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RESUMO

A familia Lamiaceae (200 géneros e 3000 espécies) esta representada no Brasil por 47
géneros e 518 espécies. Salvia € um dos maiores géneros da familia, compreendendo
cerca de 1000 espécies, mas no Brasil abrange apenas 60 espécies. Salvia
lachnostachys Benth é uma espécie endémica do Brasil, de habito herbéaceo,
encontrada principalmente na Mata Atlantica do Sul e Sudeste do pais. Um estudo
quimico preliminar dessa espécie relatou o isolamento de triterpenos, como o0s acidos
ursolico e oleandlico, e do diterpeno fruticulina A. O extrato etandlico de S.
lachnostachys apresentou atividade ansiolitica em camundongos e atividade anti-
inflamatdria. Visando contribuir para o conhecimento quimico e biolégico desta espécie,
o presente trabalho descreve o estudo fitoquimico das folhas de S. lachnostachys
guiado por ensaios de atividade citotoxica contra linhagens de células humanas. As
folhas secas e moidas foram extraidas com solventes (hexano e etanol) e o extrato
etandlico foi fracionado através de técnicas cromatogréficas. Diversos métodos
espectroscopicos como UV-Vis, RMN e EM, foram utilizados para identificacdo das
substancias isoladas. Os ensaios de atividade citotoxica foram realizados com extratos
brutos, fracdes e substancias puras. Foi utilizado o método da sulforrodamina B e vérias
linhagens de células tumorais humanas, incluindo glioma, mama, ovario resistente, rim,
pulmdo, leucemia, célon (apenas para extratos e fragdes), ovario (substancias puras) e
préstata (substancias puras). A linhagem de célula normal de queratindcito foi utilizada
em todos 0s ensaios. O extrato em hexano foi inativo, enquanto que o extrato em etanol
apresentou atividade, inibindo o crescimento de todas as linhagens de células
avaliadas. A concentracdo para inibicdo do crescimento de 50% das células (Gls)
variou entre 25,0-44,0 ug mL™. O extrato etandlico foi fracionado por cromatografia
liquida a vécuo, eluida com hexano, hexano:CH,Cl, 1:1, CH,Cl,, acetona e metanol,
rendendo cinco fracdes. Todas as fracdes foram ativas, sendo a maior atividade
detectada na fragcéo eluida com hexano. O estudo fitoquimico das frac6es eluidas com
hexano e hexano:CH,Cl, 1:1 levou ao isolamento de 10 substancias: fruticulina A (SL1),
isofruticulina A (SL2), 7,20-diidrofruticulina A (SL3), fruticulina B (SL4), 20-
hidroxifruticulina B (SL5), lachnostachyona (SL6), acido oleandlico (SL7), acido ursélico
(SL8), uvaol (SL9) e eritrodiol (SL10). As substancias SL2, SL5 e SL6 sado inéditas. As
substéncias SL1 e SL2 apresentaram atividade citotoxica semelhante. Ambas inibiram o
crescimento das células de todas as linhagens de células testadas, com excec¢do da
linhagem de leucemia, com Gls, = 3,7-7,4 umol L. SL4 apresentou menor atividade,
pois nao inibiu o crescimento das linhagens de células de ovério resistente a multiplos
farmacos, e inibiu o crescimento das demais linhagens com Gls, = 16,4-37,1 umol L
As outras substancias isoladas néo foram testadas.

Palavras chaves: Lamiaceae, Salvia lachnostachys, diterpenos, triterpenos, atividade
citotoxica.



ABSTRACT

The Lamiaceae family (150 genera and 3000 species) is represented in Brazil by 47
genera and 518 species. Salvia is one of the largest genus of the family, comprising
about 1000 species, but with only 60 species in Brazil. Salvia lachnostachys Benth is an
endemic species of Brazil, with herbaceous habit, found mainly in the Atlantic Forest of
South and Southeast regions of the country. In previous chemical study triterpenes, such
as ursolic and oleanolic acids, and the diterpene fruticuline A were reported from this
species. Ethanolic extract of S. lachnostachys displayed anxiolytic and anti-inflammatory
activities in mice. Aiming to contribute to the chemical and biological knowledge of this
species, this work describes the phytochemical study of S. lachnostachys leaves guided
by cytotoxic assays against human cell lines. Dried and powdered leaves were extracted
with solvents (hexane and ethanol), and the ethanolic extract was fractionated by
chromatographic techniques. Several spectroscopic methods, such as UV-Vis, NMR and
MS were used to identify the isolated compounds. The cytotoxicity of crude extracts,
fractions and pure compounds was evaluated. It is used the sulforhodamine B method
and a panel of human tumor cell lines, including glioma, breast, ovarian-resistant,
kidney, lung, leukemia, colon (extracts and fractions only), ovarian (pure compounds)
and prostate (pure compounds) cell lines. Keratinocyte, no cancer cell line, was also
used in all assays. The hexane extract was inactive, while the ethanolic extract was
active against all tested cell lines. The concentration needed to inhibit 50% of growth
(Glso) was 25.0 — 44.0 pg mL™. The ethanol extract was fractionated by vaccum liquid
chromatography eluted with hexane, hexane:CH,Cl, 1:1, CH,ClI,, acetone and methanol,
yielding five fractions. All fractions were active, but the most activity was observed in the
fraction eluted with hexane. The phytochemical study of fractions eluted with hexane and
hexane:CH,CI, 1:1 led to the isolation of 10 compounds: fruticuline A (SL1), isofruticuline
A (SL2), 7,20-dihydrofruticuline A (SL3), fruticuline B (SL4), 20-hydroxyfruticuline B
(SL5), lachnostachyone (SL6), oleanolic acid (SL7), ursolic acid (SL8), uvaol (SL9) and
erythrodiol (SL10). Compounds SL2, SL5 and SL6 are new. Compounds SL1 and SL2
showed similar activity. Both inhibited the growth of all tested cell lines, with exception of
leukemia cell lines, with Gls, = 3.7-7.4 pmol L. SL4 was less active, because it did not
inhibit the growth of ovarian-resistant cell lines, and caused growth inhibition of
remaining cell lines with Gls, = 16.4-37.1 umol L™). The other isolated compounds were
not tested.

Key words: Lamiaceae, Salvia lachnostachys, triterpenes, diterpenes, cytotoxicity
activity.



ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

0
0] OH OH
H,CO Q H,CO O
Y O

SL1 SL2

@) OH R @]
H3CO OH

© O

SL4-R=H
SL3 SL5-R=0OH
O
H,CO
SL6

SL7 - R = COOH SL8 - R = COOH
SL10 - R = CH,OH SL9 - R = CH,0H



OS RESULTADOS PARCIAIS DESSE TRABALHO FORAM DESCRITOS NO
SEGUINTE ARTIGO:

OLIVEIRA, C. S.; SALVADOR, M.J.; CARVALHO, J.E.; SANTOS, E. P.; BARISSON, A.;
STEFANELLO, M. E. A. Citotoxic abietane-derivate diterpenoids of Salvia
lachnostachys. Phytochemistry Letters, v. 17, p. 140-143, 2016.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Alguns metabdlicos secundarios isolados de espécies da familia Lamiaceae:

mentol (1), timol (2), espatulenol (3), globulol (4), eugenol (5), metilchavicol (6) e

ACIAO rOSMANTNICO (7). 1oeeeieeeeeiie e e e e e e e e e e e e e e r e e e aae s 22
FIGURA 2. Esqueletos diterpénicos dos tipos abietano (8a) e clerodano (8b). ............... 23
FIGURA 3. Metabdlicos secundérios biologicamente ativos isolados de S. officinalis. .... 24
FIGURA 4. Diterpenos salvinorina A (14) e salvinorina B (15) de S. divinorum............... 25
FIGURA 5. Terpenoides isolados de S. COMmuUgata. .............uuuuuurmmmmmmmmmminiiiiiiieiniinnnennnenneens 26

FIGURA 6. Principais metabdlicos do 6leo essencial de S. borjoensis (26, 27 e 28), S.
cordata (26 e 29), S. ovalifolia (28), S. procurrens (28 e 30) e S. melissiflora (31)... 28

FIGURA 7. Constituintes quimicos de S. guaranitiCa. ..........ccccccevevvvvieeeeeeeeniiiiiiiieeeeenns 29
FIGURA 8. Diterpenos com esqueleto clerodano isolados de S. splendens.................... 29
FIGURA 9. Fotos de Salvia lachnostachys no campo, detalhe das folhas e flores. ......... 30
FIGURA 10. Cromatograma da purificac@o da fragdo LNALS. ............eevvvvmvmiimiimmnnnnnnnnnnns 36
FIGURA 11. Cromatograma da purificac@o da fragdo LNA 20°/12...........eevvvvvivmvnnnnnnnnnnnns 38
FIGURA 12. Espectro UV-Vis (MeOH) da substancia SL1..........ccccoevieviiiiiiiiiiiiiieeeeneeeens 47
FIGURA 13. Espectro de RMN de H de SL1 (CDCls, 400 MHZ). .....coevevveveereieeeieeeee, 48
FIGURA 14. Espectro de RMN de 'H de SL1, com ampliacéo da reigdo entre 6,9 e 7,0
7 1 TS 48
FIGURA 15. Espectro de RMN de "*C{*H} de SL1 (CDCls, 100 MHZ). .........ccevveveurnn... 49

FIGURA 16. Mapa de correlacéo direta *H - *C (HSQC) de SL1 (CDCl;, 400 MHz). ..... 49
FIGURA 17. Mapa de correlacéio a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL1 (CDCl;, 400

7.0 TR 50
FIGURA 18. Principais correlacdes observadas no mapa de correlagéo 'H - *C a longa

(0 1S = T o = W0 ST R 50
FIGURA 19. Espectro de massas de alta resolu¢do no modo negativo de SL2. ............. 53
FIGURA 20. Espectro UV-Vis (MeOH) da substancia SL2...........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeens 54
FIGURA 21. Espectro de RMN de 'H de SL2 (CDCls, 600 MHZ). ......c.ccocovevveveeveeeranene, 54
FIGURA 22. Mapa de correlagéo direta 'H - **C (HSQC) de SL2 com ampliagéo da

regido aromatica referente aos hidrogénios H-1 e H-3 (CDCl3, 600 MHz)................. 55

FIGURA 23. Mapa de correlacéo direta *H - *C (HSQC) de SL2 (CDCl;, 600 MHz). ..... 55

