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RESUMO

Os produtos naturais representam uma rica fonte de compostos biologicamente
ativos e sdo um exemplo de diversidade molecular, com reconhecido potencial na
descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos. Erythroxylum pulchrum,
(Erythroxylaceae) € exclusiva da flora brasileira, com distribuicdo no Nordeste e
Sudeste do pais, s6 foi encontrada na Paraiba em uma area do Pico do Jabre — PB. Uma
exsicata encontra-se depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), sob o n°
4947. Neste estudo fitoquimico, as partes aéreas secas e pulverizadas foram submetidas
a uma extracdo com metanol e em seguida, particionados. A fase acetato de etila foi
submetida a cromatografia liquida de media pressdo. Desta maneira, foi possivel isolar
quatro  flavonoides: epicatequina, quercetina-3-O-a-L-raminosideo, ombuin-3-
rutinosideo e ombuin-3-rutinosideo-5-glicosideo. A fase hexanica também foi
submetida a cromatografia liquida de media pressdo, em que foi possivel isolar um
terpenoide lupeol e um esterdide P-sitosterol. Essas substancias tiveram sua
identificacdo estrutural baseada na analise de dados espectrais de 1V, EM, RMN *H e
B3¢, incluindo técnicas bidimensionais homonucleares e heteronucleares, além de
comparacdo com dados da literatura. Foi avaliado também, o efeito antibacteriano do
extrato metanolico bruto de Erythroxylum pulchrum frente a cepas de bactérias de
importancia clinica, determinando a concentragdo inibitéria minima do extrato
metandlico para cada linhagem de bactéria testada pela técnica de microdiluicdo. Assim,
0 extrato inibiu o crescimento das linhagens bacterianas de Bacillus subtilis CCT 0516,
Escherichia coli ATCC 2536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25619, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus
ATCC 25925, Streptococcus sanguineos, Streptococcus salivares, Streptococcus
mutans e Streptococcus ATCC. No entanto, a espécie Staphylococcus aureus ATCC
25925 foi a mais sensivel, e espécies as Streptococcus sanguineos e Streptococcus
salivares foram as mais resistentes & acdo antibacteriana do extrato metanolico bruto.
Os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para o conhecimento fitoquimico e
farmacoldgico de Erythroxylum pulchrum e para a o conhecimento quimiotaxonémico
do género Erythroxylum e da familia Erythroxylaceae.

Palavras-Chave:  Erythroxylum  pulchrum, constituintes quimicos, atividade

antimicrobiana



ABSTRACT

The natural products represent a rich source of bioactive compounds and are an
example of molecular diversity, with a well-known potential on the discovery and
development of new drugs. Erythroxylum pulchrum, (Erythroxylaceae) is an exclusive
species from the brazilian flora, distributed on the northeast and southeast regions of the
country; which can be found in Paraiba in a particular area of *’Pico do Jabre — PB “’. A
voucher specimen is deposited at the Professor Lauro Pires Xavier (JPB) herbarium
with the code 4947. On this phytochemical study the dried powder of the aerial parts
was submitted to an extraction with methanol, followed by partition. The ethyl acetate
fraction was submitted to a Medium Pressure Liquid Chromatography. Therefore, it was
possible to identify  four  flavonoids:  epicatechin,  quercetin-3-O-a-L-
rhamnoside,ombuin-3-rutinosideand ombuin-3-rutinoside-5-glucoside. The hexanic
fraction was also submitted to a Medium Pressure Liquid Chromatography which led to
the identification of one terpenoid - lupeol and one steroid - f- sitosterol. These
substances were identified by analysis of data obtained from spectroscopic methods
such as infrared, mass spectrometry and NMR of *H and °C, with the aid of two
dimensional techniques, besides comparison with literature data. It was also evaluated
the antimicrobial activity from its crude extract against bacterial strains of clinical
matter by measuring the minimum inhibitory concentration for each bacterial strain
tested by the microdilution assay. So, the crude extract inhibited the growth of the
following bacterial strains: Bacillus subtilis CCT 0516, Escherichia coli ATCC 2536,
Pseudomonas aeruginosaA TCC 8027, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619,
Staphylococcus aureusATCC 6538, Staphylococcus aureusATCC 25925, Streptococcus
sanguineos, Streptococcus salivares, Streptococcus mutansand Streptococcus ATCC.
However, the genus Staphylococcus aureus ATCC 25925 was the most sensible, but on
the other hand, the species Streptococcus sanguineos e Streptococcus salivares was the
most resistant against the antimicrobial effect of the crude extract. The results obtained
on this research contributed to the phytochemical and pharmacology study of
Erythroxylum pulchrum and to the chemotaxonomic knowledge of the genus

Erythroxylum, as well as the Erythroxylaceae family.

Keywords: Erythroxylum pulchrum, chemical constituents, antimicrobial activity
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1. INTRODUCAO

O mundo assiste a uma reformulacdo no estilo de vida. Os valores naturais
ecologicos retornam com grande forca, em todas as areas do conhecimento cientifico e
da vida préatica. Assim, o uso de plantas para fins medicinais tem renovado o interesse
pelo conhecimento das caracteristicas morfologicas, composicdo quimica, propriedades
farmacoldgicas, entre outras, de drogas delas originadas (ARGENTA et al., 2011).

A combinacdo de avangos no estudo quimico e farmacoldgico das plantas, com a
ocorréncia de efeitos colaterais de medicamentos convencionais, bem como, o
aparecimento de doencas ndo convencionais, fez crescer o interesse mundial pelos
fitoterapicos. Desta forma, mesmo diante de todo avango da medicina moderna, uma
boa parte das substancias utilizadas pela industria farmacéutica tem sua origem, direta
ou indireta, nas plantas medicinais (BOTSARIS, 2011).

Analisando os medicamentos disponibilizados no mercado entre 1981 e 2002,
observa-se que 28% destes possuem principios ativos isolados de produtos naturais ou
semissintéticos, ao passo que, 24% sao sintéticos com grupos farmacoféricos baseados
em estruturas de produtos naturais. (BRANDAO et al., 2010).

Outros dados mostram que as industrias farmacéuticas atravessam uma crise de
criatividade no desenvolvimento de moléculas bioativas inovadoras, que possam ser
utilizadas como farmacos eficazes para o tratamento de novas e antigas doengas. Em
2010, as industrias farmacéuticas lancaram 15 moléculas bioativas contra 39
introduzidas no mercado em 1997. Em funcdo dessa crise de criatividade, as empresas
farmacéuticas, que faturaram US$ 850 bilhdes em 2010 em todo o mundo e investiram
10% desse valor em pesquisa, desenvolvimento e inovagédo, voltam seus olhares para as
moléculas desenvolvidas nas universidades. Assim, as moléculas bioativas mais
inovadoras surgidas nas Ultimas décadas foram desenvolvidas nos laboratérios das
industrias farmacéuticas, mas com base no conhecimento produzido em universidades e
centros de pesquisa (BARREIRO, 2011).

Nesta perspectiva, observa-se um interesse crescente do estudo de plantas,
objetivando fins terapéuticos, aliados a uma boa aceitabilidade destes produtos no
mercado farmacéutico, e as altas cifras que circundam a comercializacdo de

fitomedicamentos observada na Gltima década (NOLDIM et al., 2006).
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Segundo projecdes do Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM), o
mercado de medicamentos fitoterapicos movimenta de 400 milhdes a 500 milhGes de
dolares por ano no Brasil. No mundo, estima-se que o gasto com plantas medicinais
chegue a cifra de US$ 27 bilhdes (em torno de 7% do mercado mundial de
medicamentos) (BANDEIRA et al., 2011).

Neste contexto, o Brasil apresenta-se em uma posicéo privilegiada, dos cerca de
duzentos paises atuais, apenas dezessete sdo considerados megadiversos, por conterem
70% da biodiversidade mundial. O Brasil esta em primeiro lugar nessa lista, abrangendo
a maior diversidade bioldgica continental, principalmente no que se refere a
biodiversidade vegetal (GANEN, 2011). O territorio abriga entre 15% e 20% de toda a
biodiversidade do planeta e 0 maior nimero de espécies endémicas. Desta forma, pelo
menos a metade das espécies vegetais pode possuir alguma propriedade terapéutica Util
a populacdo (MILLANI et al., 2010).

Neste sentido, os estudos mostram que 0s vegetais respondem a estimulos
ambientais bastante varidveis, de natureza fisica, quimica ou biol6gica. Fatores tais
como fertilidade e tipo do solo, umidade, radiacdo solar, vento, temperatura e poluigdo
atmosférica, dentre outros, podem influenciar e alterar a composi¢do quimica dos
vegetais (Figura 1, pag, 19) (ALVES, 2001).

Ritmo circadiano

N
S
" .
Indgice puviométrico
Scronalidade ‘ Ra cao UV

/ Composicao CcO, SO,
/ atmosférica NO, O,

= Horbivoria e
Atague de paldgenos

Figura 1. Principais fatores que podem influenciar no acumulo de metabdlitos
secundarios em plantas (GOBBO-NETTO & LOPES, 2007).
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Os metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais sdo formados por varios
caminhos biossintéticos que produzem moléculas dotadas de grande diversidade de
esqueletos e grupamentos funcionais. Tais moléculas tém se mostrado eficientes no
combate e tratamento de doencas, neste sentido, a quimica e a medicina passam a ter
uma estreita relacdo, permitindo rapido desenvolvimento de seus campos especificos
(ALVES, 2001).

Assim, a area da quimica de produtos naturais, especialmente de vegetais, que se
dedica ao isolamento, bem como, & caracterizacdo estrutural, & avaliacdo de
propriedades e &s investigacOes biossintéticas de substancias naturais produzidas pelo
metabolismo secundario de organismos Vvivos, representa uma area em expansdo. Uma
vez que, com desenvolvimento de novas técnicas cromatograficas e espectroscopicas, 0s
quimicos organicos tém conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares
complexas (CECHINEL-FILHO, 1998). Desta forma, as atividades da fitoquimica
contribuem significativamente para a investigagdo da flora e seu quimismo, para
divulgacdo e geragdo de novos conhecimentos e para formagdo de recursos humanos
qualificados (BRAZ-FILHO, 2010).

O estudo das plantas medicinais com finalidade terapéutica tem contribuido, ao
longo dos anos, para a obtencdo de varios farmacos importantes. Portanto, percebendo o
potencial farmacoldgico e a importancia do género, bem como, a ocorréncia de muitas
espéecies de Erythroxylum encontradas na Paraiba, optou-se pelo estudo da espécie
Erythroxylumn pulchrum de cujos estudos quimicos e farmacoldgicos ainda ndo sao
conhecidos, fato que podera conduzir & descoberta de novas fontes de substancias

naturais ativas.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Considerac0es sobre a familia Erytroxylaceae

A familia Erythroxylaceae compreende quatro géneros e cerca de 240 espécies
com distribuigéo pantropical, tendo seus principais centros de diversidade e endemismo
na Venezuela, Brasil e Madagascar (DALY, 2004). A maioria das espécies pertence ao
género Erythroxylum P. Browne, que apresenta distribuicdo ampla sendo encontrado
nos quatro continentes, principalmente na América tropical (PLOWMAN, 2001). Os
outros trés géneros, Aneulophus Benth., Nectaropetalum Engl. e Pinacopodium Exell,
possuem poucas espécies e apresentam distribuicdo exclusiva na Africa (Figura 2, pag
21) (DALY, 2004).

