrição, os gêneros Picramnia e Alvaradoa 

passaram a fazer parte de Picramniaceae, sendo mais tarde incluído um terceiro 

gênero, Nothotalisia (THOMAS, 2011) e recentemente descrito um novo gênero, 

Aenigmanu, (FIGURA 1.1) onde a família recebeu uma revisão do seu táxon, mas 

ainda não foi incluído no Angiosperm Phylogeny Group (APG) (THOMAS et al., 

2021). 

FIGURA 1.1 – Tradicional Bayesiana representativa com as linhagens dos atuais 

gêneros descritos na família Picramniaceae. 
 

 
Fonte: Adaptado de Thomas et al., (2021). 
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Atualmente na APG-IV, Picramniaceae é o único membro da ordem 

Picramniales no clado Rosídeas (FIGURA 1.2), sendo um táxon superior irmão do 

clado [Sapindales (Huerteales (Malvales, Brassicales))] (SHIPUNOV et al., 2020). 

Com distribuição neotropical e possuindo cerca de 50 espécies, contém geralmente 

arbustos dioicos (nomenclatura botânica que descreve plantas arbóreas que 

apresentam indivíduos masculinos e femininos separados) com folhas alternas do 

tipo espiraladas, inflorescências longas e flores geralmente pequenas, que são mais 

presentes em indivíduos masculinos. O fruto pode ser em formato samaroide, 

contendo uma ou duas sementes (KUBITZKI, 2007). No Brasil, essa família pode 

ser encontrada em florestas em diferentes regiões biogeográficas, exceto os Pampas 

(PIRANI e DEVECCHI, 2016).  

FIGURA 1.2 – À Esquerda, a chave do clado Rosídeas, táxon superior ao clado que 

contém a ordem Picramniales, irmão do clado com as ordens [Sapindales (Huerteales 

(Malvales, Brassicales))]. À direita, a distribuição geográfica dos 

gêneros Picramnia (verde), Alvaradoa (preto) e Nothotalisia (vermelho). 
 

  

Fonte: Adaptado de Angiosperm Phylogeny Group (2016) e Shipunov (2020). 
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1.2.2 - Gênero Picramnia 

 

O gênero Picramnia compreende aproximadamente 40 espécies, que 

estão distribuídas entre o México, a Flórida (EUA), a América Central e América do 

Sul, compreendendo a região das Antilhas até o sul do Paraguai, o sul do Brasil e o 

norte da Argentina (PIRANI e DEVECCHI, 2016; PIRANI, 2002). Segundo Pirani 

(1990a), dessas espécies, 19 podem ser encontradas no Brasil, das quais 12 são 

exclusivas do país, onde P. sellowii Planch., P. latifolia Tul. e P. ramiflora Planch. 

são as espécies mais distribuídas por todo território brasileiro, comparadas às outras 

do gênero que possuem distribuição mais restrita a algumas regiões. 

Morfologicamente, algumas características presentes na família 

permanecem nas espécies desse gênero, alterando alguns aspectos como o tamanho 

das árvores, que são porte pequeno ou arbustos, inflorescência racemosa, flores 

unissexuadas em plantas dióicas, com frutos baga de cor viva com uma semente 

(PIRANI, 1990b; PIRANI, 2002; KUBITZKI, 2007). 

 

1.2.3 - Espécie Picramnia sellowii Planch. 

 

O nome Picramnia sellowii Planch. foi descrito e aceito em 1846, por 

Hooker no London Journal of Botany (IPNI, 2023), possuindo atualmente uma 

precisa caracterização taxonômica (TABELA 1.1) e geográfica (FIGURA 1.3). A 

espécie está amplamente distribuída em toda América do Sul, compreendendo o 

Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai. Pode ser encontrada em florestas estacionais 

semideciduais e matas ciliares, sendo mais expressivo o aparecimento de flores e 

frutos nos meses de outubro a maio (PIRANI, 2002). 

São geralmente arbustos com folhas compostas, pecioladas e alternas. 

Apresenta casca do caule com coloração cinza acastanhada, madeira amarelo-
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acastanhada, flores creme-esverdeadas e fruto baga simples com tons que variam do 

avermelhado ao vinho, com poucas sementes (PIRANI, 2002; CORTADI, 2010). 

TABELA 1.1 - Classificação taxonômica de P. sellowii Planch. 

Picramnia sellowii Planch. 

Reino Plantae 

Filo Tracheophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordem Picramniales 

Família Picramniaceae 

Gênero Picramnia 

Nome comum Gogóia 
Fonte: Adaptado de SiBBr (2023). 

 

FIGURA 1.3 – A espécie P. sellowii Planch. e sua distribuição geográfica em mapa 

interativo do SiBBr. 

  

Fonte: Adaptado de POWO (2023) e SiBBr (2023), Leaflet | Map data ©OpenStreetMap. 
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1.2.4 - Marcadores quimiotaxonômicos 
 

Para a sobrevivência, crescimento e reprodução, todos os organismos 

necessitam da atividade metabólica de diferentes compostos orgânicos. Dessa forma, 

o metabolismo será o conjunto de todas as reações que ocorreram no interior das 

células desse organismo. Esses processos reacionais levam à obtenção de uma 

diversidade de produtos, ou compostos químicos, chamados de metabólitos. Estes 

são originados a partir de duas vias do metabolismo vegetal: o metabolismo primário 

e o secundário (DEWICK, 2009). 

Nas plantas, os metabólitos primários são originados a partir dos 

processos fotossintéticos e são distribuídos universalmente nas diferentes espécies.  

Como exemplo tem-se os aminoácidos, carboidratos, lipídeos e a clorofila. Já os 

metabólitos secundários são originados a partir de um metabolismo especializado 

que as diferentes plantas utilizam para sua sobrevivência, adaptação e defesa. Como 

exemplo tem-se os alcaloides, terpenos e compostos fenólicos (DEWICK, 2009). 

Como consequência de sua especialidade, os metabólitos secundários 

possuem uma distribuição mais limitada, visto que são uma expressão individual das 

espécies. Dessa forma, colaboram para os estudos taxonômicos, na 

quimiossistemática, devido seu padrão de ocorrência em algumas linhagens vegetais. 

Por sua utilização como marcadores químicos facilitando a identificação, 

classificação e consolidação de filogenias, passaram posteriormente a serem 

chamados de marcadores quimiotaxonômicos (YANG, 2021). 

Podem ser citadas as famílias Simaroubaceae, Rutaceae e Meliaceae que 

apresentam limonoides e quassinoides como marcadores sistemáticos, enquanto que 

as antraquinonas aparecem muito expressivas nos gêneros Picramnia e Alvaradoa 

(LOGACHEVA e SHIPUNOV, 2017; SILVA et al., 2022). O que se pode evidenciar 

é que existem diferenças muito consistentes entre os limonoides encontrados em 
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Rutaceae daqueles presentes em Meliaceae, enquanto os quassinoides estão restritos 

a Simaroubaceae. Justamente devido ao uso dos quassinoides neste contexto, como 

marcadores com grande diversidade estrutural, isto implica a exclusão de Picramnia 

de Simaroubaceae. As espécies deste gênero acumulam antraquinonas, que até o 

momento não foram encontradas em nenhum outro grupo de Simaroubaceae (SILVA 

et al., 2022). 

Atualmente, já existem estudos de vias metabólicas e acompanhamento 

de parâmetros químicos relacionados a afinidade em diferentes grupos, bem como 

trabalhos de isolamento de marcadores quimiossistemáticos são realizados utilizando 

equipamentos e técnicas computacionais mais modernas e sensíveis que podem levar 

a uma detecção precisa destes marcadores em quantidades traço (ZHOU et al., 2014; 

GIMENES et al., 2020; SILVA et al., 2022). Dessa forma, a realização de um estudo 

utilizando um método analítico moderno que combine espectrometria de massas em 

tandem (MS/MS) e redes moleculares, pode representar o início da aplicação da 

análise metabolômica baseada em LC-MS à quimiossistemática do gênero 

Picramnia. Essa aplicação permitirá a identificação de potenciais marcadores 

sistemáticos, e a este respeito pode gerar a confirmação da presença ou prova 

definitiva da ausência de quassinoides neste gênero. Isso deve ser considerado crucial 

para manter um status separado para o gênero Picramnia na família Picramniaceae, 

como já mostrado anteriormente. 

 

1.3 - QUIMIODIVERSIDADE DO GÊNERO Picramnia 
 

Em um levantamento bibliográfico realizado dos metabólitos 

secundários já encontrados nas espécies do gênero Picramnia, podem ser citados 

uma diversidade de antraquinonas, antronas e oxantonas e alguns derivados simples 

de fenilpropanoides, cumarinas, triterpenos e esteroides, das 10 espécies estudadas: 
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P. sellowii, P. parvifolia, P. antidesma, P. hirsuta, P. teapensis, P. latifolia, P. 

polyantha, P. pentandra, P. glazioviana, P. macrostachys.  

Dentre os trabalhos já publicados com a espécie P. sellowii, Balderrama 

et al., (2001) e Leon e Juan (1975) citam o isolamento, de triterpenoides, 

antraquinonas, antronas, antronas glicosiladas e esterois. Em ensaio de citotoxidade 

bioguiado utilizando P. sellowii, Aponte et al. (2008) cita o uso da espécie na 

medicina tradicional, por tribos indígenas, para doenças de pele e relata o isolamento 

e identificação de dois constituintes químicos, a natalo-emodina e o crisofanol, 

descrevendo a ação citotóxica da natalo-emodina contra uma linhagem celular de 

câncer de pulmão humano. Apenas um trabalho (CAM, 1973) com P. sellowii relata 

seu perfil químico. O que deixa evidente a necessidade de mais estudos sobre a 

constituição química desta espécie e seu potencial. Na TABELA 1.2 encontram-se 

sumarizados os constituintes químicos já identificados ou isolados nas espécies 

estudadas do gênero Picramnia. Na TABELA 1.3 encontram-se as estruturas citadas. 

TABELA 1.2 - Diversidade química de espécies do gênero Picramnia. 

Espécie Ocorrência Substância [Ref.] 

Picramnia 

sellowii 

 

casca betulinic acid Cam, 1975. 

epibetulinic acid 

 Physcion  Leon and Juan, 

1975. 

 

Emodin  

Chrysophanol  

partes aéreas  picramnioside A  Balderrama et 

al., 2001. picramnioside C  

folhas nataloe-emodin  Aponte et al., 

2008. Chrysophanol  

Picramnia 

parvifolia 

casca, galhos, 

e folhas 

Physcion  Popinigis et al., 

1980. Emodin  

Chrysophanol  

Aloe emodin  

Rhein  

Picramnia 

antidesma 

folhas aloe-emodin  Solis et al., 

1995. aloe-emodin anthrone  

picramnioside A  



 

 

10 

 

TABELA 1.2 - Diversidade química de espécies do gênero Picramnia (continuação). 

Espécie Ocorrência Substância [Ref.] 

Picramnia 

antidesma 

folhas picramnioside B  Solis et al., 

1995. picramnioside C  

Picramnia 

antidesma 

raízes Uveoside  Hernandez-

Medel, et.al., 

1998. 

anthrone 

β-sitosterol 

Emodin  

7-hydroxycoumarin 

galhos mayoside  Hernandez-

Medel, et.al., 

1999. 

Saroside  

casca da raiz  10-epi-uveoside  Hernández-

Medel and 

Pereda-Miranda, 

2002. 

Picramnia 

hirsuta 

raízes Mayoside  Hernandez-

Medel, et.al., 

1996. 

raízes Emodin  Hernandez-

Medel et al., 

1998. 

Chrysophanol  

Aloe emodin 

7-hydroxycoumarin 

β-sitosterol 

Picramnia 

teapensis 

casca de 

galhos  

 picramnioside F  Rodrıǵuez-

Gamboa et al., 

2000. 

  

 mayoside C  

1-O-β-D-glucopyranosyl 

emodin  

8-O-β-D-glucopyranosyl 

emodin 

Picramnia 

teapensis 

casca picramniosides D  Rodrıǵuez-

Gamboa et al., 

1999. 

 

picramniosides E  

mayoside  

mayoside B 

Emodin  

Oxanthrone  

7-hydroxycoumarin 

7-Benzoyl  Rodrıǵuez-

Gamboa et al., 

2001. 

3,7-dibenzoyl 
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TABELA 1.2 - Diversidade química de espécies do gênero Picramnia (continuação). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie Ocorrência Substância [Ref.] 

Picramnia 

latifolia 

raízes e folhas picramniosides G Diaz et al.,2004. 

picramniosides H  

mayosides D  

mayosides E  

 6,8-dihidroxi-10-

methyl-7H-

benz[de]anthracen-7-

one 

 6,8-dihidroxi-4-methyl-

7H-benz[de]anthracen-

7-one 

nataloe-emodin  

Chrysophanein 

Chrysophanol  

1,5-dihidroxi-7-

methoxy-3-

methylanthraquinone  

Pulmatin  

Picramnia 

polyantha 

frutos Aloe-emodin  Hernández - 

Mendel et al., 

2009. 

β-sitosterol 

Picramnia 

pentandra 

casca 3-epibetulinic acid Herz, Santhanam 

and Wahlberg, 

1972.  

Picramnia 

glazioviana 

folhas picraviane A Gimenes et. al, 

2019. picraviane B 

Picramnia 

macrostachys 

folhas Chrysophanol  Arana and Julca, 

1986. Physcion  
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TABELA 1.3 - Estruturas dos metabólitos secundários isolados do gênero 

Picramnia. 

 
 

 

 

Anthraquinona 

Compostos Nomenclatura Origem [Ref.] 

1 = OH, 6 = 

OMe, 8 = 

OH 

physcion Picramnia 

macrostachys, 

Picramnia sellowii e 

Picramnia parvifolia 

Arana and Julca, 1986; 

Leon and Juan, 1975; 

Popinigis et al., 1980. 

1 = OH, 6 = 

OH, 8 = OH 

emodin Picramnia antidesma, 

Picramnia hirsuta, 

Picramnia sellowii, 

Picramnia parvifolia e 

Picramnia teapensi 

Hernandez-Medel 

et.al., 1998; 

Hernandez-Medel 

et.al., 1998; Leon and 

Juan, 1975; Popinigis 

et al., 1980; Rodrıǵuez-

Gamboa et al., 1999. 

1 = OH, 8 = 

OH 

chrysophanol Picramnia sellowii, 

Picramnia 

macrostachys, 

Picramnia latifolia, 

Picramnia hirsuta e 

Picramnia parvifolia. 

Aponte et al., 2008; 

Arana and Julca, 1986; 

Diaz et al., 

2004; Hernandez 

Medel et.al., 1998; 

Popinigis et al., 1980. 

1 = OH, 3 = 

COOH,8= 

OH 

rhein Picramnia parvifolia Popinigis et al., 1980. 

1 = OH, 3 = 

CH2OH, 8 = 

OH 

Aloe-emodin Picramnia polyantha e 

Picramnia antidesma 

Hernández-Mendel et 

al., 2009; Solis et al., 

1995. 

1 = OH, 7 = 

OH, 8 = OH 

nataloe-

emodin 

Picramnia sellowii 
 e 

Picramnia latifolia  

Aponte et al., 2008; 

Diaz et al., 

2004. 

 

1 = OGlc, 8 

= OH 

chrysophanein  Picramnia latifolia Diaz et al., 

2004. 
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Anthraquinona (continuação) 

Compostos Nomenclatura Origem [Ref.] 

1 = OH, 5 = 

OH, 7 = 

OMe 

1,5-dihidroxi-7 

methoxy-3-

methylanthraqu

inone 

Picramnia latifolia Diaz et al., 

2004. 

1 = OH, 8 = 

OGlc 

pulmatin Picramnia latifolia Diaz et al., 

2004. 

1 = OGlc, 6 

= OH, 8 = 

OH 

1-O-β-D-

glucopyranosyl 

emodin 

Picramnia teapensis Rodrıǵuez-Gamboa et 

al., 1999. 

1 = OH, 6 = 

OH, 8 = 

OGlc 

8-O-β-d-

glucopyranosyl 

emodin 

Picramnia teapensis Rodrıǵuez-Gamboa et 

al., 1999. 

 

 

Antronas 

Compostos Nomenclatura Origem [Ref.] 

1 = OH, 3 = 

CH2OH, 8 = 

OH,  

Aloe-emodin 

anthrone 

Picramnia antidesma Solis et al., 1995. 

 

 

Antronas C-glucosídicas 

Compostos Nomenclatura Origem [Ref.] 

1 = OH, 8 = 

OH, R1 = H, 

R2 = GlcBz 

uveoside Picramnia antidesma Hernandez-Medel 

et.al., 1998. 

1 = OH, 8 = 

OH, R1 = 

GlcBz , R2 = 

H 

Picramnioside 

G 

Picramnia latifolia Diaz et al., 

2004. 
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Antronas C-glucosídicas (continuação) 

Compostos Nomenclatura Origem [Ref.] 