FIGURA 24. Mapa de correlacéo a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL2 (CDCl;, 600
1Y 1 2 PRSP R PP PPRR PP 56

FIGURA 25. Principais correlagdes observadas no mapa de correlagéo 'H - *C a longa
(o 1S3 o T ol = W =TS Y IR 56



FIGURA 26. Espectro de RMN de 'H de SL3, com ampliacio da regido dos grupos
Metilénicos (CDClz, 400 MHZ). ......ccoo i i 59

FIGURA 27. Mapa de correlacgéo direta *H - *C (HSQC) de SL3 (CDCl;, 400 MHz). ..... 59

FIGURA 28. Mapa de correlacéo a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL3 (CDCl;, 400

Y Tz 72 F RO 60
FIGURA 29. Principais correlacdes observadas no mapa de correlagéo 'H - *C a longa

ISTANCIA A& SL3. ... 60
FIGURA 30. Espectro de UV-Vis (MeOH) da substancia SL4.............ccccovvviiieiiiieeeiinnnns 63
FIGURA 31. Espectro de RMN de 'H de SL4, com ampliacdo da regido aromatica

(CDCla, 400 MHZ). .ottt en e 64

FIGURA 32. Mapa de correlacéo direta *H - 3C (HSQC) de SL4 (CDCls, 400 MHz). ..... 64
FIGURA 33. Mapa de correlacdo a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL4 (CDCl;, 400
IVIHZ) . ettt ettt ettt ettt et ettt e et ettt 65
FIGURA 34. Principais correlacdes observadas no mapa de correlacdo 'H - *C a longa
(o 1S3 o T od = [T Y I S 65
FIGURA 35. Espectro de RMN de 'H de SL5, com ampliacdo das regides aromatica e
da hidroxila quelada em C-20 (CDCls, 400 MHZ). ....ovviiiiiiiiiiicee e, 68
FIGURA 36. Mapa de correlacéo direta *H - *C (HSQC) de SL5 (CDCl;, 400 MHz). ..... 68
FIGURA 37. Mapa de correlacéio a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL5 (CDCl;, 400

1Y ] 4 SRR 69
FIGURA 38. Principais correlacdes observadas no mapa de correlagéo 'H - *C a longa

ISTANCIA B SL5. ... 69
FIGURA 39. Espectro de Massas de Alta resolu¢cdo no modo positivo de SL6. .............. 72
FIGURA 40. Espectro UV-Vis da substancia SL6 (MEOH)..........ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 72
FIGURA 41. Espectro de RMN de 'H de SL6, com ampliacdo das regides aromatica e

alifatica (CDClz, 600 MHZ). ....cooiiiiiiiiiiiiiee et e e e e 73

FIGURA 42. Mapa de correlacéo direta *H - *C (HSQC) de SL6 (CDCl;, 600 MH2). ..... 73
FIGURA 43. Mapa de correlacéio a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL6 (CDCl;, 600
IVIHZ) . oottt ettt ettt ettt ettt ettt et 74
FIGURA 44. Esquema mostrando a possivel formagéo do esqueleto de SL6................. 74
FIGURA 45. Principais correlacdes observadas no mapa de correlagéo 'H - *C a longa
(o 1S o T ol =W =TS Y I T PP 75
FIGURA 46. Espectro de RMN de H de SL7 (CDCls, 400 MHZ). ....covevevvevereereeeee. 77
FIGURA 47. Mapa de correlacéo direta *H - *C (HSQC) de SL7 (CDCl;, 400 MHz2). ..... 77
FIGURA 48. Mapa de correlacéo direta 'H - *C (HSQC) de SL7, com ampliacdo na
regido de hidrogénios metilénicos e metinicos (CDCls, 400 MHZ)............ovvvennnnnee... 78
FIGURA 49. Mapa de correlacdo a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL7 (CDCl;, 400



IMHZ). ettt ettt ettt e ettt e ettt ettt ettt 78

FIGURA 50. Principais correlacées observadas no mapa de correlagéo *H - *C a longa

(o153 =T o] =0 =T Y I U 79
FIGURA 51. Espectro de RMN de *H de SL8 (CDClg, 400 MHZ). ...ccocovivieiieececeeienee, 82
FIGURA 52. Espectros de RMN de **C{*H} sobreposto com DEPT-135 de SL8 (CDCl,,

0[O/ ) PR 82
FIGURA 53. Ampliacdo do espectro *C{*H} sobreposto com DEPT-135 de SL8 na

regido de carbonos metilénicos e metinicos (CDCl3, 100 MHZ).........ovvvvvveeeiniiiinnnne. 83
FIGURA 54. Mapa de correlacéo direta *H - *C (HSQC) de SL8 (CDCl;, 400 MHz). ..... 83
FIGURA 55. Mapa de correlacéo a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL8 (CDCl;, 400

Y Tz 7 F RO 84
FIGURA 56. Espectro de RMN de 'H de SL9 e SL10 (CDCls, 400 MHZ). .......cccuva....... 87
FIGURA 57. Ampliacéo da regi&o dos hidrogénios olefinicos do espectro de RMN de 'H

SL9 € SL10 (CDCl3, 400 MHZ).....cceeee et e e e e e e e 88
FIGURA 58. Mapa de correlacéo direta 'H - *C (HSQC) de SL9 e SL10 (CDCls, 400

IVHZ) . ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt en et 88
FIGURA 59. Mapa de correlacéo a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL9 e SL10

(CDClg, 400 MHZ). ..ottt ettt ettt ettt e ettt e et et e et et e e ener e ee s 89
FIGURA 60. Ampliacdo do mapa de correlacéo direta *H - **C (HMBC) de SL9 e SL10,

na regidao de hidrogénios alifaticos (CDCls, 400 MH2Z). .......cccovviiiiiiiiiieiiecee e, 89

FIGURA 61. Principais correlacdes observadas no mapa de correlagéo 'H - *C a longa
distancia de SL9 e SL10 respectivamente. ..........ccuuuiiiiiiiieeeiieeieee e 90
FIGURA 62. Estruturas das substéncias SL1, SL2 e SL4 que foram avaliadas nos
ensaios de atividade citotoxica in vitro contra linhagens de células tumorais
10T =T g o T SR 95
FIGURA 63. Biossintese do acido meval6nico a partir do acetil-SCOA............cccvvveeeeeenn. 97
FIGURA 64. Formacao do difosfato de geranilgeranila (GGPP) a partir do acido
T2V 7= (] oo TR 99
FIGURA 65. Rota biossintética para a formacdo do esqueleto abietano a partir do
geranilgeranildifosfato (GGPP). ....coooooieiieeeeeee 100
FIGURA 66. Possivel formacgéo do esqueleto icetaxano a partir do esqueleto abietano.101
FIGURA 67. Proposta de biogénese das substancias SL1, SL2 e SL3 a partir do
] =Tt BT £=T o] g Tol= = 0= [ JR PSR 102
FIGURA 68. Proposta de biogénese das substancias SL4 e SL5 a partir da substancia
S I PSP POPOUPPPUPPP 103
FIGURA 69. Proposta de biogénese da substancia SL6 a partir do abietadieno........... 104



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Espécies da familia Lamiaceae reconhecidas por seu uso condimentar com

SEUS respectivos NOMES POPUIAIES. .....ccoi i 21
TABELA 2. Espécies de Salvia nativas do Brasil. ...........cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeees 27
TABELA 3. Rendimento das fragdes do extrato em etanol (EE)..........ccccccvvvvvviiiiiiinnnnnn. 33
TABELA 4. Fracionamento por cromatografia em coluna da fragdo do extrato etandlico

M NEXANO (LNA) . e 35
TABELA 5. Fracionamento por cromatografia em coluna da subfracdo LNA20s............. 38
TABELA 6. Fracionamento por cromatografia em coluna da fragdo LNB. ....................... 40
TABELA 7. Fracionamento por cromatografia em coluna da subfragdo LNBS................. 41
TABELA 8. FragOes obtidas da coluna cromatografia da fragdo LNBG6...............cccceeeeee. 41
TABELA 9. Dados de RMN de SL1 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da

literatura para frutiCUlING A. ....oeee e e 51
TABELA 10. Dados de RMN de SL2 (CDCl3, 600 MHZ).......cccoiiiiiiiiiieeeeiiciiiieeeee e 57
TABELA 11. Dados de RMN de SL3 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da

literatura para a 7,20-diidrofruticulina A........cooo e 61
TABELA 12. Dados de RMN de SL4 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da

literatura para frutiCUliNa B. .........ooi i 66
TABELA 13. Dados de RMN de SL5 (CDCls, 400 MHZ) .....uooiiiiiiiiiiiiiiiee e 70
TABELA 14. Dados de RMN de SL6 (CDCls, 600 MHZ)......coiiiiviiiiiiiiiieie e 75
TABELA 15. Dados de RMN de SL7 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da

literatura para 0 &cido 0leaNOBIICO. .........cooiiiiiiiiiiiie e 80
TABELA 16. Dados de RMN de SL8 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da

literatura para 0 &CIAO UISOIICO. .......ceiiiiiiiiiiiiiiii e 85
TABELA 17. Dados de RMN de SL9 (CDCl;, 400 MHz) comparado com dados da

[iteratura Para O UVAOL. ...........uuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb eneeeeeeeenneee 91
TABELA 18. Dados de RMN de SL10 (CDCl;, 400 MHz) comparado com dados da

literatura para 0 eritrOQIOl. ............uuuuueeiiiiiiiiiiiii bbb naeee 92

TABELA 19. Atividade antiproliferativa in vitro do extrato em etanol de S. lachnostachys
e das fragBes do extrato contra linhagens de células tumorais humanas (Glso pug mL’
o TP 93

TABELA 20. Atividade citotdxica in vitro das substancias SL1, SL2 e SL4 contra

linhagens de células tumorais humanas (Glso HMOl L™). .....coovvivieievieieceeeeeeee 96



LISTA DE ESQUEMAS

ESQUEMA 1. Procedimento de extracdo das folhas de Salvia lachnostachys................ 34

ESQUEMA 2. Procedimento experimental do fracionamento da fracdo em hexano
(N SRR 37

ESQUEMA 3. Fracionamento da subfracdo LNA 20. .............uuuiiiiiimmiiiiiniiiiiiiiiiiieiinnnnnenns 39

ESQUEMA 4. Fracionamento da fragao LNB. ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeennnees 42



LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS

786.0 Linhagem de células tumorais de rim

CcC Cromatografia em coluna

CCDA Cromatografia em camada delgada analitica

CCDP Cromatografia em camada delgada preparativa

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CLv Cromatografia liquida a vacuo

d Dupleto

DCM Diclorometano

dd Duplo dupleto

DEPT.135 Intensificac@o dos niveis através da transferéncia de
polarizagédo sem efeito de distorgéo

EE Extrato em etanol

EH Extrato em hexano

EM-AR Espectrometria de massas de alta resolugéo

Gle Concentragdo necessaria para inibir 50% do crescimento
celular

HaCat Linhagem de células ndo tumorais de queratinécito
Heteronuclear multiple bond coherence (correlagdo nuclear a

AMBC multiplas ligagdes)

HPLC High performance liquid chromatography
Heteronuclear single quantum coherence (correlagéo

HSQC heteronuclear a uma ligacao)

HT-29 Linhagem de células tumorais de colén

K526 Linhagem de células tumorais de leucemia

LNA Fracdo em hexano

LNB Fracdo em hexano:CH,Cl, 1:1

LNC Fracdo em CH,Cl,

LND Fracdo em acetona

LNE Fracdo em MeOH

MCF-7 Linhagem de células tumorais de mama

NCIADR/RES Linhagem de células tumorais de ovario resistente a multiplos
farmacos

NCI-H460 Linhagem de células tumorais de pulmao, tipo ndo pequenas
células

OVCAR-3 Linhagem de células tumorais de ovario

PC-3 Linhagem de células tumorais de prdstata

RMN Ressonancia Magnética Nuclear

TMS Tetrametilsilano
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U251
UACC-62
Unicamp
UV-Vis

)

Tempo de retencéo

Linhagem de células de glioma
Linhagem de células de melanona
Universidade Estadual de Campinas
Ultravioleta na regiéo do visivel

Deslocamento quimico
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1. INTRODUCAO

Produtos naturais (metabdlitos secundarios) sdo substancias especificas de
cada reino, familia ou género, que ndo Ss&0 essenciais para 0 crescimento,
desenvolvimento ou reproducdo de um organismo. Podem ser produzidos em respostas
a estimulos externos, como por exemplo, as variagbes ambientais relacionadas a
estacbes do ano, niveis de umidade, nutrientes, etc (STROHL, 2000). As fontes de
metabolitos secundérios sdo plantas, bactérias, fungos e organismos marinhos
(VAISHNAYV & DEMAIN, 2010).

As plantas sao a principal fonte de produtos naturais. Cada espécie produz um
conjunto de metabdlitos secundarios adequado as demandas particulares do seu nicho
ecolégico. A diversidade quimica dos metabdlitos secundarios reflete as diferencas
entre 0s organismos, com suas particularidades morfolégicas e enziméaticas
(HARTMANN, 2007). O metabolismo secundario vegetal tem sido uma rica fonte de
novas substancias biologicamente ativas, muitas das quais se tornaram extremamente
importantes na terapia atual (NEWMAN et al., 2008; ZHOU et al., 2010).

E estimado que existam aproximadamente 300.000 espécies de plantas
superiores (McCHESNEY et al., 2007). Apesar de um intenso trabalho nas ultimas
décadas, apenas 15% destas espécies tém sido sistematicamente investigadas,
guimica e/ou farmacologicamente (NEWMAN et. al., 2008).

A investigacdo quimica ou estudo fitoquimico é importante para a descoberta de
novas moléculas, que possam ser utilizadas diretamente na terapia ou como modelo de
novas drogas. Além desse aspecto utilitario, os estudos fitoquimicos contribuem para a
compreensédo das relag6es filogenéticas entre os taxons (quimiossistematica) e para
documentar a composi¢do quimica de espécies que podem vir a ser extintas em um
futuro proximo.

Apesar dos muitos estudos quimicos ja realizados, a nossa flora ainda é pouco
conhecida e aproveitada. Existe um grande nimero de espécies que nunca tiveram
qualquer estudo quimico ou farmacolégico. Além disso, era comum no passado, que as
pesquisas em fitoquimica e em farmacologia fossem realizadas por grupos isolados.
Muitas substancias foram identificadas sem que houvesse qualquer avaliacdo
farmacologica das mesmas, enquanto muitos estudos farmacoldgicos foram conduzidos
sem o isolamento das substancias ativas. Assim, com relagdo ao uso como fitoterapico

essas plantas podem ser consideradas como nédo estudadas.
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1. 1. FAMILIA LAMIACEAE

A familia Lamiaceae (nome antigo: Labiatae) compreende atualmente cerca de
200 géneros e 3000 espécies. Existem no mundo seis regides onde a familia
Lamiaceae apresenta grande diversidade: regiio mediterranea e Asia Central, sul da
Africa e Madagascar, China, Australia, América do Norte e México e América do Sul
(HARLEY et al., 2004). Na América do Sul, dois géneros da familia se destacam por
apresentar grande variedade de espécies, Salvia e Hyptis. No Brasil a familia esta
representada por 47 géneros e 518 espécies (SANTOS, 2017).

As principais espécies de Lamiaceae utilizadas no Brasil sdo amplamente
reconhecidas por seu uso condimentar (TABELA 1) e por apresentar atividade bioldgica,
principalmente como antioxidante (LORENZI & MATOS, 2002). A familia produz uma
variedade de metabdlicos secundarios, sendo reconhecida principalmente por seus
Oleos essenciais, que sdo encontrados em tricomas glandulares na superficie das
folhas. Os Oleos essenciais de Lamiaceae sdo constituidos principalmente de
monoterpenos como o mentol (1), extraido de espécies de Mentha e o timol (2), extraido
de espécies de Thymus, sesquiterpenos como espatulenol (3) e globulol (4) extraidos
de Hyptidendron e, fenilpropanoides volateis como o eugenol (5) e o metilchavicol (6),
gue sao encontrados em espécie de Ocimum. Outra caracteristica da familia é a
producéo de diterpenos, de varios tipos, que sdo encontrados em todos os géneros. Na
familia também estdo presentes constituintes fendlicos, como o acido rosmarinico (7)
(FIGURA 1) (LORENZI & MATOS, 2002; HARLEY et al., 2004; LEMES et al., 2011).

TABELA 1. Espécies da familia Lamiaceae reconhecidas por seu uso condimentar com
seus respectivos nomes populares (LORENZI & MATOS, 2002).

Espécie Nome popular
Hyptis suaveolens Alfavacao
Melissa officinalis Cidreira

Mentha arvensis Hortela-do-Brasil
Mentha piperita Horteld
Ocimum basilicum Manjericao
Ocimum vulgare Orégano
Rosmarinus officinalis Alecrim

Salvia officinalis Sélvia
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FIGURA 1. Alguns metabdlicos secundarios isolados de espécies da familia Lamiaceae:
mentol (1), timol (2), espatulenol (3), globulol (4), eugenol (5), metilchavicol (6) e acido

rosmarinico (7).

As lamiaceas variam desde ervas anuais, bianuais ou perenes, até subarbustos,
arbustos ou arvores. Os ramos sdo em geral retangulares, com folhas simples e opostas
e calice tubuloso (HARLEY et al., 2004).

Varios géneros contém espécies usadas na medicina popular, sendo que a
familia Lamiaceae ocupa o terceiro lugar em ordem de importéncia etnofarmacolégica,
com muitas espécies apresentando substancias biologicamente ativas incluindo
espécies de Salvia (HARLEY et al., 2004).
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1. 2. GENERO SALVIA

Salvia é um dos maiores géneros da familia Lamiaceae, compreendendo cerca
de 1000 espécies de ervas aromaticas, distribuidas nas regides tropicais e subtropicais.
Os principais centros de diversidade sdo o Mediterraneo, a Asia Central, o México e 0s
Andes. Sao reconhecidos quatro subgéneros: Salvia, Sclarea, Leonia e Calosphace. Os
dois primeiros sdo encontrados principalmente na Europa, enquanto que Leonia esta
representado na América do Norte e Calosphace é exclusivo das Américas Central e do
Sul. Calosphace é o maior subgénero de Salvia, com cerca de 500 espécies (SANTOS,
2017).

Muitas espécies de Salvia encontram uso na medicina popular no tratamento de
transtornos digestivos (célicas, diarréias, indigestdo, constipacdo), problemas do
aparelho respiratorio (gripe, resfriado, tuberculose, infecgdes), transtornos hepaticos,
febre e problemas de pele, como feridas e urticaria, sendo que varias espécies
apresentam atividade antimicrobiana, antioxidante, citotoxica e anti-inflamatoria
(KAMATOU et al., 2008, YESILYURT et al., 2008; WU et al., 2012).

Os principais constituintes quimicos do género Salvia sao flavonoides e
terpendides. Estes podem ser volateis e estarem presentes nos 6leos essenciais
(monoterpenos e sesquiterpenos) ou fixos, e serem encontrados em extratos
(diterpenos, triterpenos, flavonoides e outros compostos fenodlicos) (TOPCU, 2006;
CIOFFI et al., 2008; WU et al., 2012). Diterpenos sdo amplamente distribuidos,
principalmente agueles com esqueleto abietano (8a) e clerodano (8b) (FIGURA 2)
(KABOUCHE & KABOUCHE, 2008; WU et al., 2012).

FIGURA 2. Esqueletos diterpénicos dos tipos abietano (8a) e clerodano (8b).
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O grande numero de espécies de Salvia ja estudadas inviabiliza uma revisédo
bibliografica completa, de modo que serdo descritas apenas algumas espécies, a fim de
ilustrar as caracteristicas do género.

S. officinalis € uma espécie que merece destaque, por ser amplamente
conhecida como condimento e conservante de alimentos (TABELA 1, p. 20), além de
ser utilizada no tratamento de doencas infecciosas, inflamatorias e do sistema nervoso.
E uma planta que tem origem na regiio mediterranea oriental, porém é cultivada em
todo o mundo. Ja foi reportada como uma opcéo para a terapia de perda de memoria de
ratos diabéticos (FERHAT et al., 2009).

S. officinalis apresenta em sua composi¢do trés diterpenos, roialeanone (9),
horminone (10) e 7-O-acetil-herminone (11), que sdo capazes de inibir o crescimento de
células tumorais in vitro (SLAMENOVA et al.,, 2004). Foi comprovado ainda que o0s
sesquiterpenos a-humuleno (12) e E-cariofileno (13) (FIGURA 3), também presentes
nessa planta, tém capacidade de inibir o crescimento celular de linhagens de células in
vitro de adenocarcinoma renal (ACHN) e carcinoma de préstata (LNCaP) (LOIZZO et
al., 2007; EL HADRI et al., 2010).