Considerando a riqueza de espécies das familias de Angiospermas na
Caatinga do semi-arido do Nordeste do Brasil, Erythroxylaceae ocupa o 18° lugar
(LOIOLA, 2007). Erythroxylaceae é uma importante familia que produz metabdlitos
secundarios ativos que vem demostrando excelentes resultados frente ao sistema
biolégico (OLIVEIRA et al., 2012).

Figura 2. Distribuicdo geografica da familia Erythroxylaceae no mundo. (Laboratorio

de sistemética de plantas vasculares, 2011)

2.2. Considerac0es sobre o género Erytroxylum

E o maior género da familia Erythroxylaceae, com ampla distribuicdo, nas
regides tropicais da Australia, Asia, Africa e Américas (LOIOLA et al., 2007). E um
grupo de grande versatilidade ecol6gica com espécies encontradas em ambientes
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umidos como a Floresta Amazonica e a Floresta Atlantica, e nas regifes semi-aridas,
ocorrendo em diferentes niveis de elevaces, desde o nivel do mar até habitats
montanhosos (DALY, 2004).

No Brasil, um dos principais centros de diversidade de espécies de
Erythroxylum, sdo encontradas 116 espécies das 187 registradas para a America tropical
por Plowman e Hensold em 2004. Destas, aproximadamente 74 (63,79%) possuem
distribuicdo restrita. Para o nordeste brasileiro, foram listadas 66 espécies e uma
variedade, dentre as quais 25 (37,31%) foram registradas apenas para essa regiao
(LOIOLA, 2007).

Para a Paraiba foram registradas 13 (treze) espécies: E. caatingae Plowman, E.
citrifolium A. St.-Hil, E. nummularia Peyr, E. pauferrense Plowman, E. passerinum
Mart, E. pulchrum A. St.Hil, E. pungens O. E. Schulz, E. revolutum Mart, E. rimosum
O. E. Schulz. E. simonis Plowman, E. suberosum var. denudatum O.E. Schulz, E.
subrotundum A. St.-Hil. e E. squamatum Sw. encontradas nas diversas formacdes do
Estado, como as florestas Umidas da Mata Atlantica, Brejos de Altitude, Matas
Serranas, Restingas e areas mais secas da Caatinga, como o Cariri Paraibano. As classes
quimicas de maior ocorréncia no género sao: alcaloides tropanos, terpenoides e
flavonoides glicosilados (LOIOLA et al., 2007).

O interesse pelo género intensificou-se no século XIX, apds a descoberta das
atividades farmacoldgicas apresentadas pelas folhas de Erythroxylum coca Lam, que
secularmente eram empregadas pelos indigenas da regido andina da América do Sul
(ZUANAZZI, et al., 2001). As folhas de coca foram amplamente utilizadas por tribos
nativas da América do Sul ha milhares de anos. O género caracteriza-se pela presenca
de alcaloides do grupo tropano, dentre 0s quais se destaca a cocaina, um alcaloide
natural produzido por E. coca Lam, que foi empregado como anestésico local em
pequenas cirurgias (GRIFFIN & LIN, 2000). Todavia, a cocaina tomou notoriedade por
sua atividade psicoativa no sistema nervoso central, tornando-se um dos grandes
problemas de satde publica (TAMAGNAN et al., 2004)

Algumas espécies sdo reconhecidas como potencial farmacoldgico,
Erythroxylum vacciniifolium Mart, conhecida popularmente por “catuaba”, ¢ usado
como estimulante do sistema nervoso central, apresenta propriedades afrodisiacas e
mostrou efeito contra infecgdes oportunas em pacientes com HIV (ZANOLARI et al.,
2003). E. pelleterianum A. St. —Hil é usada para o tratamento de dores estomacais. Ja
E. myrsinites Mart. e E. suberosum A. St. -Hil s&o utilizadas na industria de curtume
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(LOIOLA, 2007). E. moonii apresentou atividade antimicrobiana frente a cepas de
bactérias, fungos e leveduras (RAHMAN et al., 1998). O extrato etandlico de partes
aéreas de E.gonocladum, uma espécie endémica do cerrado brasileiro, promoveu,
significativamente a inibicdo da ECA in vitro e a sua atividade ndo diferiu do captopril
(LUCAS- FILHO et al., 2010).

As espécies do género Erythroxylum podem ser empregadas no estudo e pesquisa
de farmacos com atividade antitumoral. Uma vez que, nove alcaloides tropanos foram
isolados a partir das raizes de Erythroxylum pervillei, em seguida, avaliados quanto a
atividade antitumoral, com os resultados, observou que seis destes alcaloides
(Pervilleine A-F) apresentaram atividade em células tumorais do tipo KB-V1 (SILVA et
al., 2001).

Estudos realizados com outras espécies de Erythroxylum coletadas na Paraiba
mostraram a presenca de substancias isoladas e de extratos com potencial
farmacoldgico. O estudo fitoquimico do caule de Erythroxylum caatingae, espécie
exclusiva da regido nordeste, resultou no isolamento e identificagdo estrutural de trés
alcaloides tropanos (OLIVEIRA, 2008) (Quadro 1, pag. 24). Assim, o extrato
metanolico e o alcaloide 30—(3,4,5 trimetoxibenzoiloxi-6B-benzoiloxitropano isolado da
espécie Erythroxylum caatingae apresentaram atividade antimicrobiana frente a fungos
e bactérias Gram positivas, e antitumoral contra as linhagens de células NCI-H292,
HEp-2 e K562 (AGUIAR et al., 2011). Outra espécie presente na regido da Paraiba, a
Erythroxylum pungens, rico em alcaloides tropanos, apresentou atividade anti-
hipertensiva, pois provocou relaxacdo de vasos, reduzindo a concentragdo de célcio

intracelular em células vasculares do musculo liso de ratos (OLIVEIRA et al., 2012).
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Quadro 1. Alcaloides isolados da espécie E. caatingae (OLIVEIRA, 2008).

3a, 6P dibenzoiloxitropano 3a—(3,4,5 trimetoxibenzoiloxi)

& -6p-benzoiloxitropano

3a — (3, 5 dimetoxi-4’-hidroxibenzoiloxi)-6B-benzoiloxitropano

2.3. Considerac0es sobre a espécie Erythroxylum pulchrum

Espécie exclusiva da flora brasileira, com distribuicdo no Nordeste e Sudeste do
pais, encontrada em Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(Figura 3, pag. 25) (PLOWMAN & HENSOLD 2004). E. pulchrum s6 foi encontrada
na Paraiba em uma area de Floresta Serrana, em elevacdes de 900 a 1.000 m de altitude.
(LOIOLA, et al., 2007). E conhecida popularmente por arco-de-pipa, cocio, guareita e
sobragil e utilizado popularmente para dores do estdmago e distirbios gastricos
(LIBER-HERBARIUM, 2013).
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- Erythroxylum pulchrum

Figura 3. Mapa de distribui¢do da Erythroxylum pulchrum A. St.- Hil no Brasil.
Fonte: Adaptado de CNCFLORA.

2.4. Classificacao boténica

A posicao sistemética da familia e suas afinidades tém apresentado controvérsias
entre os diferentes autores. Cronquist (1988) (Tabela 1, pag 26) a posicionou na ordem
Linales baseado principalmente na morfologia foliar e presenga de vasos escalariformes.
Estudos moleculares recentes (SCHWARZBACH & RICKLEFS, 2000), apoiados em
caracteres morfoldgicos e anatémicos listados por Dahlgren (1988), evidenciaram a
grande afinidade entre Erythroxylaceae e Rhizophoraceae e sugeriram seu

posicionamento na ordem Malphiguiales (LOIOLA, 2007).
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Tabela 1. Classificacao botanica (CRONQUIST, 1981).

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Malpighiales
Familia Erythroxylaceae
Género Erythroxylum
Espécie Erythroxylum pulchrum A.St.-Hil

2.5. Considerac0es sobre flavonoides

As plantas realizam o processo de fotossintese para produzir todas as substancias
necessarias a sua sobrevivéncia no ciclo de vida da natureza. E cada vez mais conhecido
mecanismos bioquimicos que constituem verdadeiras fabricas quimicas de carboidratos,
proteinas, gorduras,vitaminas e oligo-elementos. Estes sdo a base da cadeia alimentar
que suporta todas as outras formas de vida em nosso planeta. H4 compostos que sdo
distribuidos e se restringem a apenas a determinadas espécies, géneros ou familias,
como por exemplo, os flavonoides chamados de metabélitos secundarios (SIMOES et
al., 2003).

Os flavonoides foram descobertos em 1930, pelo vencedor do prémio Nobel de
Medicina e Fisiologia, Dr. Albert Szent- Gyorgy, chamando-os de "vitamina P". Ele
descobriu que estes compostos possuiam a capacidadade de fortificar as paredes dos
capilares favorecendo a funcdo da vitamina C, melhorando, assim, a absorcdo e
protegendo-os contra a oxidacdo (RUSSO et al., 2006). Varios efeitos bioldgicos tém
sido atribuidos aos flavonoides, visto que sdo capazes, por exemplo, de inibir a
peroxidacdo de lipideos e a agregacdo de plaquetas, e de ativar sistemas de enzimas,
incluindo ciclooxigenases e hipoxigenases. Esses efeitos sdo devidos a sua capacidade
de remover radicais livres e de quelar cations divalentes (SILVA et al., 2001).

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Eles participam de importantes

funcbes de crescimento, desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra ataque de
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patégenos (DIXON e HARRISON, 1990). Sdo encontrados em frutas, vegetais,
sementes, cascas de arvores, raizes, talos, flores e em seus produtos de preparacdo, tais
como os chas e vinhos. Amplamente distribuidos no reino vegetal. Presente em
abundancia em angiospermas (SIMOES et al., 2003). S&o predominantes em algumas
espécies do género Erythroxylum, sendo considerado um dos marcadores

quimiotaxondmico para o género (Tabela 2, pag. 27) (LOIOLA et al., 2007).

Tabela 2. Exemplos de flavonoides em espécies de Erythroxylum.

