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CHEMICAL CONSTITUENTS AND ANTI-INFLAMMATORY AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES EVALUATION OF THE
LEAVES EXTRACTS OF Chomelia obtusa CHAM. & SCHLTDL. (RUBIACEAE). The phytochemical investigation of Chomelia
obtusa leaves led to the isolation of four triterpenes (3-O-B-D-quinovopyranosyl-28-0-B-D-glycopyranosyl quinovic acid, 3-O-B-D-

quinovopyranosyl-28-0-B-D-glycopyranosyl cincholic acid, and a mixture of ursolic and oleanolic acids), two flavonoids (3-O-3-D-
glycopyranosyl quercetin, 3-O-[o-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D-galactopyranoside] quercetin), besides bornesitol and a mixture
of 3,5- and 4,5-O-dicaffeoyl quinic acids. The structures of the isolated compounds were assigned on the basis of spectroscopic data,
including two-dimensional NMR methods. The anti-inflammatory and antioxidant activities of the crude methanolic extract and of

its fractions were evaluated. This is the first report on the chemical and biological investigation of the Chomelia genus.
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INTRODUCAO

A planicie de inundag@o do alto rio Parand, abrangendo parte
da Area de Protecio Ambiental (APA) das Ilhas e Virzeas do Rio
Parana (Porto Rico-PR e MS),' tem sido alvo de pesquisa de nosso
grupo, com o objetivo de avaliar o potencial quimico e farmaco-
l6gico das plantas nativas daquela regido. Nossos estudos visam
contribuir para a preservagdo da biodiversidade da referida APA,
bem como dar suporte a classificagcdo das espécies vegetais presen-
tes, com base em quimiotaxonomia. Na regifio, a familia Rubiaceae
estd representada por 22 espécies distribuidas em 18 géneros e 3
subfamilias,' podendo-se destacar a subfamilia Guettardoideae-tribo
Guettardeae, com a ocorréncia dos géneros Machaonia, Guettarda
e Chomelia. Dentre os poucos estudos quimicos encontrados desta
tribo constata-se a presenga de alcaléides inddlicos e quinolinicos,
acidos clorogénicos, triterpenos glicosilados e iridéides como prin-
cipais constituintes,”” tendo o género Guettarda® o maior nimero de
espécies investigadas.

Em trabalhos anteriores, com a tribo Guettardeae, realizamos
os estudos das espécies Machaonia brasiliensis e Guettarda po-
hliana, os quais revelaram a presenca do iridéide secologanosideo
e de flavonéides,® de dcidos clorogénicos,®’ dos dcidos quindvico,
ursélico e oleandico’ e de saponinas derivadas dos dcidos quinévico
e cinchdlico.” A presenca de secologanosideo em M. brasiliensis
foi considerada de importancia quimiotaxondmica para estudos da
subfamilia Guettardoideae e da tribo Guettardeae.®

Em continuidade ao nosso projeto de bioprospec¢do com plantas
nativas da planicie alagdvel do alto rio Parand, especialmente da tribo
Guettardeae, neste trabalho relatamos a investiga¢do quimica e a avalia-
¢do das atividades antiinflamatoria e antioxidante da espécie Chomelia
obtusa Cham. & Schltdl. A investigacdo de C. obtusa contribuird para os
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estudos da tribo Guettardeae, uma vez que este corresponde ao primeiro
relato sobre constituintes quimicos do género Chomelia.

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 quimicos foram
dados em ppm, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano TMS
(6 = 0,0 ppm) ou o préprio solvente. Os solventes utilizados foram
DZO, CD3OD e CDCla. Para as cromatografias em coluna (CC) foi
utilizado gel de silica 60 (0,063-0,200 mm, Merck) ou Sephadex
LH-20, como fase estaciondria. A quantidade de adsorvente e as di-
mensoes das colunas variaram de acordo com a quantidade de material
empregado. Para as cromatografias em camada delgada (CCD) e em
camada delgada preparativa (CCDP) empregou-se gel de silica 60 G
e 60 GF,,, (Merck), suspenso em dgua destilada, numa proporgdo de
1:2, e distribuido em espessura de 0,25 e 1,0 mm, respectivamente.
A visualiza¢io dos compostos em CCD foi realizada por irradiagio
com luz ultravioleta em 254 e 366 nm e/ou por pulverizacdo com
solugdo de H,SO,/MeOH (1:1), H,SO /anisaldeido/dcido ac€tico
(1:0,5:50 mL) seguido de aquecimento.