1 = OH, 8 = 

OH, R1 = 

GlcBz, R2 = 

H 

10-epi-

uveoside 

Picramnia antidesma Hernández-Medel and 

Pereda-Miranda, 2002. 

1 = OH, 8 = 

OH, R1 = H, 

R2 = GlcBz 

Picramnioside 

H 

Picramnia latifolia Diaz et al., 

2004. 

1 = OH, 6 = 

OH, 8 = OH, 

R1 = GlcBz , 

R2 = H 

Picramnioside 

D 

Picramnia teapensis Rodrıǵuez-Gamboa et 

al., 1999. 

1 = OH, 6 = 

OH, 8 = OH, 

R1 = H, R2 = 

GlcBz  

Picramnioside 

E 

Picramnia teapensis Rodrıǵuez-Gamboa et 

al., 1999. 

1 = OGlc, 6 

= OH, 8 = 

OH, R1 = H, 

R2 = GlcBz  

Picramnioside 

F 

Picramnia teapensis Rodrıǵuez-Gamboa et 

al., 2000. 

1= OH, 3 = 

CH2OH, 8 = 

OH, R1 = 

GlcBz , R2 = 

H 

Picramnioside 

A 

Picramnia sellowii and 

Picramnia antidesma 

Balderrama et al., 

2001; 

Solis et al., 1995. 

1 = OH, 6 = 

OH, 8= OH, 

R1 = GlcBz, 

R2 = OH 

mayoside Picramnia antidesma, 

Picramnia hirsuta and 

Picramnia teapensis 

Hernandez-Medel 

et.al., 1999; 

Hernandez-Medel, 

et.al., 1996; 

Rodrıǵuez-Gamboa et 

al., 1999. 

1 = OH, 6 = 

OH, 8 = OH, 

R1 = OH, R2 

= GlcBz 

saroside Picramnia antidesma Hernandez-Medel 

et.al., 1999. 

1 = OH, 8 = 

OH, R1 = 

OH, R2 = 

GlcBz 

Mayoside D Picramnia latifolia Diaz et al., 

2004. 
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Antronas C-glucosídicas (continuação) 

Compostos Nomenclatura Origem [Ref.] 

1 = OH, 8 = 

OH, R1 = 

GlcBz, R2 = 

OH 

Mayoside E Picramnia latifolia Diaz et al., 

2004. 

1 = OH, 6 = 

OH, 8 = OH, 

R1 = GlcBz , 

R2 = OH 

Mayoside B Picramnia teapensis Rodrıǵuez-Gamboa et 

al., 1999. 

1 = OH, 6 = 

OH, 8= 

OGlc, R1 = 

GlcBz, R2 = 

OH 

Mayoside C Picramnia teapensis Rodrıǵuez-Gamboa et 

al., 2000. 

1 = OH, 6 = 

OH, 8 = OH, 

R1 = OH, R2 

= GlcBz 

Oxanthrone Picramnia teapensis Rodrıǵuez-Gamboa et 

al., 1999. 

 

 

Oxantronas C-glucosídicas 

Compostos Nomenclatura Origem [Ref.] 

1= OH, 3 = 

CH2OH, 8 = 

OH, R1 = 

GlcBz , R2 = 

H 

Picramnioside B Picramnia antidesma Solis et al., 1995. 

1= OH, 3 = 

CH2OH, 8 = 

OH, R1 = H, 

R2 = GlcBz 

Picramnioside C Picramnia sellowii 

and Picramnia 

antidesma 

Balderrama et al., 

2001; 

Solis et al., 1995. 
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1.4 - CANCRO CÍTRICO (Xanthomonas citri subsp. citri.) 

 

O cancro cítrico é uma das principais doenças que afetam as variedades 

comerciais dos citros, causada pela bactéria fitopatogênica Xanthomonas citri subsp. 

citri. Essa doença leva ao aparecimento de sintomas em todas as partes aéreas das 

plantas jovens, onde inicialmente ocorre o surgimento de erupções em relevo na 

superfície dos frutos, folhas e nos galhos (FIGURA 1.4), que são como fontes locais 

de inoculação da bactéria (MARTINS et al., 2020). Posteriormente, ocorre 

desfoliação e queda dos frutos devido a infecção severa dessas plantas, que 

apresentam maior concentração do inóculo nas fases iniciais das lesões do que nas 

lesões mais velhas (FERENCE et al., 2018). 

A transmissão é facilitada por insetos, tempestades e até mesmo por 

pequenos machucados causados pelas ferramentas usadas nos pomares. De um modo 

geral, o fitopatógeno age formando um biofilme que auxilia no fator de virulência, 

aumentando o processo infeccioso. Se em condições de temperatura e umidade 

favoráveis, as células bacterianas penetram no tecido (FIGURA1.4) através dos 

estômatos ou das feridas presentes na superfície. O ciclo de infecção permanece com 

o escapamento dessas bactérias e infecção em novos indivíduos (MARTINS et al., 

2020). 

Há 60 anos o cancro cítrico está presente no estado de São Paulo e 

constantes esforços são direcionados na tentativa de erradicar essa doença. Por ser a 

maior área produtora de laranja do mundo, uma legislação federal conhecida como 

Instrução Normativa n°21 (BRASIL, 2018) foi publicada para regulamentar o 

controle da doença no país. Dentre os conjuntos de medidas em áreas sob 

erradicação, é citada a eliminação da planta infectada e pulverização de cobre nas 

árvores vizinhas das plantas doente, como forma de conter a disseminação 

(BEHLAU, 2021). 
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Porém, muito embora alguns desses bactericidas à base de cobre sejam 

eficientes para a contenção, não existe capacidade de que o inóculo seja suprimido 

completamente e assim, uma reaplicação é necessária. Entretanto, a reaplicação 

constante e em excesso favorece o surgimento de cepas resistentes e compromete o 

controle esperado (BEHLAU, GOCHEZ e JONES, 2020). Evidenciando a 

necessidade da busca por novos compostos mais ecológicos que possam não só inibir 

o crescimento do fitopatógeno, bem como possa atuar suprimindo o crescimento da 

doença na planta, a partir do estímulo do seu sistema imunológico (MARTINS et al., 

2020). 

FIGURA 1.4 – Lesões do cancro cítrico em frutos, folhas e galhos, com modo de 

ação da infecção do fitopatógeno nos tecidos. 
 

  

                                   
Fonte: Adaptado de FUNDECITRUS (2023) e MARTINS (2020). 
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2 -  OBJETIVOS 

 

2.1 - OBJETIVO GERAL  
 

Desenvolver protocolos analíticos através de UHPLC-QTOF-MS/MS, 

para avaliar o perfil químico de Picramnia sellowii Planch. para detectar 

quassinoides. 

 

2.1 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

•  Preparar e obter o extrato etanólico das folhas de P. sellowii; 

•  Desenvolver métodos cromatográficos por HPLC-DAD;  

• Desenvolver métodos de fracionamento dos metabólitos secundários dos 

extratos por SPE-C18; 

•  Realizar o estudo metabolômico e a construção de biblioteca de dados a partir 

da desreplicação das frações de extrato, utilizando análises de UPLC-QTOF-

MS/MS, em conjunto com diferentes bases de dados de redes moleculares. 

•  Avaliar a atividade antibacteriana do extrato, frente a bactéria fitopatogênica 

Xanthomonas citri subsp. citri causadora da doença Cancro Cítrico. 
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3 -  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 - MATERIAL BOTÂNICO 

 

A espécie P. sellowii foi coletada no munícipio de Porto Ferreira - SP, 

em uma trilha na floresta estacional semidecidual localizada às margens do rio Moji-

Guaçu, no Parque Estadual de Porto Ferreira (21°51'22.1"S, 47°26'07.4"W), 

conforme indicado na (FIGURA 3.5). A exsicata foi preparada para identificação 

taxonômica inequívoca da espécie, e em seguida, o espécime (L.M. Borges 1237) foi 

depositado como um voucher no Herbário da Universidade Federal de São Carlos 

(SPSC), no Departamento de Botânica. 

FIGURA 3.5 - Localização por satélite do material vegetal coletado no Parque 

Estadual de Porto Ferreira.  

 
Fonte: Adaptado de Google Maps (2023). 

 

3.2 - OBTENÇÃO DOS EXTRATOS 

 

Após a coleta, as folhas de P. sellowii foram secas em estufa com 

circulação de ar, a 40°C durante 7 dias. Quando completamente seco, o material foi 

triturado em liquidificador industrial (FIGURA 3.6) e submetidos à extração em 

EtOH e uma mistura EtOH:H2O (1:1), utilizando banho de ultassom (sonicador), por 
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2 h à 40°C, três vezes consecutivas, obtendo ao final, os extratos etanólico (Ps_F) e 

hidroalcóolico (Ps_H) (FIGURA 3.7). Em um segundo momento, com base em 

resultados preliminares obtidos por LC-MS/MS, foram realizadas microextrações, 

utilizando o mesmo processo, com MeOH e outro com CH2Cl2, obtendo os extratos 

PSel_CH2Cl2 e PSel_MeOH. 

Os extratos etanólico, hidroalcóolioco e aqueles obtidos por 

microextração foram filtrados em filtro de papel comum e secos em um evaporador 

rotativo BUCHI (Rotavapor® R-215, banho de aquecimento B-491, bomba de vácuo 

V-700, controle de vácuo V-850). Posteriormente, todos os extratos foram 

transferidos para diferentes frascos, pesados e etiquetados, sendo em seguida feito o 

cálculo do rendimento e direcionados para armazenamento em refrigerador. 

FIGURA 3.6 - Representação do processo de coleta, secagem e moagem das folhas 

de P. sellowii. 
 

 

 

FIGURA 3.7 - Representação do processo de extração das folhas de P. sellowii. 
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3.2.1 -Análise do perfil químico de P. sellowii por HPLC-PDA 

 

Alíquotas de cada extrato, foram solubilizadas em MeOH grau HPLC 

(Sigma-Aldrich®) a fim de serem obtidas amostras com concentração de 3 mg/mL. 

As amostras preparadas passaram por um clean up para eliminação da clorofila e 

foram armazenadas em vials. 

Em seguida, foram submetidas a análise do perfil químico em um 

cromatógrafo líquido de alta eficiência (SHIMADZU® Prominence, três unidades 

de bombeamento de solvente LC-20AR, auto-injetor SIL-10AF, controlador de 

sistema CBM-20A, detector UV/VIS SPD-M20A, degaiseficador DGU-20A, 

software LabSolutions™, versão 5.90), utilizando uma coluna analítica 

Phenomenex® Gemini C18 (250 x 4,6 mm, partícula de 5μm). Para a separação no 

modo reverso, foram preparadas as fases: H2O (ultrapura Milli-Q®) + ácido fórmico 

0,1% (linha A) e MeOH (grau HPLC Sigma-Aldrich®) + ácido fórmico 0,1% (linha 

B). Um gradiente de eluição (exploratório padrão) com fluxo de 1 mL/min 

(TABELA 3.4) e volume de injeção de 15 µL foi monitorado no comprimento de 

onda de λ 254 nm. 

TABELA 3.4 - Gradiente exploratório utilizado na análise preliminar do perfil 

químico dos extratos. 

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%) 

00,00 95 5 

40,00 0 100 

45,00 0 100 

47,00 95 5 

60,00 95 5 
Solvente A = água + 0,1% ácido fórmico (v/v)  

Solvente B = metanol + 0,1% ácido fórmico (v/v) 
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3.3 - FRACIONAMENTO POR EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA (SPE) 

 

Para melhor detecção nas análises por LC-MS/MS a partir de amostras 

menos complexas e a possibilidade de concentração de analitos de interesse, foi 

realizado um fracionamento por extração em fase sólida (SPE) utilizando um 

cartucho C-18 Supelco® (SUPELCLEAN™ LC-18, 10 g em massa, 60 mL em 

volume, partícula de 45 μm). Dessa forma, 60 mL de MeOH grau HPLC (Sigma-

Aldrich®) foi aplicado para ativação e limpeza do cartucho. Para a eluição, foi 

utilizado cinco vezes o volume morto de cada fração, onde a porcentagem de solvente 

(TABELA 3.5 e TABELA 3.6) foi escolhida com base no cromatograma do perfil 

químico obtido por HPLC-PDA. Para aplicação da amostra, o cartucho foi 

inicialmente condicionado na primeira fase móvel e em seguida 500 mg dos extratos 

de P. sellowii (PS_F e PS_H) foram solubilizados nessa mistura. Após a coleta das 

frações com as fases planejadas, o cartucho foi limpo com uma mistura de 

MeOH:CHCl3 e depois somente MeOH.  

TABELA 3.5 - Fases móveis utilizadas no fracionamento do extrato etanólico de P. 

sellowii (código PS_F). 

Frações coletadas Fase móvel para eluição (%) 

F1 20 

F2 30 

F3 40 

F4 100 

Eluente = MeOH + 0,1% de ácido fórmico (v/v)  

A fim de verificar a eficiência do fracionamento, foram preparadas 

amostras com as frações, conforme o item 3.2.1, para análise no equipamento HPLC-

PDA SHIMADZU® utilizando a mesma coluna analítica Phenomenex® Gemini 

C18 e o gradiente de eluição descrito na TABELA 3.4 (item 3.2.1) com 
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monitoramento no comprimento de onda de λ 254 nm. O rendimento das frações foi 

calculado. 

TABELA 3.6 - Fases móveis utilizadas no fracionamento do extrato hidroalcóolico 

de P. sellowii (código PS_H). 

Frações coletadas Fase móvel para eluição (%) 

H1 20 

H2 45 

H3 70 

H4 100 

Eluente = MeOH + 0,1% de ácido fórmico (v/v)  

Ao final, obteve-se as frações F1-F4 do extrato etanólico e as frações 

H1-H4 do extrato hidroalcóolico de P. sellowii, que foram armazenadas para análises 

posteriores. 

 

3.4 - ANÁLISE POR UHPLC-QTOF-MS/MS 

 

As amostras para a aquisição dos dados de LC-MS/MS foram 

previamente tratadas a partir de clean up com um cartucho SPE C-18 Supelco® 

(Supelclean™ LC-18, 1 g em massa, 6 mL em volume, partícula de 45 μm), e 

posteriormente, elas foram diluídas em ACN:H2O (1:1) na concentração de 50 ppm 

e armazenadas em vials. Todos os solventes utilizados na análise foram de grau LC-

MS LiChrosolv® (Sigma-Aldrich®). 

As análises foram realizadas em um cromatógrafo líquido de ultra-

eficiência (Agilent 1290 Infinity II) acoplado a um espectrômetro de massas Agilent 

G6545B Q-TOF (Agilent Technologies Inc.) equipado com uma fonte de ionização 

eletrospray (ESI). As fases móveis eram compostas por: H2O + ácido fórmico 0,1% 

(linha A) e ACN + ácido fórmico 0,1% (linha B). Uma coluna Agilent® Zorbax SB-
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C18 (50 × 3,0 mm; partícula de 1.8 µm) mantida a 33 °C foi utilizada para a 

separação. O volume de injeção foi de 2 µL e o fluxo a 0,3 mL/min, no seguinte 

gradiente: 5% a 100% de B em 15 min, mantendo a condição de gradiente a 100% 

de B durante 2 min, em seguida retornando novamente para sua condição inicial em 

5% de B até um o tempo 17,20 min e sendo mantido em 5% de B até 20 min para 

recondicionamento (TABELA 3.7).  

TABELA 3.7 - Gradiente exploratório utilizado para análise no sistema UHPLC-

QTOF-MS/MS 

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%) 

00,00 95 5 

15,00 0 100 

17,00 0 100 

17,20 95 5 

20,00 95 5 
Solvente A = água + 0,1% ácido fórmico (v/v)  

Solvente B = acetonitrila + 0,1% ácido fórmico (v/v) 

 

Foram adquiridos os dados de MS nos modos positivo e negativo, 

utilizando o modo auto MS/MS, realizando o monitoramento dos íons no intervalo 

de m/z 120-1500 durante o progresso da análise, com os seguintes parâmetros de 

ionização: pressão do gás nebulizador 35 psi, fluxo do gás de secagem 10 L/min, 

temperatura do gás de secagem 300 °C, fluxo do sheath gas 11 L/min, temperatura 

do sheath gas 320 °C. Os paramêtros da fonte: voltagem do capilar 3000 V, voltagem 

do skimmer 65 V, voltagem do fragmentor 110 V. A taxa de aquisição dos espectros 

foi de cinco espectros por segundo. 

