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CHEMICAL CONSTITUENTS OF THE LEAVES AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY EVALUATION OF EXTRACTS OF
ROOTS AND LEAVES OF Guettarda pohliana Miill. Arg. (RUBIACEAE). This phytochemical investigation of Guettarda pohliana
leaves led to the isolation of the triterpenes pomolic acid, rotundic acid, 3f,60.,190.,23-tetrahydroxyurs-12-en-28-oic acid, clethric

acid, ursolic acid and oleanolic acid, the monoterpenoids loliolide and secoxyloganin, besides daucosterol and steroids. The structures

of the isolated compounds were assigned on the basis of NMR data, including two-dimensional NMR methods. The anti-inflammatory

activity of the crude methanolic extracts from leaves and roots, as well as of their fractions, was evaluated.
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INTRODUCAO

O género Guettarda, pertencente a tribo Guettardeae (Rubiaceae),
compreende cerca de 150 espécies distribuidas em regides tropicais
e neotropicais.' Espécies do género sido popularmente utilizadas na
América do Sul para tratamento de ferimentos e inflamagdes.”

Guettarda pohliana é uma espécie arbérea conhecida vulgarmente
como angélica-do-mato. As espécies brasileiras G. platypoda e G.
angelica, conhecidas pelo mesmo nome vulgar, sdo utilizadas popu-
larmente como antifebris e antiespasmddicos® e possuem comprova-
das atividades anti-inflamatéria® e antibacteriana,* respectivamente.

Em trabalho anterior, realizado com as raizes de Guettarda po-
hliana, reportou-se o isolamento do 4cido quinévico, de saponinas
derivadas dos dcidos quinévico e cinchdlico, do daucosterol e do
4cido 4,5-0-dicafeoilquinico, bem como a atividade antioxidante do
extrato bruto e de suas fragoes.’

Em continuidade ao estudo da espécie G. pohliana, no presente
trabalho descreve-se o isolamento e identificacdo de seis triterpenos,
um monoterpeno, um derivado do dcido clorogénico, um secoi-
ridoide e, ainda, os resultados de atividade anti-inflamatdria dos
extratos brutos e fracdes das folhas e das raizes. As estruturas das
substancias isoladas foram definidas com base na andlise de dados
espectroscépicos de RMN 'H e C uni- e bidimensionais (HMQC,
HMBC, COSY e NOESY) e a comparacao dos dados obtidos com
os registrados na literatura.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais
Os espectros de RMN (uni- e bidimensionais) foram obtidos em

espectrometro Varian, modelo Mercury plus 300, operando a 300,06
MHz para 'H e 75,46 MHz para '*C. Os deslocamentos quimicos sdo
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dados em ppm, tendo como referéncia interna o sinal do solvente e/
ou do tetrametilsilano (TMS, & = 0,0 ppm). Para as cromatografias
em coluna (CC) utilizou-se gel de silica 60 (0,063-0,200 mm, Merck)
ou Sephadex LH-20, como fase estaciondria. Para as cromatografias
em camada delgada (CCD) e em camada delgada preparativa (CCDP)
empregou-se gel de silica 60 G e 60 GF,,, (Merck). A visualizagio
dos compostos em CCD foi realizada por irradiacdo com luz ul-
travioleta em 254 e 366 nm e/ou por pulverizacdo com solucdo de
H,SO,/MeOH (1:1), H,SO,/anisaldeido/dcido acético (1:0,5:50 mL)
seguido de aquecimento.

Material vegetal

As folhas da espécie Guettarda pohliana foram coletadas em abril
de 2005, as margens da bacia de inundagao do alto do Rio Parand, na
regido de Porto Rico/PR. A exsicata do material vegetal encontra-se
depositada no Herbério da Universidade Estadual de Maringa sob o
registro n® HUNP 3563.

