Quim. Nova, Val. 31, No. 4, 755-758, 2008
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CHEMICAL CONSTITUENTS OF THE ROOTS OF Guettarda pohliana Mll. Arg. (RUBIACEAE). The phytochemical
investigation of Guettarda pohliana roots led to the isolation of 28-O-b-D-glycopyranosyl-3-O-b-D-quinovopyranosyl quinovic
acid, 28-O-b-D-glycopyranosyl-3-O-b-D-glycopyranosyl quinovic acid, 3-O-b-D-glycopyranosyl quinovic acid, 28-O-b-D-
glycopyranosyl-3-O-b-D-glycopyranosyl cincholic acid along with quinovic acid, daucosterol and 4,5-O-dicaffeoyl quinic acid.
The structures of the isolated compounds were assigned on the basis of spectroscopic data, including two-dimensional NMR methods.
The antiradical activity of the crude methanolic extract and of its fractions was eval uated.
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INTRODUCAO

O género Guettarda (Rubiaceae) compreende plantas extensa
mente distribuidas em éreas tropicais. Elas sdo popularmente utili-
zadas na América do Sul para tratamento de ferimentos e inflama-
¢Bes.! Em levantamento bibliogréfico realizado no género, foi cons-
tatado o estudo de apenas nove espécies, dentre €elas, as espécies
brasileiras G. platypoda e G. angelica, encontradas nas regifes
nordeste e centro-oeste e utilizadas popularmente como antifebril .22
Estes estudos constataram a presenca de saponinas derivadas do
acido quindvico, alcalides inddlicos e quinolinicos, acidos
clorogénicos, iridéides e secoiridoides'® e, ainda, foi comprovada
a atividade antiinflamatéria de Guettarda acreana® e Guettarda
platypoda’ e o efeito hipoglicémico em ratos para a Guettarda
angélica.*

O estudo de G. pohliana, conhecida popularmente como
angélica-do-mato, teve como objetivo dar continuidade a investi-
gagdo do potencial quimico das espécies pertencentes a subfamilia
Guettardoideae presentes na area de preservagdo ambiental de Porto
Rico/PR. Em estudos anteriores das espécies Machaonia
brasiliensis e Chomelia obtusa foram isolados o iridoide
secologanosideo,” flavondides,”® acidos clorogénicos,”® acidos
ursélico e oleandico, e saponinas derivadas dos acidos quindvico e
cinchélico.® O extrato bruto e fragtes de C. obtusa exibiram ainda
atividades antiinflamatéria e antioxidante.®

O presente trabalho descreve o isolamento e identificagdo de
quatro saponinas triterpénicas, um triterpeno, um derivado do &ci-
do clorogénico e de um esterdide glicosilado e os resultados dos
ensaios de atividade antioxidante do extrato bruto e fragbes das
raizes de Guettarda pohliana. As estruturas das substancias isola-
das foram definidas com base na andlise de dados espectroscopicos
de RMN !H e ®C e de experimentos HMQC, H x H COSY e
NOESY e a comparagdo dos dados obtidos com os registrados na
literatura.

*e-mail: smoliveira@uem.br

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN (uni- e bidimensionais) foram obtidos
em espectrometro Varian, modelo Mercury plus BB, operando a
300 MHz para H e 75,5 MHz para **C. Os deslocamentos quimi-
cos foram dados em ppm, tendo como referéncia interna o
tetrametilsilano TMS (d = 0,0 ppm) ou o proprio solvente. Os
solventes utilizados foram D,0, CD,OD, C.D,N e CDCl,. Para as
cromatografias em coluna (CC) utilizou-se silica gel 60 (0,063-
0,200 mm, Merck) ou Sephadex LH-20, como fase estacionaria.
Para as cromatografias em camada delgada (CCD) e em camada
delgada preparativa (CCDP) empregou-se silica gel 60 G e 60 GF,,,
(Merck). A visualizag8o dos compostos em CCD foi realizada por
irradiagdo com luz ultravioleta em 254 e 366 nm e/ou por pulveri-
zag8o com solugdo de H,SO,/MeOH (1:1), H,SO,/anisaldeido/aci-
do acético (1:0,5:50 mL) seguido de aguecimento.

Material vegetal

A planta Guettarda pohliana, foi coletada em abril de 2005, as
margens da bacia de inundagdo do ato do Rio Parana na regido de
Porto Rico/PR. A exsicata do material vegetal encontra-se deposi-
tada no Herbério da Universidade Estadual de Maringa sob o regis-
tro n® HUNP 3563.