OH
\
0 H “n,
9-R.=H
R 1 2
'10-R, = OH 12 13
11-R, = OAc

FIGURA 3. Metabdlicos secundarios biologicamente ativos isolados de S. officinalis.

Dentre as espécies nativas da América, destaca-se S. divinorum, uma planta
proveniente do México, utilizada na medicina popular para o tratamento de diarreia,
inflamacdes abdominais, dor de cabeca e reumatismo. Em sua composicdo s&o
encontrados os diterpenos, salvinorina A (96%, 14) e salvinorina B (4%, 15) (FIGURA
4). Salvinorina A é considerada a mais potente substancia psicoativa natural, enquanto
gue salvorina B ndo apresenta quaisquer efeitos psicoativos, apesar da semelhanca
estrutural entre ambas. S. divinorum também é utilizada em rituais espirituais pelos

Xamas no México. As folhas sdo queimadas para a preparacdo do ambiente do ritual e
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também sdo mascadas durante a cerimbnia, causando alucina¢des nos participantes
(HARDING et al., 2005).

FIGURA 4. Diterpenos salvinorina A (14) e salvinorina B (15) de S. divinorum

Outra espécie americana que tem recebido atengcdo nos ultimos anos € S.
corrugata, uma planta ornamental que tem sido cultivada na Europa. As folhas
acumulam os triterpenos acido ursolico (16) e acido oleandlico (17), além dos diterpenos
fruticulina A (18) e demetilfruticulina A (19), que foram identificados como as
substancias majoritarias do extrato em metanol de suas folhas. Além disso, foram
isolados mais seis diterpenos minoritarios, 7a,19-diacetoxi-roileanona (20), 11,12,19-
trildroxiabieta-8,11,13-trieno (21), conacitona (22), diidrofruticulina A (23), 7B-acetoxi-
20-hidroxi-19,20-epoxiroileanona (24), e 7,20-epoxi-7B-etoxi-6[3,20:19,20
diepoxiroileanona (25) (FIGURA 5) (BISIO et al., 2008; 2016). As substancias 20, 21, 22
23 e 24 apresentaram atividade antimicrobiana (BISIO et al., 2008; 2016), enquanto que
demetilfruticulina A (19) mostrou atividade citotéxica (MONTICONE et al., 2010;
GIANNONI et al., 2010; GIACOMELLI et al., 2013).
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FIGURA 5. Terpenoides isolados de S. corrugata.

No Brasil sdo encontradas 68 espécies de Salvia, das quais oito sdo espécies
exoticas: S. coccinea, S. farinacea, S. hispanica, S. involucrata, S. leucantha, S.
microphylla, S. officinalis e S. pratensis. Estas sdo cultivadas em varios estados
brasileiros devido ao seu uso na culinaria e na medicina popular (SANTOS, 2017).

O numero de espécies nativas do Brasil é relativamente pequeno,
compreendendo 60 espécies, distribuidas nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul. A

maioria € endémica e poucas tiveram alguma investigagdo quimica (TABELA 2)
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(SANTOS, 2017). Os estudos quimicos com as espécies brasileiras de Salvia serdo

detalhados a seguir.

TABELA 2. Espécies de Salvia nativas do Brasil.

Espécie Espécie Espécie

S. aliciae * S. espirito-santensis * S. ovalifolia
S. altissima * S. expansa ' S. pallida *

S. arenaria * S. fruticetorum * S. persicifolia *
S. articulata * S. grewiifolia * S. procurrens 2
S. balaustina * S. guaranitica ** S. propinqua *
S. benthamiana® S. harleyana* S. regnelliana *
S. borjoensis 2 S. hatschbachii * S. rivularis *

S. brevipes * S. hilarii * S. rosmarinoides *
S. calcicola * S. itatiaiensis * S. salicifolia *
S. campos-portoi * S. lachnostachys S. scabrida *
S. cardiophylla .? S. longibracteolata * S. scoparia *
S. cerradicola * S. macrocalyx * S. secunda !

S. chapadensis® S. mattogrossensis * S. sellowiana *
S. confertiflora S. melissiflora - S. splendens ?
S. congestiflora * S. mentiens * S. subrotunda *
S. consimilis * S. minarum * S. tenuiflora *
S. cordata *? S. neovidensis * S. tomentella *
S.curta’ S. nervosa ' S. uliginosa 2
S. decurrens * S. oligantha * S. viscida *

S. diamantina * S. ombrophila * S. xanthotricha *

! espécie endémica; * espécie com algum estudo quimico.

Os principais metabdlicos do 6leo essencial de Salvia borjoensis sdo 0s sequiterpenos
espatulenol (38,2%, 26) e pB-cariofileno (15,5%, 27), além de nonadecanal (15,9%, 28).

O oOleo de S. cordata apresenta como constituinte principal o globulol (32,3%, 29),

acompanhado de 26 (11,6%). O 6leo essencial de S. ovalifolia contém 56,7% de

nonadecanal (28), enquanto que em S. procurrens 0S componentes majoritarios sdo o
acido hexadecandico (22,2%, 30) e nonadecanal (13,2%) (PINTO, 2012). O &cido
hexadecandico (11,3%) também é um dos constituintes principais do 6leo de S.
melissiflora, juntamente com o acido linoléico (29,3%, 31) (FIGURA 6) (KASSUYA et al.,
2009).
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FIGURA 6. Principais metabdlicos do 6leo essencial de S. borjoensis (26, 27 e 28), S.
cordata (26 e 29), S. ovalifolia (28), S. procurrens (28 e 30) e S. melissiflora (31).

S. guaranitica é uma planta brasileira, originaria do Parana, que se tornou
cosmopolita. O seu 6leo essencial € rico em sesquiterpenos, principalmente f-
cariofileno (27) (FIGURAS 6) (VALVERDU et al., 2005; CARRER et al., 2007).

A partir de extratos de S. guaranitica foram isolados o acido ursélico (16,
FIGURA 5), o esterdide sitosterol e seu glucosideo (32 e 33), o cafeato de etila (34) e 0
flavonoide cirsiliol (35), que apresentou atividade sedativa e hipnética (FIGURA 7)
(MATIDA et al., 1996; MARDER et al., 1996; VIOLA et al., 1997).

S. uliginosa, uma erva perene nativa do Brasil, forneceu trés flavondides
glicosilados (36, 37 e 38) a partir de um exemplar cultivado no Japéo (FIGURA 7)
(VEITCH et al., 1998) .
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FIGURA 7. Constituintes quimicos de S. guaranitica.

S. splendens, outra espécie brasileira muito cultivada por suas caracteristicas

ornamentais, forneceu uma série de diterpenos, (39-43) com esqueleto clerodano (7)
(FIGURAS 2 e 8) (HU et al., 1997; FONTANA et al., 2006).

Y 2,/ 39-R1=H;R2=OAC
= /’4 40-R,=R,=H
o 41-R,=OH; R, =H
O 42-R1=R2=OAC

HO

FIGURA 8. Diterpenos com esqueleto clerodano isolados de S. splendens.



30

S. lachnostachys Benth. (FIGURA 9) é uma planta endémica do Brasil,
encontrada na Mata Atlantica do Sul e Sudeste do pais. E considerada uma erva ou
subarbusto perene, com aproximadamente 40-70 cm de altura. Suas folhas séo
revestidas de tricomas.

Um estudo fitoquimico anterior dessa espécie relatou o isolamento dos
triterpenos acido ursdlico (16) e acido oleandlico (17), além do nor-diterpeno fruticulina
A (18) (FIGURA 5) (ERBANO et al.,, 2012). O extrato etanolico das folhas de S.
lachnostachys e o diterpeno fruticulina A (18) apresentaram atividade anti-inflamatoria,
antihiperalgésica (PICCINELLI et al., 2014), antinociceptiva e antidepressiva (SANTOS
et al., 2017).

FIGURA 9. Fotos de Salvia lachnostachys no campo, detalhe das folhas e flores.
FONTE: O autor.

A importancia medicinal do género e a presenca de metabdlicos secundarios,
com uma grande diversidade em seus esqueletos, como o0s terpenoides justificaram
uma nova investigacao fitoquimica das folhas de S. lachnostachys.
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2. OBJETIVOS
2.1. GERAIS

Realizar o estudo fitoquimico e bioldégico da espécie S. lachnostachys Benth,
visando contribuir para o conhecimento da quimica das sélvias brasileiras e para a

descoberta de substancias com potencial terapéutico.
2.2. ESPECIFICOS

Isolar e identificar os principais metabdlitos secundarios das folhas de S.
lachnostachys. Realizar ensaios de atividade citotoxica contra linhagens de células

tumorais humanas com os extratos e substancias isoladas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PROCEDIMENTOS GERAIS

Nas separagdes por cromatografia em coluna (CC), usou-se gel de silica 60.
Para preparar as placas cromatograficas preparativas (CCDP), espalhou-se uma
suspenséo de gel de silica 60 PF,s, em mistura com agua destilada numa proporcao de
15 g/30 mL, sobre placas de vidro 20x20 cm, usando um espalhador, que forneceu uma
espessura de 1,00 mm. Para as andlises por cromatografia de camada delgada
analitica (CCDA) foram utilizadas placas prontas recobertas com gel de silica na
espessura de 0,25 mm. Na revelagdo destas placas usou-se radiagdo UV (366 e 254
nm) e, solugdo a 5% de H,SO, em etanol. Os reagentes e solventes utilizados foram
produtos analiticos.

