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APRESENTACAO

A produtividade de uma cultura € reflexo de sua nutricao, plantas bem nutridas
suportam fatores externos indesejaveis, como o ataque de pragas e doencas.

E através do solo que a planta consegue suprir suas necessidades, podendo
também ser através de suprimentos extras aplicado pelo homem. Neste contexto,
conhecer as interagcdes entre solo e plantas é primordial para a producéao sustentavel.

O manejo adequado do solo contribui significativamente para a planta, sendo o
solo o principal agente de interacdo onde ocorrem uma diversidade de reagdes que
melhoram a sustentabilidade do sistema.

Os elementos quimicos que afetam a nutricdo das plantas passam por diversas
etapas, sendo elas: o contato do nutriente com as raizes, transporte, redistribuicéo
e metabolismo das plantas, assim qualquer interacdo pode refletir em condicdes
favoraveis para as plantas.

Neste segundo volume encontra-se reunidos os mais diversos trabalhos na area,
sendo gerado conhecimento e resposta dessas interagdes. Sdo ao todo 24 artigos de
varias regides e as mais variadas metodologias de andlise, testando e verificando os
beneficios da relagdo solo/planta.

Espero que esses resultados sejam muito Uteis e proveitosos em discussdes
aprofundadas na area da agricultura.

Leonardo Tullio
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CAPITULO 20

TRITERPENOIDES DA FRACAO HEXANICA DOS
GALHOS DE Platonia Insignis Mart. (Clusiaceae)

Rodrigo de Araujo Moreira
Universidade Federal do Piaui— UFPI
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Universidade Federal do Piaui— UFPI
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RESUMO: Platonia insignis Mart. conhecida
popularmente como “bacuri”, é uma arvore
frutifera, pertencente a familia Clusiaceae. O
presente trabalho teve como objetivo isolar e
identificar os compostos da fragdo hexanica
do extrato etandlico dos galhos de P. insignis.
O estudo fitoquimico da fracdo hexéanica
possibilitou isolar e identificar os triterpenoides:
lupeol (1), B-amirina (2), lupenona (3) e betulina
(4). Os compostos 2, 3 e 4 estao sendo relatados
pela primeira vez no género Platonia.
PALAVRAS-CHAVE: triterpenoides, Platonia
Insignis, Clusiaceae
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TRITERPENOIDS OF HEXANIC FRACTION
OF THE Platonia Insignis Mart. (Clusiaceae)

ABSTRACT: Platonia insignis Mart. popularly
known as “pbacuri”, it is a fruit tree, belonging
to the Clusiaceae family. The present work
aimed to isolate and identify the compounds
of the hexane fraction of the ethanolic extract
of P. insignis branches. The phytochemical
study of the hexane fraction made it possible
to isolate and identify the triterpenoids: lupeol
(1), B-amirine (2), lupenone (3) and betulin (4).
Compounds 2, 3 and 4 are being reported for
the first time in the Platonia genus.
KEYWORDS: triterpenoids, Platonia Insignis,
Clusiaceae

11 INTRODUCAO

Os produtos naturais de plantas
sdo considerados uma fonte inesgotavel
de moléculas bioativas para a inovacao

farmacéutica, devido suas caracteristicas

Unicas, incluindo diversidade estrutural e
mecanismos de acgéo inéditos (LI; VEDERAS,
2009). A fim de otimizar os esforcos de
prospeccdao de biomoléculas e aumentar as
taxas de sucesso, novas abordagens foram
introduzidas no trabalho fitoquimico nos ultimos

anos, compreendendo inovagodes tecnologicas
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para a desreplicagdo de extratos, isolamento, purificacédo e elucidacdo estrutural de
moléculas bioativas (LI; VEDERAS, 2009).

