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RESUMO

A floresta Amazdnica ¢ rica em diversas espécies vegetais, dentre elas, destaca-se Piranhea trifoliata, a qual é conhecida
popularmente como piranheira, por seus frutos servirem de alimentos para peixes. Suas cascas sdo utilizadas como curativo
para inflama¢io no ttero em banhos de assento e para chds no tratamento de maldria. O objetivo deste trabalho foi o
fracionamento cromatografico do extrato diclorometinico e da fase diclorometanica do extrato metandlico das folhas de
Piranbea trifoliata. As folhas foram secas, moidas e extraidas com diclorometano, metanol e 4gua. O extrato metandlico foi
submetido a parti¢io com diclorometano e acetato de etila. O fracionamento cromatografico conduziu ao isolamento de seis
triterpenoides pentaciclicos: friedelan-3-ona, 28-hidroxi-friedelan-3-ona, 30-hidroxi-friedelan-3-ona, lupeol, mistura de a- e
B-amirina, além da mistura dos esteroides B-sitosterol e estigmasterol. As estruturas das substincias foram identificadas pela
andlise dos espectros de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de "?C e comparagdes com dados da literatura. Este
¢ o primeiro relato descrevendo o estudo quimico das folhas de P trifoliata.

PALAVRAS-CHAVE: Floresta amazonica, andlise de RMN, esteroides, terpenos.

Triterpenes of leaves from Piranhea trifoliata (Picrodendraceae)

ABSTRACT

The Amazon forest is rich in plant species diversity, among them, Piranbea trifoliata stands out, which is popularly known
as piranheira, because their fruits are eaten by fish. Their barks are used as bath composition on uterus inflammation and as
tea in malaria treatment. This study aimed to fractionate the dichloromethane and dichloromethane phase from methanolic
extract of leaves of Piranbea trifoliata. The leaves were dried, grounded and extracted with dichloromethane, methanol and
water. The methanol extract was partitioned with dichloromethane and ethyl acetate. The chromatographic fractionation
yielded six pentacyclic triterpenoids: friedelan-3-one, 28-hydroxy-friedelan-3-one, 30-hydroxy-friedelan-3-one, lupeol, 0- and
B-amyrin mixture, besides the mixture of the steroids: B-sitosterol and stigmasterol. The substances structures were identified
by 'H- and *C-Nuclear Magnetic Resonance (NMR) analysis and literature data comparison. This is the first report describing
the chemical study of P wrifoliata leaves.

KEYWORDS: Amazon Forest, NMR analysis, steroids, terpenes.
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INTRODUCAO

A familia Picrodendraceae surgiu da divisio da familia
Euphorbiaceae (Chase ez al. 2002; APG 2003), pois estudos
realizados sobre a anatomia das folhas, madeiras e das estruturas
do pélen comprovaram que Euphorbiaceae nio era um grupo
monofilético (Wurdack ez /. 2004). Uma nova reclassificacio
foi proposta para alguns géneros, gerando assim duas novas
familias: Picrodendraceae e Phyllanthaceae, sendo que alguns
géneros permaneceram em Euphobiaceae (Chase et a/. 2002;
APG 2003). A familia Picrodendraceae possui atualmente 29
géneros e 100 espécies (Sutter e al. 2006), nativas de zonas
tropicais. Possui uma distribuicao bastante restrita, ocorrendo
em vdrios tipos de vegetacio de vdrzea, florestas secas e cerrado
4rido, principalmente no Hemisfério Sul.

Piranhea trifoliata Baill (Picrodendraceae) sio drvores
grandes com os ramos bem desenvolvidos, em geral
parcialmente submersos nas margens dos rios, troncos com
cascas de cor cinza, estriadas longitudinalmente, pode ser
encontrada no Brasil, Bolivia e Venezuela. No Brasil é frequente
nos estados do Amazonas, Pard, Tocantins, Rondénia e Mato
Grosso (Secco e Cordeiro 2015). E conhecida popularmente
como piranheira, pois seus frutos e sementes sio usados como
alimento por piranhas e outros peixes que vivem nos rios da
regido e é encontrada nas 4reas de vdrzeas e igapds.