Para identificacdo das substancias isoladas, foi utilizada principalmente a técnica
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os espectros foram obtidos em
espectrometros DPX-200, Avance IIl 400 e/ou Avance Il 600 (Bruker), operando 4,7,
9,4 e 14,1 Tesla (T), respectivamente, e observado a 200, 400 ou 600 MHz para 'H e
50, 100 ou 150 MHz para **C, usando-se técnicas uni e bidimensionais (HSQC e
HMBC). O solvente utilizado para as andlises foi CDCl; e, TMS como referéncia interna.
Os espectros foram obtidos no Centro de RMN da UFPR. Os dados obtidos foram
comparados com aqueles publicados na literatura. Os espectros de massas de alta
resolucdo (EM) foram obtidos no laboratério Thompson (UNICAMP) em um

espectrometro LTQ-Orbitrap XL (THermo Scientific), com ionizagdo por “spray” de
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elétrons. Os espectros no UV-vis foram obtidos no departamento de Quimica da UFPR
em um espectrofotbmetro Shimadzu UV-2401PC, utilizando MeOH como solvente. As
separacles por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas em um
equipamento de cromatografia liquida Waters composto por bomba quaternéria, injetor
automético, detector PDA 2998 e acoplado a um sistema de aquisicdo de dados
Empower software. Foi utilizada uma coluna semi-preparativa, Phenomenex Nucleosil
100A C18, com injecdes a partir de 25 pL, com didmetro de particula de 5 um e
tamanho 250x10 mm. Os solventes organicos utilizados foram metanol (MeOH) e
acetonitrila (ACN) grau HPLC. Estes foram filtrados em membrana de nailon 0,45 pm
(Millipore) e desgaseificados por 30 min em banho de ultrassom antes de serem
usados. As substancias puras foram coletadas manualmente, e o0 solvente foi

evaporado em evaporador rotativo.

3.2. ESTUDO FITOQUIMICO

3.2.1. COLETA DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de S. lachnostachys Benth foram coletadas em Curitiba/Parand em
maio de 2010. A planta foi identificada pela Dra. Elide Pereira dos Santos
(Departamento de Botanica, UFPR). Uma exsicata foi depositada no herbario da
Universidade Federal do Parana (E. P. Santos 1251).

3.2.2. PREPARACAO DOS EXTRATOS

As folhas de S. lachnostachys foram secadas em estufa em temperatura de
40°C e entdo trituradas. O material seco resultante (415,2 g) foi extraido com hexano e
etanol pela técnica de maceracao a frio, que consiste em deixar 0 material em contato
com o solvente a temperatura ambiente, por 24 h, e ap6s esse tempo, remover o
solvente por filtracdo, e adicionar uma nova porcao de solvente. Este procedimento foi
repetido por trés vezes, para cada solvente, utilizando 1,5 L de solvente em cada vez. O
solvente foi evaporado em evaporador rotativo, resultando nos extratos em hexano (EH,
11,3 g) e em etanol (EE, 47,6). EH e EE foram armazenados em um refrigerador. Parte
do extrato em etanol (2,6 g) foi reservada para ensaios biolégicos, e o restante (45,0 g)
utilizado para o estudo fitoquimico (ESQUEMA 1).
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3.2.3. ISOLAMENTO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

O extrato em etanol (EE, 45,0 g) foi fracionado em uma Unica etapa através de
cromatografia liquida a vacuo (CLV) utilizando como fase estacionaria gel de silica,
eluida com hexano, hexano:CH,CI, 1:1, CH,CI,, acetona e por fim MeOH. Apé6s a
evaporagdo do solvente foram obtidas as seguintes fracdes: hexano (LNA, 1,89 @),
hexano:CH,CIl, 1:1 (LNB, 5,41 g), CH,Cl, (LNC, 2,08 g), acetona (LND, 22,15 g) e
MeOH (LNE, 4,80 g). Uma parte de cada fragéo foi reservada para ensaios biolégicos
(TABELA 3; ESQUEMA 1).

TABELA 3. Rendimento das fracfes do extrato em etanol (EE).

Fracéo Solvente Massa () Rendimento (%)
LNA hexano 1,89 3,97
LNB hexano:CH,Cl, 1:1 5,41 11,36
LNC CH.CI, 2,08 4,37
LND acetona 22,15 46,53

LNE MeOH 4,80 10,01
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Folhas de S.

lachnostachys

Secados a 40°C e moidos <+———

Massa seca
(415,2 g)
|
Extracdo com ¢«———— —® Extracdo com
hexano etanol
EH EE
(11,3 g) (47,6 9)
EE, estudo fitoquimico. EE, ensaios bioldgicos.
(45,0 g) (2,6 9)
Cromatografia liquida a
vacuo (CLV) <
LNA LNB LNC LND LNE
(1,89 g) (5,41 9) (2,08 g) (22,15 9) (4,80 g)

ESQUEMA 1. Procedimento de extracdo das folhas de Salvia lachnostachys. EE
submetida a CLV eluida com hexano (LNA), hexano:CH,Cl, 1:1 (LNB), CH,CI, (LNC),
acetona (LND) e metanol (LNE).

A fracdo LNA (1,89 g) foi submetida a CC, eluida com hexano, hexano:CH,Cl,
1:1, CH,CI,, CH,Cl,:acetona 98:2, 95:5, 9:1 e 1:1 e por fim acetona pura. Nesse
processo foram recolhidas 71 subfracBes de aproximadamente 15 mL, as quais foram

reunidas em 14 subfra¢gfes apds comparacao por CCDA (TABELA 4).
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TABELA 4. Fracionamento por cromatografia em coluna da fracdo do extrato etanolico
em hexano (LNA).

Subfragdes  C6digo Solvente viv Massa Subgténci_qs isoladas/
(mg) identificadas
1-4 LNA1 hexano 11,0 -
5-8 LNAS hexano 279,7 -
9-12 LNA9 hexano 55,8 -
13-17 LNA13 hexano 28,2 -
18-19 LNA18 hexano:CH,Cl, 1:1 37,3 SL1, SL2,SL3, SL4 e SL6
20-25 LNA20 hexano:CH,Cl, 1:1 478,4 SL1, SL4,SL5e SL6
26-27 LNA26 hexano:CH,Cl,1:1 31,1 SL1
28-43 LNA28 CHCl, 356,4 SL1
44-49 LNA44 CH,Cl,:acetona 95:5 74,3 -
50-54 LNAS5O CH,Cl,:acetona 9:1 449 -
55-59 LNAS55 CH,Cl,:acetona 1:1 279,9 -
60-63 LNAG60 CH,Cl,:acetona 1:1 23,3 -
64-67 LNAG4 acetona 34,3 -
68-71 LNAGS8 acetona 17,2 -

A subfragdo LNA18 (37,3 mg) foi purificada por CLAE (método isocratico

MeOH:ACN 1:1 com fluxo de 2,5 mL min™, por 15 min). A amostra foi dissolvida em 4

mL de ACN e foram realizadas 22 injecdes de 250 pL. O cromatograma (FIGURA 10)

apresentou trés picos, que foram coletados manualmente, rendendo as substancias
SL6 (tg =5,56 min; 1,8 mg), SL1 + SL4 (tgr = 6,53 min; 4,2 mg), e SL2 (tr = 7,80 min; 2,7
mg). Também foi obtido um residuo (7,9 mg) que foi submetido a uma CCDP, eluida em
hexano:AcOEt 8:2, fornecendo as substancias SL4 (1,8 mg), SL2 + SL3 (1,2 mg), e
SL6 (2,4 mg). (ESQUEMA 2).
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LNA
(1,89 9)

CC (a) «—

14 subfracbes

LNA 18
(37,3 mg)

CLAE (isocratico MeOH:ACN 1:1) <+——

SL1 +SL4 SL2 SL6 residuo
(4,2 mg) (2,7 mg) (1,8 mg) (7,9 mg)
CCDP (hexano:AcOEt 8:2) €+—
SL2 +SL3 SL4 SL6
(1,2 mg) (1,8 mg) (2,4 mg)

ESQUEMA 2. Procedimento experimental do fracionamento da fracdo em hexano
(LNA). (a) coluna cromatografica eluida em hexano, hexano:CH,Cl, 1:1, CHCl,,
CH.Cl,:acetona 98:2, 95:5, 9:1 e 1:1 e por fim acetona pura.

A subfracdo LNA20 foi recristalizada em hexano, fornecendo como precipitado
uma mistura de SL1 e SL4 (338,8 mg), e um sobrenadante (LNA20s, 117,6 mg) que foi
submetido a uma CC eluida com hexano, hexano:CH,Cl, 1:1, mistura de CH,Cl,:AcOEt
99:1, 95:5, 8:2, 1:1 e finalmente em MeOH. Foram recolhidas 51 subfragbes (10 mL)
que foram reunidas em 12, apés andlise por CCDA (TABELA 5).



TABELA 5. Fracionamento por cromatografia em coluna da subfracdo LNA20s.
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Fracao Caddigo Solvente v/iv Massa . Subgténc'ia}s
(mg) isoladas/identificadas
1-11 LNA 20s/1 hexano 24,5 -
12 LNA 20s/12 hexano 12,4 SL1,SL4 e SL5
13-14 LNA 20s/13 hexano:CH,Cl, 1:1 14,2 SL4
15-20 LNA 20s/15  hexano:CH,Cl, 1:1 18,8 SL1+SL4+SL6
21-24 LNA 20s/21  CH,Cl,:AcOEt 99:1 9,8 -
25 LNA 20s/25 CH,Cl,:AcOEt 95:5 4,2 -
26-30 LNA 20s/26 CH,CI,:AcOEt 8:2 17,7 -
31-35 LNA 20s/31 CH,CI,:AcOEt 1:1 7,0 -
36 LNA 20s/36 CH,CI,:AcOEt 1:1 2,6 -
37-45 LNA 20s/37 AcOEt 8,3 -
41 LNA 20s/41 MeOH 4,2 -
42-59 LNA 20s/42 MeOH 10,2 -

A subfragdo 20s/12 (12,4 mg) foi purificada por CLAE (método isocrético

MeOH:ACN 1:1 com fluxo de 2,5 mL min™, por 12 min). A amostra foi dissolvida em 2

mL de ACN, sendo injetado um volume de 250 puL em cada analise. O procedimento foi

repetido 8 vezes. O cromatograma (FIGURA 11) apresentou trés picos, que foram

coletados manualmente, fornecendo as substancias SL5 (tr = 6,53 min; 1,9 mg), SL1 (i
= 7,0 min; 2,1 mg) e SL4 (g = 11,2 min; 3,7 mg) (ESQUEMA 3).
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FIGURA 11. Cromatograma da purificagdo da fracdo LNA 20'/12.
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A subfracdo LNA20s/13 (14,2 mg) foi submetida a CCDP, eluida com
hexano:CH,CI, 1:1, resultando no isolamento de SL4 (2,1 mg) (ESQUEMA 3).

A subfracdo LNA20s/15 (18,8 mg) foi submetida a CCDP, eluida com
hexano:CH,CI, 1:1, resultado no isolamento de uma mistura de SL1 + SL4 + SL6 (4,6

mg) (ESQUEMA 3).