Material vegetal

A planta Chomelia obtusa (folhas) foi coletada em dezembro
de 2001, as margens da planicie de inundacdo do rio Parand, na
regido de Porto Rico-PR e identificada pela Dr* M. C. de Souza,
do Departamento de Biologia da UEM. Uma exsicata do material
vegetal encontra-se depositada no Herbario do NUPELIA da UEM,
sob registro HUEM 13.517.
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Isolamento dos constituintes quimicos

O material vegetal (405,0 g), apds seco e moido, foi extraido
por maceragio em metanol. O solvente foi eliminado sob vidcuo em
evaporador rotativo fornecendo o extrato metandlico (68,0 g). Parte
deste extrato (37,0 g) foi submetido a um pré-fracionamento em
coluna de gel de silica 60 utilizando-se CHCl,, CHCI,/MeOH 1:1
e MeOH como eluentes, obtendo-se as fragdes CHCI, (COC, 580,0
mg), CHCL,/MeOH (COCM, 18,5 g) e MeOH (COM, 14,0 g). A
purificagdo da fracdo COC (370,0 mg) por coluna cromatografica em
gel de silica 60 empregando-se como eluentes misturas de hexano/
AcOEt 9:1, 7:3 e 1:1 e AcOEt forneceu uma mistura constituida
pelas substancias 1 e 2 (4,2 mg). Parte da fragdo COCM (6,4 g) foi
submetida a coluna cromatografica em gel de silica 60 e eluida em
CHCI,, CHC1,/MeOH 9:1, 8:2, 7:3 e 1:1 ¢ MeOH, obtendo-se 18
subfragoes (COCM-1 a COCM-18). A subfragdio COCM-10 (504,0
mg), eluida em CHCL/MeOH 8:2, foi submetida a sucessivas filtra-
¢des em coluna de Sephadex LH-20, empregando-se como eluentes
H,0, H,0/MeOH 3:1, 1:1 e MeOH. Este procedimento resultou no
isolamento das substancias 3 (17,8 mg) e 4 (12,2 mg), na forma pura,
e na obtengdo de diversas subfracdes contendo estas substancias
como mistura bindria. Purificacdo da subfracaio COCM-11 (393,0
mg), eluida em CHCL/MeOH 7:3 em coluna de Sephadex LH-20,
empregando-se H,O, H,O/MeOH 3:1, 1:1, 3:7 ¢ 1:9 ¢ MeOH for-
neceu as substancias 5 (6,9 mg) e 6 (5,0 mg), além de uma mistura
de 3 e 4 (240,0 mg). O mesmo procedimento foi empregado para a
purificagdo da subfragdo COCM-18 (320,0 mg), eluida em CHCIL/
MeOH 1:1, o que resultou no isolamento da substancia 7 (16,6 mg)
e uma mistura de 8 ¢ 9 (43,0 mg).

As fragdoes COCM-1 a COCM-9 apresentaram espectros de
RMN'H caracteristicos de dcidos graxos e ndo foram estudadas. Os
espectros de RMN'H das fragoes COCM-12 e COCM-14 a COCM-17
mostraram que eram compostas pelas mesmas substancias jd isoladas
das fracdes estudadas.

Parte da fragdo COM (405,0 mg), obtida do fracionamento do
extrato bruto, foi submetida a filtragdo em Sephadex LH-20 utilizando
como eluentes H,0, H,O/MeOH 3:1, 1:1, 3:7 ¢ 1:9 e MeOH, o que
resultou em 24 subfragdes (COM-1 a COM-24). A cromatografia
da fracdo COM-11, em Sephadex LH-20, forneceu uma mistura das
substancias 8 e 9 (40,5 mg). Os espectros de RMN'H das demais
subfracdes mostraram a presenca de misturas dos flavondides 5 e 6
e dos 4cidos clorogénicos 8 e 9, além de agucares livres.