Isolamento dos constituintes quimicos

As raizes de Guettarda pohliana (700,1 g) foram secas a0 ar,
pulverizadas e extraidas exaustivamente com metanol, a tempera-
tura ambiente, fornecendo 39,1 g de extrato bruto. Parte deste ex-
trato (32,1 g) foi solubilizado em MeOH/H,O 1:1 e submetido a
particdo em hexano, cloroférmio, acetato de etila, 0 que resultou
nas fragdes hexanica (2,6 g), cloroférmica (3,7 g) e acetato de etila
(6,2 g). Parte da fragdo cloroférmica (2,5 g) foi fracionada em gel
de silica com misturas de hexano, acetato de etila e metanol em
ordem crescente de polaridade. A purificag8o por recristalizagdo



756 de Oliveiraetal.

(acetona) das sub-fragBes eluidas em hexano:AcOEt 30% e
hexano:AcOEt 70% forneceu as substancias 1 (15,1 mg) e 2 (5,1
mg). Parte da frag8o acetato de etila (4,2 g) foi fracionada em colu-
na de silica gel, utilizando como eluentes hexano, AcOEt e MeOH
em gradiente crescente de polaridade. A sub-fragdo eluida em
ACOEt:MeOH 2% (2,4 g) foi parcialmente solubilizada em H,O
resultando na formag&o de um precipitado. A parte solGvel em H,0
foi submetida a uma filtragdo em Sephadex LH-20 utilizando com
eluentes H,0; H,O:MeOH 25, 50 e 75%; MeOH; MeOH:acetona
1:1 e acetona, que resultou no isolamento de 3 (22,8 mg), 5 (14,0
mg) e 6 (11,0 mg). A parte insollvel também foi submetida a fil-
traco em Sephadex LH 20 utilizando como eluente MeOH re-
sultando no isolamento de 4 (4,0 mg) e 7 (8,5 mg).

Acido quindvico (1)

Aspecto fisico: cristais brancos. RMN de *H (300,06 MHz,
C.D.N): d, (multiplicidade, J em Hz): 3,30 (dd, 10,8; 5,1, H-3),
1,39 (m, H-6); 2,74 (d, 5,4, H-9); 2,14 (t, 9,8, H-11); 6,04 (d, 2,7,
H-12); 1,80 (m, H-15); 2,64 (t, 12,0, H-16); 2,82 (d, 11,4, H-18);
1,39 (t, 5,7, H-21); 2,01 (m, H-22); 1,15 (5, H-23); 1,08 (s, H-24);
1,00 (s, H-25); 0,94 (s, H-26); 1,24 (d, 6,0, H-29) € 0,82 (d, 6,3, H-
30). RMN de °C ver Tabela 1.

Acido 28-O-b-glicopiranosilquinévico (2)

Aspecto fisico: sélido amorfo e higroscépico. RMN de H
(300,06 MHz, CD,OD): d,, (multiplicidade, J em Hz): 1,95 (m, H-
11); 5,61 (4, H-12); 2,28 (d, 9,9, H-18); 0,87 (s, H-23); 1,00 (s, H-
24); 0,97 (s, H-25); 0,82 (s, H-26); 0,90 (d, 5,4, H-29 e H-30); 5,37
(d, 7,8, H-1') e 3,34 (d, 6,0, H-2'). RMN de **C ver Tabela 1.

Acido 3-O-b-D-glicopiranosil-28-O-b-glicopiranosilquinévico
(3

Aspecto fisico: sdlido amorfo marrom e higroscopico. RMN
de 'H (300,06 MHz, CD,0D): d,, (multiplicidade, J em Hz): 3,19
(dd, 16,8; 8,4, H-3); 5,62 (d, H-12); 2,28 (d, 9,9, H-18); 0,87 (s, H-
23); 1,01 (s, H-24); 0,96 (s, H-25); 0,82 (s, H-26); 0,91 (d, 5,4, H-
29 e H-30); 4,30 (d, 7,5, H-1') € 5,38 (d, 7,8, H-1"). RMN de =C
ver Tabela 1.

Acido 3-O-b-D-quinovopiranosil-28-O-b-glicopiranosilquiné-
vico (4)

Aspecto fisico: s6lido amorfo e higroscépico. RMN de H
(300,06 MHz, CD,0OD): d, (multiplicidade, J em Hz): 3,13 (dd,
7.8; 4,5, H-3); 0,76 (t, 10,8, H-5); 1,94 (m, H-11); 5,61 (4, H-12);
2,28 (d, 9,9, H-18); 1,48 (t, 15,3, H-21); 0,87 (s, H-23); 1,01 (s, H-
24); 0,96 (s, H-25); 0,82 (s, H-26); 0,90 (d, 5,4, H-29 e H-30); 4,29
(d, 7,8, H-1'); 3,26 (m, H-2'); 1,24 (m, H-6'); 5,37 (d, 8,1, H-1") e
3,34 (m, H-2"). RMN de *C ver Tabela 1.

