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FLAVONOID GLYCOSIDES FROM Erythroxylum pulchrum A. St.-Hil. (Erythroxylaceae). The phytochemical investigation of
Erythroxylum pulchrum St. Hil. (Erythroxylaceae) led to the isolation of three known flavonoid glycosides quercetin-3-O-ot-L-

rhaminoside, ombuin-3-ruthinoside and ombuin-3-ruthinoside-5-glucoside. These flavonoids are being described for the first time in
this E. pulchrum. The structures of the compounds were determined by analysis of IR, MS and NMR data, as well as by comparison
with literature data. The methanolic extract of leaves from E. pulchrum inhibited the growth of the Bacillus subtilis CCT 0516,
Escherichia coli ATCC 2536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027, P. aeruginosa ATCC 25619, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
S. aureus ATCC 25925, Streptococcus sanguinis ATCC 15300, S. salivarius ATCC 7073, S. mutans ATCC 25175 and Streptococcus
ATCC. S. aureus ATCC 25925 was the most sensitive among the other S. sanguinis while S. salivarius proved the most resistant.
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INTRODUCAO

A familia Erythroxylaceae compreende quatro géneros e cerca de
240 espécies com distribui¢@o pantropical, tendo seus principais centros
de diversidade e endemismo na Venezuela, Brasil e Madagascar.! No
Brasil, sdo encontradas 116 espécies das 187 registradas para a América
tropical.? Destas, aproximadamente 74 (63%) possuem distribui¢do
restrita. Para o Nordeste brasileiro foram listadas 66 e uma variedade,
dentre as quais 25 (37%) foram registradas apenas para essa regiao. No
estado da Paraiba, pertencente a regido Nordeste, foram registradas 13
espécies, sendo uma endémica.’ Estudos farmacolGgicos com espécies
dessa familia demostraram excelentes resultados frente ao sistema
biol6gico como vasorelaxamento em células do misculo liso de ratos,*
atividade psicoativa,’ antimicrobiana e antitumoral.®

Estudos realizados com Erythroxylum spp. coletadas no Nordeste
brasileiro descreveram a presenca de alcaloides tropanos com ativi-
dade citotéxica e inibidores da acetilcolinesterase,*’ diterpenos,®°
e flavonoides.!!

Dando continuidade aos nossos estudos com Erythroxylum, nesse
trabalho descrevemos o isolamento e caracterizacio estrutural de
trés flavonoides glicosilados quercetina-3-O-0-L-ramnosideo (1),
ombuina-3-rutinosideo (2) e ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo (3)
de Erythroxylum pulchrum. O extrato metandlico das folhas dessa
espécie foi submetido a avalia¢@o dos efeitos antibacterianos frente
as linhagens de Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus sanguinis, S.
salivarius, S. mutans e S. mitis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A substancia 1 foi isolada na forma de um pé amarelo amorfo.
O espectro de massas obtido com EM-IES mostrou o pico do fon
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Figura 1. Flavonoides glicosilados de E. pulchrum

molecular de m/z 447,1 [M-H]', compativel com a férmula molecular
C,,H,,0,,. O espectro de IV de 1 evidenciou bandas de absor¢do em
3336 cm! (estiramento O-H), 1654 cm™' (estiramento de carbonila
conjugada), 1604 cm! (estiramento C=C de anel aromatico) e em
1357 cm! (estiramento C-O).

No espectro de RMN de 'H de 1 observou-se dois dubletos em J,
6,36 ¢ 6,19 (J = 2,0 Hz), caracteristicos de hidrogénios H-8 e H-6 de
flavonas oxigenadas nas posic¢des 5 e 7,'> além de um duplo dubleto
em §,,7,30 (J = 8,0 e 2,0 Hz), um dubleto em 3, 6,91 (J = 8,0 Hz)
e um dubleto em §, 7,33 (J = 2,0 Hz) que foram atribuidos aos hi-
drogénios H-6", H-5" e H-2’, respectivamente do anel B de flavonas.
Adicionalmente, neste espectro foram observados um dubleto em §,;
5,34 correspondente a hidrogénio anomérico, multipletos entre §,
3,32-3,75 e um dubleto em §,; 0,94. Esses dados foram condizentes
com unidade osidica ramnose (Tabela 1). O espectro de RMN de
13C de 1 corroborou com a sugestdo da presenga de uma ramnose ao
revelar sinal para o carbono anomérico em J. 103,5 e ainda para o
carbono metilico em J. 17,6, além dos demais sinais relativos aos
carbonos da unidade ramnosidica entre 8. 71,8 e 8. 73,2 (Tabela 2).
A correlagio observada no mapa de contorno HMBC de 1 em 9
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5,34 (H-1”) com &, 136,2 confirmou a unidade osidica em C-3. A
constante de acoplamento J = 1,5 Hz observada no espectro de RMN
de 'H corrobora com a unidade de o.-L-ramnosideo. Apds andlise dos
dados espectrais e comparagdes com dados descritos na literatura foi
possivel identificar 1 como sendo quercetina-3-0-0-L-ramnosideo. '

