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RESUMO

As pesquisas na area de produtos naturais tém crescido nos ultimos anos devido
a grande procura da populacao por alternativas terapéuticas menos ofensivas e
mais viaveis. A resisténcia bacteriana a drogas € um problema de saude publica
gque pode ser contornado com a utilizacdo de agentes modificadores da
resisténcia obtidos de fontes naturais. A espécie Pilocarpus spicatus sbsp.
aracatensis Kaastra conhecida popularmente como jaborandi-da-restinga,
pertence & familia Rutaceae e encontra-se distribuida no Nordeste do Brasil.
Estudos anteriores relataram o potencial de P. spicatus como fonte de
metabolitos biologicamente ativos. Com isso, 0 presente trabalho tem como
objetivo a investigacdo fitoquimica dessa espécie e avaliagdo da atividade
moduladora da resisténcia bacteriana contra Staphylococcus aureus. As partes
aéreas de P. spicatus foram coletadas em Maturéia-PB. Uma exsicata (7428) foi
depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (UFPB). O material vegetal foi
desidratado, triturado e submetido a maceragcdo com EtOH 95%. A solucao
extrativa foi concentrada em evaporador rotativo para obtencdo do extrato
etandlico bruto (EEB). Uma parte do EEB (100 g) foi submetida a particéo liquido-
liguido utilizando os solventes hexano, cloroformio e acetato de etila. A fase
hexanica (4 g) foi submetida a cromatografia em coluna (CC) utilizando silica gel,
gue resultou em 20 fracBes. A fracdo PAHO3 foi submetida a nova CC para
obtencdo de xantoxilina. A fracdo PAH12 foi submetida a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)- preparativa para obtencdo de bergaptol, heraclenol,
pabularinona e isosaxalina. PAH13 foi submetida & CLAE semi-preparativa,
resultando no isolamento de 8-(3-etoxi-2-hidroxi-3-metilbutiloxi)-psoraleno e
mais quantidade de isosaxalina. A fase cloroférmica (5,5 g) foi submetida a
cromatografia em coluna (CC) utilizando silica gel resultando em 25 fragdes que
foram reunidas em 12. A fracdo PACEF foi identificada como heraclenol. A fracao
PACE foi submetida a CLAE semi-preparativa, resultando no isolamento de
escopoletina e isopimpinelina. A identificagcdo estrutural dos constituintes
guimicos isolados foi realizada através da analise dos espectros de RMN de 'H
e 13C, HMBC, HSQC, COSY e NOESY, bem como espectros de massas de alta
resolucdo. Foi avaliado o efeito modulador da resisténcia a drogas de duas
cumarinas isoladas (heraclenol e isoxalina) sobre norfloxacino e brometo de
etidio utilizando uma cepa de efluxo de S. aureus. O heraclenol reduziu duas
vezes a CIM do norfloxacino e a isosaxalina reduziu oito vezes. A reducdo da
CIM do brometo de etidio demonstrou que estes compostos sao inibidores
putativos do sistema de efluxo em bactérias. Este trabalho contribuiu para a
ampliacdo do conhecimento quimico da espécie P. spicatus, demonstrando seu
potencial como fonte de cumarinas.

Palavras-chave: Rutaceae. Pilocarpus spicatus. Cumarinas. RMN. Atividade
moduladora da resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Research in the area of natural products has grown in recent years due to the
great demand of the population for less offensive and more viable therapeutic
alternatives. Bacterial drug resistance is a public health problem that can be
solved with the use of resistance modifying agents obtained from natural sources.
The species Pilocarpus spicatus sbsp. aracatensis Kaastra is known in folk
medicine as jaborandi-da-restinga, belongs to the Rutaceae family and is
distributed in Northeast Brazil. Previous studies have reported the potential of P.
spicatus as a source of biologically active metabolites. The purpose of this work
is the phytochemical investigation of this species and evaluation of the
modulating activity of bacterial resistance against Staphylococcus aureus. The
aerial parts of P. spicatus were collected in Maturéia-PB. One specimen (7428)
was deposited at the Herbarium Prof. Lauro Pires Xavier (UFPB). The plant
material was dehydrated, crushed and extracted with 95% EtOH. The extractive
solution was concentrated in a rotary evaporator to obtain the crude ethanol
extract (CEE). A portion of the CEE (100 g) was subjected to liquid-liquid partition
using the solvents hexane, chloroform and ethyl acetate. The hexane phase (4
g) was subjected to column chromatography (CC) using silica gel which resulted
in 20 fractions. The PAHO3 fraction was subjected to a new CC to obtain
xanthoxylin. The PAH12 fraction was subjected to preparative high performance
liquid chromatography (HPLC) to obtain bergaptol, heraclenol, pabularinone and
isosaxalin. PAH13 was subjected to semi-preparative HPLC, resulting in the
isolation of more isosaxaline and 8-(3-ethoxy-2-hydroxy-3-methylbutyloxy)-
psoralen. The chloroform phase (5.5 g) was subjected to column chromatography
(CC) using silica gel resulting in 25 fractions which were grouped in 12. The PACF
fraction was identified as heraclenol. The PACE fraction was subjected to semi-
preparative HPLC, resulting in the isolation of scopoletin and isopimpineline. The
structural identification of the isolated chemical constituents was performed
through analysis of the 'H and *C NMR, HMBC, HSQC, COSY and NOESY
spectra, as well as high resolution mass spectra. The drug resistance modulating
effect of two isolated coumarins (heraclenol and isoxalin) on norfloxacin and
ethidium bromide against an efflux strain of S. aureus was evaluated. Heraclenol
reduced the MIC of norfloxacin two-fold and isosaxalin reduced it eight-fold. The
reduction of the MIC of ethidium bromide demonstrated that these compounds
are putative inhibitors of the efflux system in bacteria. This work contributed to
the expansion of chemical knowledge of the P. spicatus species, demonstrating
its potential as a source of coumarins.

Keywords: Rutaceae. Pilocarpus spicatus. Coumarins. NMR. Modulating activity
of bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais nas praticas terapéuticas é tdo antigo quanto
0 surgimento das primeiras civilizacgdes humanas, tendo se difundindo
mundialmente através do conhecimento popular que foi construido através da
observacdo de animais e experimentacdo na busca por ervas com finalidades
curativas (HOFFMANN e ANJOS, 2018).

Os primeiros tratados médicos foram escritos no antigo Egito, Grécia e
Roma e relatavam o uso de extratos de plantas, venenos obtidos de animais e
minerais com fins paliativos ou curativos. Centenas de ervas e formulas eram
descritas, e muitas destas sado utilizadas até hoje como, por exemplo, mel,
funcho, coentro, sene, alho e gengibre (MONTEIRO e BRANDELLI, 2017).

A partir do século XIX, o avanco da ciéncia permitiu separar, analisar e
identificar os principios ativos das plantas, resultando no isolamento das
primeiras substancias quimicas naturais, contribuindo para o progresso da
fitoterapia. Todavia, com o surgimento da medicina moderna e dos farmacos
sintéticos essa pratica tornou-se desvalorizada por certo tempo, sendo
substituida pelo uso dos medicamentos industrializados (MONTEIRO e
BRANDELLI, 2017).

No entanto, a utilizagdo de recursos naturais como fonte medicinal tem
crescido nos ultimos anos devido a grande procura da populacdo por novas
alternativas terapéuticas de facil acesso, baixo custo e com menos efeitos
colaterais, uma vez que quando manuseadas e utilizadas adequadamente, as
plantas medicinais sdo menos ofensivas do que os medicamentos sintéticos
(REIS, 2018; VIANA e RAMOS, 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 80% das
pessoas dos paises em desenvolvimento no mundo recorrem a medicina
tradicional para suprir as suas necessidades béasicas de saude como forma
terapéutica complementar, alternativa ou nao convencional (WHO, 2010). Da
mesma forma no Brasil, 82% da populacédo utilizam plantas medicinais ou seus
derivados nos cuidados a saude através do conhecimento popular ou por
orientacdo das diretrizes do Sistema Unico de Saide (SUS) (BRASIL, 2012;
SOUSA, SANTOS e ROCHA, 2019).
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Entretanto, muitas espécies de plantas medicinais ainda ndo foram
investigadas, e apesar de exercerem um papel benéfico a saude humana, seu
uso indiscriminado pode trazer sérios riscos ao organismo devido a presenca de
substancias quimicas de toxicidade desconhecida, contrapondo os dizeres
populares que afirmam “se é natural ndo faz mal”. Sendo assim, o conhecimento
aprofundado das drogas vegetais torna-se indispensavel para garantir a
populacdo seu uso seguro e eficaz (BRASIL, 2020; MOURA et al., 2020;
GLOWKA, MARQUES e MOURA, 2021).

As plantas sintetizam uma grande quantidade de compostos organicos
como produtos de seu metabolismo, classificados como metabdlitos primarios e
secundarios. Os produtos do metabolismo primario exercem fung¢des vitais do
vegetal como a fotossintese, sendo estes os carboidratos, lipidios, aminoécidos,
acidos nucleicos e clorofila. J& os metabolitos secundarios sdo formados em
resposta ao estresse ambiental, atuando como agentes de polinizacdo, de
competicdo e de defesa contra fitopatdbgenos. Estes sdo responsaveis por
fornecer caracteristicas inerentes a cada espécie vegetal como pigmentos e
aromas, além de promoverem efeitos medicinais para os seres humanos
(VIZZOTTO, KROLOW e WEBER, 2010; SILVA, BIZERRA e FERNANDES,
2018).

Por se tratar de um importante fornecedor de substancias
farmacologicamente ativas, o reino vegetal tem sido objeto de pesquisa de
muitos trabalhos na area de produtos naturais, fato evidenciado pelo nimero
crescente de publicacées (MONTEIRO e BRANDELLI, 2017).

Diante da busca aumentada por tais substancias, esta area de pesquisa
assume um papel importante na descoberta de novos farmacos através do
desenvolvimento de técnicas de isolamento e identificacdo dos fitoconstituintes,
seguido por avaliacdo de suas atividades biolégicas, resultando em um
conhecimento mais detalhado das plantas. Esses compostos podem ser
utilizados na sua forma natural ou servir de protétipos para a sintese de novos
farmacos (RODRIGUES, 2018).

Além disso, os produtos naturais agregam grande valor econdémico e
ambiental, possuindo diversas aplicacfes industriais, por exemplo, como
pigmentos e antioxidantes de alimentos (MATIUCCI et al., 2021), preservantes

de madeira comercial (VIVIAN et al., 2020), coagulantes no tratamento de agua
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ou de efluentes téxteis (LIMA JUNIOR e ABREU, 2018; SILVA, JUNIOR e
LOBATO, 2020), biopesticidas (ARAUJO et al., 2019), cosméticos (CARRULO,
2020) e medicamentos (SECA, 2020).

Detentor de uma grande reserva biologica ainda pouco estudada, o Brasil
representa um alvo valioso para a ciéncia de produtos naturais. Destacando-se
entre 0s cinco paises com maior biodiversidade do planeta, possui a flora mais
rica do mundo, com mais de 46.000 espécies de plantas distribuidas nos biomas
Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (BRASIL,
2022a). Tal riqueza ocupa lugar importantissimo na economia nacional sendo
responsavel por cerca de 50 % do PIB brasileiro, tornando fundamental o
incentivo a pesquisas que levem a um melhor aproveitamento dessa
biodiversidade (BRASIL, 2022b).

Levando em consideracao a grande utilizacdo de plantas medicinais ainda
nao estudadas do ponto de vista quimico e biolégico, e que a espécie Pilocarpus
spicatus, objeto desse trabalho, pertence a uma familia rica em compostos
biologicamente ativos, evidencia-se a importancia de um estudo aprofundado
dessa planta através do isolamento e identificagdo de moléculas organicas em
conjunto com testes bioldgicos posteriores, a fim de contribuir para a valorizacéo

e quimiotaxonomia do género Pilocarpus.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Ampliar o conhecimento fitoquimico do género Pilocarpus através do
isolamento e identificacdo de constituintes quimicos presentes em Pilocarpus
spicatus subsp. aracatensis Kaastra, e contribuir com o0 conhecimento

farmacologico dessa espécie.

2.2 Objetivos especificos

o Separar e isolar os metabdlitos secundarios presentes no extrato etandlico
bruto das partes aéreas de Pilocarpus spicatus através de meétodos

cromatogréaficos classicos e modernos;

= Desenvolver métodos analiticos em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para isolamento e purificacdo dos compostos presentes nas fracfes

oriundas do extrato etandlico bruto;

o |dentificar e/ou elucidar as estruturas quimicas dos constituintes de P.
spicatus através de métodos espectroscopicos de ressonancia magnética
nuclear unidimensional de H e *3C, e bidimensional (HMBC, HSQC, COSY

e NOESY), além de espectrometria de massas de alta resolucéo;

o Avaliar a atividade moduladora da resisténcia bacteriana de substancias
isoladas frente a uma cepa de efluxo de Staphylococcus aureus.



FUNDAMENTACAO
TEORICF
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideragdes sobre a familia Rutaceae A. Juss.

A familia Rutaceae pertence a ordem Sapindales (APG IV, 2016) e
compreende 160 géneros com cerca de 1800 espécies, distribuidas,
principalmente, nas regides tropicais e subtropicais do mundo todo, com centros
de diversidade na Australasia, América Tropical e Sul da Africa (Figura 1)
(KUBITZKI et al., 2011; COLE e GROPPO, 2020). No Brasil, ha ocorréncia de
50 géneros e 238 espécies, sendo 106 endémicas que podem ser encontradas
em todos os biomas brasileiros com maior representatividade nos dominios
fitogeogréaficos da Amazbénia e Mata Atlantica (PIRANI e GROPPO, 2020).

O estudo taxondémico de Rutaceae realizado por Morton e Telmer (2014),
reclassifica sua divisdo em quatro subfamilias monofiléticas: Aurantioideae,

Cneoroideae, Rutoideae e Amyridoideae.

Figura 1 — Distribuicdo geografica mundial de Rutaceae A. Juss. representada
pelas areas em verde.

<,

5

0 M

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Acesso em: 13 Jan 2022.
Disponivel em: <https://tropicos.org/name/42000265>
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As espécies dessa familia sdo encontradas na forma de pequenas
arvores, arbustos ou ervas e possuem como caracteristica marcante a presenca
de pontos translucidos, referentes a glandulas multicelulares produtoras de 6leos
essenciais aromaticos. Tais cavidades sdo encontradas em todas as partes da
planta, exceto nas raizes (PIRANI, 2002).

Rutaceae é uma familia quimicamente versatil, pois suas espécies séo
fontes de diferentes classes de metabdlitos secundarios como 6leos volateis
(PAW et al., 2020), cumarinas (WONGTHET et al., 2018), flavonoides (JATAV et
al., 2018), alcaloides (OMBITO, CHI e WANSI, 2020) e limonoides (SARTOR et
al., 2019).

