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CHEMICAL CONSTITUENTS AND EVALUATION OF ANTIOXIDANT AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITIES OF
ROOTS OF Sabicea brasiliensis Wernh (Rubiaceae). The phytochemical investigation of Sabicea brasiliensis roots led to the isolation
of 5-O-caffeoylquinic acid, 3,5- and 4,5-O-dicaffeoylquinics acids, scopoletin, ursolic acid, a mixture of B-sitosterol, stigmasterol

and campesterol, daucosterol and saccharose. The structures of the isolated compounds were assigned on the basis of one- and two-

dimensional NMR spectroscopic methods and by comparison with literature data. The anti-inflammatory and antioxidant activities

of the crude methanolic extract and its fractions were analyzed.
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INTRODUCAO

O género Sabicea, pertencente a familia Rubiaceae, a subfamilia
Ixoroideae e a tribo Sabiceae, € composto por aproximadamente 100
espécies distribuidas pela América Tropical e Africa, sendo que cerca
de 45 a 50 espécies estdo presentes na regido neotropical.! Espécies
deste género sdo usadas na medicina popular para o tratamento da
dor de estdmago e de dente, disenteria, maldria, reumatismo, prisao
de ventre, epilepsia, febre, vOomitos, insdnia e ainda para combater
doencas venéreas e como depurativo do sangue, além do uso como
adocante.” Entretanto, apesar do amplo uso popular de plantas deste
género, apenas Sabicea grisea foi estudada fitoquimicamente.

Das folhas desta espécie foi isolado o octacosanol,® composto
detentor de atividades bioldgicas importantes como antioxidante,
ergogénica e antiparkinsoniana,*sendo que o extrato bruto e a fragdo
hexanica de onde ele foi retirado apresentaram atividades antinoci-
ceptiva e anti-inflamatéria, com inibicao da dor induzida por 4cido
acético em camundongos, assim como o préprio octacosanol.?

A espécie Sabicea brasiliensis € um arbusto com aproximadamen-
te 80 cm de altura conhecido popularmente como sangue-de-cristo,
de ocorréncia nas regides de cerrado do Brasil' que, além de ser
usado pela populacdo essencialmente como alimento,’ é empregado
no tratamento de infecgdes nos 6rgaos genitais de mulheres.® Esta
espécie possui leveduras que s@o aplicadas no controle de doengas
pos-colheita em laranja e péssego.’

A escassez de estudos quimicos com espécies do género Sabicea,
a auséncia dos mesmos acerca da espécie S. brasiliensis e os interes-
santes usos populares que tais plantas possuem motivaram a realizacao
do presente trabalho, no qual € relatado o isolamento e identificacio
de trés acidos cafeoilquinicos, uma cumarina, um triterpeno, trés
esteroides, um esteroide glicosilado e um dissacarideo. Com base no
uso popular desta espécie em infecgdes genitais, a avaliagdo da ativi-
dade anti-inflamatoria foi efetuada e, também, devido ao isolamento

*e-mail: ccsilva@uem.br

de compostos fendlicos da classe dos dcidos cafeoilquinicos, foi
realizado teste para deferir o potencial antioxidante do extrato bruto
e fracdes de S. brasiliensis.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN (uni- e bidimensionais) foram obtidos em
espectrdmetro Varian, modelo Mercury plus BB, operando a 300 MHz
para 'H e 75 MHz para "*C. Os deslocamentos quimicos foram da-
dos em ppm, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano TMS
(8 = 0,0 ppm) ou o préprio solvente. Os solventes utilizados foram
CD,0OD e CDCI, (Aldrich ou Isotec). Nas separa¢des por cromato-
grafias de adsorcdo utilizou-se gel de silica 60 (0,063-0,200 mm,
Merck), enquanto nos fracionamentos cromatograficos por exclusiao
molecular foi empregado Sephadex LH-20 como fase estacionaria.
Nas andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) empregou-
-se gel de silica 60 G e 60 GF,,, (Merck). A visualizagdo dos com-
postos em CCD foi realizada por irradiacdo com luz ultravioleta em
254 e 366 nm e/ou por aspersao com solugdo de H,SO,/MeOH (1:1),
H,SO,/anisaldeido/4dcido acético (1:0,5:50 mL) seguido de aqueci-
mento. As estruturas das substancias isoladas foram definidas com
base na andlise dos dados espectroscopicos de RMN 'H e *C uni- e
bidimensionais e na comparagdo dos dados obtidos com os registra-
dos na literatura. A absorvancia das amostras no ensaio de atividade
antioxidante foi determinada em espectrofotdmetro UV-VIS-Cary
50 VARIAN operando a 515,5 nm. Os pontos de fusdo (p. f.) das
substancias isoladas foram determinados em um aparelho de ponto
de fusdo Microquimica, modelo MQAPF-301.

Material vegetal

As raizes de Sabicea brasiliensis foram coletadas no cerrado
da cidade de Goiania (Goids) em maio de 2010 pelo botanico Prof.
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Dr. Heleno Dias Ferreira. A exsicata do material vegetal encontra-
-se depositada no Herbério da Universidade Federal de Goids sob o
ndmero 48089.

Isolamento dos constituintes quimicos

As raizes de S. brasiliensis (304,5 g) foram secas, cortadas e
submetidas a extracéio exaustiva com metanol a frio, fornecendo 25,4
g de extrato bruto. Parte deste (20,4 g) foi dissolvido em MeOH:H,O
1:1 e submetido a parti¢do em hexano, cloroférmio, acetato de etila
e butanol, resultando nas fracdes hexanica (994,1 mg), cloroférmica
(798,5 mg), acetato de etila (1,3 g), butandlica (9,9 g) e a remanescente
hidrometandlica (1,8 g).