Tabela 1. Dados de RMN de 'H de 1%, 2%* ¢ 3** (500 MHz, J em Hz, 6
em ppm)

C 1 2 3
2 _ R _
3 R R _
4 - - _
5 _ R _
6 6,19 (d, J =2,0Hz) 6,36 (d,J=2,0Hz) 6,85(d, J=2,5Hz)
7 R R -
8 6,36 (d, J =2,0Hz) 6,67 (d,J=2,0Hz) 6,92 (d,J =2,5Hz)
9 - R _
10 - - -
OMe - 3.88s 3,86
OMe - 3,88 s 3,88 s
1 R R _

2 733(d,J=20Hz) 7.55(d,J=2,0Hz) 7,55 (d,J=2,0Hz)
3 - - -
& . - -
5 691(d,J=85Hz) 7,04(d,J=85Hz) 7,03 (d,J =85 Hz)

6’ 7,30 (dd,J =20, 7,72(dd,J=2,5; 7,76(dd,J=2,0¢
8,0 Hz) 8,5Hz) 8,5 Hz)
1” 5,34(d,J=1,5Hz) 5,38(d,J=7,5Hz) 5,25(d, J=7,0Hz)
2”7 421(dd,J =1,5; 3,22 m 3.39m
3,0 Hz)
3” 3,75 3,25m 3,10 m
(dd, J = 3,5;9,5 Hz)
4” 3,32(m) 3,39 m 3,40 m
5” 3,42 (m) 3,24 m 3,24 m
6” 0,94 3,70 3,71
(d, J=6,0 Hz) (d,J=11,0Hz) (d,J =10,0 Hz)
1”7 - 4,39 s1 440 (d,J=1,5Hz)
27 - 3,29 m 3,25 m
3 - 3,08 m 3,10 m
4” - 3,07 m 3,08 m
5 - 3,26 m 3,26 m
6 - 0,97 (d, J=6,0 Hz) 0,98 (d, / = 6,0 Hz)
1 - - 4,84 (d, J=7,5Hz)
2w - - 3,25m
3 - - 3,24 m
4 - - 3,50 m
5V - - 3,51 m
6 - - 3,76 (dd, J=55¢
11,5 Hz)
3,51(dd,J=55¢
11,5 Hz)

* CD,0D; ** DMSO-d,.

A substincia 2 foi isolada na forma de p6 amarelo amorfo. O
espectro de massas obtido com EM-IES mostrou o pico do fon mo-
lecular de m/z 637,2 [M-H], compativel com a férmula molecular
C,H,,0,4. Os espectros de IV e RMN de 'H de 2 se mostraram seme-
lhantes aos de 1. Adicionalmente no espectro de RMN de 'H, foram
reveladas absor¢des compativeis com a presenca de duas unidades
osidicas. Um dubleto em §;, 5,38 (J =7,5) e um singleto largo em §,;
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4,39 foram atribuidos a dois hidrogénios anoméricos. A presenca de
um dubleto em 9§, 3,70 e outro em 0,97, referentes aos hidrogénios
metilénicos e metilicos, permitiram identificar uma glicose ligada a
uma ramnose. A constante de acoplamento J = 7,5 Hz foi condizente
com a unidade B-rutinosideo (Tabela 1). O espectro de RMN *C-APT
de 2 corroborou com a sugestio da presenca de duas unidades osidicas
ao revelar sinais para dois carbonos anoméricos em &, 101,1 e 100,7
e sinais para carbono metilénico em 3. 66,8 e um carbono metilico
em J. 17,6. O conjunto de sinais entre §.66,8 e 76,4 sugeriram a
presenca da rutinose.'* Este mesmo espectro apresentou sinais em
8¢ 55,6 € 56,1 referentes a presenca de duas metoxilas (Tabela 2).