No levantamento bibliogréfico realizado, o estudo
quimico de Piranhea trifoliata estd sendo realizado apenas
pelo nosso grupo de pesquisas (Jeffreys 2011). Assim, o
objetivo deste trabalho foi o fracionamento cromatografico do
extrato diclorometanico e da fase diclorometinica do extrato
metandlico das folhas de Piranhea trifoliata, por indicarem
a presenca de terpenos quando revelados com anisaldeido
sulftirico e sulfato cérico em cromatografia em camada delgada

comparativa (CCDC).

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparo dos extratos

As folhas da espécie P mrifoliara Baill (Picrodendraceae),
foram coletadas em agosto de 2009, em Altamira — PA. A
planta foi identificada pela Dra. Daiane Martins e a exsicata
depositada no Herbdrio do Instituto Federal do Amazonas
— IFAM, Manaus — AM, sob o ntimero: 10653. As folhas
(421,0 g) foram secas em temperatura ambiente, em seguida
foram moidas em moinho de facas. O material vegetal foi
extraido com diclorometano (DCM), usando ultrassom por
20 min e filtrado. Apés, o material foi re-extraido com DCM
e ultrassom, repetindo o procedimento 2 vezes. O material
vegetal foi entdo seco em estufa (< 50 °C) e extraido com
metanol (MeOH), usando ultrassom por 20 min, filtrado e
re-extraido com MeOH mais 2 vezes. O material vegetal foi
novamente seco em estufa (< 50 °C) e extraido com 4gua,
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apenas uma vez. Os extratos obtidos foram concentrados em
rota-evaporador (para extratos DCM e MeOH) e liofilizador
(extrato aquoso). Obtendo-se 3,24 g de extrato DCM, 6,21
g de extrato MeOH e 1,02 g de extrato aquoso. Uma parte
do extrato metandlico (5 g) foi dissolvido em metanol/
H,O 7:3 e submetido a uma partigo liquido-liquido com
diclorometano, e depois com acetato de etila, gerando 2,4 g
da fase diclorometinica e 1,2 g da fase acetato de etila e 1,0

g da fase hidroalcodlica.

Fracionamento cromatografico do extrato
diclorometanico e da fase diclorometanica do
extrato metandlico das folhas

Apébs a obtengao dos extratos vegetais, uma parte
do extrato DCM (840,0 mg) das folhas foi submetido
a uma coluna cromatogrifica de silica gel 60 Mesh com
os solventes DCM/acetona 9:1 até acetona 100% e
acetona/MeOH 9:1 até MeOH 100%, resultando em
84 fracoes com aproximadamente 120 mL cada, as quais
foram concentradas em rota-evaporador, analisadas por
Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)
e reveladas com os reveladores quimicos: anisaldeido
sulftirico, sulfato cérico, cloreto férrico e iodo ressublimado
e fisicos: luz ultravioleta com 254 nm e 365 nm. A reuniio
das fracoes deu-se de acordo com suas similaridades,
resultando em 6 fragées (coluna D1). A fragcao D1.6-13
(110 mg) foi fracionada utilizando silica gel 60 Mesh como
fase estaciondria e gradiente de 10% de acetona em DCM
até 100% de acetona e 10% de MeOH em acetona até
100% de MeOH como fase mével, obtendo-se 20 fragoes,
as quais foram reagrupadas apds andlise em CCDC. A
fragao D1.6-13.8-13 (35 mg) foi fracionada utilizando
silica gel 60 Mesh como fase estaciondria e gradiente de
acetona em DCM, iniciando em acetona/DCM 9:1 como
fase movel, gerando 20 fragdes, sendo que a reunido das
fragoes D1.6-13.8-13.2-8 (1,6 mg) forneceu a substincia
1. A fragao D1.17-18 (24 mg) apresentou um precipitado
branco que foi lavado com acetona fornecendo a substancia
2 (8 mg). A fragao D1.23-29 (30 mg) foi fracionada
com 10% de DCM em Hexano até 100% de DCM e
10% de acetato de etila (AcOEt) em DCM até AcOEt
100%. A fragao D1.23-29.7 (8 mg) foi submetida & uma
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)
utilizando o sistema DCM/Acetona (1:1), gerando a fragao
D1.23-29.7.2 (3 mg) que era constituida da substancia 3.