Platonia insignis Mart.conhecida popularmente como “bacuri’, “bacuri-agu”,
“pakoori” e “wild mamme aple” na Guiana, “pakoelie” e “geelhart” no Suriname,
“parcori” na Guiana Francesa e “matazona” no Equador (LOUREIRO et al.,1979).
Ela € uma arvore frutifera e madeireira, pertencente a familia Clusiaceae, tendo
como provavel centro de origem o estado do Par4a, atingindo também os estados do
Maranh&o, Tocantins e Piaui. Apresenta grande plasticidade ecologica, ocorrendo nas
florestas do Para e cerrados do Piaui (ARAUJO; VALOIS; FERREIRA, 1999). Platonia
insignis tem sido considerado como a unica espécie do género Platonia. Esse género
€ descrito como muito rico em substancias naturais como xantonas (euxantonas),
acidos graxos, triglicerideos, triterpenos, flavonoides e benzofenonas, bem como
atividades: antioxidante, antifungica, citotéxica e leishmanicida. (CLEMENT et al.,
1990; CAVALCANTE, 1996; SILVA et al., 2016).

A familia Clusiaceae é composta por 1000 espécies e 47 géneros, distribuidos
em regibes tropicais e subtropicais do mundo. E também um género encontrado
em regides temperadas. Em nove destes, 90 espécies tém os frutos comestiveis
(BARROSO et al., 2002). A maioria das espécies esta distribuida em trés géneros:
Hypericum L, Clusia L e Garcinia L (JUNIOR et al., 2005). As principais classes de
compostos encontrados na familia Clusiaceae sdo xantonas, cumarinas, flavonoides,
biflavonoides, benzofenonas, esteroides, triterpenos, dipiranocumarinas produzidos
pelas plantas principalmente como mecanismo de defesa. As benzofenonas das
plantas da familia Clusiaceae possuem propriedades incluindo anti-inflamatérios,
antimicrobianos, e efeitos citotoxicos (ACUNA et al., 2009; CUESTA, RUBIO et al.,
2005; PORTO et al., 2000; SOBRAL et al., 2009; MESQUITA et al., 2009).

Com o intuito de contribuir com o conhecimento quimiotaxonémico do género
Platonia esse estudo teve como objetivo realizar o isolamento e identificacdo dos
constituintes quimicos da fracdo hexéanica dos galhos de P. Insignis.

2| METODOLOGIA

Os galhos de Platonia insignis foram coletadas no dia 17/01/2016 em Timon-MA
nas coordenadas S 04° 50’ 56,6” e W 042° 05’ 04,8”. A espécie foi identificada pela
bidloga Dra. Ruth Raquel Soares de Farias e uma exsicata encontra-se depositada no
Herbério Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui — UFPI, com o niumero
de registro TEPB: 31.718 e cadastro de acesso SisGen n° ACB65DO. Os galhos
foram secos e triturados em moinho de facas, fornecendo (906,01 g) de material que
foi submetido a maceragao com etanol (98%) por duas vezes consecutivas, nas quais
cada extracao teve a duracéo de quatro dias. O solvente foi removido em evaporador
rotativo a presséo reduzida e a agua residual por liofilizacéo, fornecendo o extrato

Caracteristicas do Solo e sua Interagdo com as Plantas 2 Capitulo 20 171




etandlico dos galhos (57,88 g).

Uma aliquota de 25,3 g do extrato dos galhos de P.insiginisfoi solubilizada em uma
mistura de MeOH/H,O (2:1) obtendo-se um volume de 500 mL, a fase hidroalcéolica
foi transferida para um funil de separacao. Na fase hidroalcéolica adicionou-se 100
mL de hexano que apds formar fase, foi retirado a fase orgénica e extraida por mais
seis vezes com 100 mL de hexano, fornecendo a fragdo hexanica (10,04 g) e a fase
hidroalcéolica foi submetida a extracdo com acetato de etila (AcOEt) obtendo-se a
fracdo AcOEt (12,03 g) e a fragdo aquosa residual (1,45 Q).