Tabela 2. Dados de RMN de "*C de 1%, 2#%* e 3** (125 MHz, § em ppm)

C 1 2 3
2 158,4 156,3 154,6
3 136,2 134,0 136,0
4 179,6 1774 173,0
5 163,1 160,8 158,3
6 99,8 97,9 103,6
7 165,8 165,1 163,6
8 94,7 92,2 95,6
9 159,2 156,5 157,6
10 105,8 104,8 108,9
OMe - 55,6 55,5
OMe - 56,1 56,0
1 1229 122,3 122,5
2 116,9 115,7 115,7
3 146,3 145,7 1458
4 149,7 150,0 149,8
5 116,3 111,1 111,2
6’ 122,8 121,5 122,2
1” 103,5 101,1 101,3
2” 71,8 74,0 73,5
3” 72,1 75,7 76,4
4” 73,2 70,3 69,7
5” 72,0 76,4 75,7
6” 17,6 66,8 66,7
1 - 100,7 100,7
2 - 70,5 70,3
3 - 69,8 70,6
4” - 71,8 71,8
5 - 68,1 68,2
6 - 17,6 17,6
1 - - 103,1
21V _ - 74,0
3w - - 75,6
4wV - - 69,8
5 - - 77,6
oY - - 60,8

* CD,0D; ** DMSO-d,,.

No espectro mapa de contornos HMBC de 2 foi possivel deter-
minar as correlagdes dos hidrogénios em §,,6,36 (H-6), 6,67 (H-8) e
o sinal dos hidrogénios da metoxila em §,; 3,88 com o carbono em 8¢
165,1, estabelecendo a posi¢do de uma metoxila em C-7. As correla-
¢des entre os hidrogénios em §,,7,72 (H-6"); §,,7.55 (H-2"); §,,7,04
(H-5") e os hidrogénios da metoxila em 3, 3,88 com o carbono em 8¢
150,0 confirmaram a posi¢do de outra metoxila em C-4’. Ainda neste
espectro, foi possivel observar a correlagdo a trés ligacdes entre os
hidrogénios em §,,3,70 (H-6"") com o carbono em . 100,6 (C-1°""),
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confirmando a ligacdo do carbono C-1"" da ramnose com C-6" da
glicose. A correlagdo em J, 5,38 (H-1") com &, 134,2 confirmou a
unidade glicosidica em C-3. Com a andlise dos dados espectrais foi
possivel atribuir a estrutura do 4’,7-di-O-metilquercetina-3-O-f3-
rutinosideo (Ombuina-3-rutinosideo) para 2. Substancia ja reportada
na literatura na espécie Ebenus pinnata® e em espécies cubanas de
Erythroxylum."

A substancia 3 (Figura 1) foi isolada na forma de pé amarelo
amorfo. O espectro de massas obtido com EM-IES mostrou o pico
do fon molecular de m/z 799,0 [M-H]", compativel com a férmula
molecular C;;H,,0,,.

O espectro de RMN de 'H de 3 apresentou-se semelhante a 1 e
2 para presenca de uma flavona 3, 5, 7, 3’ ,4’ pentasubstituida, com
sistema ABX para o anel B. Neste mesmo espectro, observou-se a au-
séncia do singleto em §,, 14,00 de hidroxila quelada o que sugeriu estd
nessa posi¢ao uma metoxila ou uma unidade osidica. Adicionalmente,
foram reveladas absor¢oes em §; 5,25, 4,84 ¢ 4,40 que permitiram
atribuir a presenga de trés unidades glicosidicas (Tabela 1).

O espectro de RMN "*C-APT de 3 corroborou com a sugestdo de
trés unidades osidicas ao revelar sinais para trés carbonos anoméricos
em d. 101,3, 100,7 e 103,1 e ainda sinais para dois carbonos metilé-
nicos em J. 60,8 e 66,8 e um sinal para carbono metilico em &, 17,6
(Tabela 2). Ap6s comparagdo com dados da literatura'* observou-se
a presenga de duas unidades glicosidicas e uma ramnose.

No espectro mapa de contorno HMBC de 3 foi possivel observar
que as posi¢des das unidades ofidicas foram estabelecidas a partir
das correlagdes a trés ligacdes entre o hidrogénio anomérico da
glicose em J; 4,84 (H-1") com o carbono C-5 em J. 158,3, bem
como entre o hidrogénio anomérico de outra unidade de glicose em
85,25 (H-17") com o carbono C-3 em §,.136,0, estabelecendo assim
as posicdes das unidades de glicose nos carbonos 3 e 5 respectiva-
mente. A correlagio entre o hidrogénio anomérico da ramnose em J;
4,40 (H-1""") a trés ligacdes com o carbono C-6"em J. 66,7 tornou
possivel inferir a presenga de uma ramnose terminal ligada a glicose
em C-3. Ainda neste espectro, foi possivel observar as correlagdes
a trés ligacdes dos hidrogénios em 9d,; 3,88 (OCH,) com o carbono
em . 163,6 (C-7) no anel A e a correlag@o entre o hidrogénio em
8, 3,87 (OCH,) com o carbono em J. 149,8 (C-4’) no anel B da
flavona confirmando as posi¢des das metoxilas. Apds andlise dos
dados de RMN e compara¢@o com dados descritos na literatura, foi
possivel identificar 3 como sendo o 4°,7-di-O-metilquercetina-3-O-
B-glicosideo (ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo). Esse composto
ja foi relatado em outras espécies de Erythroxylum."