Diversas atividades biologicas séo atribuidas a esses compostos, como
antioxidante (SOUZA et al., 2020), anti-inflamatéria (OMUJAL et al., 2020),
inseticida (PUTRI et al., 2020), neuroprotetora (MOHAMED et al., 2019),
citotoxica (TAHSIN et al., 2017), antimicrobiana, antifingica, antiprotozoario e
antiviral (SARAIVA FILHO et al., 2020).

As rutdceas merecem destaque por sua importancia na economia,
medicina e meio ambiente. As espécies do género Citrus produzem frutos
mundialmente consumidos como alimentos. Sao estes a laranja, o liméo e a
tangerina. Suas cascas apresentam aroma intenso de onde se extraem 6leos
essenciais para comercializacdo, empregados na industria farmacéutica e de
cosméticos como aromatizantes e saborizantes, além de possuirem
propriedades medicinais (OTHMAN et al., 2016; PAW et al., 2020).

A espécie Pilocarpus microphyllus € uma valiosa fonte do alcaloide
pilocarpina, constituinte de colirios utilizados no tratamento de glaucoma,
colocando o Brasil na posicdo de principal exportador deste principio ativo para
a industria farmacéutica internacional (LIMA et al., 2017; OLIMAT, 2020).

Espécies do género Ruta (FREITAS e LIMA, 2021), Zanthoxylum
(SARAIVA FILHO et al., 2020), Clausena (WONGTHET et al., 2018), Murraya
(LU et al., 2021), entre outros sdo bastante conhecidas e largamente utilizadas

na medicina popular para tratamento de diversas enfermidades.
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3.2 O género Pilocarpus Vahl

Pertencente a tribo Galpineae, subtribo Pilocarpineae, Pilocarpus € um
género neotropical, distribuido do México ao norte da Argentina, cujas espécies
habitam principalmente o interior de matas umidas e estacionais, sobretudo nas
porcdes norte-nordeste da América do Sul e oriental do Brasil (Figura 2). O
género conta com 17 espécies das quais 15 ocorrem no Brasil, sendo 11
endémicas (PIRANI e DEVECCHI, 2018; PIRANI e GROPPO, 2020).

Figura 2 — Distribuicdo geografica mundial de Pilocarpus Vahl representada
pelas areas em verde.

N,

0 2

..
Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Acesso em: 13 Jan 2022.
Disponivel em: < https://tropicos.org/name/40008825>

As espécies de Pilocarpus possuem largo emprego medicinal, sendo
conhecidas popularmente como “jaborandis”. Estas se apresentam na forma de
arbustos com folhas alternas, simples, folioladas ou pinadas, e sao diferenciadas
de outros géneros de Rutaceae com ocorréncia brasileira pelas inflorescéncias
racemiformes com flores (4)5-meras portando disco completamente adnato ao
ovario e frutos do tipo foliculo (PIRANI, 2002; COLE E GROPPO, 2020).

A literatura relata diversas atividades farmacologicas de Pilocarpus,
sendo mais estudadas suas atividades citotoxica e antimicrobiana, onde as

espécies Pilocarpus jaborandi e P. microphyllus se sobressairam em niamero de
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trabalhos desenvolvidos, provavelmente pelo seu grande histérico de uso
tradicional (BITTENCOURT et al., 2020).

Por ser fonte de pilocarpina, o jaborandi reduz a pressao intraocular e
estimula as secre¢fes salivares, lacrimais, géastricas e sudoriparas, sendo
utilizado no tratamento de glaucoma e xerostomia, como agente digestivo e
transpirante, além de constituir a formulagcdo de shampoos para controle da
gueda de cabelo e da seborreia. Outro uso dessas plantas é no tratamento de
doencas de pele como vitiligo e psoriase, propriedade esta atribuida as
cumarinas ali presentes (SANTOS e MORENO, 2004; CAPOLI, 2019).

Diferentes metabdlitos secundarios foram encontrados em Pilocarpus. Em
sua maioria, alcaloides (LIMA et al., 2017) seguido por cumarinas (CARMO et
al., 2018), oleos volateis (NOGUEIRA et al., 2020) e flavonoides (BERTRAND,
FABRE e MOULIS, 2001). Algumas substancias representantes dessas classes

estdo apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1 — Substéancias relatadas em espécies de Pilocarpus.

Substancia

Dimetilalil xantiletina

y-Muuroleno

OH

Limoneno

OH
0.
OH

OH

HO

Patuletina-3-O-B-rutinosideo

Classe Espécie Referéncia
Alcaloide Pilocarpus Lima et al., 2017
microphyllus
Cumarina Pilocarpus Carmo et al., 2018
pennatifolius
Oleo Pilocarpus Nogueira et al.,
essencial spicatus 2020
Flavonoide Pilocarpus Bertrand, Fabre e

trachylophus Moulis, 2001
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3.3 A espécie Pilocarpus spicatus subsp. aracatensis Kaastra

A espécie Pilocarpus spicatus A. St.-Hil., conhecida popularmente como
jaborandi-da-restinga, arengueiro, pimentinha ou catinga-de-porco consiste em
um arbusto ou arvore de pequeno porte endémico do Brasil. Se distribui entre os
estados do Rio de Janeiro ao Ceara (Figura 3), ocorrendo nos tipos de vegetacao
da Restinga, Mata Atlantica, florestas ombrofilas e florestas estacionais
semideciduais (PIRANI e GROPPO, 2020).

Figura 3 — Distribuicdo de P. spicatus no Brasil.

Fonte: Rutaceae in Flora do Brasil 2020. Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
Acesso em: 15 Jan. 2022. Disponivel em:
<http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB899>

Morfologicamente se caracteriza por folhas simples, alternas, subopostas
ou subverticiladas agrupadas nas extremidades dos ramos, com tricomas
unicelulares espalhados na face abaxial; flores amarelo-esverdeadas com
pedicelos 0-4(-5) mm, 4-meras, actinomorfas; pétalas (4-)5, ovadas, creme-
esverdeadas; ovario (4-)5-locular, com disco nectarifero inteiramente adnato;
semente elipsoide, marrom ou vinho-escuro; fruto esquizocarpo, conchiforme.
Floracdo predominante de marco a junho e frutificacdo de abril a julho (PIRANI,
2002; FARIA, SOMNER e ROSA, 2007).

A subespécie Pilocarpus spicatus sbsp. aracatensis Kaastra € encontrada

nos estados do Ceard, Paraiba, Pernambuco e Bahia (Figura 4). Distingue-se
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das outras subespécies pelas flores pediceladas (pedicelos 4-5 mm de
comprimento) geralmente menores que as demais e pelos mais curtos
(KAASTRA, 1977; PIRANI e GROPPO, 2020).

Figura 4 — Pilocarpus spicatus sbsp. aracatensis Kaastra.
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Imagem: Josean Fechine Tavares, 2011.

Estudos fitoquimicos com P. spicatus relataram o isolamento de
triterpenos do tipo damarano (ANDRADE-NETO et al., 1994) e tirucalano
(MADEIRO et al., 2016a), lignanas (SILVA et al., 2014), alcaloides (PETIT e
POLONOWSKY, 1897) e cumarinas (MADEIRO et al., 2016b). Além disso, o
limoneno foi identificado como o constituinte majoritario do 6leo essencial das
folhas, representando cerca de 40% de sua composicdo (ANDRADE-NETO et
al., 2002; NOGUEIRA et al., 2020).

Esta espécie também foi investigada farmacologicamente. Os extratos
brutos elaborados com diferentes solventes organicos das folhas, caules e raizes
de P. spicatus apresentaram alta atividade contra a forma tripomastigota de
Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas (MAFEZOLI et al., 2000;
SILVA et al., 2014). Os extratos cloroférmico e acetato de etila das folhas ou
partes aéreas apresentaram atividade imunomoduladora contra linfocitos
ativados por mitogeno (COSTA et al., 2010).
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Estudos realizados com o 6leo essencial obtido das folhas de P. spicatus
relataram boa atividade contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus (SANTOS et al., 1997; OLIVEIRA et
al., 2010). Este também demonstrou atividade inseticida contra as pragas
agricolas Dysdercus peruvianus, Oncopeltus fasciatus (APOLINARIO et al.,
2020) e contra o vetor da doenca de Chagas Rhodnius prolixus (MELLO et al.,
2007; FEDER et al., 2019), além de atividade acaricida contra o carrapato bovino
Rhipicephalus microplus (NOGUEIRA et al., 2020). As atividades edematogénica
(SILVA e RAO, 1992) e anticolinesterasica (OLIVEIRA et al., 2010) também
foram relatadas.

As cumarinas isoladas de P. spicatus estdo apresentadas no Quadro 2.
Os trabalhos que levaram ao isolamento destas também investigaram suas
atividades farmacoldgicas. Pavéao e colaboradores (2002) isolaram a cumarina
chalepina a partir da fracdo acetato de etila do extrato hexanico bruto dos caules
de P. spicatus, e descreveram sua atuacdo como inibidor da gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase glicossomal (JGAPDH) de T. cruzi (PAVAO et al., 2002).
A partir do extrato hexanico das raizes foi isolada a cumarina isoangenomalina,
por Silva e colaboradores (2014), mas esta nao foi testada quanto a sua atividade
por esses autores (SILVA et al., 2014).

Em 2016, Madeiro isolou bergapteno, xantotoxina e imperatorina a partir
da fase hexanica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de P. spicatus, as
guais foram avaliadas quanto a sua atividade antibacteriana e moduladora da
resisténcia a drogas frente a cepas de S. aureus resistentes. Como resultado foi
visto que as cumarinas ndo apresentaram atividade antibacteriana relevante.
Entretanto, imperatorina apresentou boa atividade moduladora, reduzindo a
concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antibidticos tetraciclina (2 vezes),
eritromicina e norfloxacino (4 vezes). Nesse mesmo trabalho, dois marcadores
dessa espécie foram quantificados, sendo encontrada uma concentracdo de 5,0
pHg/mL para xantotoxina e 2,22 ug/mL para imperatorina em uma solucdo a 1
mg/mL do extrato bruto (MADEIRO, 2016Db).



Quadro 2 — Cumarinas isoladas de Pilocarpus spicatus.
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Diante das evidéncias quimicas e farmacoldgicas da espécie Pilocarpus

spicatus, é notério que esta planta se trata de um alvo promissor para estudos

mais aprofundados a fim de explorar ainda mais seus metabdlitos secundarios e

as atividades que estes promovem.
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3.4 Cumarinas

As cumarinas sao lactonas derivadas do acido o-hidroxicinamico (2H-1-
benzopiran-2-ona) amplamente encontradas no reino vegetal, como também em
fungos e bactérias. Estas podem ser produzidas em diferentes partes da planta
como folhas, flores, caules e raizes. As principais familias de angiospermas
conhecidas como fontes dessa classe de metabdlitos sédo Apiaceae, Rutaceae e
Asteraceae (SIMOES et al., 2007; SARKER e NAHAR, 2017).

As cumarinas séo biossintetizadas pela via do acido chiquimico, sendo
derivadas do metabolismo da fenilalanina tendo como precursor o acido p-
hidroxicinamico (acido p-cumarico) que sofre orto-hidroxilacdo seguida por
fotoisomerizacdo da ligacdo dupla (E—>Z). Por fim, o isdbmero Z sofre
lactonizacdo espontanea gerando a 7-hidroxicumarina (umbeliferona) (Esquema
1). Esta pode sofrer hidroxilagdo, gerando as di e tri-hidroxicumarinas e seus
éteres (SIMOES et al., 2007).

O anel benzénico da 7-hidroxicumarina pode sofrer incorporacdo de
carbonos extras derivados de uma unidade isoprénica, formando estruturas mais
complexas. A hidroxila ativa as posi¢cdes orto, possibilitando a alquilagéo pelo
dimetilalil difosfato (oriundo da via do mevalonato), resultando na prenilacao das
posi¢cdes C-6 ou C-8, seguido por ciclizacdo, formando um anel furano (cinco
membros) ou um anel pirano (seis membros). Quando o grupo prenila € inserido
em C-6 originam-se as furano e piranocumarinas lineares. J4 a prenilacdo em C-
8 da origem aos homoélogos angulares (Esquema 1) (DEWICK, 2002).

Outros esqueletos cumarinicos podem ser formados a partir da via mista
do acetato com chiquimato (4-fenilcumarinas) ou apenas pela via do acetato (4-
n-propilcumarinas) (SIMOES et al., 2007). Algumas familias de plantas
produzem cumarinas com um ou mais radical prenil ou prenil modificado
inseridos em sua estrutura, e tais grupos séo derivados da via do mevalonato.
As cumarinas preniladas ocorrem comumente nas familias Apiaceae e Rutaceae
(SARKER e NAHAR, 2017).
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Esquema 1 — Via biossintética resumida das cumarinas (Adaptado:
Simoes et al., 2007).

X CO2H X C02H . _COH
HO HO OH
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As cumarinas sao conhecidas por sua acao anti-agregante plaquetaria,
representadas pelos derivados da 4-hidroxicumarina (varfarina e dicumarol)
amplamente utilizados como anticoagulante oral. Possuem aroma intenso,
sendo empregadas na industria como fragrancia de produtos de limpeza e
cosmeticos. Devido a sua alta capacidade de absor¢cédo da luz ultravioleta (UV),
as cumarinas sao bastante reativas, fato pelo qual apresentam fototoxicidade e
podem até causar cancer de pele. Por outro lado, a aplicacdo adequada aliada
a exposicao controlada a radiacdo UV possibilita seu emprego no tratamento de
doencas de pele como psoriase, vitiligo, hanseniase e dermatomicoses
(SIMOES et al., 2007).
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As propriedades biolégicas das cumarinas estdo relacionadas a seus
padrdes de substituicdo que podem ocorrer em qualquer uma das seis posi¢coes
do nucleo cumarinico béasico, conferindo a essa classe de compostos diversas
atividades como antitumoral, anti-inflamatéria, anticoagulante, antioxidante,

analgésica e antimicrobiana (WU et al., 2009).

3.5 Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e o uso de produtos

naturais

As infec¢Bes bacterianas constituem um problema de saude publica ha
muitos anos. Embora a descoberta dos antibidticos tenha revolucionado a
medicina, impedindo a morte de individuos causada por doencas infecciosas ao
longo do tempo, a disseminagao progressiva de microrganismos resistentes a
tais substancias consiste em um grande desafio para os microbiologistas
(FREITAS et al., 2020).

Atualmente, o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia esta
presente em quase todas as espécies de bactérias. Tal fenbmeno ocorre por
mutacdes intrinsecas ao microrganismo, como alteracdes no cédigo genético
durante o processo reprodutivo levando a alteracdes nos sistemas bioquimicos
gue impedem a acdo das drogas, ou ocorre por transferéncia de genes
responsaveis por tais mecanismos que ao serem importados por transducéo,
conferem resisténcia a bactéria (TAVARES, 2000).