Toda a aquisição dos dados de LC-MS/MS foram obtidas utilizando o 

software MassHunter Workstation, versão B.09.00 (Agilent Technologies©).  
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3.4.1 - Processamento dos dados obtidos por UHPLC-QTOF-MS/MS 

 

A partir da análise MS, um grande volume de dados é adquirido. Para a 

construção de redes moleculares, esse conjunto de dados precisou ser organizado no 

módulo de análise Feature-Based Molecular Networking (FBMN), até a visualização 

e análise da rede molecular (FIGURA 3.8). Dessa forma, os dados brutos adquiridos 

por UHPLC-QTOF-MS/MS nos modos positivo e negativo, utilizando o software 

MassHunter Workstation, fornecem os arquivos em uma extensão no formato (.d) 

que necessita de conversão para que sejam tratados em um software apropriado para 

o alinhamento dos dados. 

FIGURA 3.8 - Fluxograma exemplificando as etapas de processamento dos dados e 

visualização da rede molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fonte: Adaptado de YOSHIOKA (2021). 

Utilizando o msConvert, uma ferramenta do grupo ProteoWizard© 

(CHAMBERS et. al, 2012), todos esses dados foram convertidos para o formato 
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(.mzML). Em seguida, esses arquivos foram pré-processados, deconvoluídos e 

alinhados em um único feature na ferramenta MS-DIAL (TSUGAWA et al., 2020) 

para a geração de uma matriz de dados única. Essa matriz obtida foi extraída no 

formato (.msp), um formato de entrada para a ferramenta MS-FINDER (TSUGAWA 

et al., 2016), onde foram geradas anotações por meio do agrupamento dos dados de 

MS/MS por similaridade (clusters), ao comparar espectros de referência de bancos 

de dados de metabólitos secundários. Os bancos de dados selecionados nessa 

ferramenta foram: FooDB, PlantCyc, ChEBI, LipidMAPS, DrugBank, KNApSAcK, 

NANPDB, NPA, COCONUT, PubChem, UNPD e METLIN.  

Após esse processamento, os arquivos foram exportados no formato 

(.mgf) e submetidos à plataforma GNPS© (WANG et al., 2016) ao fluxo de trabalho 

FBMN. Os parâmetros do filtro do GNPS foram definidos para: tolerância de massa 

de íons precursores Δ 0,02 Da; tolerância de massa de íons fragmentados: Δ 0,06 Da. 

Para a criação da rede molecular usou-se um mínimo de 4 para fragmentos 

semelhantes, mínimo de pares cossenos de 0,7 e 2 para o tamanho mínimo do cluster. 

O FBMN foi exportado para a plataforma Cytoscape©, versão 3.8.2 (SHANNON et 

al., 2003) para análise e visualização da rede molecular gerada. 

 

3.4.1.1 - Análises por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

A partir das informações obtidas por UHPLC-QTOF-MS/MS, 

utilizando as redes moleculares adquiridas, foram direcionadas metodologias por 

HPLC-PDA no modo preparativo para isolamento das moléculas anotadas. Os 

cromatogramas das frações obtidas foram trabalhados em métodos de eluição no 

modo isocrático, com metodologia direcionada para o comportamento específico de 

cada fração, utilizando uma coluna semipreparativa Phenomenex® Gemini C18 (250 

x 10 mm; 5 µm). 
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Para todas as coletas realizadas, as amostras foram secas e analisadas 

por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de ¹H e ¹³C{¹H}, equipamento 

Brucker® DRX 9,4 T (400 MHz para RMN H1 e 100 MHz para RMN C13). Os 

espectros obtidos foram tratados no software MestReNova® (MNova©), Mestrelab 

Research S.L., versão 12.0.0 (Willcott, 2009). 

 

3.5 - ENSAIO BIOLÓGICO COM Xanthomonas citri subsp. citri. 
 

Para o desenvolvimento do ensaio biológico, foram utilizadas cepas de 

Xanthomonas citri subsp. citri., fornecidas pelo Fundo de Defesa da Citricultura 

(Fundecitrus), do município de Araraquara - SP. Os três isolados de bactérias 

fitopatogênicas eram resistentes, tolerantes e suscetíveis ao cobre (TABELA 3.8). 

Os ensaios foram realizados em triplicata para o cálculo da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM), utilizando o método de microdiluição seriada em microplacas de 96 

orifícios, para determinar os valores mínimos de concentração do composto que é 

capaz de inibir o crescimento dos microorganismos. 

TABELA 3.8 - Isolados da bactéria fitopatogênica Xanthomonas citri ssp. citri. 

Isolado Local de origem Ano de isolamento Cu(II) 

1645 Bella Vista, Corrientes - Argentina 2003 Resistente 

1666 Rondon - Paraná 2011 Tolerante 

12 Paranavaí - Paraná 1997 Sensível 

 

O preparo do inóculo seguiu as diretrizes pré-estabelecidas pelo Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI), para obter 5 x 105 UFC (Unidade 

Formadora de Colônia), com as seguintes etapas: crescimento dos isolados por 72h 

em caldo nutriente, suspensão em solução salina 0,9%, padronização da turbidez para 

a concentração de 105 UFC/mL, retirada de uma alíquota para o inóculo com 

posterior adição de solução salina e caldo nutriente. 
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As amostras ensaiadas (extratos: PS_F, PS_H, PS_MeOH, PS_CH2Cl2 

e frações F1-F4) foram dissolvidas em DMSO a 0,5 mg/mL e posteriormente foi 

adicionado o caldo de nutriente, obtendo concentrações seriadas na faixa de 1000 

μg/mL à 0,195 μg/mL. Como controle positivo foi utilizado o Sulfato de cobre 

pentahidratado, e o controle negativo utilizado foi o DMSO, com uma solução de 5% 

(v/v). Orifícios contendo apenas o inóculo foram incluídos para o controle da 

viabilidade dos isolados, sendo adicionados também oríficios não inoculados, 

contendo apenas o caldo nutriente, para garantia da esterilidade do meio, e contendo 

apenas solução salina (FIGURA 3.9). Ao final, as microplacas foram seladas com 

plástico filme e guardadas por 72 h em uma Câmara Incubadora BOD a uma 

temperatura de 28°C. 

FIGURA 3.9 - Representação do método de CIM em microplaca de 96 orifícios para 

a bactéria X. citri. 

                                        

                            

Fonte: Adaptado de SILVA (2017). 
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Ao final, os dados da CIM foram obtidos por meio da adição de 30 μL 

resazurina (Sigma-Aldrich®) em solução aquosa (0,02%), em casa uma das 

microplacas. A resazurina, de coloração azul, representa a ausência de crescimento 

microbiano, com mudança para a coloração rosa na presença de células bacterianas. 

Onde não houve crescimento microbiano, a Concentração Bactericida 

Mínima (CBM) foi realizada também em triplicata, utilizando os mesmos isolados 

de bactéria (TABELA 3.8). A CBM foi determinada pela subcultura de uma alíquota 

de 5 μL das amostras dos testes de CIM, retiradas de uma placa onde não houve a 

adição de resazurina, após 72 h de tratamento. Com uma pipeta multicanal foi 

transferida uma alíquota retirada de cada orifício que apresentou CIM, semeando-as 

em placas de petri contendo o meio de crescimento microbiano Ágar Nutriente.  

As placas de ágar foram levadas à Câmara Incubadora BOD, sendo 

mantidas em temperatura de 28°C e após um período de 72 h avaliou-se os resultados 

identificando em quais concentrações houve crescimento bacteriano (FIGURA 

3.10). A CBM foi determinada como a menor concentração que matou ≥ 99,9% de 

bactérias após 72 h de tratamento antimicrobiano. 

FIGURA 3.10 - Representação do método de CBM em placas de ágar. 

 
Fonte: Elaboração BioRender©.  
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4 -  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Esta seção trata da descrição dos dados e da discussão dos resultados 

obtidos no desenvolvimento da pesquisa, sendo apresentados e discutidos na ordem 

em que foi apresentada a metodologia deste trabalho. 

 

4.1 - RENDIMENTO DOS EXTRATOS  
 

As massas das folhas e os respectivos rendimentos dos extratos PS_F e 

PS_H de P. sellowii foram obtidos como demonstra a TABELA 4.9. Em seguida, os 

extratos foram submetidos à análise do perfil cromatográfico em HPLC-PDA (item 

3.2.1), utilizando o gradiente exploratório padrão em λ 254nm, H2O:MeOH - 95:5 a 

100% descrito na TABELA 3.6 do item 3.2.1.  

TABELA 4.9 - Rendimentos do PS_F e PS_H de P. sellowii. 
 

 

 

 Ps_F Ps_H 

Massa inicial do material vegetal 468 g 468 g 

Massa do extrato obtido 44,64 g 35,85 g 

Rendimento (%) 9,53% 7,66% 

 

4.1.1 - Perfil químico obtido de P. sellowii por HPLC-DAD 

 

Os perfis cromatográficos obtidos, (FIGURA 4.11) e (FIGURA 4.12) 

conforme o item 3.2.2 deram uma evidência prévia sobre as interferências específicas 

das amostras que seriam trabalhadas, auxiliando assim na decisão do fracionamento, 

para que as amostras não causassem problemas na detecção e concentração dos 

analitos que se tinham interesse na amostra original, objetivando também o 
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enriquecimento e purificação das amostras a serem utilizadas nas demais análises. 

Nessa etapa o preparo de amostra seria importantíssimo, visto que esperava-se obter 

a anotação de compostos em concentrações traço em um sistema de alta resolução. 

Dessa forma, foram propostos os fracionamentos de ambos os extratos, PS_F e PS-

_H. Ficou evidente que PS_F se mostrou ter no perfil uma melhor separação para a 

obtenção de frações com maior possibilidade de isolamento de substâncias puras. 

FIGURA 4.11 - Perfil cromatográfico obtido de PS_H. 

 
 

FIGURA 4.12 – Perfil cromatográfico obtido de PS_F. 
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4.1.2 - Perfil das frações de P. sellowii por HPLC-DAD 
 

A partir da análise dos perfis cromatográficos de ambos os extratos 

(FIGURA 4.11 e FIGURA 4.12), foram feitas as escolhas dos fracionamentos para a 

obtenção das frações descritas no item 3.3, como detalham as tabelas 3.7 e 3.8 

(FIGURA 4.13). Objetivando a coleta da fração F1, foram realizadas sucessivas 

etapas de fracionamentos do extrato PS_F, partindo de 500 mg em cada processo, até 

o uso de 3 g de extrato, sendo obtidas as massas e os rendimentos das frações 

conforme descrito na TABELA 4.10. 

FIGURA 4.13 - Cromatograma de PS_F e proposta de fracionamento. 

 

TABELA 4.10 - Rendimentos das frações do extrato etanólico de P. sellowii. 

SPE de PS_F 

 F1 F2 F3 F4 

Força de eluição (% MeOH) 20 30 40 100 

Massa obtida (mg)* 938,2 160,9 206,4 642,8 

Rendimento (%) 31,27 5,36 6,88 21,42 

* Utilizando-se 3g de extrato etanólico 
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Como forma de verificar a eficiência do fracionamento, todas as frações 

obtidas dos diferentes extratos, PS_F e PS_H, foram direcionadas para a análise por 

HPLC-DAD (item 3.2.1). Os cromatogramas obtidos das frações H1 a H4 desta 

seção, estão apresentados nas FIGURAS A.41 a A.44 do Apêndice. As frações F1 a 

F4 tiveram seus cromatogramas plotados em um gráfico para comparação e melhor 

visualização na FIGURA 4.14 e seus cromatogramas apresentados nas FIGURAS 

A.45 a A.48 do Apêndice. 

FIGURA 4.14 - Gráfico comparativo do perfil cromatográfico de PS_F e frações F1 

a F4, em gradiente exploratório em λ 254nm, H2O:MeOH - 95:5 a 100%. 

 

 

No gráfico pode ser observado que cada fração enriquecida foi 

potencialmente recuperada, bem como o quanto foi simplificada cada amostra que 

seria submetida à análise por UHPLC-QTOF-MS/MS em relação aos seus 

interferentes. O SPE no preparo de amostra tem se tornado cada vez mais aplicado 

para investigações metabólicas (RABINOWITZ e KIMBALL, 2007; LU et al., 2008; 



 

 

34 

 

ZHOU et al., 2012). Assim como evidenciado na literatura, foi observado que podem 

funcionar como um método eficiente para extrair a amostra e remover substâncias 

interferentes (como metabólitos abundantes). Um grande componente de 

interferência e abundante que se pode citar de um extrato de folhas, é a clorofila, que 

não sendo um metabólito de interesse para muitas análises, pode mascarar outros 

compostos causando supressão de íons e uma resposta de sinal insatisfatória. 

Ainda, na literatura observa-se que a retenção de compostos pouco 

abundantes na fase sólida da SPE é uma boa estratégia de enriquecimento (MITRA, 

2003). Neste trabalho foi possível notar que o SPE melhorou o rendimento de 

extração, e que também foi vantajoso, uma vez que enriqueceu algumas frações com 

compostos esperados em quantidades traço, que serão detalhados nos tópicos 

posteriores.  

 

4.2 - DADOS OBTIDOS POR UHPLC-QTOF-MS/MS 

 

4.2.1 - Processamento dos dados 

 

Para o entendimento do processo de obtenção do FBMN, é necessário 

um detalhamento dos softwares utilizados, bem como esses softwares fornecem os 

dados e resultados necessários até a obtenção das redes moleculares. 

Os dados brutos obtidos após a conversão no msConvert (.mzML), 

conforme exibido na FIGURA 4.15, são tratados no MS-DIAL. Em um primeiro 

momento é realizado o filtro dos interferentes contidos no branco e dos espectros de 

MS/MS adquiridos. Nessa etapa de alinhamento dos dados, o software compara 

milhares de espectros obtidos por segundo de análise e agrupa os espectros de uma 

mesma substância que esteja contida em diferentes amostras, sendo comparado pelo 

seu tempo de retenção (FIGURA 4.16). 
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A partir desse tratamento já se observa uma redução significativa dos 

dados evidenciados pelo software. Após o alinhamento, uma tabela com as 

informações de substâncias e localização dessas substâncias em cada amostra é 

gerada. Essas informações são exportadas para o MS-FINDER. Nesse software, são 

obtidas informações comparadas com os bancos de dados selecionados no 

tratamento. Neles, os dados de MS/MS são comparados e agrupados, a partir de um 

match com espectros dessas bibliotecas. O programa sugere possíveis classes, 

fórmulas moleculares, estrutura, bem como um score da possibilidade de realmente 

ser aquela classe, sendo aceitáveis valores acima de 5 (FIGURA 4.17). Fornecendo 

também um comparativo de um espectro experimental, com um in slico (FIGURA 

4.18). 

FIGURA 4.15 - Dados brutos obtidos após a conversão no msConvert (.mzML). 
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FIGURA 4.16 - Redução significativa das informações no MS-DIAL após o 

alinhamento dos dados. 

 

 

 

FIGURA 4.17 – Informações estruturais, possível fórmula, erro, classe, score. 
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FIGURA 4.18 - Comparativo do espectro experimental com in silico. 

 
 

 No MS-FINDER, os dados são exportados para o GNPS. O GNPS 

agrupa os espectros consensos, comparados pelo MS/MS e o mesmo precursor, 

formando nodos. Os nodos, ou nós, contêm a abundância de cada um dos íons que 

podem ser gerados de um composto, dessa forma ficando agrupado nos nodos todos 

os espectros de uma mesma substância. Esses nodos posteriormente são agrupados 

por similaridade. A cor e a largura desses arcos de agrupamento representam o grau 

de similaridade química entre os espectros MS/MS dos nodos em consenso, gerando 

as conhecidas redes moleculares. A rede molecular obtida nessa análise pode ser 

melhor compreendida a partir da imagem representativa (FIGURA 4.19) fornecida 

pela plataforma GNPS (https://gnps.ucsd.edu/). 
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FIGURA 4.19 - Rede evidenciando os nodos formados por diferentes íons e o 

agrupamento por similaridade.  

 

Fonte: Adaptado de Schmid et al., (2021) e retirado de https://ccms-

ucsd.github.io/GNPSDocumentation/fbmn-iin/. 

 

 A partir de todo esse processamento, as redes moleculares (FIGURA 

4.20 e FIGURA 4.21) completas obtidas, após a remoção do branco, trouxeram uma 

diversidade de informações de diferentes classes, formando o perfil das folhas de P. 

sellowii obtido por espectrometria de massas em tandem (MS/MS) e redes 

moleculares, com estruturas e classes consideradas inéditas para o gênero, que serão 

discutidas nos seguintes tópicos. Nessas redes não ampliadas, fica evidenciado as 

classes encontradas de modo geral na espécie, que possuem pelo menos um nodo 

anotado pela biblioteca GNPS (WANG et al., 2016). 
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FIGURA 4.20 - Rede molecular gerada após o FBMN, com evidência das classes, 

usando dados MS/MS com um modo de ionização negativo. 
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FIGURA 4.21 - Rede molecular gerada após o FBMN, com evidência das classes, 

usando dados MS/MS com um modo de ionização positivo. 