Acido 3-O-b-D-glicopiranosil-28-O-b-glicopiranosilcinchdlico
(5)

Aspecto fisico: s6lido amorfo e higroscépico. RMN de H
(300,06 MHz, CD,0OD): d, (multiplicidade, J em Hz): 3,13 (dd,
11,7; 4,5, H-3); 5,64 (4, H-12); 2,89 (dd, 9,9; 4,2, H-18); 1,01 (s,
H-23); 0,95 (s, H-24); 0,82 (s, H-25); 0,86 (s, H-26 e H-29); 0,91
(s, H-30); 4,29 (d, 7,8, H-1') 5,39 (d, 7,8, H-1"). RMN de *C ver
Tabela 1.
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Avaliacdo da atividade antioxidante

Os testes de atividade antioxidante foram realizados para o
extrato bruto metandlico e fragfes hexanica (FH), cloroférmica
(FC), acetato de etila (FAE) e hidrometandlica (FHM). Os potenci-
ais de atividade antioxidante foram determinados com base na éti-
vidade seqUiestradora de radical livre do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH).® As amostras foram adicionadas em diferentes concentra-
¢cbes a2 mL de uma solugdo de DPPH em metanol (2,84.10“ mol/
L). Ap6s 30 min a absorbancia foi determinada em espectro-
fotdbmetro UV-VIS, a 515 nm, empregando metanol como branco.
Os testes foram realizados em triplicata. Uma solucéo de DPPH
sem adicdo das amostras foi utilizada como controle. O BHT foi
utilizado como padrdo. A capacidade sequiestradora de radicais li-
vres foi determinada utilizando a andlise de regressdo linear no
intervalo de confianga de 95% (P<0,05). Os resultados foram ex-
pressos como IC_;, que corresponde & concentragéo da amostra
necessaria para sequiestrar 50% de radicais livres.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das raizes de G. pohliana resultou no
isolamento dos &cidos quindvico (1), 28-O-b-D-glicopirano-
silquinévico® (2), 3-O-b-D-glicopiranosil-28-O-b-D-glicopirano-
silquindvico? (3), 3-O-b-D-quinovopiranosil-28-O-b-D-glicopirano-
silquinévico (4), 3-O-b-D-glicopiranosil-28-O-b-D-glicopirano-
silcinchélico®? (5), do 3-O-b-glicopiranosil-24a-etil-colesta-5-enol
(daucosterol)® (6) e do &cido 4,5-O-dicafeoilquinico’ (7). As es-
truturas das substancias isoladas foram elucidadas com base nas
andlises dos dados espectroscpicos (RMN *H e 3C, DEPT 135°,
COSY *H-'H, HMQC, HMBC, NOESY) e por comparacdo com 0s
dados disponiveis na literatura.
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A substncia 1 foi obtida da fragdo cloroférmio como cristais bran-
cos. Através do espectro de RMN de *H foram observados sinais para
hidrogénios de seis grupos metila[d,: 1,15 (s, H-23); 1,08 (s, H-24);
1,00 (s H-25); 0,94 (s, H-26); 1,24 (d, J=6,0Hz, H-29) €0,82 (d, J =
6,3 Hz, H-30)], um dupleto em d, 6,04 (d, J = 2,7 Hz) correspondente
ao hidrogénio vinilico (H-12), um duplo dupleto em d,, 3,30 (dd, J =
10,8 e 5,1 Hz) correspondente a0 hidrogénio carbindlico (H-3) e um
dupleto em d, 2,82 (d, J = 11,4 Hz) correspondente a hidrogénio
metinico (H-18). De acordo com estes dados pode-se constatar que a
substancia pertence a classe dos triterpenos da série ursano. Pelo es-
pectro de RMN *C de 1 foi observado sind em d, 78,3 (C-3) referente
ao carbono oximetinico, em d,, 178,4 (C-27) e d. 180,5 (C-28) corres-
pondentes aos carbonos das carboxilas de grupos &cido, e em d, 129,3
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Tabela 1. Deslocamentos quimicos de RMN C de 1-5