Dentre os microrganismos que sofreram modificacdes na sensibilidade a
antibioticos destaca-se o Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva
patogénica adquirida em hospital que causa preocupacéao pelos profissionais de
saude por sua capacidade de adquirir resisténcia a todos os antibiéticos Uteis
comumente usados na clinica (GIBBONS, 2004).

As opcOes terapéuticas para tratar infeccbes causadas por S. aureus sao
bastante limitadas, principalmente em cepas resistentes a meticilina. As
fluoroquinolonas eram consideradas promissoras para tratar cepas
multirresistentes, porém com a generalizacdo da resisténcia estas também
perderam a sua eficacia. Entre os mecanismos conhecidos pelos quais S. aureus

pode desenvolver esse tipo de resisténcia, esta o efluxo de fluoroquinolonas
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hidrofilicas da célula, mediado pela bomba NorA presente na membrana
citoplasmatica da bactéria (KAATZ e SEO, 1995).

Uma alternativa prética para minimizar os efeitos resultantes do
desenvolvimento desses mecanismos, é a utilizacdo de agentes modificadores
ou moduladores da resisténcia, que consistem em compostos capazes de
potencializar a atividade de um antibiético contra uma cepa resistente. Quando
combinados com um antibiético ja conhecido, tais agentes podem atuar como
substratos para as proteinas de membrana responsaveis pelo efluxo de
antibiéticos da célula, inibindo o mecanismo de resisténcia, restaurando o nivel
intracelular adequado do farmaco e, portanto, sua eficacia. Além disso, eles
podem controlar o surgimento de novas mutacdes (GIBBONS, 2004; FALCAO-
SILVA et al., 2009).

Diante dessa problemética, a busca por novas substéncias com
propriedades antimicrobianas vem crescendo ao longo dos anos, destacando-se
0s produtos naturais devido a grande diversidade de compostos estruturalmente
distintos presentes nas plantas. Diferentes classes de metabdlitos secundarios
foram citadas por Gibbons (2004) como antibacterianos sendo eles mono,
sesqui, di e triterpenos, fenilpropanoides, cumarinas, lignanas, estilbenos,
flavonoides, alcaloides, policetideos, xantonas, produtos contendo enxofre, entre
outros (GIBBONS, 2004).

A atividade antibacteriana das cumarinas é bastante relatada tanto para
bactérias Gram-positivas, como para Gram-negativas (TADA et al., 2002). Seu
esqueleto basico compde uma classe de antibidticos aminocumarinicos
produzidos por espécies de Streptomyces (novobiocina, clorobiocina e
coumermicina) que atuam inibindo a DNA girase bacteriana. Foi observado em
estudos de relacdo estrutura-atividade que o caréter lipofilico da cumarina é

determinante para a alta atividade antibacteriana (WU et al., 2009).
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Estudo fitoquimico

4.1.1 Material e equipamentos utilizados

As etapas envolvidas na separacdo cromatografica dos constituintes
guimicos de Pilocarpus spicatus, incluindo o fracionamento, andlise, isolamento
e purificacdo desses compostos, foram realizadas por métodos classicos como
cromatografia em coluna (CC) por diferenca de polaridade, cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

As etapas de fracionamento foram realizadas por CC utilizando como fase
estacionaria silica gel artigo 7734 (Merck®) com particulas de 0,060-0,200 mm
de diametro e 70-230 mesh, e como suporte colunas cilindricas de vidro com
dimensdes variadas de acordo com a quantidade de amostra a elas aplicadas.

O monitoramento do processo de separagcao foi realizado por CCDA
utilizando cromatofolhas de aluminio-silica gel 60 PF2s4 (Merck®) de 0,25 mm de
espessura, as quais foram reveladas por exposicdo a lampada de irradiacdo
ultravioleta (UV) sob dois comprimentos de onda (254 e 366 nm) por meio de
aparelho modelo BOIT-LUBO1 (Boitton®) e por exposicdo a uma camara
saturada com vapores de iodo. As fragcdes foram reunidas de acordo com a
semelhanca entre seus fatores de retencéo (Rfs) observados por esta técnica.

Como fase movel da CC e CCDA, foram utilizados solventes grau P.A.
(hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol) puros ou em misturas binarias
com ordem crescente de polaridade.

As etapas de isolamento e purificacdo dos compostos foram realizadas
por CLAE. Para desenvolvimento de método foi utilizado um cromatégrafo
analitico Proeminence (Shimadzu®) equipado com médulo de bombeamento de
solvente binério LC-20AT, injetor automético SIL-20A, sistema de degaseificacdo
DGU-20A, detector SPD-M20A com arranjo de diodos e CBM-20A. Como fase
estacionaria foi utilizada uma coluna de fase reversa C-18 modelo 100-5-C18
(Kromasil®) com 250 mm x 4,6 mm de d. i. e 5 um de tamanho, conectada a uma
pré-coluna C-18. Para a realiza¢do das andlises, empregou-se um fluxo de 0,6
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mL/min e volume de inje¢do de 10 uL, com amostras preparadas na
concentracdo de 1 mg/mL.

A CLAE em escala semi-preparativa foi realizada em um cromatografo
(Shimadzu®) equipado com mdédulo de bombeamento de solvente binario LC-
6AD, injetor manual e detector UV-VIS-SPD-M10A. A coluna utilizada foi de fase
reversa (ACE®) com 250 mm x 10 mm de d. i. € 5 ym de tamanho. Para a CLAE
em escala preparativa utilizou-se cromatografo Proeminence (Shimadzu®)
equipado com moddulo de bombeamento de solvente binario LC-6AD, injetor
manual Rheodyne, detector SPD-M10A com arranjo de diodos e controlador de
sistema SCL-10A. Neste aparelho utilizou-se uma coluna de fase reversa C-18
modelo YMC-Actus Triart C18 (YMC®) com 250 mm x 21,2 mm de d.i. e 5 um de
tamanho.

Como fase moével da CLAE nas trés escalas empregadas foi utilizado agua
ultrapura obtida por sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore®) e metanol grau
CLAE (Tedia Brasil®), o qual também foi empregado no preparo da amostra. Os
solventes foram submetidos a cavitacao ultrassénica em lavadora ultrassénica
modelo Q13L/37 (Eco-sonics®) antes de entrarem no sistema de CLAE.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C uni e
bidimensionais foram registrados em espectrémetros Avance NEO 500 MHz
(Bruker®), operando a 500 MHz para RMN de 'H e 125 MHz para RMN de **C,
e BRUKER ASCEND 400 MHz (Bruker®), operando a 400 MHz (*H) e 100 MHz
(*3C), ambos localizados no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e
Andlise (LMCA) da UFPB. Os espectros foram registrados em solventes
deuterados: CDClz, CD3OD e DMSO-ds (Cambridge Isotope Laboratories®).

Para obtencdo dos espectros de massas de alta resolucéo (HRIES-MS)
foi utilizado um espectrometro micrOTOF Il (Bruker®), localizado no LMCA-
UFPB, operando com voltagem do capilar 3,5 kV, IES no modo positivo, offset
da placa final 500 V, nebulizador 8,0 psi, gas seco (N2) com fluxo de 5,0 L/h e

temperatura a 200 °C. Os espectros (m/z 50-1000) foram registrados a cada 2 s.
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4.1.2 Coleta e identificacdo do material botanico

O material vegetal (partes aéreas) da espécie Pilocarpus spicatus subsp.
aracatensis Kaastra foi coletado no municipio de Maturéia (7°11' 10" S e 37°25'
53" W), estado da Paraiba (PB), Brasil em julho de 2019. Para esse estudo, foi
realizado o cadastrado de acesso no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob numero
A259516.

A espécie coletada foi identificada pela Prof2. Dra. Maria de Fatima Agra
e uma exsicata (7428) encontra-se depositada no Herbario Prof. Lauro Pires

Xavier (JPB) do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza-UFPB.

4.1.3 Obtencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB) das

partes aéreas de P. spicatus

O material vegetal foi desidratado em estufa com ar circulante a
temperatura de 45 °C durante 72 horas, e em seguida, triturado em moinho
mecanico, obtendo-se 1,10 Kg do po da planta. Este foi submetido a maceracgéo
exaustiva utilizando EtOH 95% em um extrator de aco inoxidavel por 72 h. O
processo de extracdo foi repetido quatro vezes, obtendo-se a solucao extrativa,
a qual foi filtrada e concentrada sob pressao reduzida em evaporador rotativo a
uma temperatura de 40 °C para eliminagdo do solvente, obtendo-se 170 g do
extrato etandlico bruto (EEB).

Uma parte do EEB (100 g) foi submetida a particao liquido-liquido, sendo
este processo realizado duas vezes utilizando metade do material em cada uma
delas a fim de garantir uma melhor eficiéncia da separacgéo e evitar a formagéo
de emulsé&o. Solubilizou-se o EEB (2 x 50 g) em uma solugéao H20:EtOH (2x 1000
mL) na proporc¢éao 7:3 (v/v) com auxilio de grau e pistilo, obtendo-se uma solucao
hidroalcodlica que foi filtrada e transferida para uma ampola de separacdo. Em
seguida, foi realizada a particdo adicionando-se 0s solventes em ordem
crescente de polaridade (hexano, cloroférmio e acetato de etila), obtendo-se as
solucBes extrativas referentes a cada fase. Estas foram tratadas com sulfato de
sodio anidro (Na2S0Oa4) para remogéo do excesso de agua, e em seguida, foram

filtradas e concentradas sob pressdo reduzida em evaporador rotativo a uma
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temperatura de 40 °C, resultando nas respectivas fases: hexanica (4,52 g),
cloroférmica (6,34 g) e acetato de etila (4,64 g). Todo esse processo encontra-

se resumido no Esquema 2.

Esquema 2 — Obtencgéo e fracionamento do extrato etandlico bruto
(EEB) das partes aéreas de Pilocarpus spicatus.

[ Folhas frescas ]

- Secas em estufa com ar circulante (45 °C, 72 h)
- Trituracdo em moinho mecéanico

P6 da planta
(1,10 kg)
| - Macerac@o com EtOH 95 %
- Concentracdo sob presséo reduzida

[ EEB (170 g) ]

[ EEB (100 g) ]

- Solubilizagdo com 1000mL de H20:EtOH (7:3 v/v)
- Particdo com Hexano, Cloroférmio e Acetato de Etila
- Concentracdo sob presséo reduzida

[ Fase Hex ] Fase CHCI3 [ Fase AcOEt J

(4,52 9) (6,34 9) (4,64 g)

4.1.4 Processamento cromatogréafico da fase hexanica

A fase hexéanica (4,0 g) foi submetida a CC utilizando como fase
estacionaria silica gel e como fase movel hexano, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas binarias, com sistemas de eluicdo em ordem crescente de
polaridade (Quadro 3), resultando em 20 fra¢cdes (PAHO01-PAH20) coletadas em
volume de 300 mL cada.

Estas foram concentradas e analisadas através de CCDA por revelagcao
na luz UV, e por RMN de H, possibilitando a selecdo de 5 fracdes (PAHO5;
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PAH11; PAH12, PAH13 e PAH14) que se apresentaram mais limpas para serem
submetidas a CLAE em sistema analitico para desenvolvimento de método.
ApOs andlise dos cromatogramas, as fracdes PAH12 e PAH13 foram escolhidas
para serem trabalhadas em escalas preparativa e semi-preparativa, por
apresentarem os melhores perfis cromatograficos, com o objetivo de separar e

isolar os constituintes quimicos nelas contidos.

Quadro 3 — Processamento cromatogréfico por CC da fase hexéanica de

P. spicatus.
Sistema de eluicéo Fracdes obtidas
Hexano PAHO1
Hexano: AcOEt (95:5) PAHO2
Hexano: AcOEt (90:10) PAHO3
Hexano: AcOEt (88:12) PAHO4
Hexano: AcOEt (80:20) PAHO5 — PAHO7
Hexano: AcOEt (75:25) PAHO8 — PAH11
Hexano: AcOEt (70:30) PAH12 — PAH13
Hexano: AcOEt (60:40) PAH14 — PAH15
Hexano: AcOEt (50:50) PAH16
Hexano: AcOEt (40:60) PAH17
Hexano: AcOEt (20:80) PAH18
AcOEt PAH19
MeOH PAH20

A fragcdo PAHO3 (660 mg) foi submetida a purificagdo em uma nova CC
nas mesmas condicdes descritas anteriormente, e apds analise por RMN de *H
e 13C foi codificada como Ps-1 (300,0 mg).

4.1.4.1 Processamento cromatografico da fracdo PAH12 por CLAE

A fracdo PAH12 foi inicialmente submetida a CLAE em escala analitica
para desenvolvimento de um método cromatogréfico eficiente para separacao
dos constituintes quimicos presentes nela. A amostra foi preparada em metanol
na concentracdo de 1 mg/mL e filtrada (filtro de Nylon com poro de 0,45 pum). O
método que se apresentou mais eficaz utilizou um sistema gradiente de agua
(solvente A) e metanol (solvente B), onde a concentracdo de B variou de 40-
100% em um tempo de 90 min (Quadro 4), com fluxo da fase mével de 0,6

mL/min, volume de injecdo de 10 yL e comprimentos de onda utilizados para
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deteccdo de 230 e 254 nm. No cromatograma foram observados 10 picos

principais (Figura 5).

Quadro 4 — Método desenvolvido por CLAE para a fracdo PAH12.

Tempo de corrida  Concentragao de B

(min) (%)
0,01 40
60 70
70 80
90 100
110 100
115 40
130 40

Figura 5 — Cromatograma da fracdo PAH12.
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Em seguida, a fracdo foi submetida & CLAE em escala preparativa. Para
iIsso, 70 mg da amostra foi solubilizada em 1 mL de metanol, centrifugada
(12.000 rpm; 20°C; 5 min) e filtrada (filtro de Nylon com poro de 0,45 pym). O
sistema de eluicdo gradiente, tempo de corrida, e comprimentos de onda de
deteccdo foram mantidos, modificando-se apenas o fluxo de fase moével e o

volume de injecao que passaram a ser de 8 mL/min e 100 uL, respectivamente.
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Foram coletadas 10 fracbes que foram concentradas sob presséo
reduzida em evaporador rotativo a uma temperatura de 40 °C. Esse
procedimento resultou no isolamento de Ps-2 (Tr= 32,8 min, 1,6 mg), Ps-3 (Tr
= 38,0 min, 2,0 mg), Ps-4 (TrR=53,5 min, 4,0 mg) e Ps-5 (Tr= 65,8 min, 6,1 mg).