Parte da fracdo acetato de etila (593,0 mg) foi submetida a uma
cromatografia por exclusdo em coluna de Sephadex LH-20 (@ = 1,5
cm; 5,0 g) eluida por MeOH, resultando em 93 fragdes. Da subfragio
21-22 foi isolada a substancia 1 (7,2 mg). A subfragdo 34-41 (83,1
mg) foi fracionada em coluna cromatografica de Sephadex LH-20
(9@ = 1,0 cm; 3,0 g) usando como eluentes H,0, H,0:MeOH 25, 50
e 75% e MeOH em gradiente decrescente de polaridade levando ao
isolamento da substincia 2 (3,3 mg) eluida em H,0:MeOH 25% e da
mistura de substancias 3 e 4 (3,3 mg) na polaridade H,0:MeOH 50%.

Outra parte da fra¢do acetato de etila (473,5 mg) foi submetida
a uma cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (@ = 1,5 cm;
5,0 g) usando como eluentes dgua e metanol nas proporgdes H,O,
H,0:MeOH 25, 50 e 75% e MeOH em gradiente decrescente de po-
laridade, levando ao isolamento da substancia 5 (5,1 mg; H,O0:MeOH
50%) e da mistura de substancias 3 e 4 (20,8 mg; MeOH 100%).

Parte da fragdo cloroférmica (747,9 mg) foi submetida a croma-
tografia em coluna de gel de silica 60 (@ = 1,5 cm; 22,0 g) eluida
com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol em gradiente
crescente de polaridade. A subfracdo resultante CHCL,:AcOEt 15%
(29,2 mg) foi submetida a uma cromatografia por exclusdo em coluna
de Sephadex LH-20 (@ = 1,0 cm; 3,0 g) eluida com MeOH, levando
ao isolamento da substancia 6 (2,1 mg).

Parte da fracdo hexanica (433,1 mg) foi fracionada em coluna
cromatografica de gel de silica 60 (@ = 1,5 cm; 20,0 g), eluida
com hexano, acetato de etila e metanol em gradiente de polaridade
crescente. A fracdo hexano:AcOEt 10% (12,0 mg) apresentou perfil
cromatografico simples em CCD e foi lavada sucessivamente com
metanol, acetato de etila, cloroférmio e hexano com o consequente
isolamento da mistura de substancias 7, 8 ¢ 9 (3,1 mg) da parte soltivel
em acetato de etila.

Parte da frac@o butandlica (600,0 mg) foi submetida a uma cro-
matografia por exclusdo em coluna de Sephadex LH-20 (@ = 1,5 cm;
5,0 g) eluida com MeOH, o que levou ao isolamento da substancia
2 (3,6 mg).

Uma segunda parte da fragdo butanélica (8,40 g) foi submetida a
uma cromatografia em coluna de gel de silica 60 (@ = 5,0 cm; 225,0
g) dopada com NH,OH e eluida com hexano, cloroférmio e metanol
em gradiente crescente de polaridade. A subfracdo CHCI,:MeOH
50% permitiu o isolamento da substancia 10 (313,2 mg).

Avaliacao da atividade antioxidante

Os testes de atividade antioxidante foram realizados para o
extrato bruto metandlico e fragdes hexanica, cloroférmica, acetato
de etila e hidrometandlica. Os potenciais de atividade antioxidante
foram determinados com base na atividade sequestradora de radical
livre do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).® As amostras foram
adicionadas em diferentes concentragdes a 2 mL de uma solucio de
DPPH em metanol (2,84.10* mol L!). Apds 30 min a absorvincia
foi determinada em espectrofotometro, empregando metanol como
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branco. Os testes foram realizados em triplicata. Uma solugdo de
DPPH sem adic¢do das amostras foi utilizada como controle. O BHT
foi utilizado como padrdo. A capacidade sequestradora de radicais
livres foi determinada utilizando a andlise de regressdo linear no
intervalo de confianga de 95% (P<0,05).

Avaliacio da atividade anti-inflamatéria

A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelo modelo de edema
de orelha induzido por 6leo de créton,’ em camundongos Swiss ma-
chos (25-30 g). O edema de orelha foi induzido pela aplicacdo topica
de 20 pL de éleo de créton comercial Sigma Aldrich (OC, 200 ug)
diluido em acetona/dgua (7:3) na superficie interna da orelha esquerda
do camundongo. A orelha direita recebeu apenas o veiculo (20 uL
de acetona 70% ou cloroférmio). Imediatamente ap6s a aplicagdo do
OC, grupos de animais receberam aplicagao tépica de 20 uL de uma
solugd@o dos extratos brutos das raizes de S. brasiliensis ou de suas
fragdes na superficie interna da orelha esquerda (5 mg/orelha). Apés 6
h, os animais foram anestesiados, sacrificados e as orelhas seccionadas
em discos circulares de 7,0 mm de diametro. Estas sec¢des foram
pesadas em uma balanga analitica. A indometacina foi utilizada como
controle positivo. Os resultados foram apresentados como média +
erro padrdo da média (E.P.M). A comparag@o estatistica dos dados foi
realizada através da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
de Tukey (p < 0,05 foi considerado como nivel de significancia). A
porcentagem da inibi¢do do edema foi determinada pela Equagao 1:

peso das orelhas inflamadas (OC+V) —
peso das orelhas tratadas
peso das orelhas inflamadas (OC+V) —
peso da orelha ndo inflamada (V)

(%) de inibi¢ao =

X100 (1)

Avaliacao da atividade da mieloperoxidase (MPQO)