A fase DCM do extrato MeOH das folhas (1,0 g) foi
fracionada em coluna de silica gel 60 Mesh e usando como
eluente gradiente de 10% de acetona em hexano até acetona
100% e gradiente de 10% de MeOH em acetona até MeOH
100%, obtendo 58 fracoes (coluna DM1). A fragio DM1.8-
10 foi fracionada em coluna de silica gel 60 Mesh com 10%
de acetona em hexano até acetona 100%, gerando as fragoes:
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a fragdo DM1.8-10.2 (4 mg), contendo as substincias 4 ¢
5; DM1.8-10.28 (5 mg) contendo a substincia 6; a fragio
DM1.8-10.31 (7 mg) contendo as substincias 7 ¢ 8.

RESULTADOS

O estudo fitoquimico conduziu ao isolamento e
identificagao de seis triterpenos (1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6) além de
dois esteroides (7 ¢ 8) (Figura 1).

As substancias friedelan-3-ona (1) (1,6 mg), B-sitosterol
e estigmasterol (7 e 8) (4 mg), apresentaram-se como sélidos
brancos amorfos, e as substincias 28-hidroxi-friedelan-3-ona

(2) (8 mg), 30-hidroxi-friedelan-3-ona (3) (26 mg), o- ¢
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-amirina (4 ¢ 5) (2,6 mg) e o lupeol (6) (3mg), apresentaram-

se como sdlidos brancos cristalinos em formato de agulhas.

As substancias foram analisadas em equipamento de RMN
de 300 MHz (Bruker BioSpin AG, Modelo Fourier 300
UltraShield, com frequéncia de 300 MHz para hidrogénio com
sonda EasyProbe Dual 300 MHz S1 5Smm Z-gradient), para
os nticleos de 'H e de *C (300 e 75 MHz, respectivamente),
em CDCI,. Os dados de RMN de "C foram comparados
com os descritos por Mahato e Kundu (1994) (Tabela 1). A
fim de confirmar a estrutura da substincia 3, esta foi analisada
no experimento de correlagio heteronuclear single-quantum
(heteronuclear single-quantum correlation - HSQC).

1: R=H; Ri=H
2:R=0H;R;=H
3: R=H; R;= OH

4: R1: CH3; Rzz H
S: R1: H; Rz = CH3

8: N2

Figura 1. Substancias isoladas do extrato diclorometanico e da fase diclorometanica do extrato metanolico das folhas de Piranhea trifoliata.
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Tabela 1. Dados de RMN de *C das substancias: friedelan-3-ona, 28-hidroxi-friedelan-3-ona, 30-hidroxi-friedelan-3-ona, a-amirina, -amirina e lupeol (CDCI,,

75 MHz)
friedelan-3-ona  28-hidroxi-friedelan-3-ona  30-hidroxi-friedelan-3-ona a-amirina B-amirina lupeol
Posicao Observado Observado Observado Observado Observado Observado
1 22,3 22,4 22,2 38,8 38,8 38,7
2 41,5 41,7 41,5 27,4 27,4 27,4
3 213,2 213 213,1 79,4 79,4 79
4 58,2 58,4 58,2 39,0 39,0 38,7
5 421 42,2 42,1 55,5 55,5 55,3
6 413 41,4 411 18,6 18,6 18,3
7 18,2 18,4 18,2 32,8 32,8 34,3
8 53,1 52,7 53,0 40,0 37,3 40,9
9 37,4 38,5 37,4 47,8 47,8 50,5
10 59,4 59,7 59,5 37,1 37,1 37,2
11 35,6 35,6 35,9 23,7 23,7 20,9
12 30,5 29,9 29,3 125,3 121,9 25,2
13 39,7 39,7 39,6 139,6 145,5 38,1
14 38,3 37,8 38,1 41,9 41,9 42,8
15 32,4 31,4 32,1 28,6 26,2 27,4
16 36,0 29,3 29,7 26,3 27,1 35,6
17 30,0 357 30,0 33,5 32,7 42,8
18 42,7 39,6 42,7 59,9 47,4 48,3
19 35,3 34,7 30,5 39,0 47,0 48,0
20 28,1 28,4 33 40,0 31,3 151
21 32,7 31,6 28,1 31,3 34,9 29,9
22 39,2 88l5 39,8 41,9 37,1 40,0
23 6,8 7,0 6,8 28,3 28,3 28,00
24 14,6 14,8 14,6 15,7 15,7 15,3
25 17,9 18,2 18,2 15,8 15,8 16,1
26 20,2 19,3 18,5 17,0 17,0 16,0
27 18,6 19,4 19,9 23,9 26,3 14,6
28 32,1 68,2 32,1 28,3 28,6 18,0
29 35,0 33,0 28,9 17,0 33,5 109,3
30 31,7 34,4 71,9 21,8 23,9 19,3
DISCUSSAO entre§,, 1,27 a 1,58 ppm, indicando a presenca de hidrogénios