4.1.4.2 Processamento cromatogréafico da fracdo PAH13 por CLAE

A fracdo PAH13 foi preparada na concentracdo de 1 mg/mL, filtrada e
submetida & CLAE em escala analitica. O método desenvolvido utilizou um
sistema gradiente de agua (solvente A) e metanol (solvente B), onde a
concentracéo de B variou de 40-100% em um tempo de 65 min (Quadro 5), com
fluxo da fase mével de 0,6 mL/min, volume de injecdo de 10 pL e comprimentos
de onda utilizados para deteccédo de 230 e 254 nm. No cromatograma foram

observados 7 picos principais (Figura 6).

Quadro 5 — Método desenvolvido por CLAE para a fragcdo PAH13.

Tempo de corrida  Concentracdo de B

(min) (%)
0,01 40
30 60
35 70
60 85
65 100
85 100
90 40

105 40
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Figura 6 — Cromatograma da fracdo PAH13.
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Ao transpor o método para a escala semi-preparativa, 65 mg da amostra
foi solubilizado em 1,625 mL de metanol, centrifugado (12.000 rpm; 20°C; 5 min)
e filtrado (filtro de Nylon com poro de 0,45 pm). As condi¢Ges do gradiente de
eluicdo, tempo de corrida e leitura do detector foram mantidas, alterando-se
apenas o fluxo de fase mével e o volume de injecdo para 3,0 mL/min e 100 L,
respectivamente. Foram coletadas 7 fracdes, que foram concentradas sob
presséo reduzida em evaporador rotativo a uma temperatura de 40 °C. Esse
procedimento resultou no isolamento de Ps-6 (Tr = 40,0 min, 8,2 mg) e mais
quantidade de Ps-5 (Tr = 41,0 min, 10,3 mg). Todas as etapas envolvidas no
isolamento dos constituintes quimicos da fase hexanica encontram-se resumidas

no Esquema 3.
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Esquema 3 — Processamento cromatografico da fase hexanica de
Pilocarpus spicatus.

Fase Hex
(4,0 9)
- CC com silica gel;
Hex, AcOEt e MeOH

[ PAHO1 - PAH20 ]

- CCDA
-RMN *H

l PAHO3 I PAH12 PAH13 I

- CC com silica gel;
Hex, AcOEt e MeOH

Ps-1
(300 mg)
Ps-2 Ps-3 Ps-4 Ps-5 Ps-5 Ps-6
(1,6 mg) (2,0 mg) (4,0 mg) (6,1 mg) (10,3 (8,2 mg)

- HPLC preparativo - HPLC semi-prep.

4.1.5 Processamento cromatogréafico da fase cloroférmica

A fase cloroférmica (5,5 g) foi submetida a CC utilizando como fase
estacionaria silica gel e como fase mével hexano, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas binarias obedecendo a uma ordem crescente de
polaridade (Quadro 6). Essa coluna resultou na coleta de 25 fracdes (PACO1-
PAC25) de 300-600 mL cada, as quais foram concentradas sob pressao reduzida
em evaporador rotativo a 40 °C. Apoés andlise por CCDA e revelacao na luz UV,
as fracGes foram reunidas de acordo com a semelhanca entre seus fatores de
retencdo (Rfs) resultando em 12 subfracdes (PACA-PACL) renomeadas como

demonstrado no Quadro 7.
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Quadro 6 — Processamento cromatogréfico por CC da fase cloroférmica
de P. spicatus.

Sistema de eluicéo FracOes obtidas
Hexano: AcOEt (100:0)-(90:10) PACO1
Hexano: AcOEt (80:20) PACO02 — PACO3
Hexano: AcOEt (70:30) PAC04 — PACO5
Hexano: AcOEt (60:40) PACO06 — PACO09
Hexano: AcOEt (50:50) PAC10 — PAC11
Hexano: AcOEt (40:60) PAC12 — PAC13
Hexano: AcOEt (30:70) PAC14
Hexano: AcOEt (20:80) PAC15 - PAC17
Hexano: AcOEt (10:90) PAC18 — PAC19
AcOEt PAC20
AcOEt: MeOH (90:10) — (80:10) PAC21
AcOEt: MeOH (70:30) PAC22
AcOEt: MeOH (50:50) PAC23
MeOH PAC24 — PAC25

Quadro 7 — Reunido das fracdes apos analise por CCDA.

Fragcdes reunidas Subfragao
PACO1 — PACO3 PACA
PACO4 PACB
PACO5 — PACO06 PACC
PACO7 — PACO09 PACD
PAC10 — PAC13 PACE
PAC14 — PAC15 PACF
PAC16 — PAC20 PACG
PAC21 PACH
PAC22 PACI
PAC23 PACJ
PAC24 PACK
PAC25 PACL

O espectro de RMN de *H da subfracdo PACF (240 mg) mostrou que esta
se apresentava pura e se tratava de Ps-3.

Através das andlises de CCDA e RMN de 'H, cinco subfracdes (PACB;
PACD; PACE; PACG e PACH) foram selecionadas para serem submetidas a
CLAE em sistema analitico para desenvolvimento de método. Analisando os
cromatogramas, foi observado que a subfracdo PACE apresentou o melhor perfil
cromatografico e, portanto, foi escolhida para ser trabalhada em escala semi-

preparativa, objetivando separar e isolar seus constituintes quimicos.
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4.1.5.1 Processamento cromatogréafico da subfracdo PACE por CLAE

A fracdo PACE foi preparada em metanol na concentragao de 1 mg/mL e
filtrada (filtro de Nylon com poro de 0,45 pum). Em seguida, esta foi submetida a
CLAE em escala analitica, onde foi desenvolvido um método cromatografico
eficiente para separacdo dos constituintes quimicos presentes nela, o qual
utilizou um sistema gradiente de agua (solvente A) e metanol (solvente B), com
variacéo da concentracéo de B de 40-100% em um tempo de 55 min (Quadro 8),
com fluxo da fase moével de 0,6 mL/min, volume de injecdo de 10 pL e
comprimentos de onda utilizados para deteccdo de 220 e 254 nm. No

cromatograma foram observados 13 picos principais (Figura 10).

Quadro 8 — Método desenvolvido por CLAE para a fragdo PACE.

Tempo de corrida  Concentracdo de B

(min) (%)
0,01 40
45 85
55 100
70 100
75 40
90 40

Em seguida, o método foi transposto para a escala semi-preparativa, onde
200 mg da amostra foi solubilizado em 4,0 mL de metanol, centrifugado (12.000
rpm; 20°C; 5 min) e filtrado (filtro de Nylon com poro de 0,45 um). O sistema de
eluicdo gradiente, tempo de corrida, e comprimentos de onda de detec¢ao foram
mantidos, alterando-se apenas o fluxo de fase moével para 3,0 mL/min e o volume
de injecdo para 100 pL. Foram coletadas 13 fracdes, as quais foram
concentradas sob pressédo reduzida em evaporador rotativo a 40 °C. Esse
procedimento resultou no isolamento de Ps-7 (TrR= 11,5 min, 6,8 mg) e Ps-8 (Tr
= 27,5 min, 60,0 mg). Todas as etapas envolvidas no isolamento dos
constituintes quimicos da fase cloroférmica encontram-se resumidas no

Esquema 4.
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Figura 7 — Cromatograma da fracdo PACE.
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Esquema 4 — Processamento cromatografico da fase cloroférmica de
Pilocarpus spicatus.

Fase CHCI3
(5,50)
- CC com silica gel;
Hex, AcOEt e MeOH

[ PACO1 - PAC25 ]

- CCDA

[ PACA - PACL ]

PACF l PACE I

- HPLC semi-preparativo

|
| PACF |
() (&

(6,8 mg) (60 mg)
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4.1.6 Caracterizagéo estrutural das substancias isoladas

A identificacao estrutural dos constituintes quimicos isolados foi realizada
através da andlise dos espectros de RMN de 'H e '3C, utilizando técnicas
unidimensionais e bidimensionais como: HMBC (do inglés, Heteronuclear
Multiple Bond Correlation), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation),
COSY (Correlation Spectroscopy) e NOESY (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy).

As amostras foram preparadas nos solventes deuterados cloroférmio
(CDCl3), metanol (CD3OD) e dimetil sulféxido (DMSO-ds).

Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. Foram utilizados os sinais
caracteristicos de cada solvente como padrdes internos, sendo estes: dn 7,24
ppm e &c 77,0 ppm (CDClI3); &1 3,30 ppm e dc 49,0 ppm (CD30D); &1 2,50 ppm
e 0c 39,50 ppm (DMSO-ds).

As multiplicidades no espectro de RMN 'H foram indicadas segundo as
convencgoes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd
(duplo duplo dupleto), dg (duplo quarteto), t (tripleto), g (quadrupleto), sept.
(septeto) e m (multipleto).

Os espectros de RMN de 2C obtidos pela técnica APT (do inglés,
Attached Proton Test) tiveram como convencao a seguinte distribui¢do dos sinais
em ambas as fases do espectro: os sinais de carbonos n&o hidrogenados (C) e
metilénicos (CH2) acima da linha base e sinais de carbonos metinicos (CH) e
metilicos (CHs) abaixo da linha base.

Os espectros de massas das substancias foram feitos a partir da dilugcao
das amostras em metanol grau HPLC. As amostras foram analisadas utilizando

a técnica de ionizacao por eletrospray (ESI) no modo positivo.
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4.2 Avaliacdo da atividade moduladora da resisténcia a drogas em

Staphylococcus aureus

4.2.1 Local da pesquisa

O estudo para avaliacdo da atividade moduladora da resisténcia
bacteriana a drogas foi realizado no Laboratério de Genética de Microrganismos
(LGM) do Departamento de Biologia Molecular (DBM) localizado no Centro de
Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN) da UFPB.

4.2.2 Microrganismos

Para avaliar a atividade moduladora da resisténcia a drogas foi utilizada a
linhagem de Staphylococcus aureus SA1199-B fornecida pelo Dr. Simon
Gibbons (University of London), a qual superexpressa o gene norA que codifica
a proteina de efluxo norA responsavel pelo efluxo de fluoroquinolonas
hidrofilicas, como norfloxacino e compostos de outra natureza, como o corante
brometo de etidio (KAATZ e SEO, 1995; GIBBONS, 2004).

A linhagem foi mantida em agar nutriente (Blood Agar Base, HiMedia®)
inclinado. Antes dos testes, as células foram inoculadas em caldo nutriente
(Brain Heart Infusion, HiMedia®) para crescimento por 18-24 h a 37 °C.

4.2.3 Substancias testadas

As cumarinas isoladas, heraclenol (Ps-3) e isosaxalina (Ps-5), foram
individualmente solubilizadas em DMSO:H20 (4:1) antes de serem submetidas

aos testes.

4.2.4 Avaliacéo da atividade moduladora da resisténcia a drogas

Para avaliacdo da atividade das cumarinas isoladas como agentes
inibidores da bomba de efluxo de cepas de S. aureus resistentes a antibiéticos
sintéticos, foi necessario determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) do
antibiético ou biocida testado na presenca e na auséncia das substancias

avaliadas.
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Para esse teste, foram utilizados o antibiético sintético norfloxacino e o
brometo de etidio (Sigma-Aldrich®). A CIM destes foram determinadas em caldo
nutritivo (BHI) através da técnica de microdiluicdo, usando uma suspensao de
ca 105 UFC/mL com concentracées do antibiético e do brometo de etidio variando
de 512 a 8 yg/mL (diluigdo seriada 1/2). Quando na presenga das cumarinas, a
concentracdo destas foi de 1/4 de sua CIM para evitar interferéncia direta na
atividade antibacteriana.

A CIM de cada antibiotico ou biocida foi definida como a menor
concentracéo deste capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano
apos 24h de incubacado a 37 °C, através da visualizacao da presenca/auséncia
de crescimento bacteriano com o uso da solucdo de resazurina 0,01% (Sigma-
Aldrich®), um indicador de crescimento bacteriano. O crescimento bacteriano é
indicado pela mudanca de coloragcéo de azul para rosa resultante da reacéao de
reducdo da resazurina em resorufina. Dessa forma, na auséncia de crescimento

permanece a coloracao azul (O’BRIEN et al., 2000).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1ldentificagao estrutural de Ps-1

A substancia codificada como Ps-1 foi obtida como um cristal incolor,
pesando 300,0 mg. O espectro de massas de alta resolucdo obtido por ESI-MS
no modo positivo (Figura 9), mostrou o pico da molécula protonada em m/z
197,0812 [M+H]* compativel com a férmula molecular C10H1204 (calc. 196,2020).

O espectro de RMN de H, obtido a 500 MHz em CDCIs (Figura 10)
apresentou um par de dupletos em 6+ 6,03 (1H, d, J = 2,4 Hz) e 61 5,89 (1H, d,
J = 2,4 Hz) caracteristicos de hidrogénios aromaticos acoplando entre si em
posicdo meta (Figura 11). Essa informacao juntamente com a auséncia de outros
sinais nessa regido sugeriu a presenca de um anel aromatico tetrasubstituido.

Este espectro também mostrou um sinal em &+ 13,99 (1H, s) caracteristico
de hidroxila quelada, bem como um sinal em &+ 2,58 (3H, s) que foi atribuido a
metila de acetofenona sofrendo desprotecao por efeito anisotrépico da carbonila.
Para possibilitar a formacao de ponte de hidrogénio entre a hidroxila e a cetona
aromatica, tais grupos deveriam estar em posicdo orto entre si. Além disso,
também foi observado dois sinais em on 3,79 (3H,s) e em ®n 3,82 (3H,s)
referentes a duas metoxilas (Figura 12) inseridas em C-4 e C-6, respectivamente,
completando as quatro substituices do anel aromatico.

O espectro de RMN de 13C-BB (125 MHz, CDCls) (Figura 13) apresentou
nove sinais que foram atribuidos a dez carbonos, sendo estes cinco para
carbonos nédo hidrogenados, dos quais trés sdo oxigenados e um é carbonilico,
dois para carbonos metinicos do tipo sp? e trés para carbonos metilicos.

O sinal mais para a esquerda do espectro em oc 203,1 (Figura 13) foi
atribuido a carbonila de cetona, que retira densidade eletrénica por efeito indutivo
do atomo de oxigénio eletronegativo e por efeito da hibridizacdo do tipo sp?,
causando desprotecdo desse carbono, uma vez que o0s elétrons sédo
responsaveis pela blindagem do ndcleo atdmico contra o campo magnético
aplicado (PAVIA et al., 2015). A presenca de duas metoxilas na estrutura foi
confirmada pelo sinal intenso em &c 55,5.