A fracdo hexanica proveniente da particao do extrato etandlico dos galhos de P.
Insignis foi fracionada por meio de cromatografia em coluna de silica gel (5x30 cm).
A fracao (8,0 g) foi solubilizada em cloroférmio e misturada com 14 g de silica, logo
apos, o solvente da mistura foi retirado em evaporador rotativo até a obtencéo de um
p6 homogéneo, que foi aplicado na coluna em modo gradiente, eluida com hexano
(100%), hexano-AcOEt (98:2), hexano-AcOEt (95:5), hexano-AcOEt (9:1), hexano-
AcOEt (8:2), hexano-AcOEt (7:3), hexano-AcOEt (6:4), hexano-AcOEt (1:1), AcOEt
(100%), AcOEt-MeOH (1:1) e MeOH (100%) fornecendo 98 subfra¢cdes de 200 mL
cada. Ap6s o solvente ser removido com evaporador rotativo e realizado analise por
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), as fragdes foram reunidas
em 35 grupos, de acordo com as cores observadas nas cromatoplacas reveladas
com sulfato cérico (Ce(SO,),) bem como os fatores de retengédo observados.

O grupo HP-20 (328 mg) foi submetido a fracionamento cromatografico por
Sephadex LH-20 em modo isocratico usando como eluente hexano: diclorometano
(1:4), fornecendo a mistura dos compostos 1+2+3 (169,3 mg). Os compostos foram
identificados por ressonéancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas
em comparacéo com a literatura. As analises por RMN de hidrogénio e carbono-13
foram realizadas em espectrometro Varian INOVA-modelo 400, operando a 400
MHz para o 'H e 100 MHz para o C. Foi utilizado CDCI, como solvente e TMS
como referéncia interna. Para a analise por espectrometria de massas foi utilizado
espectrobmetro Amazon X (Bruker Daltonics) com analisador armadilha de ions,
acoplado a fonte de ionizacdo quimica a pressédo atmosférica (APCI-IT-MS). Os
parametros de andlise foram: fonte de ionizacdo APCI no modo ion positivo, com
temperatura de vaporiza¢ao a 300°C, fluxo do gas de secagem 5,00 L min™', voltagem
do capilar (-) 4000 V, nebulizador a 40 psi e corrente externa 4000 nA. O espectrémetro
de massas foi operado na faixa de m/z 100-800.

O grupo HP-34 (200 mg) foi purificado por fracionamento cromatografico em
Sephadex LH-20 no modo isocratico usando como eluente diclorometano:acetona
(3:2), fornecendo o composto 4 (2,8 mg), que foi identificado por espectrometria de
massas. A derivatizacdo com BSTFA do composto 4 foi feita de acordo com Prytzyk
et al. (2003). Uma aliquota de 1,0 mg da substéancia foi dissolvida em 1,0 mL de
CH,CI, obtendo uma solugéo de concentragao 1,0 mg mL", posteriormente a solugéo
foi transferida para um frasco de 2,0 mL, o solvente foi evaporado, em seguida foi
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adicionado 250 pL de piridina tratada e 50 pL de BSTFA. O frasco foi devidamente
fechado e levado a aquecimento, entre 40 a 50 °C, durante 1 hora. Apds o término
da reacao, foi adicionado 1,0 mL de acetato de etila e os derivados sililados foram
analisados em um cromatografo da Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 SE, equipado
com auto injetor AOC-5000, seguindo as seguintes condicdes de analise: injetor 290
°C, razao split de 1:10, temperatura inicial do forno de 70 °C (2 min), apresentando
uma rampa de aquecimento de 6 °C/min até 315 °C permanecendo por 30 minutos.
Para cromatografia dos componentes foi empregada uma coluna SLB-5MS, 30 m x
0,25 mm, espessura do filme interno de 0,25 ym, usou-se He, como gas de arraste
com fluxo de 1,0 mL min'. Atemperatura de interface e da fonte de ions foram 310 °C
e 260 °C, respectivamente. O analisador de massas utilizado foi do tipo quadrupolo
operando por impacto eletronico (70 eV) e os fragmentos detectados na faixa de 40 a
680 Da. A identificacdo do composto foi feita por comparacéo das ordens de eluicéo,
tempos de retencéo e espectros de massas com dados da literatura.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatografico por técnicas convencionais seguido de
analises espectroscopicas e espectrométricas, bem como a comparacdo com dados
disponiveis na literatura possibilitou identificar quatro triterpenoides (Figura 1).