O espectro de RMN de 'H da substincia 1 registrou
sete singletos em d, 0,74; 0,88; 0,90; 1,01; 1,02; 1,06 e
1,19 relativos a sete grupos metila e um dubleto em 5, 0,88
(/ = 6,0 Hz) correspondente & metila C-23 caracteristica do
esqueleto friedelano. O espectro apresentou a auséncia de
ligagao dupla na regido entre 6., 5,0 e 6,0 ppm. Foi observado
ainda um multipleto entre 3, 2,23 e 2,40 ppm, indicando
a presenga de trés hidrogénios a-carbonilicos, além de sinais

metilénicos e metinicos na molécula. O espectro de RMN de
3C apresentou trinta sinais. O sinal em 213,0 ppm, indicou
que a molécula possui uma carbonila em C-3, além de um
sinal em 6,8 ppm referente ao C-23. Ao comparar esses dados
com os da literatura de Mahato e Kundu (1994) verificou-se
que a molécula se tratava da friedelan-3-ona.

O espectro de RMN de 'H da substancia 2 mostrou 7

sinais referentes aos hidrogénios de metilas, indicando um
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triterpeno com uma metila a menos. Observaram-se sinais em
0., 2,27 (m, 2H), em 6,,2,39 (ddd, 2H, = 7,0; 5,0; 2,0 Hz) e
em &, 3,63 (s/, 2H) caracteristico de hidrogénio carbindlico.
O espectro de RMN de "*C mostra um sinal de metila em 7,0
ppm e a falta de sinais de ligagdo dupla sugeriram a presenca
do esqueleto do tipo friedelano. Ainda foram observados um
sinal em 213,0 ppm, de um grupo carbonilico em C-3 ¢ um
carbono carbindlico em 68,2 ppm (referente ao C-28). A
andlise destes dados confirmaram que o triterpeno se tratava
da 28-hidroxi-friedelin-3-ona (Mahato e Kundu 1994).
Vale ressaltar que este é um triterpeno de ocorréncia pouco
frequente e estd sendo descrito pela primeira vez nesta familia.

Os dados de RMN de 'H da substincia 3 apresentaram
grande semelhanca com os dados da substancia 1, pois
continham os mesmos sinais de metilas entre 0, 0,7 a
1,27, além de um dubleto em 5, 0,89 (3H, 4, / = 6,0 Hz),
caracteristico da metila C-23. Os dados que diferenciaram
foram observados em 5H 3,37 (1H, d, / = 10,4 Hz) e em 61{
3,45 (1H, d, J = 10,8 Hz) que estio relacionados a dtomos de
hidrogénio diasterotépicos em carbono oxigenado. A andlise
do espectro de RMN de C mostrou a presenga de metilas
em Sc 6,8; 14,6; 18,2; 18,5; 19,9; 32,1; 28,9; além de um
sinal em 8. 71,9, atribuido ao carbono metilénico ligado
ao grupo OH o qual foi confirmado através do espectro
bidimensional HSQC sua relagao com os sinais em 8, 3,37 e
3,45 correspondendo aos hidrogénios ligados ao carbono C-30
contendo um grupamento hidroxila. A comparagio de todos
esses dados obtidos com os da literatura, permitiu identificar a
substancia 3 como 30-hidroxi-friedelan-3-ona. Esta substincia
foi isolada pela primeira vez de Catha cassinoides (Betancor er
al. 1980), ¢ um triterpeno de ocorréncia pouco frequente e
estd sendo descrito pela primeira vez nesta familia.