O extrato metandlico de E. pulchrum inibiu o crescimento de
todas as linhagens bacterianas testadas, tanto Gram-positivas como
Gram-negativas. Entre as bactérias Gram-positivas, a linhagem de S.
aureus ATCC 25925 foi sensivel a uma menor concentragio do extrato
(64 ng/mL) enquanto que as linhagens de S. sanguinis e S. salivarius
foram sensiveis a uma maior concentracio do extrato (512 ug/mL).
As linhagens de S. mutans, S. mitis e B. subtilis foram sensiveis a 128
pg/mL. Todas as bactérias Gram-negativas testadas foram sensiveis a
256 pg/mL (Tabela 3). Este resultado € bastante promissor uma vez
que as bactérias Gram-negativas s3o normalmente mais resistentes
a antibidticos que as bactérias Gram-positivas por possuirem uma
membrana externa que impede a penetragio de intimeros antibidticos
e pelo fato de o espago periplasmadtico conter enzimas que sdo capa-
zes de degradar moléculas estranhas oriundas do exterior da célula.
Além disso, substancias antibacterianas que atuam sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, denominados de amplo espectro,
tém uma maior aplicagdo na clinica médica do que aquelas que
atuam apenas sobre um grupo de bactérias.'® Hd uma classificagio
para o efeito dos extratos vegetais com base nos resultados da CIM
e consideram como forte inibigdo valores de CIM até 500 pug/mL,
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inibiciio moderada entre 600 e 1500 pug/mL e inibi¢do fraca acima de
1600 pg/mL."” Em outro estudo avaliou-se 137 extratos de diferentes
plantas do semi-drido brasileiro, apenas sete demonstraram atividade
antibacteriana significativa contra S. aureus e nenhum dos extratos
testados foi ativo contra E. coli." Neste trabalho o extrato metandlico
de E. pulchrum apresentou forte inibi¢do frente a todas as linhagens
testadas. A linhagem de S. aureus ATCC 25925 foi capaz de retomar
o crescimento na auséncia do extrato caracterizando o efeito antibac-
teriano como bacteriostatico.

Tabela 3. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do extrato metandlico das
folhas de E. pulchrum

LINHAGEM BACTERIANA CIM (ug/mL)
B. subtilis CCT 0516 128
E. coli ATCC 2536 256
P. aeruginosa ATCC 8027 256
P. aeruginosa ATCC 25619 256
S. aureus ATCC 6538 256
S. aureus ATCC 25925 64
S. sanguinis ATCC 15300 512
S. salivarius ATCC 7073 512
S. mutans ATCC 25175 128
S. mitis ATCC 903 128

CCT = Colegdo de Culturas Tropicais, ATCC = American Type Culture
Colection.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram
obtidos em aparelho Bomem modelo MB 100M em pastilhas de
KBr. Os espectros de massas de baixa resolu¢do foram obtidos
em espectrometro Amazon da Bruker com fonte de ioniza¢do por
Eletrospray no modo negativo. Os espectros de RMN foram obtidos
em espectrometro Varian Systens a 500 [SO0 MHz ('H) e 125 MHz
(*C)] (LMCA/UFPB). Os solventes empregados foram CD,0D e
DMSO-d, cujos picos caracteristicos em RMN 'H e "*C serviram
para ajuste de escala de frequéncia. Para as cromatografias em coluna
utilizou-se como fase estaciondria silica gel 60 (70-230 Mesh) da
Merck. A Cromatografia Liquida de Média Pressdo foi desenvolvida
em aparelho Buchi Pump Manager. A Cromatografia em Camada
Delgada Comparativa (CCDC) foi empregada para andlise e reunido
das fragdes obtidas por cromatografia em coluna. Foram utilizadas
placas de vidro cuja fase fixa foi preparada com uma suspensio de
silica gel PF254 7749 (Merck) em dgua. As substancias em andlise
foram evidenciadas pelo uso de radiag@o ultravioleta sob os compri-
mentos de onda de 254 e 366 nm e pela impregnacio das placas em
cubas de vidro saturadas por vapores de iodo.