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi avaliada no sobrena-
dante de homogenados das sec¢des de orelhas, que receberam todos
os tratamentos especificados no item anterior. O tecido da orelha foi
colocado em tampdo fosfato de potdssio (50 mM, pH 6,0), conten-
do 0,5 % de brometo de hexadeciltrimetilamonio (Sigma Aldrich;
1 mL/50 mg de tecido) em homogeneizador (60 s a 0° C).° O homo-
genado foi agitado em vortex e centrifugado por 5 min a 2500 rpm.
Dez (10) pL do sobrenadante obtido foram adicionados em microplaca
de 96 cavidades, em triplicada, sendo a seguir, adicionados 200 pL
de uma solucdo tampdo contendo dihidrocloreto de o-dianisidina
(Sigma Aldrich; 16,7 mg), 4gua bidestilada (90 mL), tamp3o fosfato
de potdssio e H,0, 1% (50 pL). A reagdo foi interrompida com so-
lucdo de acetato de so6dio 1,46 M (pH = 3,0) e a atividade da enzima
foi determinada pela técnica de ponto final com base na medida de
absorvancia em comprimento de onda de 460 nm. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey. A porcentagem de reducio na atividade da enzima mielope-
roxidase foi determinada pela Equagdo 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das raizes de Sabicea brasiliensis resultou
no isolamento do dcido 5-O-cafeoilquinico'® (2) e de uma mistura
dos dcidos 4,5 e 3,5-O-dicafeoilquinicos (3 e 4),'" da cumarina
escopoletina (6),'? do triterpeno édcido ursélico (1)," dos esteroides
B-sitosterol (7), estigmasterol (8) e campesterol (9),'* do esteroide
glicosilado daucosterol (5)' e do dissacarideo o-D-glicopiranosil-3-
D-frutofuranosideo conhecido como sacarose (10)'¢ (Figura 1), sendo
todos inéditos no género Sabicea e na tribo Sabiceae. As estruturas das



640 Batista et al.

substancias isoladas foram elucidadas a partir de analises dos dados
espectroscopicos (RMN 'He *C, DEPT 135°, COSY (‘Hx'H), HSQC,
HMBC, NOESY) e por comparagdo com os dados da literatura.
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Figura 1. Estruturas dos metabdlitos secunddrios isolados de S. brasiliensis

O composto 2 foi isolado da fragdo acetato de etila sob a forma
de um 6leo amarelo solivel em metanol e caracterizado como o
acido 5-O-cafeoilquinico por meio da comparagao dos dados espec-
troscpicos de RMN com os descritos na literatura.!” No espectro de
RMN de 'H de 2 foram observados sinais de uma unidade cafeoila,
como os dupletos em J, 6,28 (H-8’) e 7,58 (H-7") caracteristicos de
hidrogénios trans (J = 15,9 Hz) de sistema carbonilico of3-insaturado,
além de sinais correspondentes a anel aromatico 1,3,4-trissubstituido
em J, 7,03 (H-2"), 6,78 (H-57) € 6,93 (H-6"). O grupo quinico apre-
sentou sinais de hidrogénios oximetilénicos de §,, 1,98 22,24 (H-2 e
H-6) e oximetinicos em &, 4,16 (dl, J = 3,0 Hz, H-3), 3,70 (dd, J =
10,0 e 3,0 Hz, H-4) € 5,36 (ddd, J = 10,0; 10,0 e 4,2 Hz, H-5), sendo
que a posicdo do grupo cafeoila em C-5 do esqueleto acido quinico
foi inferida com base no efeito de desprotecdo observado para H-5
quando comparado ao H-3, aliado as constantes de acoplamento carac-
teristicas dos mesmos. No espectro de RMN de *C pode-se verificar
os sinais de um grupo carbonila da unidade cafeoila em 3. 168,8 e de
um carbono carboxilico do grupamento quinico em d.. 179,1. O mapa
de contornos NOESY apresentou correlacdes entre o hidrogénio H-3
e H-4, indicando que ambos estdo na mesma face do anel, ao passo
que a falta de correlacdo entre o H-4 e H-5 demonstra que eles estio
em faces opostas, confirmando a estereoquimica proposta.