Os sinais para carbonos metinicos aromaticos observados no
experimento de DEPT-135 (Figura 14), em &c 90,7 e dc 93,5 foram atribuidos,

respectivamente, a C-5 e C-3, ambos sofrendo efeito de protecéo por possuirem
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dois grupos doadores de elétrons em posicdes orto a eles. Contudo, o sinal mais
protegido foi atribuido a C-5 que se encontra orto a duas —OCHs, que doam
densidade eletronica mais fortemente do que a —OH. O sinal em &c 106,0 foi
atribuido ao carbono ndo hidrogenado C-1, que apesar de estar orto a dois
grupos doadores sofre efeito mais acentuado de desprotecdo por estar
diretamente ligado ao grupo carbonila retirador de elétrons (PAVIA et al., 2015).
A metila em &c 32,9 também se encontra desblindada pelo mesmo motivo.

Os sinais em dc 162,9, dc 166,0 e dc 167,5 (Figura 15) desprotegidos por
estarem ligados a um atomo de oxigénio eletronegativo foram atribuidos,
respectivamente a C-2, C-4 e C-6. Todos os dados de RMN de 'H e 3C estéo
compilados na Tabela 1.

Apbs comparagdo dos dados obtidos com os dados da literatura foi
possivel identificar Ps-1 como 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona ou xantoxilina
(Figura 8) (SUN, 2015), relatada pela primeira vez no género Pilocarpus, mas ja
encontrada em outros géneros da familia Rutaceae, como Phebalium (RASHID,
GRAY e WATERMAN, 1992), Zanthoxylum (JANG et al., 2020), Acradenia
(QUADER et al., 1991), Euodia (VALENCIENNES, SMADJA e CONAN, 1999) e
Geijera (SADGROVE, GONCALVES-MARTINS e JONES, 2014).

Estudos reportados para xantoxilina demonstraram sua atividade
antiespasmodica (CALIXTO et al.,, 1990), antinociceptiva, antiedematogénica
(CECHINEL-FILHO et al., 1996), antifungica (SIMONSEN et al., 2004), inseticida
(CHERMENSKAYA et al., 2012) e melanogénica (MOLEEPHAN et al., 2012).

Figura 8 — Estrutura quimica de Ps-1 (xantoxilina).

O e 5
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Tabela 1 — Dados de RMN de 'H e 3C de Ps-1 comparados com dados
da literatura para a xantoxilinad.

Ps-12 Xantoxilina®¢
oc ¢ oc &1
Posicao
1 106,0 - 106,1 -
2 162,9 - 162,8 -
3 93,5 5,89 (d; 2,4) 93,6 5,91 (d; 2,6)
4 166,0 - 167,4 -
5 90,7 6,03 (d; 2,4) 90,8 6,04 (d: 2,7)
6 167,5 - 166,0 -
1-COCHs 203,1 - 203,2 -
1-COCHzs 32,9 2,58 (s) 32,7 2,61 (s)
4-OCH; 55,5 3,79 (s) 55,4 3,82 (s)
6—OCH3 55,5 3,82 (s) 55,4 4,03 (s)
2-OH - 13,99 (s) - 14,08 (s)

3500 e 125 MHz, CDCl3; *400 e 100 MHz, CDCls. °Em paréntesis: multiplicidade e
J em Hz; 9Sun, 2015.

Figura 9 — Espectro de HR-ESI-MS de Ps-1.
C10H1304, [l4+H]

1+
197.0812

1+
179.0707
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151.0766
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164.9305
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Figura 10 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs) de Ps-1.
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Figura 11 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de
Ps-1 na regido de 5,85 — 6,06 ppm.
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Figura 12 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs) de
Ps-1 na regido de 3,67 — 4,01 ppm.
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Figura 13 — Espectro de RMN de *3C-BB (125 MHz, CDCIs) de Ps-1.
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Figura 14 — Espectro de RMN de *C-DEPT 135 (125 MHz, CDCIs) de
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Figura 15 — Expanséo do espectro de RMN de *3C-BB (125 MHz, CDCls)
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5.2 ldentificacao estrutural de Ps-2

A substancia codificada como Ps-2 foi obtida como um cristal incolor,
pesando 1,6 mg. O espectro de massas de alta resolucao obtido por ESI-MS no
modo positivo (Figura 17), mostrou o pico da molécula protonada em m/z
203,0339 [M+H]* compativel com a férmula molecular C11HeOa4 (calc. 202,1650).

O espectro de RMN de 'H, obtido a 500 MHz em DMSO-ds (Figura 18)
apresentou um par de dupletos em 6+ 6,38 (1H, d, J = 9,6 Hz) e 6+ 8,10 (1H, d,
J = 9,6 Hz) caracteristicos de hidrogénios olefinicos de esqueleto benzopiranico
de cumarina, atribuidos a H-3 e H-4, respectivamente, sendo este ultimo mais
desprotegido devido a deslocalizacdo de elétrons promovida pela carbonila do
anel lactona. O deslocamento quimico acima de &+ 8,00 ppm atribuido a H-4
sugere substituicdo na posicdo C-5, uma vez que na auséncia de substituicdo
esse valor se encontra em torno de dn 7,80 ppm quando se compara com 0S
dados de RMN de 'H do psoraleno (CHUNYAN et al., 2009).

Também foi possivel observar dois dupletos em 618,05 (1H, d, J = 2,4 Hz)
eemdn 7,02 (1H, d, J = 2,4 Hz) com constante de acoplamento caracteristica de
anel furanico, os quais foram atribuidos a H-2' e H-3’, respectivamente (Figuras
19 e 20). O valor de 3Jun = 2,4 Hz foi fundamental para determinar se a cumarina
€ do tipo furanica ou simples. A medida da constante de acoplamento entre duas
ligacbes C-H adjacentes é determinada pelo angulo diedro a entre essas duas
ligacbes e varia com o tamanho do anel em sistemas ciclicos e com a
eletronegatividade do heteroatomo ali presente. Dessa forma, o valor médio de
3Jun esperado para hidrogénios olefinicos de um anel furanico é J = 1,6-2,0 Hz
(PAVIA et al., 2015).

Neste mesmo espectro foi observado um simpleto em on 7,40 (1H, s)
atribuido a H-8. A auséncia de outros sinais sugeriu a atribuicdo do simpleto largo
em &n 3,17 (1H, sl) a um grupo hidroxila inserido em C-5 (Figura 21). Apdés
comparacdo dos dados espectrais de massas e de RMN de 'H obtidos com os
dados da literatura, foi possivel identificar Ps-2 como a furanocumarina 5-
hidroxipsoraleno ou bergaptol (Figura 16) (BITTERLING et al., 2022), relatada
pela primeira vez no género Pilocarpus.

Esse composto é bastante comum em espécies de Citrus (MATSUNO,

1956). Estudos anteriores relataram que bergaptol possui atividade inibitéria do
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complexo enzimatico da citocromo Passo melhorando a biodisponibilidade de
drogas, acdo antioxidante (GIRENNAVAR et al., 2007), potencial antiproliferativo
contra células HelLa e HepG2 (BAI et al., 2016), antiarterosclerose por captacéo
de colesterol e inibicdo de fatores inflamatérios (SHEN et al.,, 2020) e acao
fotoprotetora (BITTERLING et al., 2022).

Figura 16 — Estrutura quimica de Ps-2 (bergaptol).

Figura 17 — Espectro de HR-ESI-MS de Ps-2.
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Tabela 2 — Dados de RMN de 'H de Ps-2 comparados com dados da

literatura para bergaptol®.

Ps-22 Bergaptol®
O° &°
Posicao
6,38 (d; 9,6) 6,24 (d; 9,7)
8,10 (d; 9,6) 8,24 (d; 9,7)
4a - -
5 - -
6 - -
7 - -
8 7,40 (s) 7,14 (s)
8a - -
2’ 8,05 (d; 2,4) 7,90 (d; 2,3)
3 7,02 (d; 2,4) 7,18 (d; 2,3)
5-OH 3,17 (sl) -

3500 ({H) MHz, DMSO-de, 600 (:H) MHz, DMSO-ds; °Em paréntesis:
multiplicidade e J em Hz; “Bitterling et al., 2022.

Figura 18 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds) de Ps-2.
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Figura 19 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds)
de Ps-2 na regiéo de 8,01 — 8,13 ppm.
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Figura 20 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-de)
de Ps-2 na regido de 6,30 — 7,50 ppm.
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Figura 21 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-de)
de Ps-2 na regido de 3,14 — 3,58 ppm.
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5.3 Identificacao estrutural de Ps-3

A substancia codificada como Ps-3 foi obtida como um sdlido amorfo
amarelo, pesando no total 242,0 mg. O espectro de massas de alta resolugéo
obtido por ESI-MS no modo positivo (Figura 23), mostrou o pico da molécula
cationizada em m/z 327,0836 [M+Na]* compativel com a férmula molecular

Ci16H160s6 (calc. 304,2980).

O espectro de RMN de H, obtido a 500 MHz em CDClIs (Figura 24)
apresentou sinais caracteristicos de anel 6-lactdnico a,[3 insaturado de esqueleto
cumarinico, sendo estes 616,32 (1H,d, J=9,6 Hz) e 4 7,73 (1H, d, J = 9,6 Hz)
atribuidos a H-3 e H-4, respectivamente. Também foi possivel observar a
presenca de dois dupletos acoplando entre si com J = 2,3 Hz caracteristico de
anel furano, um em on 7,66 (1H, d, J = 2,3 Hz) e 0 outro em &1 6,79 (1H, d, J =
2,3 Hz) atribuidos a H-2' e H-3’, respectivamente. Além disso, 0 espectro
apresentou um simpleto em &n 7,35 (1H, s) que foi atribuido a H-5 (Figuras 25 e

26). Isso foi sugerido pelo deslocamento quimico de H-4, uma vez que quando
ocorre substituicdo na posicdo C-5, este hidrogénio encontra-se desprotegido
com deslocamento &1 > 8,00 ppm (SANDOVAL-MONTEMAYOR et al., 2012).
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Neste mesmo espectro, foi obervada a presenca de sinais em 614,38 (1H,
dd,J=10,2e 7,8 Hz) e dn4,72 (1H, dd, J = 10,2 e 2,6 Hz), atribuidos a Ha-2” e
Hb-2”, em &n 3,85 (1H, dd, J = 7,8 e 2,6 Hz) referente a H-3” (Figura 27), além
de dois simpletos em &+ 1,26 (3H, s) e d+ 1,30 (3H, s), atribuidos aos hidrogénios
H-5” e H-6” das metilas vizinhas a oxigenac¢ao. Esse conjunto de sinais sugeriu
a presenca de um grupo O-prenil modificado localizado em C-8, diferindo dos
deslocamentos quimicos apresentados para imperatorina, onde H-3" aparece
em On 5,58 ppm e as metilas em 61 1,68 e dr 1,71 por efeito de desprotecdo da
ligacdo dupla, como demonstrado abaixo (MADEIRO, 2016b).

&y 1.68
O espectro de RMN de '3C-BB (125 MHz, CDCls) apresentou dezesseis

sinais correspondentes a sete carbonos ndo hidrogenados, seis a carbonos

metinicos, um a carbono metilénico e dois a carbonos metilicos (Figura 28).

Os sinais em dc 146,8 e em dc 106,8 confirmaram a presenca de um anel
furanico, sendo atribuidos a C-2’ e C-3’, respectivamente (MACIAS et al., 1990).

A substituicdo em C-8 foi confirmada pelos valores de deslocamento
qguimico de C-4, C-4a e C-8a em &c 144,4, 6c 116,4 e &c 143,1. De acordo com
a literatura, quando o substituinte esté inserido em C-5 os carbonos C-4 e C-4a
sofrem efeito de protecdo, aparecendo em torno de oc 139,0 e dc 106,0,
respectivamente. Por outro lado, quando a substituicdo ocorre em C-8 o efeito
de protecdo € evidenciado em C-8a, que passa a apresentar deslocamento
guimico em torno de &c 143,0 ao invés de dc 152,0 ppm como demonstrado
abaixo (MACIAS et al., 1990).

G 1440

Bz 1150
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Na regido de carbonos alifaticos oxigenados (Figura 29), foram
observados os sinais em &c 75,5, 6c 76,1 e dc 71,5 que foram atribuidos aos
carbonos do grupo prenil modificado C-2”, C-3” e C-4”, respectivamente.

Os sinais mais protegidos do espectro em dc 25,0 e &6c 26,5 foram
atribuidos as metilas C-5” e C-6”. As demais atribuicdes para o esqueleto
furanocumarinico estdo apresentadas na Tabela 3.

A partir da comparacdo dos dados espectrais obtidos de massas e de
RMN de 'H e 3C com dados da literatura, foi possivel identificar Ps-3 como a
furanocumarina prenilada heraclenol (Figura 22) (GUI et al., 2020), relatada pela
primeira vez em Pilocarpus, mas ja reportada em outros géneros de Rutaceae
como Phebalium (GIRARD et al., 2005), Esenbeckia (CARVALHO, PIRANI e
FERREIRA, 2021), Amyris (BADAWI et al., 1980) e Ruta (KABOUCHE et al.,
2003).

Estudos in vitro com heraclenol relataram sua atividade anti-HIV (ZHOU
et al., 2000), inibitoria da biossintese de melanina (BAEK et al., 2003),
antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus (SOUZA,
2005), e inibitéria da anidrase carbénica IX associada a tumor (FOIS et al., 2020).

Figura 22 — Estrutura quimica de Ps-3 (heraclenol).
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Figura 23 — Espectro de HR-ESI-MS de Ps-3.

Tabela 3— Dados de RMN de H e 3C de Ps-3 comparados com dados

da literatura para heraclenol®.

Ps-32 Heraclenol®d
&c ¢ &c &°
Posicéo

160,5 - 160,5 -

114,6 6,32 (d; 9,6) 114,6 6,37 (d; 9,8)
4 1444 7,73 (d; 9,6) 144,5 7,79 (d; 9,8)
4a 116,4 - 116,4 ;
5 113,6 7,35 (s) 113,6 7,37 (s)
6 126,1 - 126,1 -
7 147,7 - 148,7 -
8 1315 - 131,6 -
8a 143,1 - 143,1 -
2 146,8 7,66 (d; 2,3) 146,9 7,70 (d; 2,2)
3 106,8 6,79 (d; 2,3) 106,9 6,85 (d:; 2,2)
2” 75,5 Ha 4,38 (dd; 10,2 e 7,8) 75,6 Ha 4,42 (dd; 10,2 e 8,0)

Hb 4,72 (dd; 10,2 e 2,6) Hb 4,76 (dd; 10,2 e 2,8)

3” 76,1 3,85 (dd; 7,8 e 2,6) 76,2 3,90 (dd; 8,0 e 2,8)
4” 71,5 - 71,6 -
5” 25,0 1,26 (s) 25,1 1,30 (s)
6” 26,5 1,30 (s) 26,5 1,34 (s)

3500 (*H) e 125 (**C) MHz, CDCI3; 400 (*H) e 100 (**C) MHz, CDCls;“Em paréntesis: multiplicidade

e J em Hz: 9Gui et al., 2020.
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Figura 24 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClz) de Ps-3.
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Figura 25 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIls) de
Ps-3 na regido de 7,32 — 7,76 ppm.
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Figura 26 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz) de
Ps-3 na regido de 6,32 — 6,80 ppm.
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Figura 27 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClz) de
Ps-3 na regido de 3,85 — 4,75 ppm.
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Figura 28 — Espectro de RMN de *3C-BB (125 MHz, CDCIs) de Ps-3.
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Figura 29 — Expanséo do espectro de RMN de 3C-BB (125 MHz,
CDCIs) de Ps-3 na regidao de 70 — 78,5 ppm.
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5.4 Identificacao estrutural de Ps-4

A substancia codificada como Ps-4 foi obtida como um sdélido amorfo
branco, pesando 4,0 mg. O espectro de massas de alta resolucdo obtido por ESI-
MS no modo positivo (Figura 31), mostrou o pico da molécula protonada em m/z
287,0912 [M+H]* compativel com a férmula molecular C16H140s (calc. 286,2830).