LNA 20
(478,4 mq)

— Recristalizacdo em hexano

Sobrenadante Precipitado
LNA 20s (117,6 mg) SL1 + SL4 (338,8 mg)
12 subfracoes (MeO(Ii!XA\CIJEN 1:1) SL1
B (2,9 mg)
LNA 20s/12 T
(12,4 mg) A =
(3,7 mg)
SL4 + SL5
o (2,1 mg)
LNA 20s/13 LNA 20s/15
(14,2 mg) (18,8 mg)

— CCDP hexano:CH,Cl, 1:1 +——

SL4 SL1+SL4+SL6
(2,1 mg) (4,6 mg)

ESQUEMA 3. Fracionamento da subfracdo LNA 20.
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A subfracdo LNA26 (31,1 mg) forneceu SL1 (14,8 mg) apés CCDP em
hexano:CH,Cl, 1:1.
A subfracdo LNA28 (356,4 mg) foi analisada por CCDA, revelando a presenca

de SL1.

A fracdo LNB (5,41 g) foi submetida a uma coluna cromatogréfica eluida com

hexano: CH,Cl, 1:1, CH,CI, , CH,Cl,:acetona 9:1, CH,Cl,:acetona 1:1, acetona e por fim

MeOH puro. Foram recolhidas 24 subfracbes de aproximadamente 100 mL as quais

foram agrupadas em 13 (TABELA 6), ap6s comparacao por CCDA.

TABELA 6. Fracionamento por cromatografia em coluna da fracdo LNB.

Subfracéo Cdédigo Solvente v/iv I\/I(re;sgs)a isoladaj/?j)jr:i?iii:jas (mg)
1-3 LNB1 hexano: CH,Cl, 1:1 28,9 -
4 LNB2 CH,Cl, 10,6 -
5-9 LNB3 CH,CI, 70,7 -
10 LNB4 CH,Cl,:acetona 9:1 37,1 -
11-14 LNB5 CH,Cl,:acetona 9:1 2000,9 SL7,SL9 + SL10
15-17 LNB6 CH,Cl,:acetona 1:1 856,1 SL7 +SL8
18 LNB7 Acetona 104,7 -
19 LNB8 Acetona 75,4 -
20 LNB9 Acetona 26,6 -
21 LNB10 MeOH 50,5 -
22 LNB11 MeOH 178,1 -
23 LNB12 MeOH 32,5 -
24 LNB13 MeOH 13,1 -

A subfracdo LNB5 (2,09 g) foi submetida a CC eluida em CH,Cl,, CH,Cl,:MeOH
8:2, CH,CI;:MeOH 1:1, CH,CI,:MeOH 2:8 e por fim MeOH puro. Foram recolhidas 28

subfracdes (30 mL cada), que apdés analise por CCDA foram agrupadas em 13

subfracdes (TABELA 7).



TABELA 7. Fracionamento por cromatografia em coluna da subfragcdo LNB5
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Subfracéo Cdédigo Solvente v/iv Massa ) Sl.JbStél_n_ClaS
(mQ) isoladas/identificadas (mg)
1-4 LNB5-1 CH,Cl, 111 -
5-6 LNB5-5 CH,Cl, 9,2 -
7-10 LNB5-7 CH,Cl, 34,1 -
11 LNB5-11 CH,Cl, 9,5 -
12-13 LNB5-12 CH,CI;:MeOH 8:2 19,3 -
14 LNB5-14 CH,CI;:MeOH 8:2 2,1 -
15-17 LNB5-15 CH,CI;:MeOH 1:1 30,1 -
18-19 LNB5-18 CH,CI;:MeOH 1:1 39,8 SL9 +SL10
20 LNB5-20 CH,CIl,:MeOH 2:8 121,3 -
21-24 LNB5-21 CH,CIl,:MeOH 2:8 1014,1 -
25-26 LNB5-25 MeOH 108,5 SL7
27 LNB5-27 MeOH 66,4 -
28 LNB5-28 MeOH 75,9 -
A subfracdo LNB5-18 (39,8 mg) foi purificada por CCDP eluida em
CH_.Cl,:MeOH 95:5 (duas vezes), rendendo SL9 + SL10 (4,1 mg) (ESQUEMA 4).
A subfracdo LNB5-25 (108,5 mg) foi submetida & CCDP eluida em

CH,Cl,:MeOH 95:5, rendendo SL7 (58,9 mg). (ESQUEMA 4).

A subfragéo LNB6 (856,1 mg) foi submetida a uma coluna cromatogréafica eluida

com misturas de CH,Cl,:MeOH 95:5, em ordem crescente de polaridade até MeOH

puro. Nesse processo foram recolhidas 52 subfracdes de aproximadamente 5 mL as

quais foram reunidas em 14 subfracdes (TABELA 8), ap0s comparacgéo por CCDA.
A subfracdo LNB6-16 (100,1 mg) foi recristalizada em CH,Cl,, rendendo SL7
+SL8 (88,5 mg) (ESQUEMA 4).

TABELA 8. Fracbes obtidas da coluna cromatografia da fracdo LNB6.

Subfracéo Cdédigo Solvente viv Massa ) SUbéténC_lés
(mg) isoladas/identificadas

1-8 LNB6-1 CH,Cl,:MeOH 95:5 7,1 -

9-12 LNB6-9 CH,Cl,:MeOH 95:5 13,3 -

13-15 LNB6-13 CH,Cl,:MeOH 9:1 76,3 -

16-20 LNB6-16 CH,Cl,:MeOH 9:1 100,1 SL7 +SL8
21 LNB6-21 CH,Cl,:MeOH 8:2 29,3 -
22 LNB6-22 CH,Cl,:MeOH 8:2 23,0 -
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23-24 LNB6-23 CH,Cl,:MeOH 8:2 41,0 -
25-26 LNB6-25 CH,Cl;:MeOH 7:3 35,7 -
27-29 LNB6-27 CH,Cl;:MeOH 7:3 10,8 -
30-38 LNB6-30 CH,Cl,:MeOH 1:1 27,9 -

39 LNB6-39 CH,Cl,:MeOH 1:1 13 -
40-46 LNB6-40 CH,Cl,:MeOH 2:8 62,1 -
47-48 LNB6-47 CH,Cl,:MeOH 1:9 21,7 -
49-52 LNB6-49 MeOH 20,4 -

LNB (5,41 g)

CC (a) ———

13 subfracdes

LNB5 LNB6
(2,0909) (856,1 g)
— CC (b) CC (c) +—

13 fracdes 14 fragdes
LNB5-18 LNB5-25 LNB6-16
(39,8 mg) (108,5 mg) (100,1 mg)
—  CCDP |, Recristalizacdo em

CH,Cl,:MeOH 95:5 CH,Cl,
LNB5-18B
SL7 +SL8 (88,5 mg)

(10,8 mg)

-, CCDP
CH,Cl,:MeOH 95:5 —»  CCDP
CH,Cl,:MeOH 95:5

SL9 + SL10 (4,1 mg)

SL7 (58,9 mg)

ESQUEMA 4. Fracionamento da fracdo LNB. (a) CC eluida em hexano:CH,Cl, 1:1,
CH,CI,, CH,Cl,:acetona 9:1, 1:1 e acetona pura. (b) CC em CH,Cl,, CH,Cl,:MeOH 8:2,
1:1, 2:8 e MeOH puro. (c) CH,Cl,:MeOH 95:5, ap6s aumentando gradativamente a
polaridade até MeOH puro.
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3.3. ENSAIOS DE ATIVIDADE CITOTOXICA

Os ensaios de atividade citotoxica foram realizados com os extratos brutos em
hexano e etanol (EH, EE), as frag6es do extrato etandlico (LNA, LNB, LNC. LND e LNE)
e as substancias puras SL1, SL2 e SL4. Foram utilizadas as seguintes linhagens de
células: U251 (glioma, SNC), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario resistente a
multiplos farmacos), 786.0 (rim), NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células), PC-3
(prostata, somente nos ensaios com as substancias puras), OVCAR-3 (ovario, somente
nos ensaios com as substancias puras), HT-29 (colén, somente nos ensaios com 0s
extratos brutos e fracdes), K562 (leucemia) e HaCat (queratindcito, célula ndo tumoral).
O ensaio foi realizado como descrito na literatura (SKEHAN et al, 1990).
Resumidamente, as células foram distribuidas em placas de 96 pocgos (100
células/poco) e expostas a varias concentracdes de amostras (0,25, 2,5, 25 e 250 g
mL™?) em DMSO (0,1%) a 37°C, com 5% de CO, durante 48 h. A concentragéo final de
DMSO néo afetou a viabilidade celular. Foi adicionado &cido tricloroacético (solugéo a
50%) e, apo6s incubacdo durante 30 min a 4°C, as placas foram lavadas com agua e
deixadas secando a temperatura ambiente. A proliferagdo celular foi determinada por
quantificagcdo espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteina celular utilizando
sulforrodamina B como reagente. Os experimentos foram realizados em triplicata e a
concentracdo necessaria para atingir 50% de inibigdo de crescimento (Glsp) foi calculada
em pug mL* para extratos e fracdes, e em umol L™ para os compostos isolados.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e DMSO como o controle negativo. Os

testes foram realizados pelo Dr. José Marcos Salvador, da UNICAMP.
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3.4. DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

SL1

Fruticulina A: sélido amarelo; massa molar calculada C,yH»00.: 324,3356; CLAE: tg=
7,0 min (isocrético, ACN:MeOH 1:1) (FIGURA 11, p. 38); UV-Vis Anax (MeOH) (log ¢€):
215 (3,67), 276 (3,25), 318 (3,26), 401 (2,79) (FIGURA 12, p. 47); RMN de *H, *C{'H},
HSQC, HMBC (CDCls, 400 MHz) (FIGURAS 13-18, p. 46-50; TABELA 9, p. 51).

SL2

Isofruticulina A: solido vermelho; EM-AR: m/z [M-1] 323,1290 (calculado para
CaoH1904 323,3356) (FIGURA 19, p. 53); CLAE: tg= 7,80 min (isocratico, ACN:MeOH
1:1) (FIGURA 10, p. 36); UV-Vis Anax (MeOH) (log €): 242 (3,09), 289 (3,15) 508 (2,44)
(FIGURA 20, p. 54); RMN de 'H, HSQC, HMBC (CDCl;, 600 MHz) (FIGURAS 21-25, p.
54-56; TABELA 10, p. 57).