Ensaios biolégicos

Avaliagdo da atividade antiinflamatoria

Empregou-se o modelo de edema de orelha induzido por dleo
de créton em camundongo.® Foram utilizados camundongos Swiss
machos e fémeas, pesando 25-30 g, em média. O 6leo de créton foi
diluido em uma solucéo de acetona/dgua 7:3 e aplicado, na concen-
tracdo de 200 pg/orelha, em ambas as faces internas das orelhas dos
camundongos. Uma solugdo (20 uL) do extrato bruto metandlico e da
fragdo COCM foi aplicada na superficie interna da orelha esquerda
(2,5 mg/orelha). A orelha direita recebeu apenas o solvente utilizado
para solubilizacdo das amostras (20 pL). Apds 6 h, os animais foram
sacrificados e as orelhas seccionadas em discos circulares de 6 mm de
diametro. Estas sec¢des foram pesadas em uma balanca analitica. A
indometacina foi usada como controle positivo. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (epm) e analisados
utilizando teste de Student para comparagido de duas médias, ou
andlise de varidncia (ANOVA) para multiplas comparagdes, sendo
utilizado P < 0,05 como nivel de significancia.
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Avaliagdo da atividade antioxidante

Os testes de atividade antioxidante foram realizados para o extrato
bruto metandlico, fragdes COCM e COM e subfragdes COCM-10,
COCM-11 e COCM-18. Os potenciais de atividade antioxidante
foram determinados com base na atividade seqiiestradora de radical
livre do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).® As amostras foram
adicionadas em diferentes concentragdes a 2 mL de uma solucgio de
DPPH (4,7 mg em 75 mL de metanol). Foram empregadas 10 diferen-
tes concentracdes, na faixa de 0 a 140 ug mL! para COCM-10e de 0
a73 pg mL"!, para as demais amostras. Apds 30 min a absorbancia foi
determinada em espectrofotdmetro UV-visivel, a 515 nm, empregando
metanol como branco. Os testes foram realizados em triplicata. Uma
solucéio de DPPH sem adi¢do das amostras foi utilizada como con-
trole. O BHT foi utilizado como padrao. A capacidade seqiiestradora
de radicais livres foi determinada utilizando a andlise de regressao
linear no intervalo de confianca de 95% (P<0,05). Os resultados foram
expressos como IC,, que corresponde a concentragdo da amostra
necessdria para seqiiestrar 50% de radicais livres.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, extratos do material vegetal foram submetidos a
ensaios qualitativos para a detecc@o de alcal6ides e/ou iridéides, ' os
quais representam constituintes comumente encontrados na familia
Rubiaceae. Os resultados dos ensaios revelaram a auséncia destas
substincias nos extratos das folhas de Chomelia obtusa.

O extrato bruto metandlico foi entio fracionado em coluna croma-
tografica em gel de silica, fornecendo as fracdes cloroférmio (COC),
cloroférmio/metanol (COCM) e metanol (COM). A purificag@o das
fragdes obtidas, por sucessivas cromatografias em gel de silica ou
Sephadex LH-20, resultou no isolamento dos triterpenos 1-4, dos
flavondides glicosilados 5 e 6, do agticar 7 e de uma mistura dos
dcidos clorogénicos 8 € 9.
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A andlise dos espectros 1D e 2D de RMN 'He "*C e comparacdo com
dados descritos na literatura permitiu a identificac@o das estruturas das
substincias 1-6 como sendo &cido ursélico (1),!! dcido oleandlico (2),"
dcido 3-0-B-D-quinovopiranosil-28-0-f-D-glucopiranosil quinévico
(3),24cido 3-O-B-D-quinovopiranosil-28-0-B-D-glucopiranosil cinché-
lico (4),'? 3-O-B-D-glucopiranosil quercetina (5)" e 3-O-[o-raminosil-
(1—-6)-B-galactopiranosideo] quercetina (6)."* A defini¢do da posigdo
das unidades glicosidicas para as substincias 3-6 foi realizada com base
nas correlacdes observadas nos respectivos espectros de HMBC. Além
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disto, no caso das substancias 3 e 4, o valor do deslocamento quimico
do C-3 (8. 90.7) corrobora a presenga de uma unidade glicosidica neste
carbono, uma vez que este sinal aparece em §_77,0 (C-3) para os dcidos
quindvico e cinchélico ndo glicosilados nesta posi¢go.!!

A comparagio dos dados espectroscépicos de RMN 'H e 3C com
os da literatura permitiu a identificagio da substancia 7 como 1-O-metil-
inositol (bornesitol).'* O estabelecimento da estereoquimica relativa de
7 foi baseado nos valores das constantes de acoplamento e nas correla-
¢oes entre os hidrogénios observadas no espectro de COSY.