O espectro de RMN de 'H das substincias 4 e 5 mostrou,
além de vdrios singletos caracteristicos de triterpenos (entre
0,79 e 1,13 ppm), sinais de hidrogénios ligados a carbonos
olefinicos em &, 5,19 (¢, / = 3,5 Hz) € 3, 5,13 (), referentes
aos H-12, aonde ambos acoplam com os dois hidrogénios em
H-11, resultando em um tripleto para B-amirina; o sinal para
o H-12 da a-amirina também deveria dar um tripleto, mas
o sinal nao apresentou boa resolu¢io, sendo considerado um
multipleto. Entre os sinais de RMN de *C tem se os referentes
aos das ligagoes duplas, sendo uma dupla em . 125,3 (C-12)
e 9. 139,6 (C-13) para a a-amirina e a outra em § . 121,9 (C-
12) 3. 145,5 (C-13) para a B-amirina. Também estd presente
um sinal em & . 79,2 referente aos 2 carbonos carbindlicos em
C-3. Os sinais de RMN de *C foram confirmados com os da
literatura (Mahato e Kundu 1994).

Nos espectros de RMN de 'H da substincia 6 foi observado
um singleto em §,; 1,68 indicativo de hidrogénios de grupo
metila ligado a carbono insaturado H-30, além de vérios
singletos entre 9, 0,76 a 1,03 caracteristicos de triterpenos.
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Observou-se também um dubleto em d, 4,69 (1H, 4,
J=2,4 Hz) e um quinteto em o, 4,57 (1H, q¢, ] = 2,4 Hz)
referentes ao hidrogénio vinilico H-29 da ligagao dupla
terminal e um multipleto em &, 3,19 (1H, ) relativo ao
hidrogénio ligado ao carbono carbinélico (H-3) do lupeol. O
espectro de RMN de C apresentou 30 sinais que permitiu
identificar a presenca de sete carbonos metilicos, onze
metilénicos e seis metinicos. Um sinal em d. 79,0 sugeriu a
ocorréncia de carbono metinico oxigenado em C-3. O sinal em
3. 151,0 referente a um carbono quaterndrio e em 3. 109,3
referente a um carbono terminal foram atribuidos aos carbonos
C-20 ¢ C-29, referentes a dupla terminal do triterpeno lupeol.
Os demais dados de RMN de 'H e de *C indicaram que a
substincia denominada 6 tratava-se do triterpeno lupeol, a
qual foi confirmada pelos dados de RMN de *C descritos na
literatura (Mahato e Kundu 1994).

No espectro de RMN de 'H das substancias 7 e 8 foram
observados um dubleto em 6, 5,37 (2H, 4, / = 3,0 Hz)
referente aos hidrogénios H-6 de dois esteroides, um singleto
em &, 0,69 caracteristicos do B-sitosterol e estigmasterol. Em
seguida foram observados dois duplos dubletos em &, 5,16
(H, dd, ] = 15,0; 9,0 Hz) e em §,, 5,01 (H, 4d, ] = 15,0; 9,0
Hz) referentes aos hidrogénios H-22 e H-23 do estigmasterol,
diferenciando-se do B-sitosterol. Foi observado ainda um
multipleto em 8, 3,54 (2H, m, J = 3,5 Hz) referente aos
hidrogénios H-3 de ambos os esteroides. O espectro de RMN
de “C foi possivel observar, os sinais em . 140,7 e 121,7
referentes aos carbonos C-5 e C-6 de ambos os esteroides,
entretanto foram observados os sinais 6. 138,4 e 129,2
referentes aos carbonos C-22 e C-23 apenas do estigmasterol.
Baseado nos dados espectrais de RMN de 'H e de °C e por
comparagio destes com os dados encontrados na literatura
(Goulart ez l. 1993) a mistura foi identificada como os
esteroides P-sitosterol e estigmasterol.

CONCLUSAO

O presente trabalho mostra um marco no estudo
fitoquimico da espécie Piranhea trifoliata o qual conduziu ao
isolamento da friedelan-3-ona, 28-hidroxi-friedelan-3-ona,
30-hidroxi-friedelan-3-ona, lupeol, a mistura de a- e B-amirina,
além dos esterdides B-sitosterol e estigmasterol contribuindo
para o estudo fitoquimico da familia Picrodendraceae, sendo
que os triterpenos 28-hidroxi-friedelan-3-ona e 30-hidroxi-
friedelan-3-ona estdo sendo relatados pela primeira vez para
a familia.
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