OH

OH Erythroxylum nummularia

HO o guercetina-3-O-R-glicopiranose

(BARREIRO et al., 2005)
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2.6. Aspectos quimicos dos flavonoides

Apresentam um nucleo caracteristico com 15 atomos de carbono arranjados em
trés anéis (Ce-C3-Cg) (Figura 4, pag 28), que sdo denominados A, B e C, como
conseqiiéncia da ligacdo de dois grupos fenila a uma cadeia de trés carbonos, ou seja,
sdo derivados difenil propanicos, sendo biossintetizados a partir das vias do &cido
chiquimico e via acetato (Figuras 5 e 6, pags, 30 e 31) (COUTINHO et al., 2009).

Figura 4: Esqueleto bésico dos flavonoides.

A diversidade estrutural dos flavonoides pode ser atribuida ao nivel de oxidagédo
e as variagcdes no esqueleto carbdnico basico. Podem ser encontrados como agliconas
ou sob a forma de glicosideos e/ou derivados metilados e/ou acilados. As modificacdes
no anel central dessas substancias levam a diferenciacdo em subclasses distintas, tais
como: chalconas, flavanonas, flavanonais, flavonas, flavonois, isoflavonas, flavan-3-ols
e antocianidinas (COUTINHO et al., 2009). Sdo usualmente oxigenadas e possuem
substituintes do tipo: hidroxila, metoxila, metilenodioxila e prenila. Sdo isolados de um
grande numero de plantas vasculares, com aproximadamente 8.000 compostos
individuais conhecidos (PIETTA, 2000).

Muitos flavonoides ocorrem como O-glicosidios, em que um ou mais grupos de
hidroxilas estdo ligados a um ou mais agucares. Esta forma chamada de conjugada é
conhecida também como heterosidios. Alguns tipos de oxigenagdo, como aqueles das
posicdes dos carbonos 5, 7, 3’ e 4’ , sdo sempre os mesmos para as classes de flavonois
e flavonas por serem originarios da mesma via biossintética. Nos flavonoides C-
glicosidios, a ligacao é feita entre o carbono anomérico C-1 (anomerico) do agucar e um
ou dois carbonos do anel A do flavonoide (sempre nos carbonos 6 e/ ou 8) (SIMOES et

al., 2003). Quando o metabdlito ocorre sem conjugacdo com esses carboidratos, ou
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entdo, quando é submetido a hidrélise &cida, € denominada aglicona ou genina
(ZUANAZZI et al., 2001).

Entre os heterosideos de flavonoides, as variagdes estruturais sdo consideraveis.
Os acucares conjugados com flavonoides identificados até 0 momento sdo nove. As
pentoses: D-apiose, L-arabinose, L-raminose e D-xilose, e as hexoses: D-alose, D-
galactose e D- glicose e os acidos D-galacturdnico e D- glicurbnico. Os flavonoides
podem, também, estar associados a dissacarideos e a trissacarideos (SIMOES et al.,
2003).
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Figura 5: Representacdo esquematica da biossintese dos flavonoides segundo Dewick

(2002) (primeira etapa — rota do acido chiquimico).
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Figura 6: Representacdo esquematica da biossintese dos flavonoides segundo Dewick
(2002) (segunda etapa — rota do acetato polimalonato).
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2.7. Considerac0es sobre terpenoides

Os terpenoides apresentam funcOes variadas nos vegetais e de modo geral
possuem diversas atividades farmacologicas (NIERO; MALHEIRQOS, 2007). Os
monoterpenos e 0s sesquiterpenos sao 0s principais constituintes dos 6leos volateis,
importantes comercialmente na fabricacdo de sabdes, detergentes, cosméticos e
perfumaria, além de serem atrativos dos polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral,
apresentam fungdes protetoras contra fungos e bactérias, enquanto muitos diterpenoides
dao origem aos hormonios de crescimento vegetal. Os triterpenoides e seus derivados
esteroidais apresentam uma gama de funcdes como protecdo contra herbivoros, alguns
sdo antimitéticos, outros atuam na germinacdo das sementes e na inibicdo do
crescimento da raiz (NIERO; MALHEIROS, 2007). Sdo predominantes em algumas
espécies do género Erythroxylum, sendo considerado um dos marcadores

quimiotaxondémico para o género (LOIOLA et al., 2007) (Tabela 3, pag. 33).
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Tabela 3. Exemplos de terpenoides em espécies de Erythroxylum

Erythroxylum revolutum
ent-cauran-16-eno
(OLIVEIRA, 2012)

Erythroxylum confusum
palmitato de B-amirina

(GONZALEZ-LAVAUT et al., 2008)

Erythroxylum barbatum
ent-rosan-1-one-5a,15,16-triol

(SANTOS et al., 2006)
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2.8 Aspectos quimicos dos terpenoides

Os terpenos constituem uma grande variedade de substancias vegetais, sendo
que esse termo € empregado para designar todas as substancias cuja origem biossintética
deriva de unidades de isoprenos. lIsopreno é produzido naturalmente, mas ndo esta
envolvido na formacgdo destes compostos, e as unidades bioquimicamente ativas do
isopreno foram identificadas como o dimetilalilpirofosfato (DMAPP) e o isopentenil
pirofosfato (IPP) (Figura 7, pag 34).

F

Isopreno

X

OPP PP

IPP DMAPP
Figura 7: Representacdo de unidades isoprénicas

A unidade isoprénica, por sua vez, origina-se a partir do acido meval6nico
(Figura 8, pag 35). Os esqueletos carbbnicos dos terpendides sdo formados pela
condensacdo de um numero varidvel de unidades pentacarbonadas (= unidades
isoprénicas), através de ligagdes cabeca-cauda entre as moléculas de IPP e seu isbmero
DMAPP formando o tans-geranil-pirofosfato, a partir dos quais se formam os demais
terpenos (SIMOES et al., 2003) (Figura 9, pag 36).
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Figura 8: Biossintese geral dos terpenoides (Adaptado de Dewick, 2002).
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Figura 9: Formacdo do Geranilgeranilpirofosfato (GGPP) (Adaptado de Dewick,
2002).
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2.9. Plantas medicinais com potencial antimicrobiano

Em decorréncia dos problemas devido ao uso abusivo de prescri¢des médicas de
antibidticos tradicionais, os microbiologistas clinicos ttm demonstrado grande interesse
na investigacdo de extratos de plantas, com potencial antimicrobiano (VOLPATO,
2005). A resisténcia a drogas de patdgenos humanos e animais é um dos casos mais
bem documentados de evolucdo biologica e um sério problema tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento (DUARTE, 2006).

A maioria das plantas possui compostos que sdo antimicrobianos. Na Tabela 4
sdo apresentados os principais mecanismos de agdo dos antimicrobianos vegetais de
acordo com as classes ja estudadas. Geralmente, os mecanismos de acdo de compostos
naturais sao desintegracdo da membrana citoplasmatica, desestabilizacdo da forca
préton motriz (FPM), fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulacdo do conteudo da
célula. Nem todos 0s mecanismos de acdo agem em alvos especificos, podendo alguns
sitios, serem afetados em consequéncia de outros mecanismos (SILVA, 2010).

Algumas espécies de Erythroxylum vém sendo relatadas na literatura por
apresentar atividade antimicrobiana frente a cepas de bacteérias, fungos e leveduras. O
extrato metandlico de Erythroxylum caatingae apresentou atividade antimicrobiana
sobre fungos e bactérias gram positivas (AGUIAR et al., 2011). Bem como, 6leos
esséncias de Erythroxylum coca apresentaram atividade frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus epi-
dermidis, e Pseudomonas aeruginosa ATCC (VENTURA et al., 2009).

Tabela 4. Mecanismos de ag¢do de compostos isolados com atividade antimicrobiana.

Classes de compostos Exemplos Mecanismo de acéo
Fenois simples Epicatequina Desintegracdo da membrana
Flavonoides Crisina Ligacdo com adesinas
Flavonas Abissinona Inativa enzimas e inibe HIV

trancriptase reversa
Terpendides Capsaicina Desintegracdo da membrana

Fonte: Adaptado de Cowan (1999).
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2.10 Concentracéo inibitoria minima

As propriedades antimicrobianas tém sido comprovadas através de intensivas
pesquisas em todo mundo. Geralmente, sdo estudadas, avaliadas e confirmadas por
meio de ensaios bioldgicos in vitro (susceptibilidade e sensibilidade). Estes ensaios sao
realizados por meio de técnicas padronizadas como pela determinacdo da concentragdo
inibitéria minima - CIM (FERNANDES, 2011). A CIM é um teste usado para
determinar a concentracdo minima em que um produto apresenta atividade bactericida
ou bacteriostatica. Uma das técnicas utilizadas para a determinacdo deste dado € por

microdiluicdo em placas que possuem 94 pocos.

2.11 Selecdo de microorganismos

Geralmente sdo utilizados nos ensaios microbioldgicos, géneros e espécies de
bactérias ou fungos ou outros microorganismos oportunistas ou patogénicos. Podem ser
cepas padrdo como American Type Culure Collection - ATCC ou microorganismos
isolados a partir de materiais biologicos. Nestes testes de atividade antimicrobiana
sempre se incluem bactérias Gram—positivas, Gram-negativas que representam bactérias
acido resistente (VOLPATO, 2005).

Bacillus subtilis é uma bactéria Gram-positiva pertencente a familia
Baccillaceae, as células tém forma de bacilos grandes, geralmente moveis, formando
esporos que lhes conferem a capacidade de sobreviver em condi¢es desfavoraveis tais
como: altas temperaturas, baixa umidade e auséncia de nutrientes. E um saprofita
comum do solo e da &gua, porém algumas espécies, acidentalmente provocam infec¢des
(TRABULSI, 2004).

Staphylococcus aureus pertence a familia Staphylococcaceae, se apresentam
como cocos Gram positivos que formam grupos com aspecto de cachos de uvas com cor
amarelada. Normalmente, esta associado com infecgdes da pele e do trato respiratorio
inferior. S. aureus tem uma grande importancia clinica uma vez que € a principal causa
de infeccOes hospitalares adquiridas nos bercérios, em cirurgias e em procedimentos
médicos invasivos. Algumas linhagens tém se mostrado muito resistentes a varios
antibioticos (HOLT et al., 1994).

Pseudomonas aeruginosa pertence a familia Pseudomonadaceae caracteriza-se

como bastonete Gram negativo reto ou ligeiramente curvo. Comporta-se como um
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patdgeno oportunista iniciando infecces em individuos com baixa resisténcia e
freqlientemente estd associada com infecc¢fes do trato respiratdrio, urinario e lesdes na
pele resultantes de queimaduras graves ou outros traumatismos. Esta bactéria,
naturalmente resistente a muitos dos antibioticos amplamente utilizados, € comumente
encontrada no ambiente hospitalar e pode infectar facilmente os pacientes que estdo
recebendo tratamento para outras doencas (MADIGAN; MARTINKO, 2004).