As substancias 3 e 4 foram isoladas em mistura da fragdo acetato
de etila como 6leo amarelo solivel em metanol sendo caracterizadas
como os dcidos 4,5-O-dicafeoilquinico e 3,5-O-dicafeoilquinico por
meio da comparagdo dos dados espectroscépicos de RMN com os
descritos na literatura'' (Tabela 1). O espectro de RMN de 'H da
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mistura apresentou sinais de quatro unidades cafeoila. Primeiramente,
para a substincia 3, foram observados sinais em 8, 7,51 ¢ 6,28 (d,
H-7e H-8) e §, 7,59 ¢ 6,18 (d, H-7” ¢ H-8”) referentes a quatro
hidrogénios vinilicos trans (J = 15,9 Hz) da unidade cafeoila. Os
sinais dos hidrogénios oximetinicos do grupamento quinico foram
observados em §, 5,11 (dd, J=9,1 e 3,0 Hz, H-4), 8, 5,61 (ddd, J =
9,1;9,1; 5,3 Hz, H-5) e §,, 4,36 (ddd, J = 4,4; 3,0; 3,0, H-3), sendo
que o efeito de desprote¢do observado para os hidrogénios H-4 e
H-5 em comparac@o com H-3 aliado as multiplicidades e constantes
de acoplamento apontam para a substitui¢do nas posicdes 4 e 5 do
grupo quinico (Tabela 1). A confirmag@o dos grupos cafeoila e do
esqueleto do dcido quinico foi baseada nos espectros de RMN de
13C (Tabela 1), sobretudo, pelos sinais de dois grupos carbonilas das
unidades cafeoila em 8. 168,9 e 168,5 e do grupo carboxila da unidade
quinica em §. 177,7. Da mesma forma, notou-se para 0 composto
4 sinais de dois outros grupos de hidrogénios vinilicos trans (J =
15,9 Hz), com integragdo menor que a observada para 3, em §;, 7,61
e 6,34 (d,H-7" e H-8") e §,, 7,57 € 6,26 (d, H-7" e H-8”), atribuidos
ao grupo cafeoila. Para o grupo quinico, a desprotecéo nos desloca-
mentos quimicos dos hidrogénios oximetinicos H-3 ¢ H-5 em §,, 5,37
(dl,J=17,0Hz) e 541 (ddd, J = 3,3;7,0 e 7,1 Hz) em comparacio
com H-4 em 8, 3,96 (dd, J = 3,96 Hz) aliadas as multiplicidades e
constantes de acoplamento explicitaram a substituicdo nas posi¢des
3 e 5 do grupo quinico. O composto 4 apresentou, no espectro de
RMN de *C, sinais de dois grupos carbonilas das unidades cafeoila
em O, 168,3 e do grupo carboxila em §.. 177,3 (Tabela 1). Para ambas
as substancias foram verificados sinais de 12 hidrogénios ligados a
anel aromdtico que remetem a presenca de 4 anéis 1, 3 e 4 substitui-
do. No mapa de contornos HMBC ('*H x *C) foram observadas as

Tabela 1. Dados de RMN de 'H e de *C para as substéncias 3 ¢ 4

3 4

d,, (mult., J em Hz) S d,, (mult., J em Hz) S

- 76,2 - 74,8

2 2,05-2,35 (m) 39,4 2,05-2,35 (m) 38,4
3 4,36 (ddd, 3,0; 3,0; 69,5 5,37 (dl, 7,0) 72,1

4.4)

4 5,11 (dd, 3,0; 9,1) 75,8 3,96 (dd, 3,3;7,1) 70,7

5 5,61 (ddd, 5,3; 9,1; 69,1 5,41 (ddd, 3,3;7,0; 72,6
9,1) 7,1)

6 2,05-2,35 (m) 38,4 2,05-2,35 (m) 36,1
7 - 177,7 - 1773
1 - 127,7 - 1279
2’ 7,00 (d, 2,1) 115,1 7,06 (d, 1,5) 115,1
3 - 149,6 - 149,6
4 - 1473 - 147,7
5’ 6,73 (d, 8,1) 116,5 6,78 (d, 8,1) 116,5
6’ 6,90 (dd, 2,1; 8,1) 123,2 6,98 (dd, 2,1; 8,1) 123,2
7 7,51 (d, 15,9) 147,7 7,61 (d, 15,9) 147.6
8 6,28 (d, 15,9) 115,1 6,34 (d, 15,9) 115,6
9 - 168,9 - 168,3
17 - 127.8 - 127,6
27 7,02, 2,1) 115,1 7,05, 1,5) 115,2
3” - 149,5 - 149,6
4 - 147,1 - 147,6
5 6,74 (d, 8,1) 116,5 6,79 (d, 8,1) 116,5
6” 6,91 (dd, 2,1; 8,1) 123,2 6,95 (dd, 2,1; 8,1) 123,2
7’ 7,59 (d, 15,9) 1477 7,57 (d, 15,9) 147,6
8” 6,18 (d, 15,9) 114,6 6,26 (d, 15,9) 114,7
9 - 168.,5 - 168,3
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correlagdes, para a substancia 3, entre carbonos carbonilicos C-9’ e
C-9” com os hidrogénios H-4 e H-5 do grupo quinico, confirmando
o posicionamento dos substituintes cafeoila nas posi¢des 4 e 5 deste
grupo. Para 4, as correlagdes entre os carbonos carbonilicos C-9’e
C-9” com os hidrogénios H-3 e H-5 do grupo quinico demonstram
o posicionamento dos substituintes cafeoila nas posicdes 3 e 5 de tal
grupo. No mapa de contornos NOESY de 3 e 4 foram observadas
as mesmas correlacdes descritas para a substancia 2, consolidando a
estereoquimica proposta.

As substancias 1 e 5 foram isoladas da fracdo acetato de etila
como sélidos brancos soliveis em cloroférmio e caracterizadas como
o triterpeno dcido ursdlico'® e o esteroide glicosilado daucosterol® a
partir da comparacdo com a literatura de seus dados espectroscépicos
de RMN e de seus pontos de fusdo de 253,2- 256,3 °C (lit. 269,1 °C)""
e 265,1-267,4 °C (lit. 287-289° °C),'® respectivamente.

Os dados de RMN da substancia 6, isolada da fracdo clorofér-
mica sob a forma de um 6leo viscoso amarelo solivel em clorofér-
mio, foram concordantes com os constantes na literatura'? para a
escopoletina.

A mistura de substincias 7, 8 e 9 foi caracterizada como sendo
constituida pelos esteroides sitosterol, estigmasterol e campeste-
rol' isolados da fragdo hexanica sob a forma de um sélido branco
solivel em cloroférmio através da comparagdo com a literatura de
seus dados espectroscopicos de RMN e de seu ponto de fusdo entre
172,3-177,0 °C (lit. 181-184 °C)."”

Por fim, o composto 10 foi identificado como sendo o dissacarideo
o-D-glicopiranosil-f-D-frutofuranosideo, conhecido como sacarose,
de acordo com a comparacdo dos dados espectroscépicos de RMN
com a literatura,'® se apresentando como um 6leo amarelo, solivel
em metanol.