SL3
7,20-Diidrofruticulina A: Sélido vermelho; massa molar calculada C,H»,04: 326,3476;
RMN de 'H, HSQC, HMBC (CDCls;, 400 MHz) (FIGURAS 26-29, p. 59-60; TABELA 11 p.
61).

SL4

Fruticulina B: Sdélido alaranjado; massa molar calculada para C;gH1504: 310,3074;
CLAE: tg= 11,2 min (isocratico, ACN:MeOH 1:1) (FIGURA 11, p. 38); UV-Vis Ansx
(MeOH) (log €): 237 (4,12), 304 (3,18), 339 (3,58) (FIGURA 30, p. 63); RMN de 'H,
HSQC, HMBC (CDCls;, 400 MHz) (FIGURAS 31-34, p. 64-65; TABELA 12, p. 66).

SL5

20-Hidroxifruticulina B: Sdlido vermelho; massa molar calculada para CigHigOs:
326,3064; CLAE: tz= 6,53 min (isocréatico, ACN:MeOH 1:1) (FIGURA 11, p. 38); RMN de
'H, HSQC, HMBC (CDCl;, 400 MHz) (FIGURAS 35-38, p. 68-69; TABELA 13, p. 70).

SL6

Lachnostachyona: Soélido vermelho; EM-AR: m/z [M+1]" 257,1542 (calculado para
Ci17H210, 257,3148) (FIGURA 39, p. 72); CLAE: tg= 5,56 min (isocratico, ACN:MeOH
1:1) (FIGURA 10, p. 36); UV-Vis: Apax (MeOH) (log €): 262 (3,28), 286 (3,11) 360 (2,28)
(FIGURA 40, p. 72); RMN de 'H, HSQC, HMBC (CDCl;, 600 MHz) (FIGURAS 41-43 e
45, p. 73-75; TABELA 14, p. 75).
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SL7
Acido oleanélico: Sélido branco; massa molar calculada CsoH305: 456,6414; RMN de
'H, HSQC, HMBC (CDCl3, 400 MHz) (FIGURAS 46-50, p. 77-79; TABELA 15, p. 80).

SL8

Acido ursélico: Sélido branco; massa molar calculada CzHs05: 456,6414: RMN de
'H, ¥C, DEPT-135, HSQC, HMBC (CDCl;, 400 MHz) (FIGURAS 51-55, p. 82-84;
TABELA 16, p. 85).

SL9e SL10

Uvaol e Eritrodiol: Solido branco; massa molar calculada C3yH5,0,: 442,6580; RMN de
'H, HSQC, HMBC (CDCl;, 400 MHz) (FIGURAS 56-61, p. 87-90; TABELAS 17 e 18, p.
91 e 92).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatografico do extrato em etanol das folhas de S.
lachnostachys resultou no isolamento e identificacdo de dez substancias, das quais seis
sdo diterpenos (SL1-SL6) e quatro sao triterpenos (SL7-SL10). As substancias SL2,

SL5 e SL6 sdo inéditas na literatura.

4.1. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA SL1

A substancia SL1 foi isolada como um sélido amarelo. O espectro de UV-Vis
apresentou quatro bandas de absorcdo, sendo trés em 215, 276 e 318 nm,
caracteristicos de cromoforo benzeno substituido, outra mais fraca em 401 nm,
referente as conjugacdes de ligacdes duplas presente na estrutura de SL1 (FIGURA
12). O seu espectro de RMN de 'H (FIGURA 13) apresentou sinais de um grupo
isopropila (64 1,26, d, J = 7,0 Hz, 6H; 3,37, hept, J = 7,0 Hz, 1H), de um grupo metila
ligado a anel aromatico em &y 2,44 (s, 3H), de um grupo metileno em 643,14 (d, J =7,6
Hz, 2H) e, de um grupo metoxila em &y 3,79 (s, 3H). Foram também observados dois
dupletos em &, 6,86 e 6,98, com uma constante de acoplamento de 2,6 Hz, que é tipica
de hidrogénios de um anel aromatico em orientagdo meta. O segundo dupleto estava
parcialmente sobreposto por um tripleto (64 6,97, t, J = 7,6 Hz, 1H) (FIGURA 14), cuja
constante de acoplamento indicou estar vizinho ao grupo metileno observado em oy
3,14. Havia ainda dois simpletos em &y 7,65 e 8,16, integrando para um hidrogénio
cada.

O espectro de RMN de “C{'H} (FIGURA 15) apresentou um total de 20 sinais.
Destes, um deles em 3¢ 55,4 foi atribuido ao grupo metoxila. Portanto SL1 tem 19
carbonos no seu esqueleto, indicando um nor-diterpeno. Os sinais de grupos carbonila
em O¢ 183,2 e 184,0 sugeriram a presenca de uma quinona. A posicdo dos grupos
substituintes foi determinada pelas correlagcdes observadas nos mapas de correlagdo
direta *H-*C (HSQC, FIGURA 16) e a longa distancia (HMBC, FIGURA 17). O sinal em
oy 7,65 (s) foi atribuido a uma hidroxila, visto a auséncia de correlagdo no HSQC. As
principais correlacdes serdo discutidas a seguir.

O H-20 (8,16, s) estéa ligado ao carbono &c 140,8 (C-20) e apresentou no HMBC
correlagbes com os carbonos em & 112,0 (C-1), 127,0 (C-5), 133,1 (C-8) e 183,2 (C-
11). A hidroxila também mostrou correlacdes no HMBC com C-11, portanto esta

localizada em C-12. Outras correlagcdes do grupo hidroxila foram com os carbonos em
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Oc 154,6, que s6 pode ser C-12, e em &¢ 132,0 (C-13). O hepteto em &4 3,37 (H-15)
mostrou correlagces no HMBC com C-12 e com o outro grupo carbonila em &¢ 184,0,
comprovando a posi¢cado do grupo isopropila em C-13. O grupo metila (64 2,44, H-18)
mostrou no HMBC correla¢cdes com os carbonos em &¢ 121,5 (C-3), 136,1 (C-4) e C-5,
enquanto que o H-3 (84 6,98, d, J = 2,6 Hz) mostrou correlacdes com C-4, C-1 e um
carbono em &¢ 157,4 (C-2). Portanto, o grupo metila estd em C-4 e 0 grupo metoxila em
C-2, pois o sinal em &y 3,79 mostra uma Unica correlacdo no HMBC com C-2. Estas e
as demais correlagbes observadas no HSQC e HMBC (FIGURA 18; TABELA 9)
permitiram propor a estrutura abaixo, a qual foi confirmada por comparagdo com dados
da literatura (BISIO et al., 2008). Essa substancia € um nor-diterpeno conhecido como
fruticulina A e ja foi isolada de S. lachnostachys (ERBANO et al., 2012).

40
&5;
&O;
25;
20;

1.5

Absorbancia

1.0 H

0.5 1

0.0

-0.5 T T T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800

A (nm)

FIGURA 12. Espectro UV-Vis (MeOH) da substancia SL1.
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TABELA 9. Dados de RMN de SL1 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da
literatura para fruticulina A (CDClI3z, 600 MHz, BISIO et al., 2008).

SL1 Fruticulina A
Pos.
oc 64 (m, J em Hz) HMBC oc o, (m,J em Hz)
1 112,0 6,86 (d, 2,6) 2,3,5,20 112,0 6,89 (d, 1,8)
2 157,4 - - 157,4 -
3 121,5 6,98 (d, 2,6) 1,2,18 121,5 7,0 (d, 1,8)
4 136,1 - - 135,6 -
5 127,0 - - 127,1 -
6 28,3 3,14 (d, 7,6) 5,10 28,3 3,17 (d, 7,6)
7 133,9 6,97 (t, 7,6) 6,9, 14 134,0 6,98 (t, 7,6)
8 133,1 - - 133,1 -
9 129,5 - - 129,5 -
10 135,6 - - 136,2 -
11 183,2 - - 183,2 -
12 154,6 - - 154,7 -
13 132,0 - - 132,0 -
14 184,0 - - 184,1 -
15 25,0 3,37 (hept, 7,0) 12, 13, 14, 16, 17 25,0 3,39 (m)
16 19,5 1,26 (d, 7,0) 13, 15, 17 19,6 1,28 (d, 7,0)
17 19,5 1,26 (d, 7,0) 13, 15, 17 19,6 1,28 (d, 7,0)
18 20,2 2,44 (s) 3,5, 10 20,3 2,47 (s)
20 140,8 8,16 (s) 1,5,8, 11 140,9 8,19 (s)
OH - 7,65 (s) 11, 12, 13 - -
OCHj 55,4 3,79 (s) 2 55,4 3,82
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4.2. DETERMINACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA SL2.

A substancia SL2 foi isolada como um soélido vermelho, com férmula molecular
C20H2004 (pico ([M - 1] em m/z 323,1290, FIGURA 19), compativel com onze graus de
instauragdo. O espectro de UV-vis apresentou trés bandas de absorc¢do, sendo duas
intensas em 242 e 289 nm, caracteristicas do cromoforo benzeno substituido, e outra
mais fraca na regido do visivel (508 nm), indicando conjugacado entre varias ligacdes
duplas presente no esqueleto carbbénico de SL1, a qual justifica a sua coloracdo
vermelha (FIGURA 20). O espectro de RMN de 'H (FIGURA 21) revelou semelhancas
com o espectro da substéncia SL1. Foram observados os sinais para 0 grupo
isopropilico (&4 1,20, d, J = 7,0 Hz, 6H; &4 3,20, hept, J = 7,0 Hz, 1H), para um grupo
metila (04 2,40, s, 3H) e um grupo metoxila (64 3,82, s, 3H). Foi observado também na
regido de hidrogénios aromaticos um sinal em &4 6,70 integrando para dois hidrogénios,
que o mapa de correlacéo direta *H-*C (HSQC, FIGURAS 22 e 23) mostrou tratar-se de
dois hidrogénios nédo equivalentes, em &4 6,69 e dy 6,70, ligados aos carbonos em &¢
110,3 (C-1) e &¢ 115,6 (C-3), respectivamente. Através das correlagbes a longa
distancia (HMBC, FIGURA 24) foi possivel determinar que o sinal em o4 6,69
apresentava correlagbes com os carbonos em &¢ 162,0 (C-2), &¢ 115,6 (C-3) e 30,6 (C-
20). Por outro lado o sinal em &y 6,70 revelou correlagdes com os carbonos em 6. 110,3
(C-1), 8¢ 162,0 (C-2) e &¢ 20,6 (C-18). Esses dados sdo muito semelhantes aos do anel
A de SL1 (fruticulina A), de modo que pode-se deduzir que os hidrogénios em &, 6,69 e
Oy 6,70 correspondem a dois hidrogénios em meta, e SL2 tem um anel aromatico
tetrassubstituido como SL1. As correlagBes observadas no HMBC para o hepteto em &y
3,20 (H-15) também mostraram que SL2 tinha um anel contendo o grupo para-quinona,
uma hidroxila e um grupo isopropila como o anel C de SL1.