Escherichia coli é um bacilo Gram negativo pertencente a familia das
Enterobacteriaceaee. E. coli € 0 membro mais bem conhecido da microbiota normal do
intestino humano, mas também é um patdgeno gastrointestinal versatil que pode estar
envolvido na diarréia infantil, ocasionalmente ocorrendo em proporcGes epidémicas em
bercarios ou enfermarias obstétricas. E. coli também pode causar infecgdes no trato
urinario de pessoas mais velhas ou naquelas cuja resisténcia estd diminuida devido a
cirurgias ou exposicao a radiacdo ionizante.As linhagens entero patogénicas de E. coli
estdo freqglientemente envolvidas nas infeccbes semelhantes a disenteria e febres
generalizadas (TORTORA, 2005).

Streptococcus sao bactérias Gram positivas em forma de cocos. Sdo largamente
distribuidos na natureza e comensais em animais. Espécies potencialmente patogénicas
e ndo patogénicas podem estar presentes na pele e nas mucosas do trato genital, no trato
respiratdrio e digestivo superiores. A pneumonia e a meningite sdo as manifestacdes
mais frequentes (TORTORA, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Contribuir para o estudo quimico, quimiotaxonémico e farmacol6gico do género

Eythroxylum da Paraiba, através do estudo da espécie Erythroxylum pulchrum.

3.2. Objetivos especificos

» Isolar constituintes quimicos de Erythroxylum pulchrum;

» ldentificar ou elucidar a estrutura de seus constituintes quimicos através de
técnicas de IV, EM e RMN (uni e bidimensionais);

» Contribuir com a quimiotaxonomia da espécie em estudo;

» Avaliar a atividade antibacteriana do extrato metandlico de Erythroxylum
pulchrum frente a linhagens de microrganismos de importéncia clinica, por meio
da CIM;
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e equipamentos utilizados
> Aparelho de Cromatografia Liquida Média Pressdo BUCHI Pump Manager.

» Cromatografias de adsorgdo em colunas foram realizadas em colunas de vidro de
comprimentos e didmetros variados, utilizando como adsorvente silica gel 60,
ART 7734 da MERCK, com granulometria entre 0,063- 0,200 mm e 0,04 -0,063

mm. Utilizou-se ainda, como fase estacionaria Sephadex LH- 20.

» Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi preparada com silica
gel 60 PFys, artigo 7749, Merck, suspensa em agua destilada (1:2), espalhada
sobre placas de vidro por meio de um cursor “Quickfit” que conferia a camada
espessura de 0,25. As cromatoplacas obtidas eram secas ao ar livre e, em

seguida, ativadas em estufa a 110 °C durante duas horas.

» As revelacbes das cromatoplacas foram realizadas por exposi¢do por luz
ultravioleta, por meio do aparelho Mineralight, modelo UVGL-58 com dois
comprimentos de onda (254 e 366 nm) e reveladas com vapores de iodo para as

placas analiticas.

» Os espectros de absorcdo na regido de infravermelho (1V) foram obtidos em
espectrometro, MODELO BOMEM SERIE 100MB, na faixa de 4000 a 400
cm?, utilizando-se pastilhas de KBr (0,5 mg da amostra/ 100 mg de KBr).

» Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros VARIAN-NMR
SYSTEM, operando a 500 MHz para hidrogénio (RMN *H) e a 125 MHz para
carbono-13 (RMN *3C). e a 200 MHz para hidrogénios (RMN 'H) e 50MHz
para carbono 13(RMN 3C). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As

multiplicidades das RMN *H foram indicadas segundo a convencdo: s (sinpleto),
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sl (sinpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), tl (tripleto largo) e
m (multipleto).

» Os espectros de massas das substancias foram obtidos em modo de ions
negativos pela técnica de lonizagdo por Eletrospray (-) utilizando um
espectrOmetro de massas de alta resolucdo (Bruker, Microtof 11) do Laboratério
Multiusuério de Caracterizacdo e Analise LMCA UFPB usando 0s seguintes

parametros (Tabela 5, pag 42)

Tabela 5: Parametros utilizados para analises no espectrdometro de massas

Parametros Valores
Condicg0es de ionizagéo ESI- negativo
Scan Auto MSn 50-1000 uma
Gas nebulizador Nitrogénio
Pressdo do gas nebulizador 8 psi

Fluxo do géas nebulizador 5,0 L/min
Temperatura do gas nebulizador 220 °C

Faixa de obtencdo dos espectros

> Os solventes utilizados foram hexano, diclormetano, acetato de etila e metanol,

puro ou em misturas binarias, segundo gradiente crescente de polaridade.

> Autoclave Qualxtron — estufa de cultura bacteriolégica. Temperatura de 37 °C.

» Elisa readwell plate analyser Robonilk.

> Vortex Motion Il LOGGN.

» Balanca de precisdo. Celtac- FA-2104N.
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4.2. Material vegetal

As partes aéreas da espécie Erythroxylum pulchrum (folhas e gravetos) foram
coletados no Pico do Jabre, localizada no municipio de Maturéia no estado da Paraiba.
O material botanico foi identificado pela Prof. Dra. Maria de Fatima Agra, uma exsicata
da planta esta depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da Universidade

Federal da Paraiba sob o codigo Agra 4947.

4.3. Processamento do material vegetal

O material vegetal foi dessecado em estufa com ar circulante a temperatura de
40 °C durante 72 horas. Apos secagem, foi submetido a um processo de pulverizagédo

em moinho mecéanico, obtendo-se o pd da planta com peso de 1.376,40 g.

4.4. Obtencéo do extrato metandlico bruto

O po6 obtido (1.376,40g) foi submetido a maceracdo com metanol durante 72
horas. Esse processo de maceracao foi repetido 3 vezes, resultando na solucdo do extrato
metandlico bruto (EMB). Apl6s a extracdo, a solucdo extrativa foi concentrada em
rotaevaporador sob pressdo reduzida e a uma temperatura de 40°C obtendo, assim, o
extrato metanolico bruto (281,33g). O rendimento foi de 20% em relacdo a massa do po

obtido inicialmente.

4.5. Particionamento do extrato metandlico bruto

Parte do extrato (100g) foi dissolvido em metanol-agua (7:3) e, em seguida,
submetido a sucessivas particdes liquido/liquido com solventes de diferentes polaridades
em um funil de separacdo de 150 mL, fornecendo as fragdes hexénica (10,01Q),
diclorometano (4,44q) e acetato de etila (25,34g). Cerca de 60% do material ficou retido

na solucdo hidroalcéolica (Esquema 1, pag. 44).
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Extrato Bruto Metandlico

100g
Solugdo Hidroalcodlica
Solucdo Hidroalcodlica 7:3 (MeOH: H20)
do Extrato Bruto
Hexano
Fase Hexanica 10,01g Solugdo Hidroalcodlica 1
CH2Cl2
Fase Diclorometano 4,44g Solugdo Hidroalcoélica 2
AcOEt
Fase Acetato de etila 25,34g Solugdo Hidroalcodlica 3

Esquema 1. Representacdo do processo de particao.

4.6. Estudo da fase acetato

Uma quantia da fase acetato (6g) foi submetida a uma coluna cromatografica
liquida de meédia presséo, utilizando silica gel como adsorvente. A amostra foi aplicada
liquida solubilizada em acetato de etila (Tabela 6, pag. 45). Foram utilizados acetato de
etila e metanol como eluentes puros ou em misturas binadrias em grau crescente de
polaridade. Esse método foi codificado como MFA 1. Foram obtidas, com o método
MFA 1, 123 fragdes das quais foram monitoradas por Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA), eluidas em diversos sistemas de solventes e reunidas de
acordo com os seus Rf’s. A fracdo 2 foi submetida a cromatografia em coluna com
Sephadex utilizando metanol como fase mével, obtendo assim, 57 subfra¢@es das quais, a
de numero dois apresentou aparéncia de uma substancia amorfa alaranjada codificada

como EPA 1 (15,2mg). As fracdes 28, 29 e 30 foram reunidas, apresentando aparéncia
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de uma substancia amorfa amarelada codificada como EPA 2 (16,5 mg). As fracdes 72 a
93 foram reunidas apresentando uma aparéncia amorfa amarelada, codificada como EPA
3 (20,3mg). As fracBes 100 & 103 foram reunidas apresentado uma aparéncia amorfa
amarelada codificada como EPA 4 (15,1mg) (Esquema 2, pag. 46). Todas essas fracdes
foram submetidas a analise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono
treze (RMN 'H e *3C) Infravermelho (V) e a espectrometria de massas EM para a

identificacéo estrutural.

Tabela 6. Método (MFA 1) desenvolvido no cromatdgrafo liquido de média pressédo

para fase acetato.

MFA1
Sistema de Solventes Tempo de Corrida Fracdes Obtidas
Isocratico
100% Acetato de Etila Uma hora lab6
Gradiente
100% a 99% Acetato de Uma Hora 7al7
Etila
0% a 1% Metanol
Gradiente
99% a 95% Acetato de Etila Duas Horas 18 a6l
1% a 5% Metanol
Gradiente
95% a 90% Acetato de Etila Duas Horas 62 a 82
5% a 10% Metanol
Gradiente
90% a 50% Acetato de Etila Duas Horas 83a123

10% a 50% Metanol
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Fase AcoET (6g)

ctM P

Silicagel / Acetato de etila/ MeOH

2 28-30 72-93 100-103

CC/Sephadex

Mests EPA2 (16,5mg) | | EPA3 (20,3mg) || EPA4 (15,1mg)

57 subfragdes

EPA1 (15,2mg)

Esquema 2. Processo cromatografico da fase acetato de etila e isolamento de seus

constituintes quimicos.

4.7. Estudo da fase hexanica

Uma quantia da fase hexanica (6g) foi submetida a uma coluna cromatogréafica de
média pressdo, utilizando silica gel como adsorvente. A amostra foi aplicada liquida
solubilizada em hexano (Tabela 7, pag. 47). Foram utilizados solventes em grau
crescente de polaridade (hexano, diclorometano, metanol). Esse método foi codificado
como MFH 1.

Foram obtidas, com o método MFH 1, 89 fragdes das quais foram monitoradas
por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), eluidas em diversos
sistemas de solventes e reunidas de acordo com os seus Rfs. As fracfes 11 & 30 foram
reunidas, em seguida, purificadas em cromatografia de coluna com silica gel, obtendo
dessa forma, 48 subfracfes. As subfracdes de nimero 2, 3 e 4 apresentaram aparéncia

amorfa na cor branca, codificada como EPH 1 (10,3 mg). A fracdo 39 apresentou
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aparéncia de um solido branco sendo codificada como EPH 2 (14,1mg). A fracdo 55
apresentou aparéncia solida na cor branca codificada como EPH 3 (21,7mg) (Esquema
3, pég. 48). As fracdes foram submetidas a anélises em RMN H'e C**

Tabela 7. Método (MFH 1) desenvolvido no cromatografo liquido de média pressdo

para fase hexano.