 
 

 

4.2.2 - Dados obtidos com base nas redes moleculares  

 

Inesperadamente para este trabalho, os dados anotados nos modos 

positivo e negativo nas análises realizadas com a espécie, além de exibirem a 

presença de compostos conhecidos, como antraquinonas, antronas e antronas 

glicosiladas já reportadas anteriormente na espécie P. sellowii (APONTE et al., 2008; 

BALDERRAMA et al., 2001), evidenciavam uma rede de famílias químicas que 
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eram bem distintas do que foi encontrado na literatura e também relacionadas às 

espécies já trabalhadas por Silva e outros colaboradores deste grupo de pesquisa. 

Como observado nas imagens, FIGURA 4.20 e FIGURA 4.21, a rede molecular 

permitiu a visualização de flavonois glicosilados, catequinas, ácidos clorogênicos, 

vitanolídeos, antronas diméricas e quassinoides. A TABELA A.14, no Apêndice, 

contém os principais dados desses espectros. Essas informações novas obtidas 

podem ter sido perdidas em trabalhos passados porque uma técnica analítica sensível 

que permitisse a detecção, identificação e quantificação de uma variedade de 

compostos vegetais, mesmo em baixa abundância, ainda não havia sido estabelecida 

em nosso laboratório. Como resultado, há uma grande chance de que flavonóides 

glicosilados, catequinas, ácidos clorogênicos, vitanolídeos, antronas diméricas e 

quassinoides não tenham sido obtidos devido à ausência de instrumentos de LC-MS 

em nosso laboratório naquele momento. 

 Essa descoberta e o contínuo interesse no estudo taxonômico da 

família, direcionou o trabalho para a realização de novas análises em LC-MS/MS a 

partir da investigação e comparação do perfil químico de P. sellowii com outras 

espécies do gênero Picramnia. Dessa forma foram utilizados extratos de quatro 

espécies, que integravam a biblioteca de extratos (extratoteca) do Laboratório de 

Produtos Naturais da UFSCar. As espécies foram P. bahiensis Turcz, P. ciliata Mart., 

P. glazioviana Engl., e P. oreadica Pirani, cujas informações estão listadas na 

TABELA 4.11. 

De modo geral, após a reunião de todos os dados das análises, as 

famílias químicas anotadas obtidas nos modos de ionização negativo e positivo 

foram amplamente detectadas em todas as espécies de Picramnia estudadas.  Além 

disso, objetivando a identificação e detecção dos quassinoides, os extratos da 

biblioteca também foram analisados usando uma comparação direta com padrões 

autênticos identificadas a partir de extratos etanólicos de Quassia amara L. e 
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Trichilia catigua A.Juss., espécies da família Simaroubaceae e Meliaceae, 

respectivamente. Assim, obtendo a rede molecular de todas amostras das espécies de 

Picramnia, bem como das espécies Quassia amara e Trichilia catigua, usando dados 

MS/MS com modo de ionização positivo e negativo. As cores representam os 

extratos apresentados de acordo com a legenda (FIGURA 4.22) e as famílias 

moleculares de flavonóides glicosilados, catequinas, ácidos clorogênicos, 

vitanolídeos, antronas diméricas e quassinoides serão discutidas nos próximos 

tópicos. A rede molecular gerada no modo de ionização negativo encontra-se no 

Apêndice (FIGURA A.41). 

TABELA 4.11 - Informações dos extratos de espécies de Picramnia utilizados nas 

análises. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie Parte da planta Tipo de extrato 

P. glazioviana 
Galhos MeOH 

Folhas CH2Cl2 

P. ciliata Folhas EtOH 

P. bahiensis Folhas 
CH2Cl2 

MeOH 

P. oreatica Galhos EtOH 
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FIGURA 4.22 - Rede molecular para amostras das espécies Picramnia, Quassia 

amara e Trichilia catigua, usando dados MS/MS com modo de ionização positivo. 
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4.2.3 - As classes de metabólitos secundários observadas em espécies 

de Picramnia 
 

A partir de todas as análises foi obtida uma rede molecular constituída 

pelas classes de compostos: os flavonoides glicosilados, catequinas, ácidos 

clorogênicos, vitanolídeos, antronas diméricas e quassinoides em espécies de 

Picramnia. Abordando de modo geral, os flavonoides são uma classe de metabólitos 

secundários fenólicos produzidos por plantas e fungos, possuem mais de 15.000 

compostos que são de ocorrência natural, amplamente distribuídos na natureza 

(SLÁMOVÁ et al., 2018). Já as catequinas são as unidades estruturais básicas dos 

taninos condensados, que são encontrados em muitas plantas medicinais (BAE et al., 

2020).  

Tratando-se dos ácidos clorogênicos, são compostos fenólicos de 

ocorrência natural encontrados em todas as plantas superiores e, do ponto de vista 

químico, constituem uma grande família de ésteres formados entre o ácido quínico e 

um ou mais derivados do ácido trans-hidroxicinâmico, mais comumente cafeico, p-

cumárico e ácido ferúlico (GIL e WIANOWSKA, 2017).  Os vitanolídeos, do inglês 

withanolides, são um grupo de esteroides C28 polioxigenados de ocorrência natural, 

construídos sob um esqueleto ergostano e suas estruturas podem variar com base no 

grau de insaturação de seus anéis e no número de substituintes oxigenados (CHEN, 

HE e QIU, 2011). Os quassinoides que podem variar em diferentes grupos de 

esqueletos básicos, C18, C19, C20, C22 e C25, são triterpenos degradados altamente 

oxigenados que são encontrados de forma exclusiva nas plantas da família 

Simaroubaceae (ALMEIDA et al., 2007; VIEIRA e BRAZ-FILHO, 2006). 

Antraquinonas, antronas e oxantronas são de grande interesse em 

Picramnia, o que raramente levou pesquisadores a procurarem por outras classes de 

compostos que podem ter potencial importância sistemáticas e importantes que 
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venham a estar presentes na planta. Como exemplo, flavonoides (incluindo 

catequinas e flavanona-cromona) e ácidos clorogênicos, uma vez que eles são 

geralmente encontrados na maioria, senão em todas as plantas angiospermas. 

Todas as cores atribuídas nesses tópicos se referem à legenda da rede 

molecular gerada com todas as espécies e apresentada na FIGURA 4.22. Os espectros 

aqui discutidos fazem parte do Apêndice (FIGURA A.50-A.71), que podem ser 

ampliados para melhor visualização. 

 

4.2.3.1 - Ácidos clorogênicos e derivados 
 

Enfatizando sobre a presença dos ácidos clorogênicos anotados, eles 

foram amplamente detectados em vários extratos brutos e frações de P. sellowii. Nas 

famílias anotadas de ácido clorogênico obtidas no modo de ionização negativa 

(FIGURA 4.23), a monoesterificação ocorre na posição 3 ou 5, e 4 do ácido quínico 

com os ácidos p-cumárico, cafeico, ferúlico e sinapínico. Eles foram detectados 

principalmente nas frações etanólicas PsF1–PsF3, obtidas após purificação em 

coluna SPE, bem como em P. bahiensis, P. ciliata, P. glazioviana e P. oreadica. 

Alguns desses ácidos clorogênicos encontrados podem ser artefatos do 

procedimento de isolamento (a carboxila do ácido quínico sendo esterificada pelo 

etanol). A FIGURA 4.23 apresenta ácidos clorogênicos e ácido cafeoilquínico, ácido 

5-O-cafeoilquínico (1), ácido 3-O-p-cumaroilquínico (2), 3-O-p-cumaroilquinato de 

etila (3), 4-O-cafeoilquinato de etila (4), ácido trans-3-O-feruloilquínico (5), 4-O-

feruloiquinato de etila (6), ácido 4-O-sinapoilquínico (7) e ácido 3-O-

cafeoilchiquímico (8). Até onde se sabe na literatura encontrada, este é o primeiro 

relato sobre ácidos clorogênicos e ácido 3-O-cafeoilchiquímico de Picramniaceae. 

Além disso, a Picramnia possui ácido clorogênico como derivado do ácido 5-O-
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cafeoil-quínico (1) em comum com a Trichilia catigua, que foi isolada da casca do 

caule (LONGHINI et al., 2017).  

O ácido quínico foi numerado de acordo com a nomenclatura da IUPAC 

(1976). A nomenclatura atual usada para os ácidos clorogênicos é ambígua, visto que 

a porção do ácido quínico é um tipo de ciclitol e pelas regras descritas no sistema 

IUPAC, o ácido clorogênico é o ácido 5-O-cafeoilquínico. No entanto, quando a 

IUPAC publicou as regras para compostos de ciclitol (1976), o nome trivial ácido 

clorogênico era conhecido como ácido 3-O-cafeoilquínico. De acordo com a IUPAC, 

parece mais apropriado tratar os ácidos clorogênicos como ciclitóis (KREMR et al., 

2016; MAGAÑA et al., 2021). 

FIGURA 4.23 - Cluster dos ácidos clorogênicos e ácido 3-O-cafeoilshiquímico 

produzidos por amostras das espécies Picramnia, Quassia amara e Trichilia catigua, 

com modo de ionização negativo. As cores dos nodos representam os extratos de 

acordo com a legenda. MS não detecta estereoquímica, exceto em alguns casos 

particulares. 
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4.2.3.2 - Catequinas e derivados 

 

As catequinas foram amplamente detectadas em amostras obtidas de P. 

ciliata, mas encontrados de forma limitada entre as outras espécies de Picramnia, 

como P. sellowii (FIGURA 4.24). Além disso, as catequinas se mostraram mais 

comuns em T. catigua. A catequina ou epicatequina (9) só foi observada em amostras 

de P. ciliata, a catequina-3'-O-glucopiranosídeo ou catequina-3'-O-glucuronídeo 

(10) se apresentou como responsável por quase todo tamanho do nodo para P. ciliata. 

Derivados O-metilados da catequina-3-O-galato simples foram encontrados em 

maior porcentagem em T. catigua quando comparados às espécies de Picramnia, 

como catequina-3-O-galato-3'',5''-dimetil (11) (ou lisidiciquina (QU et al., 2008) e 

catequina-3-O-galato-3'',4'',5''-trimetil (12) [ou 3-O-(3,4,5-trimetoxibenzoil)-(-)-

epicatequina] (AGBO et al., 2014).  

A catequina simples conhecida que contém um substituinte δ-lactona, 

filocumarina (13) (C-8,C-7-O-δ-lactona-catequina ou C-8,C-7-O-δ-lactona-

epicatequina) foi detectada em maior teor em P. ciliata. Apesar de nomes triviais 

serem mais convenientes, esse método de nomenclatura leva a alguma confusão. A 

maioria desses nomes triviais são derivados do nome botânico, por exemplo, 

filocumarina provém de Phyllocladus trichomanoides (Podocarpaceae) (FOO, 

1989). Entretanto, esses nomes triviais acabam se tornando cada vez mais artificiais 

por não fornecerem informações sobre a estrutura química ou a biossíntese do 

composto.  

Espécies de Picramnia e T. catigua apresentam algumas semelhanças 

marcantes em termos de produção de epicatequinas ou catequinas substituídas por 

fenilpropanóides (flavanlignanas). No entanto, a cinchonaína Ia (14) ou cinchonaína 

Ib, e seus derivados epi- e catequinas, respectivamente, foram detectados apenas em 

T. catigua, enquanto a cinchonaína Id 7-O-β-D-glucopiranósido (15) foi encontrada 
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tanto em T. catigua, quanto em espécies de Picramnia. Algumas flavanlignanas já 

foram isoladas de espécies de Trichilia (RESENDE et al., 2011; KOWA et al., 2019; 

GOMES et al., 2020), porém, cinchonaína Id 7-O-β-D-glucopiranósido (15) (ITO et 

al., 2000) foi detectado pela primeira vez nesta espécie, sugerindo que T. catigua 

deve ser reexaminada para encontrar e isolar este composto para caracterização e 

confirmação. Esse pode ser considerado como o primeiro registro de catequinas e 

flavanonas-cromonas de Picramnia ou de outros gêneros de Picramniaceae, 

reforçando que Picramniaceae tem forte afinidade com Trichilia (Meliaceae). 

FIGURA 4.24 - Cluster de catequinas e flavanona-cromona produzidas por espécies 

de Picramnia, e amostras de Trichilia catigua. As cores dos nodos representam os 

extratos de acordo com a legenda. 

 



 

 

49 

 

4.2.3.3 - Flavonoides  

 

Os flavonois glicosilados (FIGURA 4.25) parecem ser mais comuns em 

espécies de Picramnia, incluindo canferol-3-O-β-D-galactosídeo (trifolina) (17a) ou 

canferol-3-O-β-D-glucosídeo (astragalina) (17b) (AZIMOVA e VINOGRADOVA, 

2013; RIAZ et al., 2018), quercetina-3-O-β-D-galactosídeo (hiperosídeo) (18a) 

(AZIMOVA e VINOGRADOVA, 2013; RAO et al., 2019) ou quercetina-3-O-β-D-

glucopiranosídeo (isoquercetrina) (18b) (KIM et al., 2004), canferol-3-O-α-L-

arabinosídeo (canferol-3-O-β-D-xilósido) (19) (ISHIKURA e SATO, 1977; CHO et 

al., 2003), canferol-3-O-(6-O-trans-p-cumaroil)-glucopiranosideo (20) [sinônimos: 

tribulosídeo (6''-O-p-cumaroiltrifolina) 6''-O-(p-cumaroil)astragalina, tilirosídeo], 

canferol-3-O-(3,6-di-O-trans-p-cumaroil)-glicopiranósido (21) [Sinônimos: 3" ,6"-

Di-O-(p-cumaroil)astragalina, (3'',6''-di-O-p-cumaroiltrifolina)] (JUNGBLUT et al., 

1995) e 3",6"-di-O-(p-cumaroil)isoquercetrina (22) [quercetina, 3-(3'',6''-di-p-

cumarilglicosídeo)] (JUNGBLUT et al., 1995). No entanto, canferol-3-O-β-D-

galactosídeo (trifolina) (17a) ou canferol-3-O-β-D-glicosídeo (astragalina) (17b) e 

quercetina-3-O-β-D-galactosídeo (hiperosídeo) (18a) ou quercetina-3-O-β-D-

glicopiranosídeo (isoquercetrina) (18b) foram observados apenas em P. sellowii. A 

quercetina-3-O-β-D-galactosídeo (hiperosídeo) (18a) foi isolada da espécie 

Azadirachta indica (Meliaceae) (RAO et al., 2019). 

O gênero Picramnia tem sido amplamente investigado, mas não há 

registros de flavonois relatados até o momento. Nas investigações deste trabalho com 

várias espécies, foi revelada a presença de seis flavonóis, novamente indicando a 

forte afinidade de Picramnia com Meliaceae e agora com um segundo gênero, 

Azadirachta. 
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FIGURA 4.25 - Cluster de flavonois produzidos por amostras de espécies de 

Picramnia. As cores dos nodos representam os extratos de acordo com a legenda. 

 
4.2.3.4 - Antraquinonas, antronas glicosiladas, oxantronas glicosiladas e 

antronas diméricas 
 

Justamente pelo gênero Picramnia ser considerado uma fonte potencial 

de antraquinonas, antronas e antronas glicosiladas, seus extratos foram investigados 

apenas em busca de novos tipos. Antraquinonas glicosídicas já foram relatadas em 

P. glaziovianna, P. latifolia Tul. (DIAZ et al., 2004) e P. teapensis (RODRÍGUEZ-

GAMBOA et al., 2000). No entanto, o crisofanol-8-O-β-D-glicosídeo (23) (MALIK 

e MÜLLER, 2016) foi detectado quase que em todo o nodo pela primeira vez em P. 

bahiensis e menor presença em P. oreadica e P. sellowii. 
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Uma antrona C-glicosilada, picramniosídeo D (24), foi relatado em P. 

teapensis (RODRÍGUEZ-GAMBOA et al., 1999) e, neste estudo, foi detectado nos 

extratos e frações de P. sellowii. A segunda antrona C-glicosilada (25) exibe 

resultados de MS/MS semelhantes ao picramniosídeo D (24), exceto pela presença 

de um grupo benzoíla. Os fragmentos observados em m/z 297 [C17H13O5]
– nos 

espectros de ambos os compostos, são provenientes da perda de ácido benzóico em 

24 e H2O em 25, e posterior clivagem retro-Diels-Alder do anel glicosil, que permitiu 

a atribuição da molécula desprotonada em 403,1030 [M-H]– para o composto 25 e 

sua estrutura foi estabelecida como debenzoil-picramniosídeo D (FIGURA A.71). 

Este parece ser um novo composto detectado apenas em extratos e frações de P. 

sellowii. 

As antronas C-glucosídeos, crisaloína (11-desoxialoína) (26) e nataloína 

(27), (FRANZ e GRÜN, 1983; EL SAYED et al., 2016) foram detectadas pela 

primeira vez em espécies de Picramnia. As antronas: 26, foi detectada 

principalmente em P. oreadica e 27, em P. sellowii (fração PsF1). Uma antrona C-

glucosídica também foi identificada por comparação com um composto modelo, a 7-

hidroxialoína B (28), isolado de Aloe vera (L.) Burm.f. (KUSHWAHA et al., 2021).  