29
30 J

1R,= OH, R,=CH, 2
3R,;= 0, R,=CH,
4 R,= OH, R,=CH,OH

Figura 1: Triterpenoides isolados da Fracdo hexanica dos galhos de P. Insiginis

Os compostos 1, 2 e 3 foram isolados em mistura proveniente do grupo HP-
20 resultante do fracionamento da fracdo hexanica dos galhos de Platonia Insignis.
As estruturas dos compostos foram identificadas por analises de (+) APCI-IT-MS,
RMN 'H e 3C em comparacdo com a literatura (ARATANECHEMUGE et al., 2004;
MAHATO; KANDU, 1994; NAUMOSKA; VOVK, 2015).

Os espectros de RMN 'H (Figura 2) indicaram a ocorréncia de substancias da
classe dos terpenoides, evidenciados pelo sinalem cercade 6 3,2 (dd, J=4,8e 11,1 Hz,
3B3-0OH) atribuido ao hidrogénio oximetinico ligado ao carbono C-3 em triterpenoides
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3B-OH (VIERA-JUNIOR et al., 2005), sinais entre & 0,7 e 2,0 caracteristicos de
hidrogénios de grupos metilicos em carbonos néo hidrogenados.

Os espectros apresentaram também sinais na regido de olefinas, sendo dois
dupletos em & 4,56 e 4,68 (Figura 2) caracteristicos de hidrogénios em ligacao
dupla gem-dissubstituida sugestivos da presenca de triterpenoides com esqueleto
lupano e um tripleto em & 5,18 (Figura 2) referente a hidrogénios em ligagdo dupla
trissubstituida que sugerem ser de triterpenoides com esqueleto oleanano (VIERA-
JUNIOR et al., 2005).

A confirmacéao da presenca de triterpenoides 33-OH, foi feita pela analise dos
espectros de RMN 3C (Tabela 1 e Figura 3) que apresentou o sinal em & 79,1 atribuido
ao C-3. A definicdo do esqueleto carbbnico dos triterpenos foi determinada pelos
deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos em & 109,4 e & 151,1 caracteristico
de C-29 e C-20 do grupo isopropilideno do esqueleto lupano no lupeol (1) e 6 121,8 e
0 145,3 caracteristico de C-12 e C-13 do esqueleto oleanano do triterpeno -amirina
(2) (OLEA; ROQUE, 1990). Todos os dados de RMN foram consistentes com os
relatados na literatura para estes triterpenoides (MAHATO; KANDU, 1994).
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Figura 2: Espectro de RMN 'H de 1+2 (HP-20) (CDCI,, 400 MHz)

C 5. (1) . lupeol* 6.(2) o, B-amirina**
1 38,7 38,7 38,7 38,7
2 27,5 27,4 27,3 27,3
3 79,1 79,0 79,1 79,0
4 38,8 38,8 38,9 38,8
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5 55,3 55,3 55,3 55,3
6 18,3 18,3 18,5 18,5
7 34,4 34,3 32,8 32,8
8 40,9 40,8 38,9 38,8
9 50,5 50,4 47,7 47,7
10 37,1 37,1 37,2 37,6
11 21,0 20,9 23,6 23,6
12 25,2 25,1 121,8 121,8
13 38,2 38,1 145,3 145,1
14 42,9 42,8 41,8 41,8
15 27,3 27,4 26,3 26,2
16 36,5 35,6 27,0 27,0
17 42,9 42,9 32,6 32,5
18 48,4 48,3 47,3 47,4
19 47,7 47,9 46,9 46,9
20 151,1 150,9 31,2 31,1