Isolamento dos constituintes quimicos

As folhas de Guettarda pohliana (558,0 g) foram secas ao ar,
pulverizadas e extraidas exaustivamente com MeOH, a temperatura
ambiente, fornecendo 42,1 g de extrato bruto. Parte deste extrato
(23,0 g) foi solubilizado em MeOH/H,0 1:1 e submetido a parti¢do
em hexano, CHCl,, AcOEt, o que resultou nas fracdes hexanica (1,1
g), cloroférmica (2,2 g), acetato de etila (2,8 g) e hidrometandlica
(14,9). Parte da fragdo hexanica (478 mg) foi fracionada em gel de
silica com misturas de hexano e AcOEt em ordem crescente de pola-
ridade. A subfracéo hexano:AcOEt 2% (6,0 mg) resultante forneceu
mistura contendo as substancias sitosterol, estigmasterol e campes-
terol. A subfragcdo hexano:AcOEt 15% (38,0 mg) foi submetida a
um novo fracionamento em gel de silica utilizando como eluentes
hexano e AcOEt em gradiente crescente de polaridade, obtendo-se
mistura das substancias 1 e 2. Parte da fragdo cloroférmica (1,51
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g) foi fracionada em gel de silica utilizando como eluentes hexano,
hexano:AcOEt 95-10% e AcOEt. As subfracdes hexano:AcOEt 20%
(37 mg) e hexano:AcOEt 70% (97,6 mg) resultantes foram submeti-
das a novo fracionamento em gel de silica com CHCI, e AcOEt em
ordem crescente de polaridade, resultando no isolamento novamente
das substancias 1 (3,0 mg) e 2 (3,2 mg) e das substancias 3 e 4 como
mistura (7,0 mg), respectivamente. As subfra¢des hexano:AcOEt
50% e hexano:AcOEt 60%, resultantes do tratamento da fracdo clo-
roférmica, apresentaram-se como sélidos amorfos e foram lavados
com acetona, resultando na obtenc¢do dos triterpenos 5, 6 ¢ 7 (10
mg) como mistura e de daucosterol (5,0 mg), respectivamente. Parte
da fragdo AcOEt (1,2 g) foi submetida a uma filtragdo em Sephadex
LH-20 utilizando-se com eluentes H,0; H,0:MeOH 25, 50 e 75%
e MeOH puro, resultando no isolamento de 8 (14,8 mg) e 9 (21,0
mg). A fragdo hidrometandlica (5,0 g) foi dissolvida em 100 mL
de H,O/MeOH 1:1 e submetida a particdo em butanol. A fracdo
butandlica resultante (2,5 g) foi entdo filtrada em Sephadex LH 20
com MeOH, resultando no isolamento de 9 (46,1 mg). O extrato
bruto metandlico das raizes de G. pohliana e as fragdes deste extrato
foram obtidos pelo mesmo procedimento realizado para as folhas. A
partir do material seco e pulverizado (700,1 g) foram obtidos 39,1 g
de extrato bruto. O particionamento deste extrato (31,0 g) resultou
nas fracdes hexanica (2,6 g), cloroférmica (3,7 g), AcOEt (6,2 g) e
hidrometandlica (17,4 g).

Avaliacio da atividade anti-inflamatoria

Empregou-se o modelo de edema de orelha induzido por 6leo de
créton em camundongo.® Foram utilizados camundongos Swiss ma-
chos e fémeas, pesando 25 g em média. O 6leo de créton foi diluido
em uma solucio de acetona/dgua 7:3 e aplicado, em concentrag@o de
200 pg/orelha, nas faces internas das duas orelhas dos camundongos.
Uma solucdo (20 uL) dos extratos brutos das folhas e raizes ou das suas
fracdes foi aplicada na superficie interna da orelha esquerda (2,5 mg/
orelha). A orelha direita recebeu apenas o solvente das amostras (20 uL.).
Ap6s 6 h, os animais foram sacrificados e as orelhas seccionadas em
discos circulares de 6 mm de diametro. Estas sec¢des foram pesadas em
balanca analitica. Utilizou-se a indometacina como controle positivo.
Os resultados foram expressos como média * erro padrido da média
(epm) e analisados utilizando teste de Student para comparacdo de duas
médias, ou andlise de variancia (ANOVA) para multiplas comparagdes,
sendo utilizado P < 0,05 como nivel de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das folhas de G. pohliana resultou no
isolamento da mistura de esteroides B-sitosterol, estigmasterol e
campesterol, dos dcidos ursélico (1)” e oleandlico (2),” do dcido
pomdlico (3) e loliolida (4) como mistura, do 3-O-f-glicopiranosil-
240-etil-colesta-5-enol (daucosterol),® da mistura dos triperpenos
dcidos rotindico (5), 3f,6B,190.,23-tetra-hidroxiurs-12-en-28-oico
(6) e clétrico (7), do 4cido 5-O-cafeoilquinico (8) e do secoiridoide
secoxiloganina (9). As estruturas das substincias isoladas foram
elucidadas com base na andlise dos dados espectroscopicos (RMN 'H
e °C, DEPT, COSY, HMQC, HMBC e NOESY) e por comparagio
com os dados disponiveis na literatura.