As oxantronas C-glucosiladas, cassialoina (29) e rumejaposideo E (30) (KRENN et 

al., 2004; JIANG et al., 2007; YANG et al., 2013) foram detectados nos extratos e 

frações de P. sellowii, e em P. oreadica e P. bahiensis. 

A oxantrona C-glicosídica, mayosídeo D [10-C-(4-O-benzoil-R-

arabinopiranosil)-3-metil-1,8,10-trihidroxiantracen-9-ona] foi relatada a partir de P. 

latifolia (DIAZ et al., 2004). O composto 31 forneceu dados de MS/MS que suportam 

um α-arabinopiransídeo e um grupo hidroxila em C-10 de um esqueleto antrônico, 

suportando a estrutura proposta para 31 como debenzoil-maiosídeo D. O espectro de 

massas mostrou uma molécula desprotonada em 403,1030 [M-H]– e fragmentos em 

m/z 270 [C15H10O5]
–• e 253 [C15H9O4]–. O grupo hidroxila em C-10 auxilia a 
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clivagem da ligação C10-C-arabinopiranosídeo, levando a um esqueleto de 

antraquinona com m/z 253 [C15H9O4]
–. O fragmento em m/z 270 ocorre devido à 

perda de H2O, seguido da clivagem retro-Diels-Alder do anel α-arabinopiranosídeo, 

levando a um eten-1-ol em C-10, que perde acetileno com migração de hidroxila para 

C-10, seguido pela perda do radical hidrogênio para dar o ânion radical de elétrons 

pares [C15H10O5]
–• com m/z 270 (FIGURA A.72). Os dados de MS/MS apoiam a 

presença de debenzoil-mayosídeo D em P. bahiensis e os extratos e frações de P. 

sellowii (FIGURA 4.26). O composto 31 parece ser um novo composto. De modo 

geral, fica evidente que mais investigações fitoquímicas detalhadas das espécies de 

Picramnia serão essenciais para isolar os novos compostos 25 e 31, e aqueles 

detectados pela primeira vez nas espécies estudadas. 

Dímeros de diantrona e diantraquinona formados pelo acoplamento 

oxidativo de duas antraquinonas e antronas individuais, respectivamente, foram 

encontrados em plantas (YOUNES et al., 2018; MAI et al., 2001). Neste trabalho, 

emodina biantrona (32) e palmidina C (33) foram detectadas principalmente nos 

extratos e frações de P. sellowii (FIGURA 4.26). Este parece ser o primeiro relato 

sobre diantronas obtidas de Picramniaceae ou das famílias aliadas da ordem dos 

Sapindales. Dois glicosídeos de diantrona foram isolados de Alvaradoa amorphoides 

(Picramniaceae), que foram citadas apenas em um resumo de congresso e sua 

identificação espectrométrica não foi discutida (WINKELMANN et al., 2002). 
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FIGURA 4.26 - Cluster de antraquinonas glicosiladas, antronas C-glicosiladas, 

oxantronas C-glicosiladas e diantronas produzidos por amostras de espécies de 

Picramnia. As cores dos nodos representam os extratos de acordo com a legenda. 
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4.2.3.5 - Quassinoides 
 

Para garantir a presença de quassinoides nas análises e que os espectros 

de massa pudessem ser usados como padrões autênticos, foi analisado o extrato 

etanólico das folhas de Quassia amara, no qual esperávamos encontrar quassinoides. 

Quassia é um membro da família Simaroubaceae que nunca teve sua classificação 

questionada. Os quassinoides foram detectados em maior porcentagem nesta espécie 

do que na Picramnia (FIGURA 4.27). 

Os quassinoides conhecidos, picrasin G (34) e nigaquilactona K (35), 

foram detectados pela primeira vez em Q. amara, e ambos foram relatados na espécie 

Picrasma quassioides (DUAN et al., 2021; XU et al., 2016). O quassinoide 36 

apresentou dados de MS/MS semelhantes a 35, e ambos fornecem um fragmento 

devido à perda neutra de CO2 resultando nos fragmentos em m/z 403,1762 [M-H]– e 

em m/z 359 [M-H-CO2]
–, 405,1925 [M-H]–, e 361 [M-H-CO2]

–, respectivamente 

(FIGURA A.73). Ambos os compostos fornecem fragmentos pela perda neutra de 

H2O em m/z 341 e 343, dos fragmentos em m/z 359 e 361, respectivamente. A perda 

de água ocorreu aparentemente no álcool terciário C-13. O espectro de massas 

indicou 2 unidades de massa a menos para o composto 36, sugerindo uma carbonila 

em C-11, pois era o único local restante no esqueleto que permitia a formação de 

uma carbonila em comparação com o quassinoide 35. Assim, o único local para 

formar um o ânion hidroxila em 36 estava em C-13, o que implica que a perda de 

H2O ocorre por uma via diferente. Um átomo de H na posição α em relação ao grupo 

C=O é removido pelo ânion hidroxila em C-13, formando um grupo hidroxila em C-

13. Sua desprotonação forma o ânion conjugado enolato com o grupo carbonila em 

C-11, e a subsequente eliminação de H2O resulta no fragmento 13,18-eno em m/z 

341. O fragmento em m/z 247 proveniente da clivagem retro-Diels-Alder do anel-A, 

ocorre apenas no quassinoide 36 (FIGURA A.73). O quassinoide 35 não mostrou um 
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fragmento semelhante, presumivelmente devido ao seu envolvimento na interação 

de ligação de hidrogênio intramolecular (quelação) com o grupo hidroxila em C-11 

e o grupo carbonila em C-1. Assim, o fragmento em m/z 247 suporta a estrutura 

proposta de 36 como 11-oxonigaquilactona K. 

Algumas correspondências relacionadas a esta família molecular 

incluem o derivado de indaquassina, 37, com uma molécula desprotonada em 

509,2033 [M-H]– e fragmento em m/z 409 para [M-H-C5H8O2]
–, indicando a 

presença de um substituinte tigloiloxila (CH3CH=CCH3COOR) em seu esqueleto. 

Dois derivados de indaquassin são esterificados por ácido tigloil em C-6, indaquassin 

D e E. Ainda, indaquassin E tem a fórmula química C25H34O11 e massa molecular 

exata de 510,21011 Da. Assim, o derivado indaquassin foi caracterizado como 

indaquassin E (37). Indaquassin E foi relatado em Q. indica (DUAN et al., 2021). 

Impreterivelmente, a ênfase tem sido dada aos quassinoides que foram 

encontrados em espécies de Picramnia, onde um deles foi detectado em modo de 

ionização positiva, o shinjuglicosídeo B (38) (FIGURA 4.27), que foi relatado em 

Ailanthus altissma (Simaroubaceae) (DUAN et al., 2021). 

Várias correspondências com quassinoides foram observadas em todas 

as amostras analisadas, entretanto, apenas um pequeno cluster nesta família 

molecular foi identificado no modo de ionização negativa, onde o aglomerado 

consistia em 4 quassinoides. No modo de ionização positiva, apenas um quassinoide 

foi identificado. No entanto, avaliando os espectros MS e MS/MS obtidos nas 

análises, dois deles (FIGURA A.67, Apêndice), correspondem a dois quassinoides 

com fragmentações características que confirmam suas respectivas estruturas, ou 

seja, quassin e bruceína M. No modo de ionização positiva quassin (FIGURA A.74, 

Apêndice) produziu uma molécula protonada em 389,1944 [M+H]+ e íons produtos 

a m/z 343 [M+H–CO2
–H2 = C21H27O4]

+, 301 [M+H–CO2–CO–CH4 = C19H25O3]
+, 269 

[m/z 301 – H3COH = C18H21O2]
+, 251 [m/z 269 –H2O = C18H19O]+ e 223 [m/z 251 –
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CO = C17H19]
+ (Esquema S6). Quassin já foi relatado em Picrasma quassioides 

(DUAN et al., 2021). A bruceína M (FIGURA A.75, Apêndice) foi obtida no modo 

de ionização negativa e mostrou uma molécula desprotonada em 425,1814 [M-H]– e 

íons produtos em m/z 351 [M–H–CO2–H2C=O = C19H27O6]
–, 292 [m/z 351 –H2C 

=O–H2C=CH-O• = C17H24O4]
–•, e 230 [m/z 292 HOHC=CHOH–H2 = C15H18O2]

–• . 

Na literatura, a bruceína M foi isolada da Brucea javanica (DUAN et al., 2021). 

Neste trabalho, quassin foi detectado apenas em Quassia amara e bruceína M estava 

presente nas frações etanólicas PsF2 e PsF3, e na fração hidroalcoólica PsH2 de P. 

sellowii, no extrato metanólico dos galhos de P. glazioviana e extrato etanólico das 

folhas de P. ciliata. 

É notável que as espécies de Picramnia produzem quassinoides 

tipicamente de simaroubaceos. Os quassinoides 34–37 foram detectados em maior 

quantidade em Q. amara, em ordem decrescente de quantidade, 34 em P. 

glazioviana, P. oreadica e P. sellowii, 35-37 em P. sellowii e P. oreadica. O 

quassinoide 38 só foi detectado em espécies de Picramnia, em ordem decrescente de 

quantidade, em P. sellowii, P. glazioviana, P. ciliata e P. oreadica. 

Todos os quassinoides detectados são quassinoides C20, que é um grande 

grupo com mais de 300 compostos (DUAN et al., 2021). Os quassinoides detectados 

possuem um esqueleto de carbono intacto, que indicam de forma convincente a forte 

afinidade entre Picramnia e gêneros simaroubaceos. O que pode levar a concluir que 

Ailanthus, Brucea, Picrasma (Simaroubaceae) e Picramnia parecem estar 

intimamente relacionados por esses quassinoides detectados. Picramnia tem em 

comum os quassinoides 34, 35, e quassin com Picrasma, e 38 em comum Ailanthus 

e bruceine M com Brucea.  

Quassia é conhecido por conter um quassinoide C25, cinco quassinoides 

C20 e cinco quassinoides C19 (DUAN et al., 2021). No entanto, novas investigações 
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sobre a espécie Q. amara serão essenciais para isolar o novo composto 36 e aqueles 

detectados pela primeira vez nesta espécie estudada (34, 35 e quassin). 

FIGURA 4.27 - Cluster de quassinoides produzidos por espécies de Picramnia e 

amostras de Quassia amara, com um modo de ionização negativo A e modo de 

ionização positivo B. As cores dos nodos representam os extratos de acordo com a 

legenda. 

 
 

4.2.3.6 - Vitanolídeos 
 

Os vitanolídeos são lactonas esteróides oxigenadas que ocorrem em 

várias espécies de Solanaceas e também foram identificados pela rede molecular do 

do GNPS. Eles também foram relatados nas famílias: Taccaceae, Fabaceae, 

Dioscoreaceae, Myrtaceae e Lamiaceae, parecendo estarem completamente ausentes 



 

 

58 

 

nas famílias Sapindales (DHAR et al., 2015). Aparentemente, esta é a primeira vez 

que a ocorrência de vitanolídeos é relatada em espécies de Picramnia, o que 

diferencia esse gênero de todos os outros gêneros de Simaroubaceae. 

Os vitanolídeos foram detectados em quantidades muito maiores em P. 

ciliata, mas também aparecem em P. sellowii e P. glazioviana (FIGURA 4.28). Os 

tipos de vitanolídeos descritos aqui são mais conhecidos em Solanaceae como 4β,27-

dihidroxi-l-oxo-7-acetoxivita-2,5,24-trienolideo, 2,3-dihidro-3-metoxivitaferin A 

em Iochroma gesnerioides (ALFONSO e KAPETANIDIS, 1994) e daturametelina I 

em Datura metel (MISICO et al., 2011). Os clusters desta família molecular incluem 

um derivado de vitanolídeo (39a) como uma molécula desprotonada em 529,2805 

[M–H]– e o íon fragmento em m/z 483 para [M–H–HCOOH]–, indicando um aduto 

formado pelo ácido fórmico (FIGURA A.76, Apêndice). O derivado de vitanolídeo 

39 como uma molécula desprotonada em 483,2904 [M–H]- também foi observado e 

exibiu resultados espectrais de MS/MS semelhantes aos de 39a, com exceção da 

presença de um grupo formiato. O fragmento em m/z 151 devido à clivagem retro-

Diels-Alder do anel-B e a posterior perda de um CO deu uma boa indicação dos 

padrões de substituição dos anéis A e B, suportando a presença do sistema 4β-

hidroxi-1-oxo-7-metoxivita-2,5-dienolideo (FIGURA A.77, Apêndice). Estes dados 

confirmaram a presença de 4β,27-dihidroxi-1-oxo-7-metoxivita-2,5,24-trienolideo 

(39). O ácido fórmico reage com uma das ligações duplas carbono-carbono no 

composto 39 para produzir 39a (FIGURA 4.28). O composto 39 parece ser novo, 

diferindo daquele isolado de Iochroma gesnerioides citado acima pela mudança no 

substituinte em C-7 (ou seja, -OMe no primeiro e -OAc no segundo). 

Um segundo derivado de vitanolídeo foi identificado (40a) como uma 

molécula desprotonada em 691,3318 [M–H]– e um fragmento em m/z 645 para [M–

H–HCOOH]-, também indicando um aduto com o ácido fórmico (FIGURA A.78, 

Apêndice). O fragmento em m/z 483 [M–H–C6H10O5]
– indicou a presença de um 



 

 

59 

 

substituinte glicosil. Além disso, a existência de um fragmento em m/z 439 para [M–

H–C6H10O5–CO2]
– indicou que o substituinte glicosil estava localizado em C-27 em 

comparação com os dados espectrais de MS/MS obtidos para o composto 39. Com 

base na evidência acima, o segundo derivado vitanolídico foi o 27-glucosil-4β-

hidroxi-l-oxo-7-metoxivita-2,5,24-trienolídeo (40) (FIGURA 4.28). 

As anotações incluíam o derivado daturametelina I (41). A 

daturametelina I (27-glucosil-7-hidroxi-1-oxovita-3,5,24-trienolideo) tem uma 

fórmula química de C34H48O10 com uma massa molecular exata de 616,32475 Da. O 

espectro de massa de 41 exibiu uma molécula desprotonada em 467,2800 [M–H]– 

para C29H39O5 e sua comparação com a daturametelina I indicou a ausência do 

substituinte glicosil em C-27 (C34H48O10 – C6H10O5 = C28H38O5) e a presença de um 

grupo metoxila em C-7 (C28H38O5 + CH2 = C29H39O5). O fragmento observado em 

m/z 452 para [M–H–Me•]– e a perda de CO2 novamente levou ao ânion [C27H36O3]
–• 

em m/z 408, o que foi consistente com a perda de um radical metila em C-10, 

deixando um radical em C-10 estabilizado via conjugação com a ligação dupla C5-

C6. A perda de CO2 manteve o radical, confirmando a sua estabilidade e a presença 

do sistema insaturado no anel-B. Da mesma forma, a perda do radical metil, do grupo 

metoxil, levando a uma carbonila em C-7 com uma transferência simultânea do 

radical em H-7, para o radical em C-6 para dar o ânion [C27H33O5]
– confirmando o 

grupo metoxila em C-7 (FIGURA A.79, Apêndice). O pico em [M–H–CO2]
– em 

todos os compostos (39–41) é um diagnóstico para o modelo básico dos vitanolídeos, 

um ergostano C28 com uma cadeia lateral modificada formando uma δ-lactona entre 

C-22 e C-26 (FIGURA 4.28). Portanto, a substância 41 é 27-deglucosil-27-hidroxi-

7-desidroxi-7-metoxi-daturametelina I, que parece ser um novo composto. 

O cluster desta família molecular também incluiu 2,3-dihidro-3-

metoxivitaferin A (42), como mencionado anteriormente e previamente isolado de 

Iochroma gesnerioides, e os dados espectrais de MS/MS obtidos foram consistentes 
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com sua estrutura (FIGURA A.80, Apêndice). O quinto derivado de vitanolídeo (43) 

mostrou características espectrais MS/MS de 27-desidroxi-2,3-di-hidro-3-

metoxivitaferin A. Enquanto o composto 42 mostra fragmentos com perda de CO2 e 

água, caracterizando a δ-lactona hidroxilada em C-27, o composto 43 mostra uma 

perda de CO2 {[C29H41O6
– – CO2] em m/z 441 [C28H41O4

–]}, mas com a perda de 

água somente após a abertura do epóxido (FIGURA A.81, Apêndice). O 27-

desidroxi-2,3-di-hidro-3-metoxivitaferin A (43) também parece ser um novo 

composto. 

O estudo atual revela quatro novos compostos (39–41 e 43), no entanto, 

P. ciliata, P. sellowii e P. glazioviana produzem vitanolídeos simples quando 

comparados com os quase 650 membros diferentes desta família de compostos 

(MISICO et al., 2011). 