Todos esses compostos estdo sendo relatados pela primeira vez no
género Sabicea e na tribo Sabiceae, porém, na subfamilia Ixoroideae
hé relatos do isolamento da escopoletina de Augusta longifolia,*
do 4cido 5-O-cafeoilquinico e 4cidos 3,5- e 4,5-O-dicafeoilquinico
de Coffea arabica,** além do triterpeno dcido ursélico de Duroia
macrophylla.?

O extrato bruto metandlico e suas fracdes provenientes de particao
foram avaliados como antioxidantes pelo método do DPPH, muito
empregado para medir a capacidade sequestradora de radicais livres
de produtos naturais.® Comparando-se os valores de IC,, do extrato
bruto (59,6 ug mL") e da frac@o acetato de etila (31,9 ug mL') com o
do padrao BHT (16,9 ug mL™"), percebe-se que o efeito antioxidante
¢ moderado no extrato bruto e mais pronunciado na fragdo acetato
de etila, provavelmente devido a presenga nessa fracdo dos dcidos
5-O-cafeoilquinico, 3,5- e 4,5-O-dicafeoilquinicos, que apresentam
esse tipo de potencial descrito na literatura.”® As demais fragdes
apresentaram IC,, superior a 100 ug mL', mostrando-se inativas em
comparagdo com o BHT.

Na avaliagdo da atividade anti-inflamatéria de moléculas sintéti-
cas e extratos vegetais, a técnica de formagdo de edema de orelha em
camundongos ¢ comumente utilizada e foi empregada nesse estudo
como um dos modelos para avaliar a atividade anti-inflamatéria
de S. brasiliensis. O dleo de créton, usado como agente flogistico,
induz uma resposta inflamatdria caracterizada por formagéo de
edema e infiltracdo de leucdcitos a partir da ativagdo da enzima
fosfolipase A2 e consequentemente da biossintese de LT, PGs e
citocinas.? Neste ensaio, o extrato bruto e as fragdes ndo interferi-
ram no desenvolvimento da resposta. Outra técnica utilizada para a
avalia¢do da atividade anti-inflamatdria € a de migracio celular e foi
empregada como segundo modelo nesse trabalho. A mieloperoxidase
(MPO), uma enzima derivada de leucdécitos que catalisa a formacao
de numerosas espécies reativas oxidantes,” € considerada uma
macromolécula-chave na resposta imunoldgica inespecifica a muitos
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agentes invasores, especialmente bactérias, sendo que uma maior
atividade observada na enzima mieloperoxidase indica a migracao de
células polimorfonucleares para o local inflamado.?® A aplicagio do
extrato bruto e das fracdes hexanica, cloroférmica e hidrometandlica
(5,0 mg/orelha) ndo interferiram na atividade da MPO, porém, um
aumento na atividade desta enzima foi observado no grupo OC, mas
ndo no grupo tratado com as fra¢des acetato de etila e butandlica (5,0
mg/orelha) sugerindo o efeito inibitdrio (53,20% e 56,35%) destas
fracdes sobre o recrutamento de neutrdfilos. Desta forma pode-se
considerar que as fragdes acetato de etila e butandlica das raizes
de Sabicea brasiliensis apresentam uma atividade anti-inflamatdria
significativa no modelo de migragdo celular.

A atividade anti-inflamatdria dos 4cidos 5-O-cafeoilquinico e
4,5-O-dicafeoilquinico e do dcido ursélico sdo descritos na literatura®
e a presenca destes nas raizes de S. brasilienis contribuiu para a ati-
vidade observada nas fracdes acetato de etila e butandlica no modelo
de migracdo celular. O isolamento destes compostos nesta espécie
pode embasar o uso popular da mesma no tratamento de infecgdes
nos 6rgaos genitais de mulheres.®

CONCLUSAO

Todos os compostos isolados das raizes de S. brasiliensis sao
descritos pela primeira vez no género Sabicea e na tribo Sabiceae,
sendo que a presencga de acidos cafeoilquinicos, triterpenos e
cumarinas foi verificada em espécies de outras tribos da subfamilia
Ixoroideae. As fracdes acetato de etila e butandlica apresentaram
atividade anti-inflamatdria significativa no modelo de migracao
celular. Na avaliagdo da atividade antioxidante, o extrato bruto e a
fragdo acetato de etila tiveram efeito pronunciado em comparagio
com o padrdo BHT.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de RMN uni- e bidimensionais das substancias 2, 3
e 4 e os dados espectroscdpicos das substancias 1 a 6 encontram-se
disponiveis na forma de arquivo PDF, disponivel em http://quimica-
nova.sbq.org.br, com acesso livre.

AGRADECIMENTOS

As institui¢des de fomento a pesquisa Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e Coordenagdo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo
auxilio financeiro e pelas bolsas de estudo e de pesquisa.

REFERENCIAS

1. Delprete, P. G.; Smith, L. B.; Klein, R. M.; Flora ilustrada Catarinense:
Rubiaceas. Itajai: Herbario Barbosa Rodrigues, 2005. Vol. 2.