A mistura das substincias 3 e 4 foi obtida da frac@o cloroférmica
como cristais brancos. O espectro de RMN 'H apresentou, dentre
outros, dois sinais caracteristicos de hidrogénios vinilicos em d,; 5,27
(t, J = 3,6 Hz) e §,, 5,74 (s), integrados em diferentes propor¢des,
que indicaram a presenga de duas substincias. A andlise dos dados
de RMN 'H e C permitiu definir para a substincia majoritdria 3 o
esqueleto triterpénico da série ursano, principalmente pelos sinais
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em O, 129,5 e 140,0, relacionados aos carbonos olefinicos C-12 e
C-13. Foram ainda observados sinais em 8. 182,3, correspondente
ao carbono da carboxila de grupo dcido, e em . 79,8, relativo a
carbono hidroximetinico. A presenga de sinal em J. 73,6 referente
a carbindlico tercidrio e o efeito de desprotecdo observado nos des-
locamentos quimicos de C-12 (3. 129,5) e C-20 (3. 43,1), quando
comparados com os de 1, além do singleto observado em §,, 2,49 no
espectro de RMN 'H e atribuido ao H-18, possibilitaram inferir um
grupo hidroxila na posi¢do C-19. A comparagdo dos dados espec-
troscGpicos com os da literatura’™ permitiu identificar a substancia
3 como o dcido pomdlico.

Nos espectros de RMN 'H e '*C da mistura 3 e 4 ainda foram
observados sinais adicionais, entre os quais, em . 185,7; 174,1;
113,3 e 67,3, que indicaram para a substincia 4 uma unidade lactd-
nica o,B-insaturada. A comparagéo dos dados espectroscpicos com
os da literatura'® permitiu identificar a substancia 4 como sendo o
isoprenoide loliolida.

Os espectros de RMN 'H e *C da mistura das substincias 5, 6 e
7 apresentaram sinais caracteristicos de triterpenos da série ursano
semelhantes ao dcido pomolico (3) com grupos hidroxila adicionais
em seus esqueletos. A andlise dos dados de RMN 'H permitiu iden-
tificar trés singletos largos em §;, 5,61; 5,72 e 5,63 correspondentes
aos hidrogénios vinilicos (H-12), e de trés singletos em §,,3,11; 3,12
e 3,07 correspondentes a hidrogénios metinicos (H-18) para 5, 6,¢ 7,
respectivamente. Foram ainda observados sinais de duplo dupletos
em §, 4,20 (J=11,4e4,2Hz, H-3) e 4,30 (J= 11,4 ¢ 4,2 Hz, H-3),
caracteristicos de hidrogénios carbindlicos em triterpenos 33-OH e
de um singleto largo em 9§, 4,74 (H-3), caracteristico de hidrogénios
carbinélicos 30.-OH. Além destes, foram observados sinais adicio-
nais na regifio caracteristica de hidrogénios carbinélicos. O sinal
em §, 5,08, referente a hidrogénio hidroximetinico, foi atribuido ao
H-6, evidenciando a presenga do grupo 63-OH em 6. Os pares de
hidrogénios hidroximetilénicos em §,, 4,07/4,43 (d, J = 10,2 Hz);
4,37/4,58 (d, J = 10,8 Hz) e 4,02/4,20 (d, J = 10,5 Hz) indicaram
a presenca dos grupos OH nas posi¢des C-23 para 6 e C-23 e C-24
para 7, respectivamente. O espectro de RMN BC apresentou sinais
relacionados aos carbonos olefinicos C-12 e C-13 em J. 129,3 e
140,0(5);129,7¢e 139,3 (6) e 129,4 € 139,9 (7), os sinais referentes a
carbonos carbindlicos atribuidos para 5: 3. 73,8; 73,6 e 67,3; para 6:
§73,6; 68,2; 73,6 ¢ 67,5; e para 7: 8 70,8; 73,6; 68,9 e 64,8 e o sinal
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em O, 182,3 correspondente aos carbonos carboxilicos C-28 para as
trés substancias. A comparacdo dos dados espectroscopicos com 0s
dados da literatura permitiu identificar as substincia 5, 6 ¢ 7 como
o0 4cido rotdndico,' o dcido 3B,68,19a,23-tetra-hidroxiurs-12-em-
28-o0ico™!? e o dcido clétrico, respectivamente.'* O dcido rotindico
ja havia sido isolado nas espécies G. platypoda," G. angelica™ e G.
grazielae* e o triterpeno 6 ja havia sido encontrado no caule de G.
grazielae.* O dcido clétrico estd sendo descrito pela primeira vez
no género, mas na familia Rubiaceae ja foi relatada sua presenga
em Morinda citrifolia (Noni),” Psychotria correae'® e Mussaenda
pubescens," espécies consideradas medicinais.