1 2 3 4 5
1 39,5 40,0 40,1 40,0 39,9
2 26,7 26,4 26,4 26,4 25,7
3 78,3 78,2 90,7 90,7 90,7
4 39,6 40,2 40,2 40,3 40,1
5 56,1 56,6 56,9 56,9 56,9
6 19,2 19,2 19,2 19,2 19,3
7 37,9 37,9 37,8 37,8 37,9
8 40,4 40,8 40,8 40,8 40,7
9 47,6 48,2 48,2 48,1 48,3
10 37,7 38,0 38,0 38,0 37,7
11 23,7 239 23,8 239 24,0
12 129,3 130,9 130,9 130,9 127,7
13 134,5 133,3 133,2 133,3 137,5
14 57,1 57,3 57,2 57,3 57,3
15 28,5 27,1 27,0 271 271
16 259 25,8 25,8 25,8 25,1
17 49,1 40,8 40,8 40,8 48,3
18 55,3 55,3 55,3 55,3 44,6
19 39,7 39,8 39,9 40,1 44,5
20 38,0 38,2 38,2 38,2 31,6
21 30,9 31,1 31,1 31,1 34,7
22 374 37,0 36,9 37,0 32,7
23 19,3 19,2 19,2 19,2 16,9
24 28,9 28,7 28,5 28,5 28,5
25 17,0 16,9 17,0 17,0 17,0
26 17,0 17,0 17,1 17,1 19,0
27 178,4 179,2 179,1 179,2 180,0
28 180,5 178,0 1779 1779 178,0
29 18,6 18,1 18,1 18,1 33,6
30 21,7 21,5 21,5 21,5 24,0
r - - 106,6 106,7 106,7
2 - - 75,6 75,6 75,7
3 - - 77,9 77,7 78,7
4 - - 71,5 72,9 71,6
5 - - 77,6 77,0 78,7
6’ - - 63,1 18,1 62,8
1 - 95,6 95,5 95,6 95,6
2 - 73,9 73,8 73,9 73,9
3 - 78,6 78,6 78,6 78,6
4 - 71,2 71,1 71,2 71,1
5" - 78,2 78,2 78,2 78,2
6" - 62,5 62,5 62,5 62,5

(C-12) e 134,5 (C-13) relacionados aos carbonos olefinicos (Tabela
1). Pelo mapa de contorno HMQC, foi possivel atribuir inequivoca-
mente todos os hidrogénios aos seus respectivos carbonos. Apds ana
lise dos espectros de RMN e comparagdo com os dados da literatu-
ra foi possivel identificar a substéncia 1 como o &cido quindvico.
Os espectros de RMN de H e **C para substancias as 2, 3, e 4
apresentaram sinais caracteristicos de triterpenos contendo o &aci-
do quindvico como unidade agliconica. As unidades glicosidicas
presentes nas substancias 2-4 foram identificadas principamente
através dos sinais correspondentes aos carbonos anoméricos nas
regides de d. 95,5 e d. 106,6. Os valores das constantes de
acoplamento (J = 7,5-7,8 Hz) correspondentes aos hidrogénios
anoméricos indicaram que estes se encontram em posi¢do axial,
evidenciando a configuragdo b. O posicionamento das unidades
glicosidicas para as substancias 2-4 foi determinado com base nas
correlagdes observadas nos respectivos espectros de HMBC. Além
disto, os valores do deslocamento quimico do C-3 (d. 90,7) no
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caso das substancias 3 e 4, e do C-28 (d. 177,9-178,0) para as trés
substancias, corroboram com a presenca de unidade glicosidica
nestes carbonos, uma vez que estes sinais aparecem em d., 78,3 (C-
3) e d, 180,5 para o &cido quindvico (1).

A substancia 5 foi isolada da frag8o acetato de etila como soli-
do amorfo ap6s tratamento em CC de silica gel e filtracdo em
Sephadex LH-20. O espectro de RMN de *H apresentou cinco si-
nais correspondendo a hidrogénios de seis grupos metila em d,,
0,95 (s, H-24); 0,86 (s, H-26 e H-29); 1,01 (s, H-23); 0,82 (s, H-
25), € 0,91 (s, H-30), um sinal largo em d,, 5,64 (H-12) referente a
hidrogénio olefinico, um duplo dupleto em d, 3,13 (H-3) caracte-
ristico de hidrogénio carbindlico e um duplo dupleto em d, 2,89
(H-18) de hidrogénio metinico. Foram observados sinais em d,,
4,29 (H-1') e d, 5,39 (H-1") para os hidrogénios anoméricos. A
andlise de todos os dados de RMN (Tabela 1) indicou um esqueleto
triterpénico para 5, e a multiplicidade dos sinais correspondentes a
H-18 e dos sinais dos C-29 e C-30 determinou um triterpeno da
série oleanano, pois H-18 apresentou-se na forma de um duplo
dupleto. Os vaores de deslocamento quimico dos C-1' e C-1" em
d. 94,0 e d_ 106,7 sdo observados quando as unidades glicosidicas
estdo ligadas aos C-28 e C-3, respectivamente. A andlise dos dados
de RMN 1D e 2D e comparagéo com os descritos na literatura
permitiram identificar 5 como o &cido 3-O-b-D-glicopiranosil-28-
O-b-glicopiranosideo cinchdlico. Este é o primeiro relato do isola
mento &cido cinchdlico glicosilado no género.