2. Awad, R.; Ahmed, F.; Bourbonnais-Spear, N.; Mullally, M.; Ta, C. A;
Tang, A.; Merali, Z.; Maquin, P.; Caal, F;; Cal, V.; J. Ethnopharmacol.
2009, 125, 257; Valadeau, C.; Castillo, J. A.; Sauvain, M.; Lores, A. F.;
Bourdy, G.; J. Ethnopharmacol. 2010, 127, 175; Roumy, V.; Garcia-
Pizango, G.; Gutierrez-Choquevilca, A. L.; Ruiz, L.; Jullian, V.; Winter-
ton, P.; Fabre, N.; Moulis, C.; Valentin, J. Ethnopharmacol. 2007, 112,
482; Joly, L. G.; Guerra, S.; Septimo, R.; Solfsb, P. N.; Correa, M. D.
A.; Guptab, M. P;; Levyd, S.; Sandbergd, F.; J. Ethnopharmacol. 1990,
28, 191; Hirschmann, G. S.; Farias A. R. A.; J. Ethnopharmacol. 1990,
29, 159; Rodrigues, V. E. G.; Ciénc. Agrotec. 2001, 25, 102; Schultes,
R. E.; J. Ethnopharmacol. 1985, 14, 105; Pomilio, A. B.; Vitale A. A.;
Ciprian-Ollivier, J.; Cetkovich-Bakmas, M.; Gémez, R.; Vazquez, G.; J.
Ethnopharmacol. 1999, 65, 29.



642

Batista et al.

. Oliveira, A. M.; Conserva, L. M.; Ferro, J. N. de S.; Brito, F. M.; Lemos,

R. P. L.; Barreto, E.; Int. J. Mol. Sci. 2012, 13, 1598.

. Wang, T.; Liu Y.; Wang, X.; Yang, N.; Zhu, H.; Zuo, P.; Acta Pharmacol.

Sin. 2010, 31, 765.

. Cavéchia, L. A.; Proenca, C. E. B.; Heringeriana 2007, 1, 11.
. Almeida, M. G.; Rigonato, V. D.; Programa Centro Oeste de Pesquisa e

Pés-Graduagao — POCPG/CNPq; Relatorio de pesquisa, 2001.

. Sperandio, E. M.; Disserta¢do de Mestrado, Universidade de Brasilia,

Brasil, 2012.

. Borges, M. E. M.; Ferreira, M. A.; Quim. Nova 1999, 22, 94.

9. Van Arman, G. C.; Clin. Pharmacol. Ther. 1974, 16, 900.

13.

14.

16.

. Satake, T.; Kamiya, K.; An, Y.; Oishi, T. Yamamoto, J.; Biol. Pharm.

Bull. 2007, 30, 935; Testa, G.; Oliveira, P. R. N. de; Silva, C. C. da;
Schuquel, I. T. A.; Santin, S. M. O.; Kato, L.; Oliveira, C. M. A. de;
Arruda, L. L. M. de; Bersani-Amado, C. A.; Quim. Nova 2012, 35, 527.

. Meira, M.; David, J. M. David, J. P.; Aratjo, S. V.; Regis, T. L.; Giu-

lietti, A. M.; Queiréz, L. P.; Quim. Nova 2008, 31, 751; Cheminat, A.;
Zawatsky, R.; Becher, H.; Brouillard, R.; Phytochemistry 1988, 27,
2787; Oliveira, P. R. N. de; Testa, G.; Sena, S. B. de; Costa, W. F. da;
Sarragiotto, M. H.; Santin, S. M. O.; Souza.; M. C.; Quim. Nova 2008,
31,755.

. Bayoumi, S. A. L.; Rowan, M. G.; Beeching J. R.; Blagbrough, I. S.;

Phytochemistry 2010, 71, 598.

Seebacher, W.; Simic, N.; Weis, R.; Saf R.; Kunert, O.; Magn. Reson.
Chem. 2003, 41, 636.

Goulart, M. O. F,; Sant’ana, A. E. G.; Lima, R. A.; Calvacante, S.; Quim.
Nova 1993, 16, 95.

. Lendl, A.; Werner, L.; Glasl, S.; Kletter, C.; Mucaji, P.; Presser, A.;

Reznicek, G.; Jurenitsch, J.; Taylor, D.; Phytochemistry 2005, 66, 2381.
Mocecelini, S. K.; Silva, V. C.; Ndiaye, E. A.; Sousa Jr, P. T. E Vieira,
P.C.; Quim. Nova 2009, 32, 131.

—_—

7

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

Quim. Nova

. Silva, F. de O; Oliveira, I. R. de; Silva, M. G. de; Braz-Filho, R.; Quim.
Nova 2010, 33, 1874.

Zhi-Ming, B.; Zheng-Tao, W.; Luo-Shan, X.; Acta Bot. Sin. 2004, 46,
124.

Costa, T. de O. G.; Almeida, R. H. F. de; Koolen, H. H. F; Silva, F. M.
A. da; Pinto, A. C.; Acta Amazonica 2012, 42, 557.

Choze, R.; Delprete, P. G.; Liao, L. M.; Rev. Bras. Farmacogn. 2010,
20, 295.

Clifford, M. N.; Zheng, W.; Kuhnert, N.; Phytochem. Anal. 2006, 17,
384.

Martins, D.; Carrion, L. L.; Ramos, D. F.; Salomé, K.; S.; Silva, P. E.;
Barison, A.; Nunez, C. V.; Biomed Res. Int. 2013, 2013, 1.

Kayano, S.; Kikuzaki, H.; Fukutsuka, N.; Mitani, T.; Nakatani, N.; J.
Agric. Food Chem. 2002, 50, 3708; Hung, T. M.; Na, M.; Thuong, P. T ;
Duy Su, N.; Sok, D.; Song, K. S.; Seong, Y. H.; Bae, K.; J. Ethnophar-
macol. 2006, 108, 188; Soh, Y.; Kim, J.; Sohn, N. W.; Lee, K. R.; Kim,
S.Y.; Biol. Pharm. Bull. 2003, 26, 803.

Otuki, M. F,; Vieira-Lima, F.; Malheiros, A.; Yunes, R. A.; Calixto, J. B.;
Eur. J. Pharmacol. 2005, 507, 253.