A substancia 8 foi isolada da fragdo AcOEt como sélido amorfo e
caracterizada como dcido 5-O-cafeoilquinico, através da comparacdo
dos dados espectroscépicos de RMN com os descritos na literatura.!”
No espectro de RMN 'H de 8 foram observados sinais caracteristicos
de uma unidade cafeoila, devido a presenca de dois dupletos em J,,
7,58 e 6,32 referentes a hidrogénios olefinicos em relagdo de aco-
plamento trans (d, J = 15,9 Hz), além de sinais correspondentes a
aromatico 1,3,4-trissubstituido. A posi¢do do grupo cafeoila em C-5
do esqueleto dcido quinico foi inferida com base no efeito de des-
protecdo observado para H-5 (§,, 5,33, ddd, J = 10,8; 10,8 e 4,5 Hz)
quando comparado ao H-3 (3, 3,87, dd, J = 9,9 e 3,3 Hz), aliado as
constantes de acoplamento caracteristicas dos mesmos. Esta posi¢ao
também foi confirmada pelo mapa de contornos HMBC através da
correlagéo de H-5 com C-97(§,. 168.8).

A substancia 9 foi isolada da fracdo hidrometandlica como um
s6lido amorfo e caracterizada como o secoiridoide secoxiloganina,
através da comparacdo dos dados espectroscopicos de RMN com os
descritos na literatura.'® Substancias desta classe sdo consideradas
marcadores quimitaxondmicos da subfamilia Antirheoideae, a qual
pertence o género Guettarda," e secoxiloganina também foi verificada
em G. platypoda.®

Ensaios de atividade anti-inflamatéria foram realizados para o
extrato bruto das folhas e de suas fracdes hexanica, cloroférmica,
acetato de etila e hidrometandlica, bem como para o extrato bruto
das raizes e suas fracdes acetato de etila e hidrometandlica. Utilizou-
se o modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton em
camundongo. Os resultados mostraram que a administra¢do na dose
de 2,5 mg, por via tépica do extrato bruto e fragdes das folhas, inibiu
o edema em 65% para o extrato bruto, 68% para a fracdo hexanica,
38% para a fragdo cloroférmica, 55% para a fragio acetato de etila
e 46% para a fracdo hidrometandlica. O extrato bruto e as fracoes
acetato de etila e hidrometanodlica das raizes inibiram o edema em 46,
43 e 22%, respectivamente, com a administracdo da mesma dosagem.

A atividade anti-inflamatdria tépica dos dcidos ursélico, olea-
nélico, pomdlico, rotindico e quindvico ji € bastante conhecida.”!
A presenca destas substancias em G. pohliana contribui para a sig-
nificativa atividade observada no extrato bruto e fragdes hexanica e
cloroférmica provenientes das folhas. A presencga dos dcidos rotiindico
e quinévico no género vem justificar o uso popular das espécies no
tratamento de ferimentos e inflamacdes.

CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das folhas de Guettarda pohliana resultou
no isolamento de esteroides, dos triterpenos dcidos ursdlico, olean6-
lico, pomdlico, rotindico, 3f,6f,190,23-tetra-hidroxiurs-12-en-28-
oico e clétrico, do isoprenoide loliolida, de daucosterol, do 4cido 5-O-
cafeoilquinico e do secoiridoide secoxiloganina. Os extratos brutos
das folhas e raizes e fracdes provenientes destes extratos apresentaram
significativa atividade anti-inflamatéria para o modelo de edema de
orelha. A presenga de triterpenos pentaciclicos dos tipos ursano e
oleanano, e também de saponinas derivadas do dcido quinévico, foi
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verificada em outras espécies do género, especialmente nas plantas
medicinais do nordeste brasileiro G. angelica e G. platypoda. Esta
dltima também apresentou atividade anti-inflamatéria. Em ambas
estdo presentes os dcidos rotindico e quindvico e as saponinas. Os
dcidos clétrico, oleandlico e pomdlico estdo sendo descritos pela
primeira vez no género.
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