MFH 1
Sistema de Solventes Tempo de Corrida Fracdes Obtidas
Isocratico Uma hora e trinta minutos 1a 10
100% Hexano
Gradiente
100% a 50%Hexano Duas horas 11a30
0% a 50% Diclorometano
Gradiente
50% a 0% Hexano Trés horas 31a40
50% a 100% Diclorometano
Gradiente
100%0a 70% Diclorometano Duas horas 41 a 86
0% a 30% Metanol
Gradiente
70% a 50% Diclorometano Uma hora 87 a 89

30% a 50% Metanol
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FASE HEXANICA (6 g)

CLMP /Silica gel/ hexano/
diclorometano/metanol

Esquema 3. Processo cromatografico da fase hexanica e isolamento de seus
constituintes quimicos.

4.8. Analise microbioldgica

4.8.1. Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas, oriundas da CCT — Colecdo de Culturas Tropicais e
ATCC — American Type Culture Colection, utilizadas foram:

e Bacillus subtilis CCT 0516
e Escherichia coli ATCC 2536
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619
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e Staphylococcus aureus ATCC 6538

e Staphylococcus aureus ATCC 25925
e Streptococcus sanguineos

e Streptococcus salivares

e Streptococcus mutans

e Streptococcus ATCC
4.8.2. Meios de cultura

O meio de cultura utilizado nas analises foi o Luria Bertani (LB) preparado com
59 de extrato de levedura (DIFCO), 10,0g de triptona (DIFCO), 10,0 g de NaCl
(VETEC) para 1L. Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza P.A. Os
meios de cultura foram preparados com agua destilada esterilizados por autoclavacéao a
121 °C durante 15 minutos.

4.8.3. Técnica de microdiluicdo

O potencial citotoxico para bactérias foi avaliado através da determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) pela técnica de microdiluicdo. Para isso,
diluigcdes seriadas a metade de uma solugdo do extrato metandlico de Erythroxylum
pulchrum (1-1024pg) foram adicionadas a uma suspensdo (1x10? UFC/mL) de B.
subtilis CCT 0516, E. coli ATCC 2536, P. aeruginosa ATCC 8027, P. aeruginosa
ATCC 25619, S. aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 25925, Streptococcus
sanguineos, Streptococcus salivares, Streptococcus mutans e Streptococcus ATCC em
meio LB e em seguida, incubadas a 37°C por 24h. A leitura dos comprimentos de ondas
para anélise foi realizada no ELISA. Foi considerada como CIM a menor concentragdo
da solucdo do extrato de Erythroxylum pulchum que inibiu completamente o

crescimento bacteriano.
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4.8.4. Caracterizacao da atividade antibacteriana

Para determinar se a atividade antibacteriana era bacteriostatica ou bactericida,
uma aliquota da amostra de extrato metanolico bruto que ndo apresentou crescimento
bacteriano foi plaqueada, em seguida, incubada a 37°C por 24h. A atividade do extrato
sera considerada bacteriostatica quando decorrido este tempo for evidenciado
crescimento, e bactericida, quando este ndo ocorrer (MADIGAN; MARTINKO, 2004).
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. Identificagdo EPA 1

O espectro de 1V de EPA 1 (Fig.10, pag. 53) revelou bandas de absor¢éo
caracteristicas de deformag®es axiais de grupamentos O-H (3.354 cm™), vibracdes de
deformacdes axiais de ligagdes C=C de sistemas arométicos (1.624 cm™) e C-O de
fenois (1.282 cm™).

Na analise do espectro de RMN **C-APT (50 MHz, CDs0D) (Fig. 11 4 13, pag.
54 4 56), foram observados, sete sinais referentes a carbonos quaternarios, em d¢ 157,5;
157,3; 157,9; 100,0; 132,2; 145,8 e 145,7, em conjunto com sete sinais metinicos em ¢
95,8; 96,3; 79,7; 67,4, 115,2; 115,3, 119,3 e um sinal de carbono metilénico em ¢ 29,2
permitindo sugerir a presenca de esqueleto de flavonoide. A comparacdo com os dados
da literatura (LOBO et al., 2008), permitiu atribuir os quinze sinais observados aos
carbonos da estrutura da epicatequina, em destaque para os sinais atribuidos aos C-2 (3¢
79,7) e C-3 (8¢ 67,4), caracterizando a estereoquimica relativa oo da OH em C-3 da
epicatequina que a diferencia de seu epimero catequina.

O espectro de RMN *H (200 MHz, CD;0D) (Fig. 14 416, pag. 57-59) apresentou
padrbes de deslocamentos quimicos caracteristicos de catequinas, com dois duplos
dubletos em &y 2,75(H-4a) e oy 2,91(H-4p), caracteristicos de hidrogénios de grupo
metilénicos, um multipleto em &y 4,16 atribuido ao hidrogénio H-3 e um singleto largo
em oy 4,80 referente ao hidrogénio oximetinico benzilico H-2. Esse conjunto de sinais é
tipico do anel C da epicatequina. As constantes de acoplamentos observadas para os
hidrogénios H-2 e H-3, bem como, o singleto largo em &4 4,80 atribuido ao H-2, sugere
configuracdo cis entre H-2 e H-3 para o isdmero epicatequina. A estereoquimica
absoluta no aD é de -7,7, confirmando, portanto, a estereoquimica proposta.

Diante de todos os dados, confirmados com a literatura (LOBO, et al., 2008), foi
concluido que o composto EPA 1 se tratava do flavonoide epicatequina. Todos os dados
estdo copilados na tabela 8, pag. 52. Tal composto ja foi isolado em outras espécies do
género Erythroxylum, sendo relatada pela primeira vez na espécie Erythroxylum

pulchrum.
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Tabela 8. Dados de RMN de *H e *C em CD;0D a 200 MHz e 50 MHz de EPA 1

EPA 1 Literatura (LOBO et al., 2008)
Catequina Epicatequina
C dc (ppm) OH (ppm) dc (ppm) dc (ppm)
2 79,5 4,80 sl 82,4 79,1
3 67,4 4,16 m 68,0 66,6
4 29,2 2,75(dd, J = 2,8/16,8 Hz
1Ha)
2,91(dd, J = 4,4/16,8 Hz 2.0 265
1H)

5 157,3 156,6 157,3
6 96,3 5,93 (d, J=2,2Hz) 96.6 96,0
7 157,5 157,5 156,0
8 95,8 5,91(d, J = 2,2Hz) 95,1 95,3
9 1579 157,0 157,1
10 100,0 100,3 99,5
I 132,2 131,7 131,7
2’ 115,3 6,97(d, J=1,5Hz) 115,2 115,0
3’ 145,8 145,6 145,0
4 145,7 1455 145,1
5 115,8 6,76 m 115,6 115,4
6’ 119,5 6,78 m 119,8 119,0
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5.2. Identificacdo de EPA 2

A substancia EPA 2 apresentou aparéncia amorfa de cor amarelada. O espectro
de massas obtido com EM-ESI (Fig. 17, pag. 63) mostrou o pico do ion molecular em
m/z 447,1 [M-H], compativel com a férmula molecular C,1H2001;.

O espectro de IV de EPA 2 (Fig. 18, pag. 64) evidenciam bandas de absorcao
em 3.336 cm™ (estiramento O-H), 1.654 cm™ (estiramento de carbonila conjugada),
1.604 cm™ (estiramento C=C de anel aromatico) e em 1.357 cm™ (estiramento C-O).

O espectro de RMN C-APT (125 MHz, CDs;OD) (Fig. 19-21, pag. 65-67)
apresentou 21 sinais, sendo dez para carbonos quaternarios, em d¢ 179,6; 165,8; 163,1;
159,2; 158,4; 149,7; 146,3; 136,2; 122,9; 105,8, em conjunto com cinco sinais
metinicos aromaticos em o¢c 122,8; 116,9; 116,3; 99,8 e 94,7 permitindo, portanto,
sugerir um esqueleto de flavona. A auséncia de sinal em ¢ 107,5 possibilitou sugerir a
presenga de substituinte no carbono 3. O conjunto de sinais em d¢c 103,5; 73,2; 72,1,
72,1; 71,8 e 17,6 indicou a presenca de uma unidade osidica. Em comparagdo com
dados da literatura, foi possivel sugerir a presenca de raminose (BELTRAME et al.,
2001).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CD30D) (Fig. 22-25, pag. 68-71) apresentou
dois dubletos na regido de hidrogénios aromaticos com deslocamentos de o1 6,36 € 6,19
acoplando meta (J= 2,0 Hz), caracteristicos de hidrogénios H-8 e H-6 de flavonas
oxigenadas na posic¢éo 5 e 7 (HARBORNE, 1989). Um duplo dubleto em 6y 7,29 (H-6")
(J=8,0 e 2,0 Hz) acoplando orto (J=8,0) com o dubleto em 6y 6,91 (H-5") e acoplando
meta com o dubleto em &y 7,33 (H-2’), possibilitou, dessa maneira, atribuir um sistema
ABX ao anel B da flavona. A auséncia do singleto com absor¢éo entre oy 6,39 € 6,94, 0
qual seria caracteristico do hidrogénio 3, reforcou a proposta da existéncia de um
substituinte nesta posi¢do, sugerindo uma flavona 3, 5, 7, 3" ,4 pentasubstituida.
Adicionalmente neste espectro, foram reveladas absor¢cdes que permitiram inferir a
presenca de uma unidade de acucar. Estas absorcdes correspondiam a um dubleto em 6y
5,34 correspondente ao hidrogénio anomérico, um duplo dubleto em dy 3,75 e 0s
multipletos em oy 3,34 e 3,43, um dubleto em 3y 0,94, referente ao hidrogénio da metila
de raminose.

No espectro HMQC foi observado as correlagdes dos sinais em &y 6,19 (H-6)
com d¢ 99,8 (C-6) e de oy 6,36 (H-8) com oc 94,7 (C-8), confirmando as atribuicGes de
C-6 e C-8 do anel A da flavona. As correlagoes de 64 6,91 (H-5") com 6¢ 116,3 (C-5),
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de 8y 7,30 (H-6") com &¢c 122,8 (C-6’) e de dy 7,33 (H-2’) com &c 116,9 (C-27)
confirmaram as atribuicdes sugeridas. As correlagdes dos sinais em oy 0,94 (H-6") com
o¢c 17,6 (C-6”) e dos sinais em 6y 5,34 (H-1") com &¢c 103,5 (C-17) confirmaram,
respectivamente, a metila e o carbono anomérico da raminose (BELTRAME et al.,
2001). As demais correlacdes estdo compiladas na tabela 9, pagina 62.

No espectro HMBC (Fig. 30-33, pag. 76-79), foi possivel determinar as
correlagoes de oy 6,17(H-6) e dy 6,33 (H-8) com d¢ 165,8 que foi atribuida ao C-7. Bem
como, as correlacbes de oy 6,17 (H-6) com &¢c 163,1 que foi atribuido ao C-5. A
correlagdo de oy 6,33 (H-8) com &¢ 158,4 que foi atribuido ao C-9, assinalando todos 0s
carbonos do anel A da flavona. Ainda nesse espectro, houve as correlagdes de oy 7,33
(H-2") ¢ 7,30 (H-6") com d¢ 159,2 que foram atribuidas ao C-2. A correlagdo observada
em oy 5,34 (H-1”) com 8¢ 136,2 confirma a unidade osidica em C-3. As demais
correlacdes estdo compiladas na tabela 9, pagina 62 (BELTRAME et al., 2001).