Roman, R. M.; Wendland, A. E.; Polanczyk, C. A.; Arq. Bras. Cardiol.
2008, 91, 12.

Ignoato, M. C; Fabrdo, R. M.; Schuquel, I. T. A.; Botelho, M. F. P;
Santin, S. M.; Arruda, L. L. M.; Bersani-Amado, C. A.; Souza, M. C.;
Quim. Nova 2012, 35, 2241.

Santos, M. D.; Chen, G.; Almeida, M. C.; Soares, D. M.; Souza, G. E.
P.; Lopesa, N. P; Lantz, C. Nat. Prod. Commun. 2010, 5, 733; Tatefuji,
T.; Izumi, N.; Ohta, T.; Arai, S.; Ikeda, M.; Kurimoto, M.; Biol. Pharm.
Bull. 1996, 19, 966; Banno, N.; Akihisa, T.; Tokuda, H.; Yasukawa, K.;
Higashihara, H.; Ukiya, M.; Watanabe, K.; Kimura, Y.; Hasegawa, J.;
Nishino, H.; Biosci., Biotechnol., Biochem. 2004, 68, 85.



Quim. Nova, Vol. 37, No. 4, S1-S15, 2014

CONSTITUINTES QUIMICOS E AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTI-INFLAMATORIA DAS

RAIZES DE Sabicea brasiliensis Wernh (Rubiaceae)

Jucilene Cavalini Batista?, Silvana Maria de Oliveira Santin?, Ivania T. Albrecht Schuquel?, Laura Licia Milani de Arruda®,
Ciomar Aparecida Bersani-Amado®, Cecilia Maria Alves de Oliveira, Lucilia Kato, Heleno Dias Ferreira®e Cleuza

Conceicao da Silva>*

“Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringd, 87020-900 Maringd — PR, Brasil

"Departamento de Farmacologia e Terapéutica, Universidade Estadual de Maringd, 87020-900 Maringd — PR, Brasil

“Instituto de Quimica, Campus Samambaia, Universidade Federal de Goids, 74001-970 Goiania — GO, Brasil

dDepartamento de Biologia Geral, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Campus Samambaia, Universidade Federal de Goids,

74001-970 Goiania — GO, Brasil

Dados espectroscopicos ("H e 3C) substéncias de 1 a 6 isoladas
de S. brasiliensis.

Acido ursdlico (1)

Sélido branco, p. f. 253,2- 256,3 °C (lit. 269,1 °C)'” RMN de 'H
(300 MHz, CDCL,): §,, (multiplicidade, J em Hz): 5,34 (1, 3,6, H-12);
1,05 (d, 6,4, H-29); 0,76 (d, 5,9, H-30). RMN de *C (75 MHz, CDCl,):
38,8 (C-1);29,8 (C-2); 77,7 (C-3); 39,4 (C-4); 56,2 (C-5); 19,8 (C-6);
32,1 (C-7); 39,6 (C-8); 47,7 (C-9); 36,2 (C-10); 23,2 (C-11); 121,8
(C-12); 138,4 (C-13); 42,6 (C-14); 28,3 (C-15); 23,9 (C-16); 47,9
(C-17); 53,4 (C-18); 39,2 (C-19); 39,0 (C-20); 30,8 (C-21); 37,4 (C-
22); 28,3 (C-23); 16,2 (C-24); 15,0 (C-25); 16,8 (C-26); 24,4 (C-27);
181,0 (C-28); 15,0 (C-29); 21,2 (C-30).

Acido 5-O-cafeoilquinico (2)

Oleo amarelo. RMN de 'H (300 MHz, CD,OD): §,, (multipli-
cidade, J em Hz): 1,98-2,26 (m, H-2); 4,16 (dl, 3,0 Hz, H-3); 3,70
(dd, 10,0; 3,0, H-4); 5,36 (ddd, 10,0; 10,0; 4,2, H-5); 1,98-2,26 (m,
H-6);7,03 (d, 1,8,H-2);6,78 (d, 8,1,H-5"); 6,93 (dd, 1,8, 8,1, H-6’);
7,58 (d, 15,9, H-7’) € 6,28 (d, 15,9, H-8”). RMN de '3C (75 MHz,
CD,0D): 39,8 (C-2); 72,3 (C-3); 74,3 (C-4); 72,0 (C-5); 38,3 (C-6);
179,1 (C-7); 127,5 (C-1); 114,9 (C-2’); 146,4 (C-37); 149,1 (C-4’);
116,2 (C-5%); 122,8 (C-6’); 146,8 (C-7°); 115,1 (C-8); 168,8 (C-9’).

Acido 4,5-O-dicafeoilquinico (3)

Oleo amarelo. RMN de 'H (300 MHz, CD,OD): §,, (multiplici-
dade, J em Hz): 2,05-2,35 (m, H-2 e H-6); 4,36 (ddd, 3,0; 3,0; 4,4;
H-3); 5,11 (dd, 3,0; 9,1, H-4); 5,61 (ddd, 5,3;9,1; 9,1, H-5): 7,00 (d,
2,1,H-2%);6,73 (d, 8,1,H-5"); 6,90 (dd, 2,1, 8,1, H-6"); 7,51 (d, 15,9,
H-7°); 6,28 (d, 15,9, H-8”); 7,02 (d, 2,1, H-2"); 6,74 (d, 8,1, H-57);
6,91 (dd, 2,1; 8,4, H-6"); 7,59 (d, 15,9, H-7") ¢ 6,18 (d, 15,9, H-8”).
RMN de “*C (75 MHz, CD,0D): 76,2 (C-1); 39,4 (C-2); 69,5 (C-3);
75,8 (C-4); 69,1 (C-5); 38,4 (C-6); 177,7 (C-7); 127,7 (C-1°); 115,1
(C-27); 149,6 (C-3°); 147,3 (C-4°); 116,5 (C-5"); 123,2 (C-6); 147,7
(C-7"); 15,1 (C-8"); 168,9 (C-9°); 127,8 (C-17); 115,1 (C-2"); 149,5
(C-37); 147,1 (C-4); 116,5 (C-57); 123,2 (C-67); 147,7 (C-7"); 114,6
(C-87); 168,5 (C-97).