O espectro de RMN de 'H, obtido a 400 MHz em CDCIz (Figura 32),
apresentou um par de dupletos em 6+ 6,35 (1H, d, J =9,7 Hz) e 61 7,74 (1H, d,
J =9,7 Hz) de esqueleto cumarinico, referentes a H-3 e H-4, respectivamente, e
um par de dupletos em 7,65 (1H, d, J = 2,3 Hz) e d1 6,79 (1H, d, J = 2,3 Hz)
caracteristicos de anel furano, referentes a H-2' e H-3’ (Figura 33).

Essas atribuicfes foram sustentadas pelas correlacbes apresentadas no
espectro de correlagdo homonuclear COSY (Figuras 34 e 35) dos hidrogénios
H-3 com H-4 e H-2” com H-3’, confirmando que Ps-4 se tratava de uma
furanocumarina. Além disso, o0 espectro apresentou um simpleto em &x 7,35 (1H,
s) que foi atribuido a H-5.

Neste mesmo espectro foi obervado um dupleto com integral para seis
hidrogénios em 611,18 (6H, d, J = 7,0 Hz) de H-5" e H-6”, e um septeto em dx
3,05 (1H, sept., J = 7,0 Hz) de H-4” indicando a presenca de um grupo dimetil
geminado acoplando com um hidrogénio metinico adjacente (Figura 36). Isso foi
confirmado pela observacao de outro sistema de spin no espectro de COSY, que
mostrou a correlagcéao entre H-4” e H-5"/H-6" (Figura 37).

Também se observou um simpleto em &n 5,18 (2H, s) atribuido aos
hidrogénios metilénicos de H-2” sofrendo efeito de desprotegcdo por
eletronegatividade do atomo de oxigénio diretamente ligado ao carbono que os
sustenta, por anisotropia do anel aromético e de um grupo carbonila vizinhos a
eles. Esse conjunto de sinais e o deslocamento quimico de H-4 abaixo de &n
8,00 ppm, sugeriu a presenca de um grupo prenil modificado inserido em C-8.

A posicao do grupo preniloxi foi confirmada pelo sinal forte, apresentado
no espectro de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 41 e 42), entre 0s
hidrogénios Ha-2”/Hb-2” com C-8 indicando uma correlacao a trés ligacdes de
distancia (3J). A presenca de uma carbonila inserida em C-3” foi confirmada pela

correlacdo observada entre os hidrogénios Ha/b-2”, H-4”, H-5” e H-6” com um
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sinal em &¢ 209,9 (C-3”) caracteristico de carbonila de cetona (Figura 42) (PAVIA
et al., 2015).

A analise dos espectros bidimensionais de correlacdo heteronuclear direta
HSQC (Figuras 38-40) permitiu a atribuicdo dos deslocamentos quimicos de
carbonos hidrogenados. E a partir da analise dos espectros de correlacdo
heteronuclear a longa distancia HMBC (Figuras 41-44) foi possivel determinar os
carbonos nao hidrogenados. Todas as atribuicbes encontram-se compiladas na
Tabela 4.

A partir da comparacéo dos dados espectrais de massas e de RMN de 'H
e 13C obtidos com dados da literatura, foi possivel identificar Ps-4 como
pabularinona (Figura 30) (MACIAS et al., 1990; YAN et al., 2020), relatada pela
primeira vez no género Pilocarpus, mas ja foi encontrada em outros géneros de
Rutaceae, como Amyris (HASBUN, 1985), Phebalium (GIRARD et al., 2005) e
na espécie Clausena lansium onde relataram sua atividade citotéxica (JIANG et
al., 2014) e antiinflamatoéria (SHEN et al., 2012).

Figura 30 — Estrutura quimica de Ps-4 (pabularinona).
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Tabela 4 — Dados de RMN de 'H e 3C de Ps-4 comparados com dados

da literatura para o Pabularinona“s.

Ps-47 Pabularinona®?
Posicédo HSQC HMBC Cosy
Sc O¢ 2Jcn e HxH Sc B¢
160,0 - H-3 H-4 160,1 -
114,9 6,35 (d; 9,7) H-4 114,8 6,37 (d; 9,8)
144,3 7,74 (d; 9,7) H-5 H-3 144,3 7,77 (d; 9,8)
4a 116,5 - H-4;H-5 H-3 116,6 -
5 113,3 7,35 (s) H-4 113,3 7,37 (s)
126,0 - H-5;H-3’ H-2' 126,1 -
147,1 - H-5; H-3’ 1471 -
‘H-2’
8 131,2 - Ha/b-2” 1311 -
8a 142,6 - H-4;H-5 142,6 -
2 145,8 7,65 (d; 2,3) H-3’ 146,7 7,66 (d; 2,0)
3 106,6 6,79 (d; 2,3) H-2’ H-5 H-2’ 106,8 6,82 (d; 2,0)
27 75,4 Ha/Hb 5,18 (s) 75,3 5,20 (2H, s)
3” 209,9 - Ha/b-2”; H-4” H-5";H-6” 209,9 -
47 37,2 3,05 (sept.; 7,0) H-5":H-6" H-5"H-6" 37,0 3,06 (sept.; 6,8)
5” 18,1 1,18 (d; 7,0) H-6" H-4" 17,9 1,21 (d; 6,8)
6” 18,1 1,18 (d; 7,0) H-5”" H-4” 17,9 1,21 (d; 6,8)

3400 (*H) e 100 (*3C) MHz, CDCls;*400 (*H) e 100 (*3C) MHz, CDCls. °Em paréntesis:

4YAN et al., 2020.

2742724

Figura 31 — Espectro de HR-ESI-MS de Ps-4.
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Figura 32 — Espectro de RMN de *H (400
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Figura 33 — Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIls) de
Ps-4 na regido de 6,30 — 7,80 ppm.
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Figura 34 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) de

wwmmw.uwmwwm.ﬂﬂw

Ps-4 na regido de 2,92 — 3,16 ppm.
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Figura 35 — Espectro de RMN — COSY 'H-1H (400 MHz, CDCIs) de Ps-4.

N

Y 1T

[ 7
[ "
]
'
0 ]
[
'
L ' Yo
11 10 8 7 6 4 3 2 1 0 1

r1o0

11

f1 (ppm)



Figura 36 — Expanséo do espectro de RMN-COSY H-H (400 MHz,
CDCl3) de Ps-4 na regiao de (6,20 — 7,90 ppm) x (6,10 — 7,90 ppm).
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Figura 37 — Expanséo do espectro de RMN-COSY H-'H (400 MHz,
CDCl3) de Ps-4 na regiao de (1,10 — 3,30 ppm) x (0,50 — 3,50 ppm).
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Figura 38 — Espectro de RMN-HSQC (400 e 100 MHz, CDCls) de Ps-4.
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Figura 39 — Expanséao do espectro de RMN-HSQC (400 e 100 MHz,
CDCl3) de Ps-4 na regiao de (6,30 — 7,70 ppm) x (110,0 — 145,0 ppm).
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Figura 40 — Expanséo do espectro de RMN-HSQC (400 e 100 MHz,

CDCl3) de Ps-4 na regiao de (1,10 — 5,40 ppm) x (15,0 — 75,0 ppm).
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Figura 41 — Espectro de RMN-HMBC (400 e 100 MHz, CDCls) de Ps-4.
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Figura 42 — Expanséao do espectro de RMN-HMBC (400 e 100 MHz,
CDCl3) de Ps-4 na regido de (1,20 — 5,40 ppm) x (130,0 — 210,0 ppm).
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Figura 43 — Expanséo do espectro de RMN-HMBC (400 e 100 MHz,
CDCI3) de Ps-4 na regiao de (6,10 — 7,90 ppm) x (105,0 — 160,0 ppm).
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Figura 44 — Expanséao do espectro de RMN-HMBC (400 e 100 MHz,
CDCl3) de Ps-4 na regiao de (1,00 — 3,20 ppm) x (12,0 — 44,0 ppm).
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5.5 Identificacéo estrutural de Ps-5

A substéancia codificada como Ps-5 foi obtida como um solido amorfo
marrom claro, pesando no total 16,4 mg. O espectro de massas de alta resolucéo
obtido por ESI-MS no modo positivo (Figura 46), mostrou o pico da molécula
cationizada em m/z 345,0503 [M+Na]* compativel com a férmula molecular
C16H15ClOs (calc. 322,7400).

O espectro de RMN de 'H (Figura 47), obtido a 500 MHz em CDCls,
apresentou um conjunto de sinais em 6+ 6,35 (1H, d, J = 9,6 Hz), d+ 7,75 (1H, d,
J=9,6 Hz), 7,69 (1H, d, J = 2,3 Hz), 616,81 (1H, d, J = 2,3 Hz) e 1 7,38 (1H, S)
caracteristicos de esqueleto furanocumarinico, os quais foram atribuidos a H-3,
H-4, H-2’, H-3’ e H-5, respectivamente (Figuras 48 e 49). No espectro de
correlagdo homonuclear de COSY (Figuras 55 e 56) foram observadas
correlagcdes entre H-3 e H-4, e entre H-2’ e H-3’, confirmando o tipo de esqueleto

proposto.
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Também foi possivel observar sinais em &1 4,44 (1H, dd, J = 10,2 e 8,0
Hz) e 61 4,85 (1H, dd, J = 10,2 e 3,0 Hz) atribuidos aos hidrogénios metilénicos
diasterotopicos Ha-2” e Hb-2” e em 4,08 (1H, dd, J = 8,0 e 3,0 Hz) do hidrogénio
oximetinico H-3” (Figura 50). Tais atribuicbes foram sustentadas pelo espectro
de COSY (Figura 57), que apresentou correlacdes do hidrogénio Ha-2” com Hb-
2" e H-3”.

Além disso, foi obervado dois simpletos com integral para trés hidrogénios
cada em 01 1,67 (3H, s) e 61 1,68 (3H, s) H-5” e H-6" (Figura 51), indicando a
presenca de duas metilas sofrendo efeito de desprotecdo por um elemento
eletronegativo adjacente a elas, onde foi sugerido que se tratava de um atomo
de cloro, coerente com o valor de deslocamento quimico para hidrogénios do
carbono a ao carbono ligado ao halogénio (por volta de dn 1,69 ppm). Isso
corroborou o sinal apresentado no espectro de RMN de *3C (Figura 54) em &c
71,0 ppm, que se encontra dentro da faixa esperada para carbono ligado a um
atomo de cloro que vai de dc 35-80 ppm (PAVIA et al., 2015).

Os espectros de RMN de *C-BB (125 MHz, CDCIz) (Figuras 52-54)
apresentaram quinze sinais correspondentes a dezesseis carbonos, dos quais
sete sdo carbonos nado hidrogenados, seis carbonos metinicos, um metilénico e
dois metilicos.

O conjunto de sinais abaixo de d+ 5,00 ppm apresentado no espectro de
RMN de H, juntamente com quantidade de sinais observada no espectro de
RMN de *3C, sugeriu a presenca de um grupo prenil modificado na estrutura. A
posicdo desse grupo em C-8 foi confirmada pela correlacéo (3J) apresentada no
espectro de HMBC (Figuras 59 e 60), entre os hidrogénios Ha-2"/Hb-2” com C-
8. Todas as atribuicées encontram-se compiladas na Tabela 5.

Apds comparacéo dos dados espectrais de massas e de RMN de 'H e 13C
obtidos com dados da literatura, Ps-5 foi identificada como 8-O-(3-cloro-2-
hidroxilisopentil)-psoraleno ou isosaxalina (Figura 45) (CAO et al., 2020).

Essa substancia estd sendo relatada pela primeira vez no género
Pilocarpus, mas ja foi encontrada em Rutaceae nas espécies Murraya koenigii
(REISCH et al., 1994) e Clausena dunniana (CAO et al., 2020). Isosaxalina foi
estudada quanto a sua atividade inibitoria da biossintese de melanina (BAEK et
al., 2003).
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Figura 45 — Estrutura quimica de Ps-5 (isosaxalina).

Tabela 5 — Dados de RMN de H e 3C de Ps-5 comparados com dados da
literatura para isosaxalina®.