Material vegetal

O material vegetal (folhas) foi coletado no municipio de Maturéia,
regido Semi-drida da Paraiba, Brasil, em marco de 2010. Uma ex-
sicata estd depositada no Herbdrio Prof. Lauro Pires Xavier (JPB)
na Universidade Federal da Paraiba sob identificagdio AGRA 4947.

Procedimento para obtencao dos extratos e isolamento dos
constituintes

As folhas foram dessecadas em estufa e apds secagem, foram
submetidas a um processo de pulverizagdo. O p6 obtido (1,3 Kg) foi
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submetido a maceracdo com metanol. Apds a extracdo, a solugdo
extrativa foi concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida a
uma temperatura de 40 °C, obtendo, assim, o extrato metandlico bruto
(281,3 g). Parte do extrato (100,0 g) foi dissolvido em metanol-dgua
(7:3) e, em seguida, submetido a sucessivas particdes liquido/liquido
com hexano, diclorometano e acetato de etila em funil de 150 mL
utilizando 4L de cada solvente, obtendo, assim, as fragdes hexanica
(10,0 g), diclorometano (4,4 g) e acetato de etila (25,3 g). Uma ali-
quota da fase acetato de etila (6,0 g) foi submetida a cromatografia
liquida de média pressdo, utilizando silica gel como adsorvente e
acetato de etila e metanol em gradiente de 100% de acetato de etila a
50% de metanol durante 8 horas, com fluxo de 20 mL/min, obtendo-
-se 123 fracdes. Com o gradiente de 99:1 a 95:5 durante 1h obteve-
-se as fragdes 18 4 61. Com o gradiente de 95:5 4 50:50 durante 4h
obteve-se as fragdes 62 4 123. Ao final do processo, todas as fracdes
foram monitoradas por Cromatografiaem Camada Delgada Analitica
(CCDA). As fracoes 28-30 foram reunidas e obtendo-se 1 (16,5 mg).
As fragdes 72-93 foram reunidas e obtendo-se 2 (20,3 mg). As fragdes
100-103 foram reunidas obtendo-se 3 (15,1 mg). Todas as fracdes
foram recristalizadas com acetona.

Ensaios de atividade antimicrobiana

Foram utilizadas as seguintes linhagens bacterianas: Bacillus
subtilis CCT 0516, Escherichia coli ATCC 2536, Pseudomonas ae-
ruginosa ATCC 8027, P. aeruginosa ATCC 25619, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 25925, Streptococcus sanguinis
ATCC 15300, S. salivarius ATCC 7073, S. mutans ATCC 25175 e
S. mitis ATCC 903.

Os meios de cultura utilizados para as andlises foram: o BHI
(Brain Heart Infusion — HIMEDIA), 8 g para 1L, para as linhagens
de Streptococcus e o LB (Luria Bertani) preparado com 5 g de ex-
trato de levedura (DIFCO), 10 g de triptona (DIFCO), 10 g de NaCl
(VETEC) para 1L, para as demais linhagens. Todos os reagentes
utilizados apresentavam grau de pureza P.A. Os meios de cultura
foram preparados com agua destilada e esterilizados por autoclavacio
a 121 °C, 1 atm por 20 minutos.

O efeito antibacteriano foi avaliado através da determinacio da
concentracdo inibitéria minima (CIM) pela técnica de microdiluigdo."
Para isso, diluicdes seriadas a metade de uma solugdo do extrato
metanodlico de E. pulchrum (1024 - 1 pg) foram adicionadas a uma
suspensdo contendo 1x10 UFC/mL de cada uma das linhagens de B.
subtilis, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. sanguinis, S. salivarius, S.
mutans e S. mitis em meio BHI ou LB e, em seguida, incubadas a 37
°C por 24 h. O crescimento foi avaliado por espectrofotometria a 630
nm (Elisa Plate Analyser ROBONIK). Para determinar se a atividade
antibacteriana era bactericida ou bacteriostdtica uma aliquota das
amostras CIM//4, CIM/2, CIM, CIMX2 CIMX4 foram plaqueadas
em meio BHI ou LB 4dgar 1,5% e incubadas a 37 °C por 24 h. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata.

MATERIAL SUPLEMENTAR
Dados espectroscépicos dos compostos isolados estdo disponiveis

em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com
acesso livre.
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