Todos os dados obtidos a partir deste estudo foram organizados em uma 

tabela, para melhor visualização das classes anotadas em seus respectivos extratos e 

frações utilizados para a análise (TABELA A.17 e TABELA A.18, Apêndice). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

61 

 

FIGURA 4.28 - Cluster de vitanolídeos produzidos por amostras de espécies de 

Picramnia, com um modo de ionização negativo. As cores dos nodos representam 

os extratos de acordo com a legenda. 

 

 

4.3 - EVIDÊNCIAS QUÍMICAS E CLASSIFICAÇÃO DE Picramnia 
 

Como mencionado anteriormente, os seguintes grupos parecem ser os 

mais importantes nas análises realizadas: - Ácidos clorogênicos: Picramnia tem 

ácido clorogênico em comum com Trichilia catigua; - Catequinas: catequinas 

substituídas por fenilpropanoides (flavanlignanas), como as cinchonaínas, também 

podem ser consideradas como um indicador da afinidade de Picramnia com 

Meliaceae, onde cinchonaína Ia e cinchonaína Ib ocorrem em T. catigua, T. gilgiana 
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e T. ramalhoi; - Glicosídeos de flavonol: quercetina-3-O-galactosídeo (hiperosídeo) 

foram detectados em espécies de Picramnia e isolados do gênero intimamente 

relacionado Azadirachta indica (Meliaceae) e, portanto, glicosídeos de flavonol 

também podem ser considerados como um indicador de sua afinidade com 

Meliaceae; - Antraquinonas, antronas e antronas glicosiladas: a co-ocorrência de um 

grande número de antrona e oxantrona C-glicosídeos em Picramnia e Alvaradoa 

apontam de forma convincente para afinidades entre eles, e ambos os gêneros 

também compartilham antraquinonas peculiares com Euodia meliaefolia, Ruta 

graveolens, Zanthoxylum acanthopodium, e Murraya tetramera, gêneros rutáceos, e 

com Harrisonia perfurada (Simaroubaceae), mostrando a estreita relação entre 

Picramnia, Rutaceae e Simaroubaceae; - Quassinoides: sete quassinóides foram 

anotados em Picramnia, os marcadores sistemáticos de Simaroubaceae, implicando 

sua reinclusão nesta família. 

Uma das aplicações mais promissoras da metabolômica não direcionada 

na quimiotaxonomia é a identificação de biomarcadores. De fato, devido à baixa 

quantidade de material necessário, é possível investigar várias espécies para estudos 

de quimiotaxonomia e obter biomarcadores em concentrações indetectáveis. A baixa 

concentração de várias classes de compostos provavelmente foi responsável pela alta 

diversidade no conteúdo metabolômico de Picramnia, tendo permanecido 

desconhecido por vários anos. 

As características químicas acima relacionam Picramnia em 

Simaroubaceae. A presença de quassinoides em espécies de Picramnia é persistente 

e comparável com sua ocorrência em gêneros simaroubaceos. Embora os 

quassinoides ofereçam a evidência mais convincente em favor de tal ligação, existem 

outros dados químicos de apoio e foram descritos anteriormente. Outra evidência a 

favor dessa relação vem dos ácidos clorogênicos, catequinas e flavonóides 
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glicosídeos, que são encontrados em grupos aliados, como Meliaceae e 

antraquinonas em Rutaceae. 

Alvaradoa foi atribuído tanto a Simaroubaceae quanto a Picramniaceae, 

e o único tipo de quassinóide conhecido chaparrin (DE VILLATORO et al., 1974) 

foi relatado por alguns autores, mas de pouco valor na resolução de sua classificação. 

Esta informação é de grande importância e indica a necessidade de mais trabalhos 

como o desenvolvido neste estudo, que levará à anotação de quassinoides, e serão 

ferramentas importantes no posicionamento de Alvaradoa em Simaroubaceae. 

A detecção de vitanolídeos em P. ciliata, P. sellowii e P. glazioviana, 

os quais parecem estar completamente ausentes nas famílias Sapindales, diferencia 

este gênero de todos os outros de Simaroubaceae. De fato, a ocorrência esporádica 

de tipos micromoleculares particulares em táxons não relacionados é um fenômeno 

geral (SILVA et al., 1987).  

Os quassinoides detectados são típicos de sua classe e, embora haja 

pouca informação direta sobre sua biossíntese em Picramnia, não há razão para 

suspeitar que ela difere daquela em Simaroubaceae. As enzimas necessárias para a 

biossíntese de protolimonoides foram caracterizadas a partir de espécies vegetais 

produtoras de limonoides e quassinoides, como em Meliaceae e Simaroubaceae, e de 

acordo com os dados resultantes, o triterpeno (20S)-tirucalla-7,24-dien-3β-ol é 

considerado o precursor geral dos limonoides e quassinoides (AARTHY et al., 2018; 

HODGSON et al., 2019; LIAN et al., 2020; PANDREKA et al., 2021; CHUANG et 

al., 2022). Se enzimas semelhantes catalisam a formação de limonoides e 

quassinoides, alguma conexão entre táxons contendo limonoides e quassinoides pode 

ser antecipada. Conforme discutido acima, os glicosídeos de flavonol também podem 

ser considerados como um indicador de sua afinidade com Meliaceae. 

Com base nas evidências acima, a interpretação dos dados químicos é 

consistente com a classificação tradicional de Picramnia em Simaroubaceae. 
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4.4 - ENSAIO BIOLÓGICO 

 

A descoberta de novos produtos naturais bioativos para a agricultura 

pode ser inspirada por informações populares ou alcançada pela triagem de uma 

coleção de extratos para bioatividade usando ensaios in vitro e in vivo. Quando um 

extrato natural é considerado bioativo, geralmente é realizado um fracionamento 

guiado por bioensaio. A falha em isolar os compostos bioativos durante o 

fracionamento guiado por bioensaio é muito comum e dispendiosa. Portanto, é 

importante detectar as moléculas bioativas candidatas antes de sua purificação, a fim 

de racionalizar o procedimento de isolamento aplicado a essas substâncias. Por meio 

da espectrometria de massas em tandem é possível identificar as moléculas 

potencialmente bioativas antes do seu isolamento. Assim, a extração das folhas de P. 

sellowii foi realizada como discutido anteriormente, e os extratos brutos 

diclorometano e metanol de P. sellowii e as frações obtidas após purificação em 

coluna SPE (frações etanólicas PsF1–PsF4) foram bioensaiados contra Xanthomonas 

citri subsp. citri. 

O controle químico do cancro cítrico em áreas endêmicas é baseado 

exclusivamente em bactericidas cúpricos, por isso seu uso como controle positivo no 

teste de CIM. Os bactericidas cúpricos, contudo, estes não possuem atividade 

curativa ou sistêmica e, portanto, são aplicados no manejo preventivo do cancro 

cítrico. Assim, a fim de buscar novos bactericidas com baixa toxicidade ambiental, 

primeiro foram realizados testes microbiológicos nos extratos e frações de P. 

sellowii, avaliando sua concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

bactericida mínima (CBM). Um problema generalizado com a aplicação repetida de 

bactericidas de cobre é o desenvolvimento de cepas resistentes a estes. Cepas 

resistentes ao cobre foram detectadas apenas na Argentina (BEHLAU et al., 2013). 

As cepas de Xanthomonas usadas ao longo deste estudo eram resistentes, tolerantes 
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e suscetíveis ao cobre. Os resultados foram promissores com as frações PsF3 e PsF2, 

a primeira na concentração de 125 µg mL–1 (CIM e CBM) contra as cepas resistentes, 

tolerantes e suscetíveis, a última na concentração de 250 µg mL–1 (CIM e CBM), 125 

µg mL–1 e 250 µg mL-1 contra cepas resistentes, tolerantes e suscetíveis, 

respectivamente. 

Anteriormente a este estudo, foi considerado que a Picramnia deveria 

receber um status de alto interesse em relação a novas investigações sobre sua 

atividade antibacteriana, uma vez que acumula antraquinonas, antronas e antronas 

glicosiladas, que são agentes bactericidas (DIAZ-MUÑOZ et al., 2018). No entanto, 

os dados metabolômicos baseados em LC-MS mostraram que as frações PsF3 e PsF2 

são muito ricas em ácidos clorogênicos (TABELA A.15, Apêndice), enquanto os 

derivados de antraquinona foram encontrados apenas em quantidades limitadas 

(TABELA A.16, Apêndice). Dessa forma, esforços direcionados ao 

desenvolvimento de procedimentos de isolamento aplicado a essas substâncias foram 

iniciados a fim de confirmar sua respectiva atividade antibacteriana. 

Os extratos brutos de diclorometano, metanol e EtOH:H2O de P. 

sellowii e as frações obtidas após purificação em coluna SPE (frações etanólicas F1–

F4) foram analisados, os resultados estão apresentados na TABELA 4.12. 

TABELA 4.12 – Resultados obtidos a partir dos ensaios de CIM e CBM. 

CIM e CBM 

Amostras Cepas resistentes Cepas tolerantes Cepas suscetíveis 

Ps-EtOH 250 µg mL–1 250 µg mL–1 250 µg mL–1 

Ps-EtOH:H2O 250 µg mL–1 250 µg mL–1 250 µg mL–1 

Ps-CH2Cl2 500 µg mL–1 500 µg mL–1 500 µg mL–1 

Ps-MeOH 250 µg mL–1 250 µg mL–1 250 µg mL–1 

Ps-F1 500 µg mL–1 500 µg mL–1 500 µg mL–1 

Ps-F2 250 µg mL–1 125 µg mL–1 250 µg mL–1 

Ps-F3 125 µg mL–1 125 µg mL–1 125 µg mL–1 

Ps-F4 250 µg mL–1 250 µg mL–1 250 µg mL–1 

Sulfato de cobre 

pentahidratado 
>400 µg mL–1 100 µg mL–1 100 µg mL–1 
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4.5 - ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL  
 

 

A partir dos dados obtidos por LC-MS/MS, o procedimento de 

isolamento foi iniciado pelas frações suscetíveis a presença de ácidos clorogênicos e 

seus derivados. Apesar de serem mais presentes nas frações PsF3 e PsF2, o início do 

procedimento se deu pela fração que continha maior massa após o fracionamento por 

SPE, assim, sendo escolhida a fração PsF1. Dessa forma, esforços foram 

direcionados pela busca de metodologias por HPLC-PDA no modo preparativo para 

isolamento das moléculas anotadas. A substância 1 foi coletada em um modo 

isocrático de eluição (FIGURA 4.29), com uma coluna semipreparativa de fase 

reversa Phenomenex® Gemini C18 (250 x 10 mm, partícula de 5μm), onde foram 

preparadas as fases: H2O (ultrapura Milli-Q®) + ácido fórmico 0,1% (linha A) e 

MeOH (grau HPLC Sigma-Aldrich®) + ácido fórmico 0,1% (linha B). A eluição 

ocorreu com fluxo de 3 mL/min, MeOH 25% em 30 min e volume de injeção de 50 

µL, sendo monitorado no comprimento de onda de λ 254nm. 

FIGURA 4.29 - Cromatograma da fração PsF1, no modo isocrático de eluição, com 

destaque da substância 1 coletada. 
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4.5.1 - Ácido 5-O-cafeoilquínico (1) 

 

A substância 1 isolada da fração PsF1 é um ácido clorogênico conhecido 

como ácido 5-O-cafeoilquínico (FIGURA 4.30). Sua identificação foi feita 

principalmente pela análise dos dados de RMN de ¹H e ¹³C{¹H}, COSY, HSQC, 

HMBC e MS (FIGURAS 4.33-4.40), bem como a partir da comparação desses dados 

com os da literatura. 

FIGURA 4.30 - Estrutura do ácido 5-O-cafeoilquínico. 

 

No espectro de RMN de ¹H (FIGURA 4.33), sinais na região típica de 

absorção de hidrogênios aromáticos foram observados em δ 7,09 (sl, H-2’), 7,00 (d, 

J = 8,2 Hz, H-5’) e 6,89 (dl, J = 8,2 Hz, H-6’), os quais são sinais característicos de 

H de anéis aromáticos trissubstituídos. Sendo confirmado também pela característica 

dos sinais de H-5’ e H-6’, os quais apresentam constante de acoplamento orto (J = 

8,2 Hz), orto e meta observado como um dubleto largo em  6,89, respectivamente, 

e H-2’ com acoplamento meta δ 7,09 (sl, H-2’).  Os dois sinais em δ 7,50 (d, J = 15,9 

Hz, H-7’) e 6,24 (d, J = 15,9 Hz, H-8’) mostram constante de acoplamento típico de 

sistemas olefínicos conjugado ao sistema aromático, e com isomerização trans.  

Para conectar o sistema olefínico ao anel aromático, observou-se a partir 

do mapa de contorno HMBC (FIGURAS 4.34-4.35, Apêndice) a correlação dos 

sinais entre δ 6,24 (H-8’) e δ 129,72 (C-1’). A vizinhança desse sistema olefínico foi 
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observada pela correlação δ 7,50 (H-7’) com δ 171,43 (C-9’), este último sendo um 

sinal de carbono não hidrogenado, observado pela sua ausência no DEPT-135 

(FIGURA 4.36). Ainda, as correlações principais observadas: δ 2,11 (H-6) com δ 

179,89 (C-7); δ 5,29 (H-5) com δ 171,43 (C-9’) e δ 77,83 (C-1); δ 7,00 (H-5’) com 

δ 150,24 (C-4’) e δ 7,09 (H-2’) com δ 147,33 (C-3’), onde ambos carbonos citados 

são não hidrogenados conforme o DEPT-135.  

No do mapa de contorno COSY (FIGURA 4.37), foi observada a 

correlação δ 7,50 (H-7’) com δ 6,24 (H-8’), interação dos H olefínicos, bem como as 

correlações: δ 2,11 (H-6) com δ 4,26 (H-4); δ 5,29 (H-5) com δ 2,25 (H-2) e δ 3,86 

(H-3), que formam a porção do ácido quínico (FIGURA 4.31). O mapa de contorno 

HSQC (FIGURA 4.38 e 4.40) esclarece a correlação dos hidrogênios C-6 e C-2, a 

partir das correlações: δ 2,11 (H-6) com δ 39,45 (C-6) e δ 2,24 (H-2) com δ 39,63 

(C-2). 

FIGURA 4.31 - Principais correlações observadas nos mapas de contornos HMBC 

(→) e COSY (↔) da substância 1. 

 

O que se pode destacar com o espectro de RMN de C¹³{H¹}, são os 

sinais dos carbonos em 3, 4 e 5, que de acordo com os dados de WEI et al. (2010), o 

isômero ácido 5-O-cafeoilquínico (5-CQA) apresenta sinais acima de 70 ppm nessas 

posições, com deslocamentos: δ 71,66 (C-3), δ 73,77 (C-4), δ 72,04 (C-5). Sinais 

aproximados foram obtidos nesse experimento (FIGURA 4.39), apresentando os 
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seguintes deslocamentos: δ 73,62 (C-3), δ 72,26 (C-4), δ 74,42 (C-5). Os dados de 

RMN de ¹H e ¹³C{¹H} estão organizados na TABELA 4.13. 

O isômero presente também pôde ser confirmado a partir das 

fragmentações do espectro de MS (FIGURA 4.32). O 5-CQA a partir da saída do 

hidrogênio da hidroxila em para e conjugação até a carboxila do éster, e transferência 

deste hidrogênio à carboxila leva ao fragmento predominante em m/z 191 [ácido 

quínico – H]¯, ou seja rearranjo do hidrogênio remoto (DEMARQUE et al.,. 2016). 

O fragmento em menor intensidade em m/z 179 [ácido cafeico – H]¯ se forma por 

um mecanismo similar,  transferência de um hidrogênio do anel quínico para a 

carboxila do éster. Posterior perda de água este íon pode levar ao m/z 161. Os dados 

acima foram comparados com aqueles publicados por XIE, ZHONG e CHEN (2012), 

confirmando a estrutura proposta. No Apêndice (FIGURA A.50) encontram-se os 

espectros de MS e MS/MS obtidos. 