No espectro COSY (Fig. 34-37 pag. 80-83), foi possivel observar correlagdes
dos sinais em &y 6,19 (H-6) com 6,36 (H-8), confirmando o anel A substituido nas
posicdes 5 e 7. Correlagdes de oy 7,33 (H-2) com éy 7,30 (H-6); de 6y 6,91 (H-5%)
com 7,30 (H-6"); e de &y 7,30 (H-6’) com 7,33 (H-2’) ¢ 6,91 (H-5") confirmaram o
sistema ABX para o anel B da flavona. As demais correlacGes estdo compiladas na
tabela 9, pagina 62.

Apds andlise dos dados e a comparacdo com a literatura, foi possivel identificar
EPA 2 como sendo quercetina-3-O-a-L-raminosideo. Tal composto € comum em
espécies de Erythroxylum, j& relatada na espécie Erythroxylum subrotundum
(OLIVEIRA, 2012) e pela primeira vez na espécie E. pulchrum.
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Tabela 9. Dados de RMN de *H e 3*C em CDs0D 500 MHz e 125 MHz de EPA 2.

EPA 2 MODELO (BELTRAME et al., 2001)
HMQC HMBC COSsY

C SC 8H 8(: X 8H 8H X SH 8(;

2 1584 H-2°, H-6’ 158,8
3 136,2 H-1 136,4
4 179,6 179.9
5 1631 H-6 163,5
6 99,8 6,19 (d, J=2,0Hz) H-8 H-8 99,9
7 1658 H-6, H-8 166,1
8 947  636(d J=20Hz2) H-6 H-6 94.8
9 1592 H-8 158,0
10 105.8 H-6, H-8 106,0
1’ 1229 H-2°, H-5" H6’ 123,1
2 1169  7,33(d, J=2,0 Hz) H-6’ 117,0
3> 146,3 H-2°, H-5’ 144.6
4 1497 H-2’, H-5’,H-6’ 150,0
5 116,3 6,91(d, J=8,5 Hz) H-6’ H-6’ 116,5
6 1228 7,30 (dd,J=2,0;80Hz)  H-2’,H-5’ H-5° 123,1
1’ 103,5 5,34 (d,J=1,5Hz) H-2" 103,7
2’ 71,8 4,21 (dd,J=1,5; 3,0 Hz) H-1""H-4” H-1°’, H-3 72,1
3 72,1 3,75(dd,J=35;9,5Hz) H-1"H-2”,H4” H-2"’,H-4” 72,2
47 | 732 3,32(m) H-6”,H-2", H 57 H-3" 733
57 72,0 3,42 (m) H-1"H-4",H-6"" H-6" 72,0
6" 17,6 0,94 (d, J=6 Hz) H-47, H-5” 17,6
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5.3. Identificacédo de EPA 3

A substancia EPA 3 foi isolada com aparéncia amorfa de cor amarelada. O
espectro de massas obtido com EM-ESI (Figura 38, pag. 88) mostrou o pico do ion
molecular em m/z 637,2 [M-H], compativel com a formula molecular Cy9H3401.

O espectro de IV de EPA 3 (Fig. 39, pag. 89) evidencia bandas de absorcéo em
3.431 cm-! (estiramento O-H), 1.653 cm™ (estiramento de carbonila conjugada), 1.595
cm™ (estiramento C=C de anel aromatico) e em 1.209 cm™ (estiramento C-O).

O espectro de RMN C-APT (125 MHz, DMSO) (Fig. 40-43, pag. 90-93)
apresentou 29 sinais correspondentes a 29 atomos de carbonos. Desta forma, dez sinais
foram atribuidos a carbonos quaternarios em &¢c 177,4; 165,1; 160,8; 150,0; 156,3;
156,5; 145,7; 134,0; 122,2; 104,8 e um conjunto com cinco sinais metinicos aromaticos
em o¢c 121,5; 115,7; 111,1; 97,9; 92,2 sugeriram um esqueleto de flavonoide. O sinal em
d¢c 177,4 caracteristico de grupo carbonila e dois sinais em d¢ 55,6 e 56,0 referentes a
presenca de duas metoxilas.

A auséncia do sinal em 8¢ 107,5, indicou a presenca de substituinte no carbono
3. O conjunto de sinais em o¢c 76,4; 75,7; 74,0; 71,8; 70,5; 70,0; 69,8; 68,1 e 66,8
sugeriram a presenca da rutinose - um dissacarideo contendo uma unidade de glicose
ligada a ramnose. Os sinais em &¢ 101,1 e 66,8, foram atribuidos ao carbono anomérico
(C-1”) e ao carbono metilénico respectivamente, sinais estes caracteristicos da presenca
de glicose. Os sinais em 8¢ 100,7 e 17,6 foram atribuidos ao carbono anomérico (C-
1’”) e ao carbono metilico (C-6""), caracteristicos da presenca de ramnose
(GONZALEZ-GUEVARA, et al., 2006).

O espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) (Fig. 44-46, pag. 94-96) apresentou
na regidao de hidrogénios aromaticos, dois dubletos em oy 6,36 (1H, J=2,0 Hz) e 6,67
(1H, J=2,0Hz) acoplando em meta caracteristicas dos hidrogénios nas posic¢des (H-6) e
(H-8) de flavonoides. Foi observado um duplo dubleto em 6y 7,72 (1H, J=2,5 e 8,5 Hz)
referente ao hidrogénio H-6" acoplando a meta e orto, um dubleto em 8y 7,55 (1H,
J=2,0 Hz) com acoplamento meta referente ao hidrogénio (H-2) e um dubleto em &y
7,04 (1H, J=9,0 Hz) com acoplamento orto referente ao hidrogénio (H-5"). Assim, foi
sugerido um sistema ABX no anel B do flavonoide. A auséncia do singleto referente ao
H-3 (6n 6,75), reforca, portanto, a proposta da existéncia de um substituinte nesta
posi¢do. Ainda, os dubletos em 6y 5,38 e 3,70, 0 singleto em &y 4,39 e 0 dubleto em 6
0,97, bem como, os multipletos entre 6y 3,39; 3,22; 3,34; 3,70; 3,29; 3,07 e 3,26
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permitiram sugerir as duas unidades osidicas. Todas as atribuicdes foram realizadas em
comparacio com dados da literatura (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2006).

Na andlise do espectro HMQC (Fig. 47-52, pag. 97-102), foi observado
correlagdes de sinais entre oy 6,36 (H-6) com 6¢c 97,9 (C-6) e de oy 6,67 (H-8) com 8¢
92,2 (C-8), confirmando as atribuicbes C-6 e C-8 do anel A do flavonoide. As
correlagdes de oy 7,04 (H-5’) com o¢c 111,1 (C-5°); 6y 7,72 (H-6") com 6c 1215 (C-
6’)e dedy 7,55 (H-2’) com &¢c 115,7 (C-2’) confirmaram as atribui¢des feitas para
estes carbonos. Foi observado ainda, correlacGes entre o sinal em 6y 0,97 (H-6""") com
oc 17,6 (C-6>’) e de on 4,39 (H-1"’) com d¢ 100,7 (C-1""’), confirmando
respectivamente a metila e o carbono anomérico da ramnose. As correlacfes entre o
sinal em &y 3,70/3,28 (H-6") com d¢c 66,8 (C-6’") e de 6y 5,38 (H 1””) com ¢ 101,1
(C-1""), confirmaram, respectivamente, o carbono metilénico e 0 anomérico da glicose.
Outras correlac@es estdo compiladas na tabela 10, pagina 87.

No espectro HMBC (Fig. 53-56, pag. 103-106), foi possivel determinar as
correlagdes dos sinais em dy 6,36 (H-6), 6,67 (H-8) e o sinal dos hidrogénios da
metoxila em &y 3,88 com o&c 165,1 confirmando o carbono da posicdo C-7.
Comprovando que uma das metoxilas, estaria nesta mesma posi¢do. Observou-se as
correlagdes de oy 6,36 (H-6) com 6c 160,8 atribuida ao carbono da posicdo C-5.
Observou-se ainda, a correlagdo de dy 6,67 (H-8) com d¢ 156,5 atribuida ao carbono da
posicdo C-9, assinalando todos os carbonos do anel A do flavonoide. Neste espectro, foi
possivel ainda observar as correlagdes em oy 7,55 (H-2") e 4 7,72 (H-6") com d¢ 156,3,
atribuida ao carbono da posicdo C-2. As atribuicdes foram confirmadas com as
correlagoes de oy 7,72 (H-6"); oy 7,55(H-2"); 81 7,04(C-5") e os hidrogénios da metoxila
em dy 3,88 com 150,0, que foi atribuido ao carbono da posigdo C-4’. As correlagdes oy
3,70 (H-6"") com &¢ 100,6 (C-1"") confirmam a ligacdo C-1°"" da ramnose com C6’’ da
glicose. As demais correlacdes estdo compiladas na tabela 10, pagina 87.

No espectro de COSY (Fig. 57-59, pag. 107-109), foi possivel observar
correlagdes dos sinais em 6y 6,36 (H-6) com 6,68 (H-8); oy 7,72 (H-6") com 6y 7,04
(H-5).

Com a andlise dos dados dos espectros de RMN *C e 'H, e diante das
confirmacdes obtidas com as correlagdes dos bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY)
foi concluido que a substancia se tratava do 7,4’-Di-O-metilquercetin-3-O-B-rutinosideo

(Ombuin-3-rutinosideo), ja reportando na literatura na espécie Ebenus pinnata (ABREU
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et al; 2007) e em espécies de Erythroxylum cuban (GONZALEZ-GUEVARA, et al.,
2006).
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Tabela 10. Dados de RMN de *H e *C em DMSO a 500 MHz e 125 MHz de EPA 3

EPA 3 MODELO (GONZALEZ-GUEVARA, et al., 2006).
HMQC HMBC COSsY MODELO
C 8(: 8H 8(: X 8H SH X 8|-| 8(;
2 156,3 H-2°, H-6’ 156,2
3 134,0 H-1 135,7
4 177,4 177.3
5 160,8 H-6 160,7
6 97,9 6,36 (d, J= 2,0 Hz) H-8 H-8 97,7
7 165,1 H-6, H-8, OMe 165,0
8 92,2 6,67 (d, J=2,0 Hz) H-6 H-6 92.1
9 156,5 H-8 156,5
10 104,8 104,8
OMe 55,6 3,88 sl H-6, H-8 55,5
OMe 56,1 3,88 sl 55,8
I’ 1223 H-2°, H-5° 122,7
2> 1157 7,55 (d, J=2,0 Hz) H-6’ 115,7
3> 14577 H-2’, H-5° 145,7
4> 150,0 H-2°, H-5°,H-6", OMe 150,0
5 1111 7,04(d, J= 9,0 Hz) H-6’ 111,2
6> 1215 7,72 (dd, J=2,5; 8,5Hz) H-2°, H-5’ H-5’ 121,3
17 101,01  538(d, J=7,5Hz) H-2? 101.07
2”740 3,22 m H-4> H-1 73,9
3”757 3,25m H-2”, H-4” 76,3
4 70,3 3,39 m H-2”"H-3”,H 5” 69,7
57 764 3,24 m H-4” H-6 75,7
6 668  3,70(d, J=11,0 Hz) H-1"" H-5” 66,7
1’ 100,7 4,39 sl H-6” 100,5
2 70,5 3,29 m H-4°, H-3"” 70,2
3 69,8 3,08 m 70,4
4 71,8 3,07 m H-5" 71,7
5 68,1 3,26 m H-6°, H-4" 68,0
6 17,6 0,97 (d, J=5,0 Hz) H-4 17,4
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5.4. Identificacdo de EPA 4

A substéancia EPA 4 foi isolada com aparéncia amorfa de cor amarela. O
espectro de massas obtido com EM-ESI (Figura 60, pag. 114) mostrou o pico do ion
molecular em m/z 799,0 [M-H], compativel com a formula molecular C35H4405;.