Isosaxalina®®

Ps-5?2
Posicao HSQC HMBC Cosy
5c O¢ 2Jcn 3o Hx'H 5c O°

160,3 - H-3 H-4 160,3 -

115,0 6,36 (d; 9,6) H-4 H-4 115,0 6,37 (d; 9,6)
4 144.4 7,75 (d; 9,6) H-5 H-3 1444 7,76 (d; 9,6)
4a 116,7 - H-4; H-5 116,7 -
5 114,0 7,38 () H-4 114,0 7,35 (s)
6 126,2 - H-3 H-2 126,2 -
7 148,2 - H-3’ 148,1 -
8 131,7 - Ha/b-2” 131,7 -
8a 143,6 - H-4 143,5 -
2 1470 7,69 (d; 2,3) H-3’ H-3’ 147,0 7,70 (d; 2,2)
3 107,0 6,81 (d; 2,3) H-2’ H-2’ 107,0 6,83 (d; 2,2)
27 754  Ha4,44 (dd; 10,2 e 8,0) Hb-2";H-3” 754  Ha 4,54 (dd; 10,4 e 7,5)

Hb 4,85 (dd; 10,2 e 3,0) Ha-2” Hb 4,86 (dd; 10,4 e 2,9)

3” 77,4 4,08 (dd; 8,0 e 3,0) H-5";H-6" 75,4 4,09 (dd; 7,5 e 2,9)
4” 71,0 - H-5";H-6" Ha/b-2” 71,1 -
5” 28,6 1,67 (s) H-6" 28,6 1,68 (s)
6” 29,7 1,68 (s) H-5" 29,7 1,70 (s)

3500 (*H) e 125 (*3C) MHz, CDCls; ®400 (*H) e 100 (**C) MHz, CDCls; °Em paréntesis: multiplicidade e J em Hz; YCao

et al., 2020.
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Figura 46— Espectro de HR-ESI-MS de Ps-5.
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Figura 47 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz) de Ps-5.
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Figura 48 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs) de
Ps-5 na regido de 7,36 — 7,80 ppm.
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Figura 49 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de
Ps-5 na regido de 6,34 — 6,86 ppm.
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Figura 50 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz) de
Ps-5 na regiéo de 4,05 — 4,90 ppm.
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Figura 51 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIls) de
Ps-5 naregiao de 1,49 — 1,83 ppm.
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Figura 52— Espectro de RMN de '3C- BB (125 MHz, CDCls) de Ps-5.
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Figura 53 — Expanséo do espectro de RMN de **C- BB (125 MHz,
CDCI3) de Ps-5 na regido de 102,0 — 162,0 ppm.
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Figura 54 — Expanséo do espectro de RMN de '3C- BB (125 MHz,
CDCI3) de Ps-5 na regido de 24,0 — 78,0 ppm.
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Figura 55 — Espectro de RMN-COSY *H-'H (500 MHz, CDCIls) de Ps-5.
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Figura 56 — Expanséo do espectro de RMN-COSY *H-1H (500 MHz,
CDCl3) de Ps-5 na regiao de (6,20 — 7,90 ppm) x (6,00 — 8,20 ppm).
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Figura 57 — Expanséo do espectro de RMN-COSY H-'H (500 MHz,
CDCl3) de Ps-5 na regiao de (3,80 — 5,00 ppm) x (3,60 — 5,30 ppm).
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Figura 58 — Espectro de RMN-HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de Ps-5.
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Figura 59 — Espectro de RMN-HMBC (500 e 125 MHz, CDCIs3) de Ps-5.
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Figura 60 — Expanséo do espectro de RMN-HMBC (500 e 125 MHz,
CDCl3) de Ps-5 na regiao de (4,50 — 8,00 ppm) x (105,0 — 165,0 ppm).
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Figura 61 — Expanséao do espectro de RMN-HMBC (500 e 125 MHz,
CDCls) de Ps-5 na regiao de (1,60 — 5,00 ppm) x (25,0 — 80,0 ppm).
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5.6 Identificacéo estrutural de Ps-6

A substancia codificada como Ps-6 foi obtida como um liquido oleoso
amarelado, pesando 8,2 mg. O espectro de massas de alta resolucdo obtido por
ESI-MS no modo positivo (Figura 63), mostrou o pico da molécula cationizada
em m/z 355,1147 [M+Na]* compativel com a formula molecular C1sH2006 (calc.
332,3520).

O espectro de RMN de H, obtido a 500 MHz em CDCIs (Figura 64),
apresentou um conjunto de sinais caracteristicos de furanocumarina sendo estes
em o+ 6,35 (1H, d, J = 9,6 Hz), 6w 7,74 (1H, d, J = 9,6 HZz), 7,68 (1H, d, J = 2,2
Hz), 6+ 6,80 (1H, d, J = 2,2 Hz) e &1 7,36 (1H, s), os quais foram atribuidos a H-
3, H-4, H-2’, H-3’ e H-5, respectivamente (Figuras 65 e 66). Estes acoplamentos
foram confirmados pelo espectro de correlacdo homonuclear COSY (Figura 73
e 74), que mostrou correlagdes entre H-3 e H-4, e entre H-2" e H-3'.

Também foi possivel observar um conjunto de sinais referentes a uma
prenila, sendo dois duplo dupletos em o+ 4,38 (1H, dd, J = 10,3 e 8,2 Hz) e dH
4,72 (1H, dd, J = 10,3 e 3,1 Hz) atribuidos aos hidrogénios geminados Ha-2” e
Hb-2”, respectivamente, acoplando entre si com J = 10,3 e acoplando com o um
hidrogénio vicinal H-3” em dn 4,00 (1H, dd, J = 8,2 e 3,1 Hz) (Figura 67). Isso
corroborou as correlagdes apresentadas no espectro de COSY, de Ha-2” com
Hb-2” e com H-3” (Figura 75). A insercdo do grupo preniléxi em C-8 sugerida
pelo deslocamento quimico de H-4 (< &+ 8,00 ppm), foi confirmada pelas
correlagdes vistas no mapa de correlagdo HMBC entre os hidrogénios Ha/b-2”
com C-8 a trés ligacGes de distancia (3J).

Além disso, foram obervados dois simpletos com integral para trés
hidrogénios cada em 61 1,25 (3H, s) e 61 1,26 (3H, s) atribuidos as duas metilas
H-5" e H-6" (Figura 69). Este mesmo espectro apresentou ainda trés sinais
sendo estes em ox 3,45 (1H, dg, J = 15,6 e 7,0 Hz) e &1 3,47 (1H,dq, J=15,6 e
7,0 Hz) que se sobrepuseram, e em &+ 1,13 (3H, dd, J = 7,0 e 7,0 Hz) atribuidos,
respectivamente, ao CH2 e CHs de um radical etoxi (Figuras 68 e 69). A
correlagéo entre os hidrogénios metilénicos e metilicos foram evidenciadas no
espectro de COSY (Figura 76).

A presenca de uma etoxila foi confirmada pelo experimento DEPT-135

(Figura 72), que apresentou um sinal em &¢ 56,7 sugestivo de carbono metilénico
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oxigenado. O espectro de correlagcdo heteronuclear HMBC (Figura 80) né&o
apresentou muitas correlacdes, portanto, 0 mapa de correlacdo espacial NOESY
(Figura 77 e 78) foi essencial para determinar que tal grupo conecta-se na
molécula no final da prenila, em C-4”. Esse experimento mostrou que os
hidrogénios oximetilénicos (—OCH2CHzs) apresentam NOE com H-3”, H-5” e H-
6”.

O experimento DEPT-135 auxiliou as atribuicbes dos deslocamentos
guimicos em &c 75,5 a C-2” e em &¢c 75,7 a C-3”, uma vez que as correlagoes
apresentadas no espectro de HSQC na regiao de (3,95 — 4,95 ppm) x (70 — 80
ppm) (Figura 79) estavam muito proximas.

O espectro de RMN de 13C-BB (125 MHz, CDClz) (Figura 70 e 71)
apresentou apenas doze sinais, pois a maioria dos carbonos quaternérios nao
relaxaram o suficiente devido a baixa concentracdo da amostra analisada.
Portanto, as demais atribuicbes foram feitas por andlise dos espectros
bidimensionais e estdo compiladas na Tabela 6.

Apds comparacéo dos dados espectrais de massas e de RMN de 'H e 3C
obtidos com dados da literatura, Ps-6 foi identificada como 8-(3"-etoxi-2"-hidroxi-
3"-metilbutoxi)-furo[3,2-g]cumarina ou 8-(3-etoxi-2-hidroxi-3-metilbutiloxi)-
psoraleno (Figura 62) anteriormente isolada de Clausena dunniana (CAO et al.,
2020), mas relatada pela primeira vez no género Pilocarpus. Essa substancia
compde, juntamente com outros compostos, uma formulagédo patenteada com
funcéo neuroprotetora (IP YUKI-YU, IP CHUI-FUN e GUO, 2011).

Figura 62 — Estrutura quimica de Ps-6
(8-(3-etoxi-2-hidroxi-3-metilbutiloxi)-psoraleno).




95

Tabela 6 — Dados de RMN de 'H e *3C de Ps-6 comparados com dados da
literatura para 8-(3-etoxi-2-hidroxi-3-metilbutiloxi)-psoraleno ¢.

Ps-6* 8-(3-etoxi-2-hidroxi-3-
metilbutiloxi)-psoraleno ¢
Posigo HSQC HMBC COSY  NOESY
oc e 2Jch 3Jch HxH HxH Oc 8¢
160,2 - H-3 H-4 160,4 -
1148 6,35 (d; 9,6) H-4 H2 1149 6,36 (d; 9,6)
1443 7,74 (d; 9,6) H-3 1444 7,76 (d; 9,6)
4a 116,4 - H-4 H-3 116,7 -
5 113,4 7,36 (s) H-4 113,6 7,37 (s)
6 126,0 - H-3’ H-2’ 126,1 -
7 148,0 - H-2";H-3’ 148,3 -
8 131,8 - Ha/b-2” 132,1 -
8a 143,5 - H-4;H-5 143,6 -
2 146,7 7,68 (d; 2,2) H-3 H-3 146,9 7,69 (d; 1,9)
3’ 106,8 6,80 (d; 2,2) H-2’ H-5 H-2’ 106,9 6,82 (d; 1,9)
27 75,5 Ha 4,38 Hb-2"; 75,9 Ha 4,40 (dd;
(dd;10,3 e 8,2) H-3” 10,3 e 7,5)
Hb 4,72 Ha-2” Hb 4,72 (dd;
(dd;10,3 e 3,1) 10,3 e 2,5)
3” 75,7 4,00 (dd; 8,2 e Ha/b-2” H-57; 76,0 4,00 (dd; 7,5
3,1) H-6” e 2,5)
4” 75,9 - H-57; Ha/b-2” 75,6 -
H-6
57 22,0 1,25 (s) H-6" 22,1 1,26 (s)
6” 21,3 1,26 (s) H-5 21,5 1,27 (s)
- 56,7 3,45 (dg; 15,6 € H-3"; 56,9 3,47 (m)
OCH,CHj 7,0) H-5";
3,47 (dg; 15,6 e H-6”
7.0)
- 16,0 1,13(dd:7.0e 16,2 1,14 (t; 6,9)
OCH,CH3 7,0)

3500 (*H) e 125 (*3C) MHz, CDCls; ®400 (*H) e 100 (*3C) MHz, CDCls; °Em paréntesis: multiplicidade e J em Hz; “Cao et al.,

2020.
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Figura 63— Espectro de HR-ESI-MS de Ps-6.
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Figura 65 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs) de
Ps-6 na regido de de 7,32 — 7,76 ppm.
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Figura 66 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIls) de
Ps-6 na regido de de 6,28 — 6,84 ppm.
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Figura 67 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) de
Ps-6 na regido de de 3,95- 4,75 ppm.
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Figura 68 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de
Ps-6 na regido de de 3,40- 3,51 ppm.
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Figura 69 — Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de
Ps-6 na regido de de 1,08— 1,30ppm.
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Figura 70 — Espectro de RMN de 3C- BB (125 MHz, CDClIs) de Ps-6.
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Figura 71 — Expanséo do espectro de RMN de 13C- BB (125 MHz,
CDCIs) de Ps-6 na regido de de 74,6— 78,2 ppm.
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Figura 72 — Espectro de RMN de *C-DEPT 135 (125 MHz, CDCls) de
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Figura 73 — Espectro de RMN-COSY *H-'H (500 MHz, CDCls) de Ps-6.
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Figura 74 — Expanséo do espectro de RMN-COSY *H-1H (500 MHz,
CDCIs) de Ps-6 na regiao de (6,20 — 8,00 ppm) x (5,80 — 8,20 ppm).
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Figura 75 — Expanséo do espectro de RMN-COSY 'H-1H (500 MHz,
CDClz3) de Ps-6 na regiao de (3,80 — 4,90 ppm) x (3,50 — 5,30 ppm).
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Figura 76 — Expanséo do espectro de RMN-COSY H-'H (500 MHz,
CDClz) de Ps-6 na regiao de (0,80 — 4,00 ppm) x (0,5 — 4,00 ppm).
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Figura 77 — Espectro de RMN-NOESY *H-'H (500 MHz, CDCIs) de Ps-6.
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Figura 78 — Expanséo do espectro de RMN-NOESY 'H-'H (500 MHz,
CDCl3) de Ps-6 na regiao de (1,00 — 4,60 ppm) x (1,00 — 4,80 ppm).
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Figura 79 — Espectro de RMN-HSQC (500 e 125 MHz, CDCls) de Ps-6.
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Figura 80 — Espectro de RMN-HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de Ps-6.
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Figura 81 — Expanséo do espectro de RMN-HMBC (500 e 125 MHz,
CDClz3) de Ps-6 na regiao de (6,30 — 7,90 ppm) x (105,0 — 160,0 ppm).
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Figura 82 — Expanséo do espectro de RMN-HMBC (500 e 125 MHz,
CDCl3) de Ps-6 na regiado de (1,00 — 1,75 ppm) x (15,0 — 80,0 ppm).
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5.7 Identificacao estrutural de Ps-7

A substancia codificada como Ps-7 foi obtida como um sdlido amorfo
amarelo, pesando 6,8 mg. O espectro de massas de alta resolucdo obtido por
ESI-MS no modo positivo (Figura 84), mostrou o pico da molécula protonada em
m/z 193,0506 [M+H]* compativel com a féormula molecular Ci0HgO4 (calc.
192,1700).

O espectro de RMN de 'H, obtido a 400 MHz em CD30OD (Figura 85),
apresentou um par de dupletos em 61 6,20 (1H, d, J = 9,4 Hz) e 61 7,85 (1H, d,
J = 9,4 Hz), atribuidos a H-3 e H-4, respectivamente, e um par de simpletos em
6,77 (s) e dn 7,10 (s) caracterizando um esqueleto de cumarina simples (Figura
86). A auséncia de acoplamento entre esses dois Ultimos sinais sugeriu que
ambos estavam em posicao para entre eles, portanto, foram atribuidos a H-8 e
H-5, respectivamente.

Essas atribuicbes foram sustentadas pelo espectro de correlagéo
homonuclear COSY (Figuras 89 e 90) que apresentou apenas correlacdo entre
os hidrogénios H-3 e H-4. Além disso, foi observado um simpleto com integral
para trés hidrogénios em &+ 3,90 (3H, s), caracteristico de metoxila, que poderia
estar localizada na posi¢cdo C-6 ou C-7. De acordo com a biossintese dessa
classe de compostos, foi sugerido que o outro substituinte se tratasse de uma
hidroxila.

O espectro de RMN de **C-BB (100 MHz, CDs0OD) apresentou dez sinais
correspondentes a cinco carbonos nao hidrogenados, sendo trés oxigenados e
um carbonilico, a quatro carbonos metinicos e um metoxilico (Figuras 87 e 88).