FIGURA 4.32 - Proposta de fragmentação da substância 1. 
 

m/z 353 

m/z 353 m/z 179 m/z 111 

m/z 191 
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TABELA 13 - Dados de RMN de H¹ e C¹³ de 1 (D2O, 400MHz) 

 

Posição δH de 1 
δH Ácido 5-O-

cafeoilquínico* 

δC de 

1 

δC Ácido 5-O-

cafeoilquínico** 

1 - - 77,8 79,9 

2 2,24 (ta, J= 13,9 Hz) 2,08 (m) 39,6 40,2 

3 4,26 (qa, J = 3,9 Hz) 4,15 (q, J = 3,2 Hz) 72,2 73,8 

4 
3,85 (dd, J = 3,2 Hz; J = 8,5 

Hz) 

3,78 (dd, J1 = 3.2 Hz, J2 = 9.6 

Hz) 
74,4 75,9 

5 
5,29 (td, J = 4,2 ; J= 8,9 e J= 

8,9 Hz) 
5,23 (m) 73,6 74,2 

6 2,11 (m) 1,93 (m) 39,4 41,4 

7 - - 179,8 184,0 

1’ - - 129,7 130,1 

2’ 7,09 (sl) 7,08 (s) 117,9 118,2 

3’ - - 147,3 147,4 

4’ - - 150,2 150,2 

5’ 6,89 (d, J = 8,2 Hz) 6,84 (d, J = 8,4 Hz) 125,6 119,3 

6’ 7,00 (d, J = 8,2 Hz) 7,02 (d, J = 8,4 Hz) 118,9 125,7 

7’ 7,50 (d, J = 15,9 Hz) 
7,54 (d, J1 = 3.2 Hz, J2 = 16 

Hz) 
149,2 149,2 

8’ 6,24 (d, J = 15,9 Hz) 
6,28 (dd, J1 = 3.2 Hz, J2 = 16 

Hz) 
117,0 117,8 

9’ - - 171,4 172,3 

*PUKALSKAS et al., (2010)  

**SANTOS et al., (2004) 
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FIGURA 33 - Espectro de RMN de ¹H (D2O, 400MHz) da substância 1, com 

ampliação da região dos sinais de δ 8,00 a 6,00. 
 

 
FIGURA 34 - Mapa de contorno HMBC (D2O, 400MHz) da substância 1. 
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FIGURA 35 – Ampliação do mapa de contorno de HMBC (D2O, 400MHz) da 

substância 1. 

 
FIGURA 36 - Espectro de RMN de ¹³C, DEPT-135 (D2O, 100MHz) da substância 1, 

com ampliação dos sinais da região de δ 41,20 a 37,50. 
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FIGURA 37 - Mapa de contorno de COSY (D2O, 400MHz) da substância 1. 

 
 

FIGURA 38 - Mapa de contorno de HSQC (D2O, 400MHz) da substância 1. 
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FIGURA 39 - Espectro de RMN de ¹³C (D2O, 100MHz) da substância 1, com 

ampliação dos sinais da região de δ 41,5 a 37,9. 
 

 
 

FIGURA 40 - Mapa de contorno HMBC (D2O, 600MHz) da substância 1. 
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5 -  CONCLUSÃO 

 

Este foi o primeiro trabalho realizado com a espécie P. sellowii 

utilizando a plataforma Global Natural Product Social Molecular Networking 

(GNPS) e a criação da rede molecular via Feature-Based Molecular Networking 

(FBMN) como ferramentas da metabolômica para anotação dos metabólitos 

secundários. Os resultados sugerem que as abordagens metabólicas com LC-MS 

untargeted, podem ser potencialmente utilizadas como ferramentas 

quimiotaxonômicas em larga escala, além de identificar moléculas potencialmente 

bioativas antes do subsequente isolamento do composto. 

As cepas de Xanthomonas usadas ao longo deste estudo eram 

resistentes, tolerantes e suscetíveis ao cobre. Os resultados foram promissores com 

as frações F3 e F2, a primeira na concentração de 125 µg mL–1 (CIM e CBM) contra 

as cepas resistentes, tolerantes e suscetíveis, a última na concentração de 250 µg mL–

1 (CIM e CBM), 125 µg mL–1 e 250 µg mL-1 contra cepas resistentes, tolerantes e 

suscetíveis, respectivamente. 

Os caracteres químicos ligam fortemente o gênero Picramnia com a 

família Simaroubaceae. Os quassinoides oferecem o máximo de provas convincentes 

a favor de tal ligação, ainda, outros dados químicos a favor desta relação vêm dos 

ácidos clorogênicos, com o isolamento e identificação de uma estrutura não relatada 

em P. sellowii, bem como a presença de catequinas, glicosídeos flavonois, que 

aparecem em grupos aliados, tais como as Meliaceae, e as antraquinonas em 

Rutaceae. Surpreendentemente, estas classes de constituintes estão sendo relatados 

pela primeira vez em Picramnia. 

Por fim, conclui-se que os objetivos do projeto foram alcançados com 

êxito, onde foi possível o desenvolvimento de um protocolo analítico (via UHPLC-

QTOF-MS/MS) que possibilitou avaliar o perfil químico de Picramnia sellowii 
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Planch. e detectar os quassinoides. De forma que esse foi o primeiro perfil realizado 

por LC-MS/MS do extrato etanólico das folhas de P. sellowii, contribuindo assim 

para o conhecimento quimiotaxonômico da espécie. Ainda, esse foi o primeiro relato 

da presença, isolamento e identificação estrutural do ácido 5-O-cafeoilquínico (5-

CQA) no gênero Picramnia. 
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FIGURA A.41 - Cromatograma da fração H1. 

 
 

FIGURA A.42 - Cromatograma da fração H2. 
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FIGURA A.43 - Cromatograma da fração H3. 

 
FIGURA A.44 - Cromatograma da fração H4. 

 

 
 

FIGURA A.45 - Cromatograma da fração F1. 
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FIGURA A.46 - Cromatograma da fração F2. 

 
 

FIGURA A.47 - Cromatograma da fração F3. 

 
 

FIGURA A.48 - Cromatograma da fração F4. 
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TABELA A.14 - Metabólitos identificados usando a ferramenta de rede molecular e 

espectros MS/MS. 
Proposed compounds 
identify 

RT 
mi
n 

Molecula
r formula 

[M-H]-  
Measured  

Mass 
accurac
y (ppm) 

MS/MS main fragments 

Chlorogenic acids and 3-O-caffeoylshikimic acid  
5-O-caffeoylquinic acid (1) 3.6 

 
C16H18O9 

 

353.0884  
 

1.7 
 

191.06; 161.02; 135.05; 
111.05 

3-O-p-coumaroylquinic 
acid (2) 

0.3 
 

C16H18O8 

 

337.0930 
 

0.3 
 

191.06; 163.04; 149.06; 
119.05 

ethyl 3-O-p-
coumaroylquinate (3) 6.4 

 
C18H22O8 

 
365.1253 
 

3.0 
 

163.04; 145.03; 119.05; 
85.03 
 

ethyl 4-O-caffeoylquinate 
(4) 

5.9 
 

C18H22O9 

 
381.1201 
 

2.6 
 

191.06; 179.04; 161.02; 
135.05 

trans-3-O-feruloylquinic 
acid (5) 

5.3 
 

C17H20O9 

 
367.1045 
 

2.7 
 

191.06; 179.04; 161.02; 
135.05 

ethyl 4-O-feruloyquinate 
(6) 

6.5 
 

C19H24O9 

 
395.1360  
 

3.0 
 

191.06; 179.04; 161.02; 
149.06; 135.05 

4-O-sinapoylquinic acid 
(7) 

4.7 
 

C18H22O10 

 
397.1144 
 

1.0 
 

329.09; 191.06; 179.04; 
161.02; 135.05 

3-O-caffeoylshikimic acid 
(8) 

6.9 
 

C16H16O8 

 
335.0774 
 

0.6 
 

275.05; 179.04; 161.02; 
135.05 

Catechins and Flavanone-chromone 
catechin (9) (or 
epicatechin) 

4.3 
 
 

C15H14O6 

 

 

289.0726  
 
 

2.8 
 
 

245.08; 221.08; 203.07; 
187.04; 151.04; 137.05; 
123.05; 109.03 

catechin-3’-O-
glucopyranoside (10) 
(catechin-3'-O-
glucuronide) 

5.7 
 
 
 

C24H20O9 

 

 

 

451.1051  
 
 
 

3.5 
 
 
 

341.07; 323.06; 297.08; 
231.03; 217.02; 189.02; 
177.02; 151.04; 123.05; 
109.03 

Catechin-3-O-gallate-3’’,5’’-
dimethyl (11) 
(lysidicichin) 

4.4 
 
 

C24H22O10 

 

 

469.1150 
  
 

2.1 
 
 

341.07; 315.09; 289.07; 
245.08; 205.05; 179.04; 
151.04; 135.05; 109.03 

catechin-3-O-gallate-
3’’,4’’,5’’-trimethyl (12) [or 
3-O-(3,4,5-
trimethoxybenzoyl)-(-)-
epicatechin] 

6.2 
 
 
 
 

C25H24O10 

 

 

 

 

483.1288  
 
 
 
 

-1.9 
 
 
 
 

341.07; 289.07; 245.08; 
205.05; 179.03; 151.04; 
109.03 
 
 

phyllocoumarin (13) (C-
8,C-7-O-δ-lactone-catechin, 
or C-8,C-7-O-δ-lactone-
epicatechin) 

6.0 
 
 
 

C18H14O7 

 

 

 

341.0678 
 
 
 

3.2 
 
 
 

323.06; 281.05; 231.03; 
217.01; 203.04; 189.02; 
177.02; 151.04; 123.05; 
109.03 

cinchonain Ia (14), or 
cinchonain Ib, epi- and 
catechins derivatives 

3.8 
 
 

C21H24O11 

 

 

451.1254  
 
 

1.8 
 
 

289.07; 245.08; 203.07; 
179.04; 161.08; 137.02; 
109.03 

cinchonain Id 7-O-β-D-
glucopyranoside (15) 

5.5 
 

C30H30O14 

 
613.1552  
 

-1.8 
 

451.10; 341.07; 289.07; 
217.01; 161.02; 109.03 

naringenin(3→8)-5,7-
dihidroxichromone (16) 

7.8 
 
 

C24H16O9 

 

 

447.0716  
 
 

-1.3 
 
 

429.06; 403.08; 323.02; 
295.02; 251.03; 223.04; 
151.04; 123.05 
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TABELA A.14 - Metabólitos identificados usando a ferramenta de rede molecular 

e espectros MS/MS (continuação). 
Proposed compounds 
identify 

RT 
min 

Molecular 
formula 

[M-H]-  
Measured  

Mass 
accuracy 
(ppm) 

MS/MS main fragments 

Flavonols 
canferol-3-O-β-D-
galactoside (trifolin) (17a), 
or canferol-3-O-β-D-
glucoside (astragalin) (17b) 

5.9 
 
 
 

C21H20O11 

 

 

 

447.0939  
 
 
 

1.3 
 
 
 

285.04; 284.03; 270.05; 
255.03; 227.04 
 
 

quercetin-3-O-β-D-
galactoside (hyperoside) 
(18a), or quercetin-3-O-β-
D-glucopyranoside 
(isoquercetrin) (18b) 

5.5 
 
 
 
 

C21H20O12 

 

 

 

 

463.0896  
 
 
 
 

3.0 
 
 
 
 

301.03; 300.03; 283.02; 
243.03; 161.02; 151.00 
 
 
 

canferol-3-O-α-L-
arabinoside (canferol-3-O-
β-D-xyloside) (19) 

6.1 
 
 

C20H18O10 

 

 

417.0811  
 
 

-3.8 
 
 

284.03; 255.03; 227.03; 
170.06; 107.01 
 

canferol-3-O-(6-O-trans-p-
coumaroyl)-
glucopyranoside (20) [ 
synonyms: tribuloside, 6''-
O-p-coumaroyltrifolin, 6’’-
O-(para-
coumaroyl)astragalin, 
tilirosid] 

7.1 
 
 
 
 
 
 

C30H26O13 

 

 

 

 

 

 

593.1315  
 
 
 
 
 
 

2.4 
 
 
 
 
 
 

447.09; 285.04; 284.03; 
255.03; 145.03 
 
 
 
 
 

Canferol-3-O-(3,6-di-O-
trans-p-coumaroyl)-
glucopyranoside (21)  
[synonyms: 3",6"-di-O-
(para-coumaroyl)astragalin, 
(3'',6''-di-O-p-
coumaroyltrifolin)] 

8.6 
 
 
 
 
 
 

C39H32O15 

 

 

 

 

 

 

739.1677  
 
 
 
 
 
 

1.2 
 
 
 
 
 
 

593.13; 453.12; 447.09; 
285.04; 255.03; 229.05 
163.04; 151.00; 145.03 
 
 
 
 

3",6"-di-O-(para-
coumaroyl)isoquercitrin 
(22) [quercetin 3-(3'',6''-di-
p-coumarylglucoside)] 

8.1 
 
 
 

C39H32O16 

 

 

 

755.1616  
 
 
 

-0.3 
 
 
 

609.12; 469.11; 463.09; 
323.08; 301.04; 285.04; 
203.04; 179.04; 161.02; 
145.03; 135.05 

Anthraquinone glycoside, Anthrone C-glycosides, Oxanthrone C-glycosides, and Dianthrones 
chrysophanol-8-O-β-D-
glycoside (23) 

9.3 
 

C25H20O6 

 
415.1180  
 

-1.7 
 

253.05; 224.05 
 

picramnioside D (24)  9.6 C27H24O10 507.1289  -1.6 297.07; 255.07; 211.08 
debenzoyl-picramnioside D 
(25) 

7.0 
 

C20H20O9 

 
403.1030 
 

-1.2 
 

297.08; 255.07; 239.07; 
211.08  

chrysaloin (11-deoxyaloin) 
(26) 

7.0 
 

C21H22O8 

 
401.1237 
 

-1.2 
 

281.08; 239.07 
 

nataloin (27) 5.6 C21H22O9 417.1191  0.0 297.08; 255.07; 225.06 
7-hydroxyaloin B (28)   Model compound 
cassialoin (29)  6.9 C21H22O9 417.1188  -0.7 297.08; 254.06; 240.04 
rumejaposide E (30) 5.5 

 
C21H22O10 

 
433.1136  
 

-0.9 
 

270.05; 253.05; 241.05; 
224.04; 197.06 

debenzoyl-mayosides D 
(31) 

6.5 
 

C20H20O9 

 
403.1023 
 

3.0 
 

270.05; 253.05; 240.04; 
193.07 
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TABELA A.14 - Metabólitos identificados usando a ferramenta de rede molecular 

e espectros MS/MS (continuação). 
Proposed compounds identify RT 

min 
Molecular 
formula 

[M-H]-  
Measured  

Mass 
accuracy 
(ppm) 

MS/MS main 
fragments 

Anthraquinone glycoside, Anthrone C-glycosides, Oxanthrone C-glycosides, and Dianthrones 

emodin bianthrone (32) 
12.4 
 
 

C30H22O8 

 

 

509.1245 
 
 

0.6 
 
 

491.11; 478.11; 
463.12; 311.17; 
256.05; 254.06; 
225.06; 211.04; 
197.06 

palmidin C (33) 14.3 
 

C30H22O7 

 
493.1289  
 

-0.8 
 

254.06; 238.06; 
226.06; 225.06 

Quassinoids 
picrasin G (34)  

7.7 
 
 

C21H28O7 

 

 

391.1771  
 
 

2.3 
 
 

373.16; 347.19; 
332.16; 329.18; 
317.14; 314.15; 
299.13; 287.10; 
242.13 

nigakilactone K (35) 
8.5 
 
 
 

C22H30O7 

 

 

 

405.1925  
 
 
 

1.5 
 
 
 

361.20; 346.18; 
343.19; 331.16; 
328.17; 316.13 
313.14; 296.14; 
289.14; 285.14 

11-oxonigakilactone K (36) 
8.9 
 
 

C22H28O7 

 

 

403.1762  
 
 

1.5 
 
 

359.19; 344.16; 
341.18; 329.14; 
326.15; 311.13; 
285.15; 247.13 

indaquassin E (37) 
6.9 
 

C25H34O11 

 
509.2033  
 

1.0 
 

409.15; 391.14; 
361.10; 311.12; 
285.11; 267.10 

Proposed compounds 
identify 

RTmin Molecular 
formula 

[M+H+  
Measured 

Mass 
accuracy  

MS/MS main 
fragments 

shinjuglycoside B (38) 
5.0 
 
 

C26H36O12 

 

 

563.2111  
[M+Na]+ 
 

1.2 
 
 

401.16; 383.15; 
353.14; 325.14; 
337.11; 
293.11; 203.05 

Proposed compounds 
identify 

RT 
min 

Molecular 
formula 

[M-H]-  
Measured  

Mass 
accuracy 
(ppm) 

MS/MS main 
fragments 

Vitanolídeos 
4β,27-dihidroxi-l-oxo-7-
methoxywitha-2,5,24-
trienolide + Formic acid (39a) 

10.3 
 
 
 

C30H42O8 

 

 

 

529.2805  
 
 
 

0.4 
 
 
 

483.27; 468.25; 
453.23; 439.29; 
395.30; 339.23 
227.15; 185.14 
 

4β,27-dihidroxi-l-oxo-7-
methoxywitha-2,5,24-
trienolide (39) 

10.0 
 
 
 

C29H40O6 

 

 

 

483.2745  
 
 
 

-1.4 
 
 
 

468.25; 453.23; 
439.28; 421.27; 
395.30; 339.23; 
281.19; 227.14; 
185.10; 151.08 
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TABELA A.14 - Metabólitos identificados usando a ferramenta de rede molecular 

e espectros MS/MS (continuação). 
Proposed compounds identify RT 

min 
Molecular 
formula 

[M-H]-  
Measured  

Mass 
accuracy 
(ppm) 

MS/MS main 
fragments 

Vitanolídeos 
27-glucosyl-4β-hydroxy-l-oxo-7-
methoxywitha-2,5,24-trienolide 
+ Formic acid (40a) 

8.0 
 
 
 

C36H52O13 

 

 

 

691.3318  
 
 
 

-2.5 
 
 
 

645.33; 601.34; 
525.28; 483.27; 
439.28; 405.24 
343.22 

27-deglucosyl-27-hydroxy-7-
dehydroxy-7-methoxy-
daturametelin I (41) 13.5 

 
 
 
 
 
 
 

C29H40O5 

 

 

 

 

 

 

 

467.2800 
 
 
 
 
 
 
 

-0.6 
 
 
 
 
 
 
 

452.26; 449.27; 
437.23; 423.29; 
419.22; 408.27; 
405.28; 395.26; 
393.24; 387.27; 
379.30; 375.23; 
371.19; 364.28; 
361.29; 351.27; 
349.25; 327.20;  
307.21; 295.21; 
283.21; 235.13; 
191.14 

2,3-dihidro-3-methoxyvitaferin A 
(42) 9.3 

 
 

C29H42O7 

 

 

501.2848  
 
 

-2.0 
 
 

457.30; 413.30; 
383.26; 365.25; 
339.27; 321.26; 
283.21; 267.17; 
191.14 

27-Dehydroxi-2,3-dihidro-3-
methoxyvitaferin A (43) 

12.1 
 
 
 
 

C29H42O6 

 

 

 

 

 

485.2902  
 
 
 
 
 

-1.0 
 
 
 
 
 

467.28; 455.24; 
441.30; 423.29; 
411.25; 397.31; 
383.26; 367.26; 
365.25; 353.21; 
339.27; 321.26; 
309.22; 295.21; 
273.15; 229.15; 
191.14 
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FIGURA A.49 - Rede molecular para amostras das espécies Picramnia, Quassia 

amara e Trichilia catigua, usando dados MS/MS com modo de ionização negativo. 
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FIGURA A.50 - Espectros de MS e MS/MS dos ácidos clorogênicos e seus derivados, substâncias 1 e 2. 
 