Acido 3,5-O-dicafeoilquinico (4)
Oleo amarelo. RMN de 'H (300 MHz, CD,OD): §,, (multiplici-
dade, J em Hz): 2,05-2,35 (m, H-2); 5,37 (dl, 7,0, H-3); 3,96 (dd,

*e-mail: ccsilva@uem.br

3,3;7,1, H-4); 5,41(ddd, 3,3; 7,0; 7,1, H-5); 2,05-2,35 (m, H-6); 7,06
d, 1,5,H-2"); 6,78 (d, 8,1, H-5); 6,98 (dd, 2,1; 8,1, H-6’); 7,61 (d,
15,9, H-7°); 6,34 (d, 15,9, H-8); 7,05 (d, 1,5, H-2"); 6,79 (d, 8.1,
H-57); 6,95 (dd, 2,1; 8,1, H-6"); 7,57 (d, 15,9, H-7") € 6,26 (d, 15.9,
H-8”). RMN de "*C (75 MHz, CD,0D): 74,8 (C-1); 38.4 (C-2); 72,1
(C-3); 70,7 (C-4); 72,6 (C-5); 36,1 (C-6); 177,3 (C-7); 127,9 (C-1°);
115,1 (C-2°); 149,6 (C-3°); 147,7 (C-4°); 116,5 (C-5°); 123,2 (C-6');
147,6 (C-7°); 115,6 (C-8°); 168,3 (C-9°); 127,6 (C-17); 115,2 (C-27);
149,6 (C-3"); 147,6 (C-47); 116,5 (C-57); 123,2 (C-67); 147,6 (C-77);
114,7 (C-8”); 168,3 (C-9”).

Daucosterol (5)

Sélido branco, p. f. 265,1-267,4 °C (lit. 287-289° °C),'®* RMN de
'H (300 MHz, CDCL,): 8, (multiplicidade, J em Hz): 1,06 (m, H-1,);
1,84 (m, H-1p); 1,51-1,63 (m, H-2,); 1,86-1,90 (m, H-2y); 3,51-3,57
(m, H-3); 2,17-2,28 (m, H-4)); 2,32-2,40 (m, H-4,); 5,33 (d; 5.4,
H-6); 1,51-1,56 (m, H-7); 1,92-1,97 (m, H-7,);1,37 (m, H-8); 0,88
(m, H-9); 1.41 (m, H-11); 1,15 (m, H-12 ); 1,97-2,00 (m, H-12);
0,96 (m, H-14); 1,01-1,09 (m, H-15,); 1,51-1,62 (m, H-15,); 1,27-1,35
(m, H-16,); 1,80 (m, H-16,); 1,05 (m, H-17); 0,67 (s, H-18); 0,97 (s,
H-19); 1,35-1,41 (m, H-20); 0,88 (d, 6,5, H-21); 1,08 (m, H-22);
1,33 (m, H-22%; 1,15-1,17 (m, H-23); 0,96 (m, H-24); 1,61-1,67
(m, H-25); 0,77 (d, 6,7, H-26); 0,82 (d, 6,9, H-27); 1,29 (m, H-28);
0,88 (m, H-29); 4,35 (d, 7,8, H-17); 3,17 (m, H-2"); 3,35 (m, H-3");
3,33 (m, H-4"); 3,25 (m, H-5"); 3,69 (dd, 4,7; 12,0, H-6’,) e 3,80 (dd,
2,9; 12,0, H-6’,). RMN de "*C (75 MHz, CDCl,): 37,2 (C-1); 30,0
(C-2); 79,5 (C-3); 39,0 (C-4); 140,8 (C-5); 122,5 (C-6); 32,4 (C-7);
32,4 (C-8); 50,7 (C-9); 37,7 (C-10); 21,5 (C-11); 40,2 (C-12); 42,8
(C-13); 57,2 (C-14); 24,7 (C-15); 28,6 (C-16); 56,5 (C-17); 12,1
(C-18); 19,6 (C-19); 36,6 (C-20); 19,1 (C-21); 34,4 (C-22); 26,4 (C-
23); 46,3 (C-24); 29,6 (C-25); 19,3 (C-26); 20,1 (C-27); 23,5 (C-28);
12,2 (C-29); 101,6 (C-1°); 74,0 (C-27); 76,5 (C-3"); 70,6 (C-4’); 77,0
(C-5") e 62,1 (C-6").

Escopoletina (6)

Oleo viscoso amarelo. RMN de 'H (300 MHz, CDCl,): 8, (mul-
tiplicidade, J em Hz): 6,29 (d, 9,3, H-3); 7,62 (d, 9,3, H-4); 6,85 (s,
H-5), 6,92 (s, H-8); 3,96 (s, O-CH,). RMN de *C (75 MHz, CDCl,):
161,8 (C-2); 113,6 (C-3); 143,6 (C-4); 107,7 (C-5); 143,6 (C-6);
149,9 (C-7); 103,4 (C-8); 149,9 (C-9); 111,7 (C-10) e 56,3 (O-CH,).
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