A substancia 7 foi isolada da fragdo acetato de etila como sdlido
amorfo e caracterizada como &acido 4,5-O-dicafedilquinico, através da
comparagdo dos dados espectroscopicos de RMN com os descritos na
literatura” O espectro de RMN de H de 7 apresentou duas unidades
cafeoila devido a presenca de sinais para hidrogénios olefinicos em
relagio de acoplamento transem d, 7,58 e 6,26 (d, J = 15,9 Hz, H-7
eH-8)eemd, 7,50 € 6,18 (d, J = 159 Hz, H-7" e H-8"), de dois
duplosdupletosemd, 6,89€6,93 (J=7,8e2,1Hz H-6 eH-6") edos
dupletosem d, 7,03e7,05(0=21Hz, H-2 eH-2") eemd, 6,77
6,74 (J = 7,8 Hz, H-5 e H-5"). Além destes sinais foram ohservados a
presenca de trés hidrogénios metinicos em d, 5,10 (dd, J=2,7e 93
Hz, H-4), d, 5,67 (m, H-5) e d, 4,34 (m, H-3) e de sinais compreendi-
dos na faixa de d, 2,00-2,30 ppm, caracteristicos de hidrogénios
metilénicos. A confirmago dos grupos cafeoila e do esqueleto do &ci-
do quinico foi baseado nos espectros de RMN de *C, especiamente,
pelos sinais para dois grupos carbonilas das unidades cafeoila em d
168,6 e 168,4, do grupo carboxila em d. 178,4, de dois carbonos
metilénicos em d_ 40,0 (C-2) e d, 38,6 (C-6); de um carbono ndo
hidrogenado em d, 76,4 (C-1) e trés carbonos metinicos em d_ 70,0
(C-3), d, 75,8 (C-4) e d_ 69,3 (C-5). As posi¢Oes dos grupos cafeoilas
foram determinadas com bases nos valores de dedlocamento quimicos
paraH-3, H-4 e H-5 e comparaco desses com os dos possivei sisdmeros
dos &cidos 3,4-, 3,5- e 4,5-dicafeoilquinico encontrados na literatu-
ra As posicies 4,5 para os grupos cafeoila foram confirmadas com
base no mapa de contornos NOESY. As correlages observadas entre
ossinais d, 4,34 (H-3) e d, 5,10 (H-4) e a auséncia de correlagéo
desses hidrogénios com d, 5,67 (H-5) sugeriram que H-3 e H-4 estéo
situados em um mesmo lado do plano da molécula e H-5 em lado
oposto, consolidando a estereoquimica proposta.

O extrato bruto metandlico e suas fragdes provenientes de par-
ticdo foram avaliados como anti-radicalar pelo método do DPPH,
muito empregado para medir a capacidade seqiiestradora de radi-
cais livres® de produtos naturais. Os resultados deste ensaio (Tabe-
la 2) mostraram que o extrato bruto e a fragdo acetato de etila (FAE)
foram os que apresentaram maior potencial anti-radicalar quando
comparados com o controle positivo BHT. Nesta fragéo estdo pre-
sentes as saponinas e 0 acido 4,5-O-dicafeoilquinico, sendo este
Ultimo conhecido por apresentar esta propriedade.’®
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Tabela 2. Valores de IC_; (mg/mL) para o extrato bruto e fragtes
obtidas de Guettarda pohliana

Amostra IC,, (intervalo de confianca de 95%)
Extrato bruto 55,51 (53,40 — 57,77)

FH 116,70 (108,47 - 126,54)

FC 66,93 (63,23 — 75,39)

FAE 33,31 (31,27 — 35,31)

FHM 90,32 (86,55 — 94,79)

BHT 16,90 (14,30 — 20,10)
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