5-O-caffeoylquinic acid (1) - 353.0884 [M-H]- 

 

 
MS spectrum 

 
MS/MS spectrum 

3-O-p-coumaroylquinic acid (2) 337.0930 [M-H]- 

 

 
MS spectrum 

 
MS/MS spectrum 
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FIGURA A.51 - Espectros de MS e MS/MS dos ácidos clorogênicos e seus derivados, substâncias 3 e 4. 

ethyl 3-O-p-coumaroylquinate (3) 365.1253 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 

ethyl 4-O-caffeoylquinate (4) 381.1201 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.52 - Espectros de MS e MS/MS dos ácidos clorogênicos e seus derivados, substâncias 5 e 6. 

trans-3-O-feruloylquinic acid (5) 367.1045 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 

ethyl 4-O-feruloyquinate (6) 395.1360 [M-H]- 

MS spectrum 
MS/MS spectrum 
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FIGURA A.53 - Espectros de MS e MS/MS dos ácidos clorogênicos e seus derivados, substâncias 7 e 8. 

4-O-sinapoylquinic acid (7) 397.1144 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 

 

3-O-caffeoylshikimic acid (8) 335.0774 [M-H]- 

MS spectrum MS/MS spectrum 
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FIGURA A.54 - Espectros de MS e MS/MS de catequinas e flavanonas-cromonas, substâncias 9 e 10. 
catechin (9) (or epicatechin) 289.0726 [M-H]- 

 

 
MS spectrum 

 
MS/MS spectrum 

 

catechin-3’-O-glucopyranoside (10) (catechin-3'-O-glucuronide) 451.1051 [M-H]- 

 

 

 
MS spectrum 

 

 
MS/MS spectrum 
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FIGURA A.55 - Espectros de MS e MS/MS de catequinas e flavanonas-cromonas, substâncias 11 e 12. 
Catechin-3-O-gallate-3’’,5’’-dimethyl (11) (lysidicichin) 469.1150 [M-H]- 

 

 
MS spectrum 

 
MS/MS spectrum 

catechin-3-O-gallate-3’’,4’’,5’’-trimethyl (12) [or 3-O-(3,4,5-trimethoxybenzoyl)-(-)-epicatechin] 483.1288 [M-H]- 

 
 

 
MS spectrum 

 
 

 
MS/MS spectrum 
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FIGURA A.56 - Espectros de MS e MS/MS de catequinas e flavanonas-cromonas, substâncias 13 e 14. 

phyllocoumarin (13) (C-8,C-7-O--lactone-catechin, or C-8,C-7-O--lactone-epicatechin) 341.0678 [M-H]- 

 

 
MS spectrum 

 
MS/MS spectrum 

cinchonain Ia (14), or cinchonain Ib, epi- and catechins derivatives 451.1254 [M-H]- 

 
 
 

 
MS spectrum 

 
 

 
MS/MS spectrum 
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FIGURA A.57 - Espectros de MS e MS/MS de catequinas e flavanonas-cromonas, substâncias 15 e 16. 
 

cinchonain Id 7-O-β-D-glucopyranoside (15) 613.1552 [M-H]- 

 

 

 
MS spectrum 

 

 
MS/MS spectrum 

naringenina(3→8)-5,7-dihidroxichromone (16) 447.0716 [M-H]- 

 
 

 
MS spectrum 

 

 
MS/MS spectrum 
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FIGURA A.58 - Espectros de MS e MS/MS de flavonois, substâncias 17a, 17b, 18a, e 18b. 
kaempferol-3-O-β-D-galactoside (trifolin) (17a), or kaempferol-3-O-β-D-glucoside (astragalin) (17b) 447.0939 [M-H]-  

 
 

 
MS spectrum 

 

 

 
MS/MS spectrum 

quercetin-3-O-β-D-galactoside (hyperoside) (18a), or quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside (isoquercetrin) (18b) 463.0896 [M-H]- 

 

 
 

 
MS spectrum 

 
 

 
MS/MS spectrum 
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FIGURA A.59 - Espectros de MS e MS/MS de flavonois, substâncias 19 e 20. 

kaempferol-3-O-α-L-arabinoside (kaempferol-3-O-β-D-xyloside) (19) 417.0811 [M-H]- 

 
MS spectrum

  

MS/MS spectrum 

kaempferol-3-O-(6-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside (20) [ synonyms: tribuloside, 6''-O-p-coumaroyltrifolin, 6’’-O-(p-

coumaroyl)astragalin, tilirosid] 593.1315 [M-H]- 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.60 - Espectros de MS e MS/MS de flavonois, substâncias 21 e 22. 

Kaempferol-3-O-(3,6-di-O-trans-p-coumaroyl)-glucopyranoside (21)  [synonyms: 3",6"-di-O-(para-coumaroyl)astragalin, (3'',6''-di-

O-p-coumaroyltrifolin)] 739.1677 [M-H]- 

 

 
MS spectrum 

 

 
MS/MS spectrum 

3",6"-di-O-(para-coumaroyl)isoquercitrin (22) [quercetin 3-(3'',6''-di-p-coumarylglucoside)] 755.1616 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.61 - Espectros de MS e MS/MS de antraquinonas, antronas C-glicosiladas, oxantronas C-glicosiladas e 

diantronas, substâncias 23 e 24. 

chrysophanol-8-O-β-D-glycoside (23) 415.1180 [M-H]- 

 

 
MS spectrum 

 

 
MS/MS spectrum 

picramnioside D (24) 507.1289 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.62 - Espectros de MS e MS/MS de antraquinonas, antronas C-glicosiladas, oxantronas C-glicosiladas e 

diantronas, substâncias 25 e 26. 

debenzoyl-picramnioside D (25) 403.1030 [M-H]- 

 
MS spectrum 

 
MS/MS spectrum 

chrysaloin (11-deoxyaloin) (26) 401.1237 [M-H]- 

 
 

 
MS spectrum 

 

 
MS/MS spectrum 
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FIGURA A.63 - Espectros de MS e MS/MS de antraquinonas, antronas C-glicosiladas, oxantronas C-glicosiladas e 

diantronas, substâncias 27 e 29. 

nataloin (27) 417.1191 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 

cassialoin (29) 417.1188 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.64 - Espectros de MS e MS/MS de antraquinonas, antronas C-glicosiladas, oxantronas C-glicosiladas e 

diantronas, substâncias 30 e 31. 

rumejaposide E (30) 433.1136 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 

debenzoyl-mayosides D (31) 403.1023 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.65 - Espectros de MS e MS/MS de antraquinonas, antronas C-glicosiladas, oxantronas C-glicosiladas e 

diantronas, substâncias 32 e 33. 

emodin bianthrone (32) 509.1245 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 

palmidin C (33) 493.1289 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.66 - Espectros de MS e MS/MS de quassinoides, substâncias 34 e 35. 
picrasin G (34) 391.1771 [M-H]- 

 

 
MS spectrum 

 

 
MS/MS spectrum 

nigakilactone K (35) 405.1925 [M-H]- 

 
 

 
MS spectrum 

 
 

 
MS/MS spectrum 
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FIGURA A.67 - Espectros de MS e MS/MS de quassinoides, substância 38. 

shinjuglycoside B (38) 563.2111 [M+Na]+ 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.68 - Espectros de quassinoides detectados mas não incluídos nos agrupamentos desta classe metabólica. 

 

Quassin 389.1944 [M+H]+ (-3.9 ppm) 

MS spectrum MS/MS spectrum 

bruceine M 425.1814 [M-H]-  (0.5 ppm) 

MS spectrum MS/MS spectrum 
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FIGURA A.69 - Espectros de MS e MS/MS de vitanolídeos, substâncias 39a e 39. 

4β,27-dihydroxy-l-oxo-7-methoxywitha-2,5,24-trienolide + Formic acid (39a) 529.2805 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 

4β,27-dihydroxy-l-oxo-7-methoxywitha-2,5,24-trienolide (39) 483.2745 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.70 - Espectros de MS e MS/MS de vitanolídeos, substâncias 40a e 41. 

27-glucosyl-4β-hydroxy-l-oxo-7-methoxywitha-2,5,24-trienolide + Formic acid (40a) 691.3318 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 

27-deglucosyl-27-hydroxy-7-dehydroxy-7-methoxy-daturametelin I (41) 467.2800 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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Figura A.71 - Espectros de MS e MS/MS de vitanolídeos, substâncias 42 e 43. 

2,3-dihydro-3-methoxywithaferin A (42) 501.2848 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 

27-Dehydroxi-2,3-dihydro-3-methoxywithaferin A (43) 485.2902 [M-H]- 

 

MS spectrum 

 

MS/MS spectrum 
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FIGURA A.72 - Esquema proposto de fragmentação para as antronas C-glicosídicas: picramniosídeo D (24) e 

debenzoil-picramniosídeo D (25). 

 

 

m/z 507 m/z 403 

m/z 255 

m/z 297 



 

 

                                                                    119 

 

FIGURA A.73 - Esquema proposto de fragmentação para a oxantronas C-glicosídicas: debenzoil-maiosídeo D (31). 

 

 
 

m/z 403 

            m/z 253 

m/z 270 
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FIGURA A.74 - Esquema proposto de fragmentação para os quassinoides: nigaquilactona K (35) e 11-

oxonigaquilactona K (36). 
 

 

m/z 405 m/z 361 m/z 331 

m/z 343 

m/z 403 m/z 359 m/z 329 

m/z 247 

m/z 341 
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FIGURA A.75 - Esquema proposto de fragmentação para os quassinoides: quassin. 
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FIGURA A.76 - Esquema proposto de fragmentação para o quassinoide: bruceina M. 

 

 

 
  

m/z 425 m/z 351 

m/z 292 m/z 230 
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Figura A.77 - Esquema proposto de fragmentação para vitanolídeos: A, formação de aduto com ácido fórmico (39a). 

 
     

 

 

m/z 529 

m/z 483 
m/z 529 



 

 

                                                                    124 

 

Figura A.78 - Esquema proposto de fragmentação para vitanolídeos: B, 4β,27-dihydroxy-l-oxo-7-methoxywitha-

2,5,24-trienolide (39). 

 

 

m/z 483 m/z 468 

m/z 151 
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m/z 439 m/z 395 

m/z 421 
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Figura A.79 - Esquema proposto de fragmentação para vitanolídeos: formação de aduto com ácido fórmico (40a) e 

27-glucosyl-4β-hydroxy-l-oxo-7-methoxywitha-2,5,24-trienolide (40). 

 

m/z 691 

m/z 645 m/z 483 

m/z 439 
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FIGURA A.80 - Esquema proposto de fragmentação para vitanolídeos: 27-deglucosyl-27-hydroxy-7-dehydroxy-7-

methoxy-daturametelin I (41). 
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FIGURA A.81 - Esquema proposto de fragmentação para vitanolídeos: 2,3-dihydro-3-methoxywithaferin A (42). 
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FIGURA A.82 - Esquema proposto de fragmentação para vitanolídeos: 27-dehydroxi-2,3-dihydro-3-

methoxywithaferin A (43). 
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TABELA A.15 - Ácidos clorogênicos, ácido 3-O-cafeoilchiquímico, catequinas, 

flavanona-cromona e flavonois, detectados nas espécies Picramnia, Quassia amara 

e Trichilia catigua, utilizando dados MS/MS com um modo de ionização negativa e 

positiva. 
Planta/extratos Classes de metabólitos secundários anotadas 
P. sellowii 
Extrato-folhas 

Chlorogenic 
acid 

3-O-caffeoyl-
shikimic acid 

Catechin  Flavanone-
chromone 

Flavonol 

CH2Cl2 3*     
MeOH 3*     
EtOH PsF       
SPE, EtOH       
PsF1 4   16* 20*- 22* 
PsF2 1, 2, 5 8    
PsF3 3, 6  10*- 13*  17a/17b, 

18a/18b 
PsF4 7*  10*- 13*, 15  19, 20, 21*, 

22* 
Hidroalcóolico PsH      
SPE Hidroalcóolico      
PsH1     19*- 22* 
PsH2     19* 
PsH3     19*, 20, 21, 

22* 
PsH4      
Extrato-galhos      
AcOEt 3*     
MeOH 3*     
P. bahiensis extrato-
folhas 

     

MeOH 7*  13*  20-22 
CH2Cl2      
P. ciliata      
Folhas-EtOH 4*  9, 10, 11*, 

13, 15 
16* 20* 

P. glazioviana      
Galhos-MeOH 1*, 7  10*- 12*  20*- 22* 
Folhas-CH2Cl2 3*, 6*  13*, 15 16* 20*, 21* 
P. oreadica      
Galhos-EtOH 4*, 7*     
T. catigua, casca-
galhos-EtOH 

  10*, 11, 12, 
13*, 14, 15 

16  

Q. amara  
Folhas-EtOH 

     

*Composto detectado em quantidades menores. 
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TABELA A.16 – Antraquinonas glicosídicas, antronas C-glicosiladas, oxantronas C-

glicosiladas, diantronas, quassinoides e vitanolídeos detectados nas espécies 

Picramnia, Quassia amara e Trichilia catigua, usando dados MS/MS com modo de 

ionização negativo e positivo. 
Planta/extratos Classes de metabólitos secundários anotadas 
P. sellowii 
Extrato-folhas 

Anthraquinon
e glycoside 

Anthrone  
C- glycoside 

Oxanthrone 
C-glycoside 

Dianthron
e 

Quassinoi
d 

Withanolide 

CH2Cl2 23*      
MeOH  25  30    
EtOH PsF        
SPE, EtOH        
PsF1  27  29, 31  38  
PsF2  24, 25*, 

26* 
 32, 33* 34*- 36* 40*- 43* 

PsF3     38*  
PsF4 23*  24, 25*- 

27* 
29*- 31* 32*, 33 37* 42*, 43* 

Hidroalcóolico 
PsH 

      

SPE Hidroalcóolico       
PsH1    32*   
PsH2       
PsH3     35*, 36*, 

38* 
 

PsH4   30*    
Extrato-galhos       
AcOEt  24*-26* 29* 33   
MeOH  27*     
P. bahiensis 
extrato-folhas 

      

MeOH   29*- 31*     
CH2Cl2 23      
P. ciliata       
Folhas-EtOH     38* 39-43 
P. glazioviana       
Galhos-MeOH  27*   34*, 38 42*, 43* 
Folhas-CH2Cl2  27*     
P. oreadica       
Galhos-EtOH 23* 26 29*- 31*  34*- 38*  
T. catigua, casca-
galhos-EtOH 

      

Q. amara  
Folhas-EtOH 

    34-37  

*Composto detectado em quantidades menores. 

 

 

 

 

 

 

 