Os deslocamentos quimicos de C-5 (6¢c 110,0) e C-8 (6c 104,0) foram
atribuidos pelas correlacdes diretas observadas no espectro de HSQC (Figura
93) desses carbonos com H-5 e H-8, respectivamente. A posicao dos
substituintes foi confirmada apdés comparacédo dos dados de RMN obtidos com
os dados da literatura, e da analise das correlacdes do experimento de HMBC
(Figuras 94-96) onde foram observadas correlacées fortes de H-5 com C-4, C-7
e C-8a a trés ligacdes de distancia, e com C-6 a duas ligacbes. Bem como,
correlacdes entre H-8 e C-6, C-7 e C-8a. Além disso, H-5 apresentou NOE com
os hidrogénios metoxilicos (Figuras 91 e 92). Dessa forma, foi possivel concluir

gue o grupo —OH estava inserido em C-7 e o grupo —OCHsz em C-6.
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Apds comparacdo dos dados espectrais obtidos de massas, RMN de *H
e 13C com dados da literatura, Ps-7 foi identificada como 6-metoxi-7-
hidroxicumarina ou escopoletina (Figura 83) (QURADHA et al., 2021), isolada
pela primeira vez da espécie P. spicatus, mas anteriormente relatada em outras
espécies do género, como Pilocarpus grandiflorus (SOUZA et al., 2005),
Pilocarpus alvaradoi (MARIN et al., 2018) e Pilocarpus pennatifolius (ALLEVATO
et al., 2019). Escopoletina possui atividade antimicrobiana, antifungica
(GNONLONFIN, SANNI e BRIMER, 2012), anti-inflamatéria (LI et al., 2020),
antioxidante e agdo atenuante da resisténcia a insulina (HAE-IN LEE e MI-
KYUNG LEE, 2015).

Figura 83 — Estrutura quimica de Ps-7 (escopoletina).

H4CO

HO

Figura 84 — Espectro de HR-ESI-MS de Ps-7.
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Tabela 7 — Dados de RMN de 'H e *3C de Ps-7 comparados com dados da
literatura para a Escopoletina®.

Ps-7° Escopoletina®
Posicéo HSQC HMBC COosy
dc 5¢ 2JcH 3JcH YHxH & o
164,1 - H-3 H-4 164,1 -
112,6 6,20 (d; 9,4) H-4 112,6 6,21 (d; 9,4)
146,1 7,85 (d; 9,4) H-5 H-3 146,1 7,86 (d; 9,4)
4a 112,5 - H-4 H-3 112,6 -
5 110,0 7,10 (s) H-4 110,0 7,10 (s)
147,1 - H-5 H-8;-OCHzs 147,1 -
153,0 - H-8 H-5 153,0 -
104,0 6,77 (s) 104,0 6,77 (s)
8a 151,4 - H-8 H-4;H-5 151,5 -
-OCHs 56,8 3,90 (s) 56,8 3,90 (s)

2400 (*H) e 100 (**C) MHz, CDs0D. 500 (*H) e 125 (**C) MHz, CDsOD. °Em paréntesis: multiplicidade
e J em Hz; %Quradha et al., 2020.
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Figura 85 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD30D) de Ps-7.
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Figura 86 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDs0OD) de
Ps-7 na regido de 6,00 — 8,00 ppm.
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Figura 87 — Espectro de RMN de 13C- BB (100 MHz, CDs0D) de Ps-7.
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Figura 88 — Expanséo do espectro de RMN de '3C— BB (100 MHz,
CD30D) de Ps-7 na regiéo de de 104,0—- 113,0 ppm.
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Figura 89 — Espectro de RMN-COSY *H-'H (400 MHz, CDsOD) de Ps-7.
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Figura 90 — Expanséo do espectro de RMN-COSY 'H-1H (400 MHz,
CD3OD) de Ps-7 na regiao de (5,70 — 8,30 ppm) x (6,00 — 8,00 ppm).
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Figura 91 — Espectro de RMN-NOESY *H-'H (400 MHz, CDs0OD) de Ps-7.
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Figura 92 — Expansédo do espectro de RMN-NOESY *H-'H (400 MHz,
CD30D) de Ps-7 na regiao de (3,00 — 7,50 ppm) x (3,60 — 7,40 ppm).
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Figura 93 — Espectro de RMN-HSQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Ps-7.
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Figura 94 — Espectro de RMN-HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Ps-7.
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Figura 95 — Expanséo do espectro de RMN-HMBC (400 e 100 MHz,
CDs3OD) de Ps-7 na regiao de (3,60 — 8,60 ppm) x (140,0 — 165,0 ppm).
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Figura 96 — Expanséo do espectro de RMN-HMBC (400 e 100 MHz,
CDsOD) de Ps-7 na regiao de (5,70 — 8,20 ppm) x (102,0 — 116,0 ppm).
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5.8 Identificacéo estrutural de Ps-8

A substéancia codificada como Ps-8 foi obtida como um solido amorfo
branco cintilante, pesando 60,0 mg. O espectro de massas de alta resolucdo
obtido por ESI-MS no modo positivo (Figura 98), mostrou o pico da molécula
protonada em m/z 247,0607 [M+H]* compativel com a férmula molecular
C13H100s (calc. 246,2180).

O espectro de RMN de H, obtido a 400 MHz em CDCIs (Figura 99),
apresentou sinais de esqueleto furanocumarinico em 61 6,27 (1H, d, J = 9,8 Hz),
o+ 8,10 (1H, d, J = 9,8 Hz), 7,60 (1H, d, J = 2,3 Hz) e 61 6,98 (1H, d, J = 2,3 H2),
gue foram atribuidos a H-3, H-4, H-2’ e H-3’, respectivamente (Figura 100). Além
disso, foram observados dois simpletos com integral para trés hidrogénios cada
em 014,14 (s) e 61 4,15 (S), que foram atribuidos as duas metoxilas inseridas em

C-5 e C-8, respectivamente (Figura 101).
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Isso foi confirmado no espectro de RMN de 3C-BB (Figura 104) pela
presenca de dois sinais em &c 60,8 e dc 61,7 caracteristicos de metoxilas. As
posicdes desses dois substituintes em C-5 e C-8 foram confirmadas pelo efeito
de protecdo observado nos carbonos C-4, C-4a e C-8a que apresentaram
deslocamentos quimicos em &c 139,4, &c 107,7 e &c 143,7, respectivamente.
Como discutido anteriormente de acordo com a literatura, na auséncia de
oxigenacao nas posicoes citadas, esses valores apareceriam em torno de &c
144,0, 6c 115,0 e &c 152,0, respectivamente (MACIAS et al., 1990).

Segundo Murray e Jorge (1984), quando a estrutura da furanocumarina &
angular, a 5 —OCHzs possui deslocamento proximo a 6+ 4,00 ppm e quando é
linear, esse valor é encontrado proximo a on 4,25 ppm. Portanto, os
deslocamentos quimicos apresentados para as metoxilas, em &1 4,14 e 61 4,15,
néo foram suficientes para confirmar a linearidade da estrutura. Entretanto, apos
comparacdo com dados da literatura foi observado que no caso da
furanocumarina angular pimpinelina as metoxilas aparecem em o&n 4,03 (5—
OCHs3) e 01 4,14 (8—OCHs3), e no caso da furanocumarina linear isopimpinelina
tais valores aparecem em 614,16 e 614,14 (O'NEILL et al., 2013), semelhantes

aos dados de Ps-8 como demonstrado abaixo.

OCH; 3y 418

O espectro de RMN de '3C-BB (100 MHz, CDCIs) (Figura 102 e 103)
apresentou no total treze sinais correspondentes a sete carbonos néo
hidrogenados, quatro carbonos metinicos e dois metoxilicos.

Apds comparacdo dos dados espectrais de massas e RMN de H e 3C
obtidos com dados da literatura, Ps-8 foi identificada como 5,8-
dimetoxipsoraleno ou isopimpinelina (Figura 97) (KHASANAH et al., 2018),
relatada pela primeira vez na espécie Pilocarpus spicatus, mas anteriormente
isolada de Pilocarpus goudotianus (AMARO-LUIS et al., 1990).



116

Isopimpinelina possui diversas atividades relatadas na literatura, como
atividade antioxidante (KHASANAH et al., 2018), anticolinesterasica (DINCEL et
al., 2013), antimicobacteriana (O’NEILL et al., 2013), vasorelaxante (CHIOU et
al., 2001) e moduladora da resisténcia bacteriana a eritromicina (MADEIRO et
al., 2017).

Figura 97 — Estrutura quimica de Ps-8 (isopimpinelina).

Figura 98 — Espectro de HR-ESI-MS de Ps-8.
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Tabela 8 — Dados de RMN de 'H e 3C de Ps-8 comparados com dados
da literatura para Isopimpinelina®.

Ps-82 Isopimpinelina®¢
oc o1 oc e
Posicédo
2 160,4 - 160,6 -
112,9 6,27 (d: 9,8) 112,8 6,26 (d: 9,8)
4 139,4 8,10 (d; 9,8) 139,5 8,10 (d; 9,8)
4a 107,7 - 107,6 -
5 128,2 - 128,2 -
6 114,8 - 114,8 -
7 150,0 - 150,0 -
8 1443 - 1443 -
8a 143,7 - 143,7 -
2’ 145,1 7,60 (d; 2,3) 145,2 7,61 (d: 2,2)
3 105,0 6,98 (d; 2,3) 105,2 6,99 (d; 2,2)
5-OCHs- 61,7 4,14 (s) 61,8 4,14 (s)
8-OCHs- 60,8 4,15 (s) 60,8 4,16 (s)

2400 (*H) e 100 (*3C) MHz, CDCIls P400 (*H) e 100 (*3C) MHz, CDCls, °Em paréntesis:
multiplicidade e J em Hz; “Khasanabh et al., 2018.

Figura 99 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIs) de Ps-8.
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Figura 100 — Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de
Ps-8 na regido de 6,20 — 8,20 ppm.
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Figura 101 — Expanséao do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de
Ps-8 na regido de 4,10 — 4,20 ppm.
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Figura 102 — Espectro de RMN de **C- BB (100 MHz, CD30D) de Ps-8.
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Figura 103 — Expanséo do espectro de RMN de *C—- BB (100 MHz,
CD30D) de Ps-8 na regiédo de 102,0 — 162,0 ppm.
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Figura 104 — Expanséo do espectro de RMN de **C- BB (100 MHz,
CD30D) de Ps-8 na regiéo de 53,0 — 70,0 ppm.
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5.9 Avaliagdo da atividade moduladora da resisténcia a drogas em
Staphylococcus aureus

Agentes moduladores da resisténcia a drogas sao compostos que
potencializam a atividade de um antibiético contra cepas resistentes, 0s quais
podem atuar como inibidores da bomba de efluxo de tais microrganismos
(GIBBONS, 2004). Diante disso, foi avaliado o efeito modulador da resisténcia a
drogas de duas cumarinas isoladas no presente trabalho, heraclenol e isoxalina,
sobre norfloxacino e brometo de etidio utilizando uma cepa de efluxo de S.
aureus.

Uma vez incorporados no meio de crescimento, o heraclenol promoveu
uma reducgao de duas vezes a CIM do norfloxacino e a isosaxalina reduziu oito
vezes a CIM deste antibiético. Em combinacdo com o brometo de etidio, o
heraclenol reduziu quatro vezes sua CIM e a isosaxalina promoveu uma reducao
de mais de oito vezes. As concentracdes inibitérias minimas para o antibiético e
biocida, sozinhos ou em combinacdo com as cumarinas testadas, estédo

apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) de norfloxacino e
brometo de etidio na auséncia e na presenca das cumarinas testadas contra a
cepa SA1199-B de Staphylococcus aureus.

Substancias CIM (pg/mL)
(a da CIM) SA1199-B
Norfloxacino Brometo de etidio
- >128 64
Heraclenol 64 (2) 16 (4)
Isosaxalina 16 (8) <8 (8)

Em paréntesis: fatores de reducéo da CIM.

As duas cumarinas testadas apresentaram-se como bons agentes
moduladores da atividade antimicrobiana, reduzindo a concentragdo necessaria
de norfloxacino para inibir o crescimento da bactéria de efluxo. Ambas
apresentam semelhanca estrutural, por se tratarem de furanocumarinas lineares
O-preniladas em C-8, diferindo apenas no substituinte em C-4” onde no
heraclenol esta inserida uma hidroxila, e na isosaxalina um atomo de cloro. A
presenca de um grupo prenil € fundamental para a atividade, uma vez que
confere as substancias um carater lipofilico, facilitando a solubilidade destas na
membrana da célula bacteriana e ligacdo aos transportadores de efluxo ali
presentes, inibindo a remocédo do farmaco (GIBBONS, 2004).

A importancia de um grupo prenil para atividade moduladora das
cumarinas foi demonstrada anteriormente no trabalho desenvolvido por Madeiro
e colaboradores (2017), onde as cumarinas bergapteno e xantotoxina n&o
modularam a atividade dos antibiéticos testados, enquanto apenas a cumarina
prenilada imperatorina apresentou tal atividade (MADEIRO et al., 2017).

As cumarinas também foram testadas em combinacdo com o brometo de
etidio, um substrato da bomba de efluxo escolhido como padrdo para avaliacdo
da atividade inibitéria de cepas S. aureus SA1199-B uma vez que este € o Unico
mecanismo conhecido de resisténcia bacteriana a essa substancia (KUMAR et
al., 2008). Diante disso, a reducédo da CIM do brometo de etidio sugere que o
efeito modulador da resisténcia bacteriana a norfloxacino em S. aureus SA1199-
B promovido pelas cumarinas testadas ocorre por inibicdo da bomba de efluxo
norA (FALCAO-SILVA et al., 2009).
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Para contribuir com os resultados aqui expostos, outras pesquisas devem
ser realizadas comprovando que as cumarinas preniladas, heraclenol e
isosaxalina, sédo promissores agentes moduladores da atividade antibacteriana
em combinagcdo com antibiéticos comerciais. A possibilidade de utilizacédo
desses compostos no combate a resisténcia microbiana eleva os produtos
naturais a uma posicdo de valorizacdo, estimulando o investimento em

pesquisas dessa area.
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Pilocarpus spicatus sbsp. aracatensis Kaastra
resultou no isolamento de oito substancias, sendo estas uma acetofenona, a
xantoxilina, isolada pela primeira vez no género Pilocarpus, e sete cumarinas,
bergaptol, heraclenol, pabularinona, isosaxalina e 8-(3-etoxi-2-hidroxi-3-
metilbutiloxi)-psoraleno, relatadas pela primeira vez no género Pilocarpus,
escopoletina e isopimpinelina, relatadas pela primeira vez na espécie P.
spicatus.

A avaliacdo do efeito modulador da resisténcia a drogas mostrou que as
duas cumarinas testadas apresentaram boa atividade moduladora, onde o
heraclenol reduziu duas vezes a CIM do norfloxacino, e a isosaxalina reduziu
oito vezes.

A reducao da CIM do brometo de etidio, em quatro vezes pelo heraclenol,
e em mais de oito vezes pela isosaxalina, demostrou que ambos 0s compostos
sao inibidores putativos do sistema de efluxo em bactérias.

Este trabalho contribuiu para a ampliacdo do conhecimento quimico e
farmacoldgico da espécie Pilocarpus spicatus, mostrando seu potencial como
fonte de cumarinas, que constituem uma classe de metabdlitos secundarios de

importancia biologica e industrial.
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