21 29,8 29,8 34,8 34,8
22 39,9 39,9 37,2 37,2
23 27,5 27,9 28,2 28,2
24 15,5 15,4 15,6 15,5
25 16,1 16,1 15,7 15,6
26 15,7 15,9 16,9 16,9
27 14,7 14,5 26,1 26,0
28 18,1 17,9 28,5 28,4
29 109,4 109,3 33,4 33,3
30 19,4 19,3 23,6 23,7

Tabela 1: Dados de RMN **C de 1 e 2 (CDCl,, 100 MHz)

*Dados em CDCI, relatados por Aratanechemuge et al. (2004). **Dados em CDCI, relatados por Mahato e Kandu
(1994).

Caracteristicas do Solo e sua Interagdo com as Plantas 2 Capitulo 20




1

13C =
HP20-8=
o

79.185
79.161

<79,
<

—145.338
121.874
109.470

T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
S(ppm)

Figura 3: Espectro de RMN '*C de 1+2 (HP-20) (CDCI,, 100 MHz)

O espectro de massas da mistura (1+2+3) mostrou picos de ions moleculares:
m/z 427 (1 e 2) e m/z 425 (3) (Figura 4). Os compostos 1 e 2 (C, H,,O, m = 426,72 g
mol') apresentaram o mesmo pico base m/z 409, o qual foi atribuido a perda de [M+H-
H,OJ*. No entanto, foi possivel diferencia-los devido ao padrao de fragmentagao no
MS2 com m/z 189 e m/z 218 (Figura 5) referente a cada composto, respectivamente
(Tabela 2). A lupenona (3) (C,,H,,O, m =424,7 g mol”) apresentou um pico base no

MS2 com m/z 407 (Figura 6) correspondente a perda de [M+H-H,O]* (NAUMOSKA,;

VOVK, 2015).
Compostos [M+H]* MS?
Lupeol (1) 427 409, 313, 299, 285, 271, 257, 203, 191, 189
B-amirina (2) 427 409, 313, 299, 285, 271,257, 218, 203, 191
Lupenona (3) 425 407, 367, 355, 337, 311, 217, 191, 161, 121

Tabela 2: Fragmentacdo dos compostos 1, 2 e 3 por (+) APCI-IT-MS

Intens.

+MS, 0.2min #11
[%I]

409.4

2592 3002 4214

M9 774 2054

N N " 4
Tyl
100 200 300 400 500 600 700 mz

Figura 4: Perfil quimico da mistura1+3 por (+) APCI-IT-MS

Caracteristicas do Solo e sua Interagdo com as Plantas 2 Capitulo 20




Intens. +MS2(427.0), 0.7min #31
%I
4004

189.1
2032 2182

1401 1611

1771

383.3

20 1211 1354 2312 2452 2732 2862 2995 3133 3974

3313 3433 9973 3594

T
100 150 200 250 300 350 400 450 mz

Figura 5: Espectro de massas MS2 do ion m/z 427 (compostos 1 e 2)

Imen;. +MS2(425.0), 0.7min #29
[%H]

4074

2172
189.1 201 1 2292 2832

1451 1631

299.2 367.3
353 73 g

B gy 13 1734 522552 2692

— 7T T
100 150 200 250 300 350 400 450 mz

Figura 6: Espectro de massas MS? do ion m/z 425 (composto 3)

O grupo HP-34 foi analisado por CG-EM apoés sililagao com BSTFA. Essa
estratégia tem se mostrado vantajosa na analise cromatografica identificando
compostos que contém grupos hidroxila e carboxila. Os padrdes de fragmentagéo
dos derivados sililados correlacionam-se bem com os compostos nao sililados, desta
forma, o padrdo de fragmentagdo de massa de cada sinal foi comparado com dados
da literatura, para fazer a identificacéo estrutural do composto.