O espectro de carbono de RMN **C-APT (125 MHz, DMSO) (Fig. 61-63, pag.
115-117) apresentou dez sinais referentes aos carbonos quaternarios em 8¢ 173,0; 163,6;
158,3; 157,6; 154,6; 149,8; 145,8; 136,0; 108,9 e 122,5 e em conjunto com a presenca
de cinco sinais referentes a carbonos metinicos de sistema aromatico em &8¢ 122,2;
115,7; 111,2; 103,6 e 95,6 sugerem a presenca de um esqueleto de flavona. A auséncia
do sinal em &c 107,5 (C-3) e do sinal que pode variar em torno de o¢c 160,8 (C-5)
indicaram a presenca de substituinte no carbono 3 e de um substituinte diferente da
hidroxila no carbono 5 respectivamente.

O conjunto de sinais em d¢ 77,6; 76,5; 75,7; 75,6; 74,0; 73,5; 71,8; 70,6; 70,3;
69,8; 69,7; 68,3; 66,7; 60,8 sugeriram a presenca de trés unidades osidicas substituidas
no nicleo da flavona. Os sinais em 6c 101,1 e 66,8, foram atribuidos ao carbono
anomérico (C-1”) e ao carbono metilénico (C-6”) respectivamente, sinais estes
caracteristicos da presenca de glicose ligada a outro agucar. Os sinais em ¢ 100,7 e
17,6 foram atribuidos ao carbono anomérico (C-1°") e ao carbono metilico (C-6’"),
caracteristicos da presenca de ramnose. Bem como, os sinais em ¢ 103,5 atribuido ao
carbono (C-1") e 8¢ 60,8 ao carbono metinico (C-6 ') indicaram a presenca de outra
unidade de glicose. Estas atribuicbes foram feitas por comparacdo de dados de
referéncia (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2006).

O espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) (Fig. 64-68, pag. 118-122) de EPA
4 mostrou dois dubletos na regido de hidrogénios de sistema aromatico em dy
6,91(J=2,0Hz) e 6,85 (J=2,0Hz) com acoplamento meta, caracteristicos de hidrogénios
H-6 e H-8 de flavonas oxigenadas na posicdo 5 e 7 (HARBORNE, 1994). Dois dubletos
em oy 7,55 (1H, J=2 Hz) acoplando meta e 7,03 (1H, J=9,0Hz) acoplando orto e um
duplo dubleto em 6y 7,76 (1H, J=8,5 e 2,0Hz) com acoplamento orto e meta, atribuidos
a um sistema ABX no anel B da flavona.

A auséncia do singleto referente ao H-3 (dy 6,75) e de hidroxila quelada em oy
14,00 reforcou a proposta de existéncia de substituintes nestas posicoes diferentes das
hidroxilas. Os sinais em oy 5,25 (1H, d, J=7,0 Hz), 4,84 (1H, d, J=7,5 Hz), 6y 3,76;
3,49 e 3,69; 3,39, além dos sinais em oy 4,40 (1H, d, J=1,5 Hz) ¢ um dubleto em oy
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0,98 (3H, d, J=8,0 Hz) sugeriram a presenca de trés unidades de acucares. No espectro
HMQC (Fig. 69-73, pag. 123-127), foram observados correlagdes dos sinais em dy
(ppm) 6,85 (H-6) com d¢ (ppm) 103,6 ¢ de oy (ppm) 6,92 (H-8) com d¢ (ppm) 95,6
confirmando as atribuicdes de C-6 e C-8 do anel A da flavona. As correlacdes do oy
(ppm) 7,03 (H-5") com 6¢ (ppm) 111,2, do sinal em 6y (ppm) 7,76 (H-6") com d¢ 122,2
e do sinal em 6y 7,55 (H-2") com 115,7 confirmaram as atribuigdes.

As correlagdes dos sinais em 0y 5,25 (H-1"") com 6¢ 101,3 (C1°”), do sinal em
81 3,71 (H-6"") com 8¢ 66,78 (C6°’), bem como, 0s sinais em dy 4,84 (H-1") com 8¢
103,1 (C1"), 8y 3,75/3,51(H-6") com &¢ 60,8 confirmaram a presenca dos hidrogénios
anomeéricos e dos hidrogénios metilénicos de duas unidades de glicose. As correlagdes
dos sinais em oy 4,40 (H-1""") com 6¢ 100,7 e do sinal em oy 0,98 (H-6) com &¢ 17,6
confirmaram a presenca do hidrogénio anomeérico e a metila de uma unidade de
raminose (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2006). As demais correlagdes estdo
compiladas na tabela 11, pagina. 113.

No espectro HMBC (Fig. 74-78, pag. 128-132), foi possivel determinar as
correlagoes de oy 6,85 (H-6) e 6,92 (H-8) com d¢c 163,6 e 108,9 que foram atribuidos
aos C-7 e C-10 respectivamente. Foram observadas as correlagdes de oy 6,85 (H-6) com
dc 158,3 sendo atribuido ao C-5 e a correlagdo de oy 6,92 (H-8) com ¢ 154,6 que foi
atribuido ao C-9, assinalando todos os carbonos do anel A da flavona. As correlagdes
entre dy 7,55 (H-2”) com os sinais em 6c 145,8, 149,8, 122,2 e 157,6 confirmaram as
atribuicGes feitas para os carbonos C-3°, C-4’, C-6’ e C-2. Outras atribuigdes foram
confirmadas pelas correlagdes entre oy 7,03 (H-5") com 6¢ 145,8 (C-3”) e 122,5 (C-1").
As posi¢cdes das metoxilas foram confirmadas através das correlagdes dos sinais em On
3,88 (OCH3) com ¢ 163,6 (C-7) no anel A e oy 3,87 (OCH3) com d¢c 149,8 (C-4") no
anel B da flavona.

As posicOes das unidades de acucares foram estabelecidas através das
correlacdes entre o hidrogénio anomérico da glicose em 8y 4,84 (H-1") a trés ligacdes
com o carbono C-5 em d¢c 158,3 e da correlagdo entre o hidrogénio anomérico da
glicose em &y 5,25 (H-1"") a trés ligagdes com o carbono C-3 em 6¢ 136,0. A correlagéo
entre o hidrogénio anomérico da raminose em oy 4,40 (H-1°"") a trés ligagdes com o
carbono C-6"’ em &¢ 66,7 confirmando a presenca da raminose terminal ligada a glicose

em C-3. As demais correlacfes estdo compiladas na tabela 11, pagina. 113.
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No espectro COSY (Figuras 79-80, pag. 133-134), foi possivel observar
correlagdes dos sinais em dy (ppm) 7,76 (H-6") com 7,03 (H-5") e 6y (ppm) 7,76 (H-6)
com 7,55 (H-2") confirmando o sistema ABX para o anel B da flavona.

No espectro NOESY (Figuras 81-82, pag. 135-136), foi possivel observar a
correlacdo entre o sinal em oy (ppm) 5,23 (H-1) com &4 (ppm) 6,91 (H-6),
confirmando a substituicdo de uma unidade de glicose em C-5 do anel A da flavona.

Ap0s analise dos dados de RMN 1D e 2D e comparagdo com dados da literatura,
foi possivel identificar EPA 4 como sendo o 7,4’-Di-O-metilquercetin-3-O-p-
glucosideo (ombuin-3-rutinosideo-5-glucosideo). Tal composto ja foi relatado em outras
espécies de Erythroxylum, como por exemplo, na espécie Erythroxylum cuban
(GONZALEZ-GUEVARA, et al., 2006).

H,CO

HO
HO

OH
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Tabela 11. Dados de RMN de *H e **C em DMSO a 500 MHz e 125 MHz de EPA 4.

EPFA 4 Literatura(GONZALEZ-GUEVARA et al.,
2006)
HMQC HMBC COSY
C 8(; OH Oc X OH OH X O 8(;
2 1546 H-6,H-2’, 157,4
3 1360 H-1" 135,8
4  173,0 172,9
5 1583 H-6, H-1'Y 158,1
6 1036 6,85 (d, J=2,5 Hz) H-8 103,6
7 1636 H-6, H-8, OMe 163,5
8 95,6 6,92 (d, J=2,5 Hz) H-6 95,5
9 1576 H-8 154,4
10  108,9 H-8, H-6 108,8
OMe 555 3,865 55,5
OMe 56,0 3,885 55,8
1’ 1225 H-5° 122,3
2 1157 7,55 (d, J=2,0 Hz) H-6 115,6
3> 1458 H-2’, H-5° 145,6
, H-6", H-2,
4 149,8 S 149,7
5 1112 7,03 (d, J=9,0 Hz) H-6° 111,2
6° 1222 7,76 (dd,J=2,0 e 8,5 Hz) H-2’ H-5° 121,2
1 101,3 5,25 (d, J=7,0 Hz) 101,2
2”735 3.39m 73,9
3 764 3,10 m 76,3
4 69,7 69,8
52 757 3,24 m H-17 75,6
6> 66,7 3,71 (d, J=10,0 Hz) H-1 66,6
1’ 100,7 4,40 (d, J=1,5 Hz) 100,5
2> 70,3 3,25m 70,1
3 70,6 H-1 70,4
4 71,8 3,08 m 71,7
5 68,2 3,26 m H-1 68,0
6> 17,6 0,98 (d, J=8,0 Hz) 17,5
1V 1031 4,84 (d, J=7,5 Hz) 102,3
2V 74,0 3,25m 73,3
3V 756 3,24m H-1" 75,5
4V 69,8 69,7
5V 776 H-1" 77,4
6V 60,8 3,76 (dd, J=5,5 e 12,0 Hz) 608

3,51 (dd, J=5,5 e 11,5 Hz)
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Figura 64. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO) de EPA 4.
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5.5. Anélise de EPA 2, EPA 3 e EPA 4 por ESI-EM

As amostras de flavonoides EPA 2, EPA 3 e EPA 4 foram solubilizadas em
MeOH: H20 (1:1, v/v), apds sucessivas diluicdes, foram obtidas amostras nas
concentracdes de 1ng/mL para obtencdo dos espectros de massas por analise em ESI-
MS em modo negativo. Durante os processos de fragmentagdo em modo negativo de

flavonoides glicosilados, poderdo ser formados ions regulares da aglicona desprotonada

[M] através da clivagem heterolitica, ou como também, pode ocorrer a formacgédo de

fons referentes ao radical da aglicona desprotonada [M-H] ", devido a possibilidade de
clivagem homolitica entre 0 monossacarideo e a aglicona (HVATTUM et al., 2003).