As substancias 8 e 9 foram caracterizadas como dcidos 3,5- e
4,5-O-dicafeoilquinico, respectivamente, através da comparagao
dos dados espectroscépicos de RMN 'H e '*C com os descritos na
literatura para os possiveis isdbmeros do dcido dicafeoilquinico.*'> A
presenca de duas unidades cafeoila foi evidenciada, principalmente,
pelos sinais de dois grupos de hidrogénios olefinicos frans na regiao
de 6,7,40 (d, J~16 Hz, H-7°/H-7"") € 6,00 (d, J~16 Hz, H-8'/H-8"),
além dos sinais para hidrogénios e carbonos dos sistemas aromaticos.
As posicdes dos grupos cafeoila foram determinadas com base nos
valores de deslocamentos quimicos para H-3, H-4 e H-5 e comparagio
destes com os dos possiveis isomeros resultantes da substituicdo de
duas hidroxilas do dcido quinico por unidades cafeoila.®!'s

A ocorréncia de derivados glicosilados do dcido quinévico e de
dcidos clorogénicos ja foi relatada anteriormente na tribo Guettarde-
ae. Das espécies Timonius timon,* Antirhea chinensis® e de algumas
do género Guettarda® foram isolados derivados do acido quinévico
contendo unidades glicosidicas ligadas ao C-3 e C-28, como no caso
da substancia 3. A presenca da aglicona foi detectada em Guettarda
e na espécie Antirhea chinensis.® Acidos quinicos contendo a uni-
dade cafeoila, como em 8 e 9, foram isolados de Guetrarda® e de
Machaonia brasiliensis.®

O isolamento dos triterpenos 3 e 4 e dos dcidos quinicos 8§ ¢ 9, bem
como a auséncia de secoiriddides e alcaldides inddlicos em Chomelia
obtusa, verificada através dos testes qualitativos realizados e pelos
espectros de RMN 'H obtidos para todas as subfragdes, representam
dados importantes para futuros estudos quimiotaxondmicos envol-
vendo o género Chomelia e a tribo Guettardeae.

O extrato bruto e algumas das fragdes e subfra¢des resultantes
do fracionamento deste foram submetidas a ensaios bioldgicos para
avaliacdo de suas atividades antiinflamatdria e antioxidante.

A atividade antiinflamatdria foi determinada para o extrato
bruto e para a fragdio COCM, utilizando-se o modelo de edema de
orelha induzido por 6leo de créton em camundongo. Os resultados
mostraram que a administra¢do do extrato bruto e da fragdo COCM,
na dose de 2,5 mg por via topica, produziram 24 e 57% de inibicao
do edema de orelha, respectivamente.

Na avaliac@o da atividade antioxidante foi empregado o método do
DPPH, metodologia muito utilizada para medir a capacidade seqiiestra-
dora de radicais livres de produtos naturais.” Os resultados deste ensaio
(Tabela 1) mostraram que o extrato bruto e a fragdo COM apresentaram
significativa atividade seqiiestradora de radicais livres, com IC, compa-

Tabela 1. Valores de IC, (ug/mL) para extrato bruto, fragdes e

subfracdes obtidas de Chomelia obtusa

Amostra IC,, (intervalo de confianga de 95%)

15,19 (14,49 — 15,98)

Extrato bruto

COCM 27,86 (26,58 - 29,17)
COM 13,76 (12,49 — 15,02)
COCM-10 82,45 (76,52 - 89,10)
COCM-11 52,88 (47,14 - 58,74)
COCM-18 22,85 (22,02 - 23,80)

BHT 16,90 (14,30 — 20,10)

Constituintes quimicos e avaliacdo do potencial antiinflamatdrio e antioxidante 1989

raveis ao do BHT, antioxidante comercial utilizado como padrdo. Como
constatado na parte experimental, a fragdo COM € constituida basicamen-
te pelos flavondides 5 e 6 e pelos dcidos clorogénicos 8 e 9, sendo estes,
provavelmente, os responsdveis pela atividade antioxidante apresentada.
Trabalhos descritos na literatura t€m demonstrado que os 4cidos 3,5- e
4,5-O-dicafeoilquinico (8) e (9)'¢ e derivados 3-O-glicosilados da quer-
cetina” apresentam significativas capacidades seqiiestradoras de radicais
livres, com valores de IC, | pr6ximos aos obtidos para a fragdo COM.
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