Aanalise por CG-EM do grupo HP-34 sililado (Figura 7), resultou no cromatograma
de ions totais apresentando um Unico pico com o tempo de retencao de 49,830 min
e abundancia relativa de 100%. O composto correspondente ao pico apresentou ion
molecular de m/z 586 (Figura 8, Tabela 3). Os fragmentos com m/z 189 e m/z 203
(Figura 9) e suas abundancias relativas indicaram a estrutura do lupano com cadeias
laterais insaturadas. O MS do composto 4 (Figura 9) apresentou o ion do fragmento
em relacdo a perda do grupo HOTMS com m/z 496. Tal informacéao foi confirmada
pela presenca dos ions em m/z 306 (203+CH,OTMS) e m/z 279 (189 + HOTMS)
relacionados aos fragmentos dos anéis C * DE e ABC *, respectivamente. Os MS de
compostos sililados apresentam ions, como m/z 73, produzidos pelo trimetilsilano
(TMS) [(CH,) 3Si]*, bem como aqueles relacionados a perda do grupo metila (15 Da).
Os derivados sililados mostraram a perda de fragmentos neutros com 90 Da (TMSOH)
e 118 Da (HCOOTMS). A comparacéao dos espectros de massas correspondente com
os dados da literatura (SANTOS et al, 2018), permitiu identificar a substancia 4 como
lup-20 (29)-eno-33, 28-diol, conhecida como betulina.
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Composto Tr (min)  Ar (%) M+ MS (m/z)

571, 496, 483, 393, 306, 293, 279, 216, 203,189, 135,
95,73

BetulinaTMS (4) 49,830 100 586

Tabela 3: Fragmentacao do grupo HP-34 da fracdo hexanica dos galhos de P. insignis.

Ar= Area relativa; Tr= Tempo de retencéo
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Figura 7: Cromatograma de ions totais do grupo HP-34
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Figura 8: Espectro de massas da Betulina (4)
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Figura 9: Proposta de fragmentacéo da Betulina (4)

Betulina, lup-20 (29) -eno-3, 28-diol, também conhecida como betulinol, € um
alcool triterpénico pentaciclico com um esqueleto de lupano. As caracteristicas
estruturais comuns do esqueleto do lupano sédo o seu anel E de cinco membros e
0 grupo isopropilideno. A betulina pode ser isolada de outras fontes em pequenas
quantidades, o isolamento em escala industrial é a partir das casca de Betula alba
cortex. Estudos nas posicoes C-3 e C-28 demonstram que modificacbes quimicas
simples da estrutura parental da betulina podem produzir derivados potencialmente
importantes, que podem atuar como drogas antitumorais. Normalmente, os
compostos mais citotdxicos apresentam ampla atividade citotoxica contra varias
linhagens diferentes de células cancerigenas (SAMI et al, 2006). Este triterpenoide foi
isolado anteriormente nas espécies Garcinia livingstonei, G. epunctata, G. hanburyi
e Pentadesma grandifolia pertencentes a familia Clusiaceae (MULHOLLAND et al.,
2013; FOTSO et al., 2014; REUTRAKUL et al., 2010; DJOUFACK et al., 2010). Sendo
assim, isolada pela primeira vez no género.

41 CONCLUSAO

O estudo quimico da fracdo hexanica dos galhos de P. Insignis possibilitou na
identificacdo dos triterpenoides: lupeol (1), B-amirina (2), lupenona (3) e betulina
(4). Os compostos 2, 3 e 4 estdo sendo relatados no género Platonia Insignis pela
primeira vez. Os resultados obtidos contribuem para o estudo fitoquimico dos galhos
de P.insignis, o qual visa enriquecer o potencial quimico deste género.
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