Na clivagem heterolitica, a provavel via de quebra do flavonoide ligada a
raminose envolve a transferéncia do hidrogénio da unidade de agucar para o oxigénio da
ligacdo, e com isso a unidade doadora passa formar uma espécie contendo uma dupla
ligag&o entre o carbono C-1"’ e C-2’ (SOUZA, 2008).

O espectro de massas da substancia EPA 2 mostrou a presen¢a de um pico do
ion molecular com m/z 447,1 [M-H]". A fragmentacdo desse pico gerou o ion base com

m/z 300,9 [M-H], compativel com a férmula molecular C15sHyO- (Figura 83, pag. 138).
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Figura 83. Espectro de massa e fragmentacao por ESI-MS de EPA 2.
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O espectro de massas da substancia EPA 3 mostrou a presenca de um pico do
ion molecular com m/z 637,2. A fragmentacdo desse pico apresentou o ion base com
m/z 329,0 [M-H], compativel com a férmula molecular C,7H1,07 (Figura 84, pag. 139).
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Figura 84. Espectro de massa e fragmentagédo por ESI-MS de EPA 3
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O espectro de massas da substancia EPA 4 mostrou a presenca de um pico do
ion molecular com m/z 799,0. A fragmentacdo desse pico apresentou o ion base com
m/z 637,2 [M-H], compativel com a formula molecular Cy9H33016 (Figura 85, pag. 140).
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Figura 85. Espectro de massa e fragmentacdo por ESI-MS de EPA 4.
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5.6. Identificacédo de EPH 1

A substancia EPH 1 foi obtida na forma de um pd branco. A estrutura foi
determinada por métodos espectroscopicos e por comparagdes com dados da literatura
(MALDANER, 2005). Por meio destas analises, comprovou-se tratar do triterpeno
lupeol (Fig.86, pag 141) Analisando o espectro de carbono, verificou-se a presenca de
27 atomos de carbonos, sendo dois sinais sobrepostos, que sdo metilas 24, 26 e 27 com
deslocamento em 15,3 ppm e os carbonos 2 e 15 em 27, 4 ppm, confirmando a presenca

dos trinta carbonos (Tabela 12, pag 142).
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Figura 86: EPH1 — Estrutura do lupeol
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Tabela 12: Dados de RMN de *H e 3C em CHCI; a 500 MHz e 125 MHz de EPH 1

Literatura
EPH1 (MALDANER,

2005)
C 8(: 8H 6C
1 38,6 - 38,8
2 27,4 - 27,4
3 79,0 3,21m 78,9
4 38,0 = 38,4
5 55,2 - 55,2
6 18,3 - 18,1
7 34,2 - 34,3
8 40,7 - 40,8
9 50,3 - 50,4
10 37,1 - 37,2
11 20,9 - 20,9
12 25,2 - 25,2
13 38,8 - 37,9
14 42,9 - 42,8
15 27,4 - 27,4
16 35,4 - 35,5
17 42,7 - 42,9
18 48,2 - 48,3
19 47,9 2,43 m 47,9
20 150,9 - 150,8
21 29,8 - 29,6
22 39,9 - 40,0
23 27,9 0,74 s 27,9
24 15,3 0,77 s 15,4
25 16,1 0,81s 16,0
26 15,3 0,86 s 15,4
27 15,3 0,92s 15,4
28 18,3 1,01s 18,3
29 109,3 4,66 m 109,3
30 19,3 1,65s 19,2
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Figura 88. Espectro RMN *H APT (500 MHz, CHCIs) de EPH 1




5.7 Identificacdo de EPH 2

A identificacdo do composto EPH 2 ocorreu por comparagéo da literatura, assim
pode-se concluir que se tratava do B-sistosterol (Fig.89,pag 144). Composto ja isolado e
bem relatado na literatura (NASCIMENTO et al., 2009).0s dados estdo compilados na
tabela 13, pagina 145.

Figura 89: EPH1 —Estrutura do beta-sitosterol
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Tabela 13: Dados de RMN de *H e *C em CHCl; a 500 MHz e 125 MHz de EPH 2

Literatura
EPH1 (NASCIMENTO,

2009)
C dc OH dc
1 37,2 - 37,2
2 31,7 - 31,4
3 71,8 3,49 (m, 1H) 71,7
4 42,3 - 42,1
5 140,7 - 140,7
6 1217 5,32 (d, J=4,5Hz, 1H) 121,6
7 31,9 - 31,9
8 31,9 - 31,8
9 50,1 - 50,1
10 36,1 - 36,4
11 21,1 - 21,0
12 39,8 - 39,7
13 42,3 - 42,2
14 56,8 - 56,7
15 24,3 - 24,3
16 28,2 - 28,2
17 56,1 - 56,0
18 11,8 0,65 (s, 3H) 11,8
19 19,4 0,98 (s, 3H) 19,3
20 36,1 - 36,1
21 18,8 - 18,7
22 34,0 - 34,0
23 26,2 - 26,0
24 45,8 - 45,7
25 29,2 - 29,0
26 19,8 0,87 (d, J = 6,4 Hz, 3H) 19,8
27 19,0 0,79 (d, J =5,6 Hz, 3H) 19,0
28 23,1 - 23,0
29 11,9 - 12,0
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5.8 Atividade antibacteriana

5.8.1. Avaliacdo do efeito antibacteriano do extrato metandlico de Erythroxylum

pulchrum frente a bactérias de importancia clinica

Neste trabalho, foi investigado pela primeira vez, o potencial antibacteriano da
espécie Erythroxylum pulchrum. O extrato metandlico inibiu o crescimento de todas as
linhagens bacterianas testadas, tanto Gram-positivas e Gram-negativas. No entanto, a
linhagem Staphylococcus aureus ATCC 25925 foi o mais sensivel apresentando
resultados bastante satisfatérios, enquanto que as linhagens Streptococcus sanguineos e
Streptococcus salivares foram as mais resistentes a agdo antibacteriana do extrato
(Tabela 14, pagina 148).

Assim, a concentracdo inibitoria minima variou entre 64 ug/mL, 128 ug/mL,
256pg/mL e 512pg/mL agrupando linhagens Gram-positivas e Gram-negativas (Tabela
14, péag, 148). Este resultado é relevante uma vez que bactérias Gram-positivas séo
normalmente mais sensiveis a antibidticos do que as bactérias Gram-negativas
(MADIGAN; 2004).

Tal resultado é bastante significativo visto que em um estudo em que foi
avaliado 137 extratos diferentes do semi-arido brasileiro, apenas sete demonstraram
atividade antibacteriana significativa contra Staphylococcus aureus e nenhum dos
extratos testados foi ativo contra Escherichia coli (NOVAIS et al., 2003).

No entanto, ndo existe consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para os
produtos naturais quando comparados com antibi6ticos que sdo utilizados na clinica
médica, tanto que alguns autores consideram somente resultados similares aos dos
antibidticos, enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis
de inibicdo superiores. Aligianis et al. (2001) propuseram uma classificacdo para
materiais vegetais com base nos resultados de CIM que considera como: inibicao forte -
CIM até 500 pg/mL, inibicdo moderada — CIM. entre 600 e 1500 pug/mL e inibicao fraca
— CIM acima de 1600 pg/mL.
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Tabela 14. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato de Erythroxylum

pulchrum.

LINHAGEM BACTERIANA CIM
Bacillus subtilis CCT 0516 128 pg/mL
Escherichia coli ATCC 2536 256 pg/mL
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027 256 pg/mL
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 256 pg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 6538 256 ug/mL
Staphylococcus aureus ATCC 25925 64 ng/mL
Estreptococos sanguineos 512 pg/mL
Estreptococos salivares 512 pg/mL
Estreptococos mutans 128 pg/mL
Estreptococos ATCC 128 pg/mL

5.8.2. Caracterizacdo da atividade antibacteriana do extrato de
Erythroxylum pulchrum.

Apbs a inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25925, na
presenca da CIM do extrato metandlico bruto de Erythroxylum pulchrum, essa linhagem
foi capaz de retomar ao crescimento na auséncia do extrato, apos ser plaqueada e
incubada em 37 por 24 horas. Dessa forma, a atividade antibacteriana exercida pelo
extrato metandlico de Erythroxylum pulchrum frente a linhagem testada foi

bacteriostatica.
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6. CONCLUSAO

Pela primeira vez, foi relatado o estudo fitoquimico da espécie Erythroxylum
pulchrum (Erythroxylaceae). O estudo da parte aérea da planta resultou no isolamento
de sete substancias com metodologias desenvolvidas em cromatografia liquida de média
pressdo. O isolamento dessas substancias contribuiu para a quimiotaxonomia das
espécies de Erythroxylum coletadas na Paraiba. Através de técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono treze (RMN *H e **C), incluindo técnicas
bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY e NOESY), foi possivel identificar.

e Quatro flavonoides dentre os quais trés sdo heterosideos ja relatados em outras

espeécies de Erythroxylum: epicatequina, quercetina-3-O-a-L-
raminosideo,ombuin-3-rutinosideo e ombuin-3-rutinosideo-5-glicosideo

e Um terpenoide - lupeol, e um esterdide — B-sitosterol.

Com o estudo da atividade antibacteriana do extrato metanolico de Erythroxylum

pulchrum, pode-se concluir:

e O extrato metanodlico de Erythroxylum pulchrum inibiu o crescimento das
linhagens bacterianas de Bacillus subtilis CCT 0516, Escherichia coli ATCC
2536,Pseudomonas aeruginosaATCC 8027,Pseudomonas aeruginosa ATCC
25619, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC
25925, Streptococcus sanguineos, Streptococcus salivares, Streptococcus

mutans, Streptococcus ATCC

e A espécie Staphylococcus aureus ATCC 25925 foi 0 mais sensivel, e as espécies
Streptococcus sanguineos e Streptococcus salivares foram as mais resistentes a

acao antibacteriana do extrato.
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