No entanto, 0s sinais caracteristicos do anel B de SL1 (simpleto em &4 8,16,
dupleto em &y 3,14 e um tripleto em &y 6,96) estavam ausentes. Em seu lugar foram
observados um simpleto em &, 3,41, integrando para dois hidrogénios, e dois dupletos
na regido de hidrogénios olefinicos (&4 7,20 e &y 7,62; J = 12,1 Hz). O valor da
constante de acoplamento € muito elevado para hidrogénios em orto em um anel
aromatico, sendo esperado para ligagbes duplas em um anel de sete membros. No
HMBC tanto os hidrogénios do grupo metila (64 2,40) como o hidrogénio em &, 7,62 (H-
6) mostraram correlacdo com o carbono em d¢ 138,4 (C-4), localizando essa ligacdo
dupla em C-6 e C-7. Essa posicao foi ainda confirmada pelas correlagées no HMBC do
outro hidrogénio da ligagédo dupla (&4 7,20, H-7) que mostrou correla¢gdes com o grupo

carbonila em 8¢ 186,7 (C-14), enquanto que o grupo metileno em &, 3,41 (H-20) mostrou
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correlagbes com o outro grupo carbonila em 181,8 (C-11). Estas e as demais
correlagcbes nos mapas de correlagdes HSQC e HMBC (TABELA 10; FIGURA 25)
confirmam a estrutura de SL2 como um isdmero da fruticulina A (SL1), que foi nomeado
isofruticulina A. Esta substancia € inédita na literatura.

SL2
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FIGURA 19. Espectro de massas de alta resolu¢do no modo negativo de SL2.
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TABELA 10. Dados de RMN de SL2 (CDCl;, 600 MHz).

Posicéo oc &4 (m, J em Hz) HMBC
1 110,3 6,69 (sl) 2,3,5,20
2 162,0 - -

3 115,6 6,70 (sl) 1,2,5,18
4 138,4 - -
5 127,6 - -
6 138,1 7,62 (d, 12,1) 4,8
7 122,4 7,20 (d, 12,1) 5,9, 14
8 137,9 - -
9 128,8 - -
10 137,9 - -
11 181,8 - -
12 151,1 - -
13 124,5 - -
14 186,7 - -
15 24,4 3,20 (hept, 7,0) 12, 13, 14, 16, 17
16 20,0 1,20 (d, 7,0) 13, 15,17
17 20,0 1,20 (d, 7,0) 13, 15, 16
18 20,6 2,40 (s) 3,4,5
20 30,6 3,41 (s) 1,5,8,11
OCHj, 55,4 3,82 (s) -
OH - 7,12 (s) -

4.3. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA SL3.

A substancia SL3 foi obtida como um sélido vermelho que mostrou uma Unica
mancha nas andlises por CCDA. Entretanto, seu espectro de RMN *H revelou uma
mistura de ao menos duas substancias, pois apresentou alguns sinais duplicados, com
valores de integral diferentes. Comparando o espectro de SL3 com outras substéncias
ja isoladas, foi observada a presenca de SL2 como constituinte majoritario. Por
integracdo dos grupos metila, obteve-se a proporgédo de 2:1 de SL2 em relagdo a SL3.
Até o momento nao foi possivel obter a substancia SL3 pura, porém isso ndo impediu a
sua identificacdo. De acordo com a integracdo dos sinais no espectro de hidrogénio, e
as correlacdes observadas nos mapas de contorno, foi possivel elucidar a sua estrutura.
Os dados de RMN de 'H de SL3 (FIGURA 26) foram muito similares aos de SL1 e SL2,

diferindo principalmente pela auséncia dos hidrogénios olefinicos do anel B, e presenca



58

de trés grupos metilénicos em &4 2,79 (m, 2H), 3,04 (m, 2H), e 3,95 (m, 2H). Portanto o
anel B deve ter sido hidrogenado em comparacdo em SL1 e SL2. As correlacbes a uma
ligacdo (HSQC, FIGURA 27) e a longa distancia (HMBC, FIGURA 28) confirmaram essa
hipotese. O mapa de correlagdo HSQC indicou que os hidrogénios em &y 3,04 (H-7)
estavam ligados ao carbono em &¢ 24,3, os hidrogénios em &y 2,79 (H-6) ao carbono em
Oc 27,3, e os hidrogénios em &4 3,95 (H-20) ao carbono em &¢ 28,7. No HMBC, H-20
mostrou correlagdes com os carbonos em ¢ 112,0 (C-1) e 183,7 (C-11), enquanto que
H-7 mostrou correlagbes com os carbonos em &¢ 136,7 (C-4), 130,9 (C-5), 27,3 (C-6),
146,1 (C-9) e 139,9 (C-10). Nao foi observado o sinal referente a carbonila em C-14.
Diante desses dados e das demais correlacbes no HSQC e HMBC (TABELA 11;
FIGURA 29) SL3 foi identificada como 7,20-diidrofruticulina A, uma substancia que foi
primeiramente obtida por hidrogenacgéo catalitica da fruticulina A (SL1) (RODRIGUEZ-
HAHN et al., 1989) e, recentemente isolada de S. corrugata (BISIO et al., 2016). Os
nossos dados de RMN coincidem, dentro do erro experimental, com aqueles publicados
por BISIO et al. (2016) (TABELA 11).

SL3
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TABELA 11. Dados de RMN de SL3 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da
literatura para a 7,20-diidrofruticulina A (CDCl3z, 600 MHz, BISIO et al., 2016).

SL3 7,20-diidrofruticulina A
Pos.
&c 64 (m, J em Hz) HMBC &c &4 (m, J em Hz)
1 112,0 6,59 (d, 2,5) 3,5 112,9 6,60 (d, 1,4)
2 157,7 - - 158,7 -
3 114,8 6,67 (d, 2,5) - 115,6 6,64 (d, 1,4)
4 136,7 - - 137,6 -
5 130,9 - - 132,3 -
2,79 (m) 4,5,9 279 (m)
6 27,3 27,9 2,81 (m)
3,03 (m)
7 24,3 3,04 (m) 4,5,7,9, 10 24.9
3,05 (m)
8 146,1 - - 147,4 -
9 146,1 - - 147,6 -
10 139,9 - - 139,6 -
11 183,7 - - 185,2 -
12 150,0 - - 151,4 -
13 125,5 - - 126,6 -
14 n.o. - - 188,9 -
15 24,4 3,15 (hept, 7,0) 12,13, 16, 17 25,5 3,15 (hept, 7,0)
16 20,0 1,18 (d, 7,0) 13, 15, 17 21,3 1,18 (d, 7,0)
17 20,0 1,18 (d, 7,0) 13, 15, 16 21,3 1,17 (d, 7,0)
18 20,3 2,32 (s) 3,4,5 20,3 2,32 (s)
20 28,7 3,95 (m) 1,4,5,8,9, 10, 11 29,8 3,94 (sl)
OH - 7,06 (s) - - -
OCH;, 55,4 3,75 (s) 2 56,1 3,75 (s)

Nn.o. = ndo observado.
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4.4. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA SL4.

A substancia SL4 foi isolada como um solido cristalino alaranjado. O espectro
UV-vis apresentou trés bandas de absor¢cdo, sendo duas em 237 e 304 nm,
caracteristicos de cromoforo benzeno substituido, outra mais fraca em 339 nm, a qual
justifica as conjugactes de ligacdes duplas presente na substancia SL1 (FIGURA 30). O
seu espectro de RMN de 'H (FIGURA 31) apresentou semelhancas com o espectro de
SL1. Foram observados os sinais do grupo isopropila, 64 1,35 (d, J = 7,2 Hz, 6H) e &y
3,49 (hept, J = 7,2 Hz, 1H), de um grupo metila ligado ao anel aromatico em &y 2,74 (s,
3H), de um grupo metoxila (&4 3,95, s, 3H), de um grupo hidroxila (&4 7,55, s) e de
guatro hidrogénios na regido de aromaticos, sendo dois simpletos integrando para um
hidrogénio cada (&4 8,45 e 8,69) e dois sinais tipicos de hidrogénios em meta em anel
aromatico (&4 7,14 e 7,16, d, J = 2,4 Hz). Esses dados sugerem a presenca de dois
anéis aroméaticos. Um deles é idéntico ao anel A em SL1, SL2, e SL3. O outro
apresenta os hidrogénios mais desprotegidos, que devem estar em para e préximos aos
grupos carbonila de uma quinona. No espectro de RMN de 'H de SL4 n&o foram
observados sinais de quaisquer hidrogénios alifaticos, além daqueles do grupo
isopropila, sugerindo que a substéncia SL4 é aromatica e ndo tem anel de sete
membros como as substéncias apresentadas anteriormente. No HMBC foi observado
gue o hidrogénio em &y, 8,45 fazia correlagdes com os carbonos d¢ 106,1 (C-1), 6. 126,8
(C-8), &¢ 130,5 (C-5), e dc 181,7 (C-11), enquanto que o hidrogénio em &y 8,69
mostrava correla¢gdes com os carbonos em 8¢ 136,5 (C-10), 126,2 (C-9), 139,2 (C-4) e
184,3 (C-14) (FIGURA 34). Essas e as demais correlagbes observadas (TABELA 12)
levaram a estrutura abaixo, que foi identificada como fruticulina B, uma substéncia ja
isolada de S. fruticulosa (RODRIGUEZ-HAHN et al., 1989). Embora conhecida,
fruticulina B é rara na natureza. De acordo com a nossa revisao bibliografica, esse é o
segundo relato de isolamento desta substancia. As atribuicdes de RMN de 'H de H-7 e
H-20 diferem daquelas da literatura (TABELA 12) em funcdo das correlacdes
observadas nos mapas de correlagdes HSQC (FIGURA 32) e HMBC (FIGURA 33). Os

dados de RMN de **C foram obtidos pela primeira vez.
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TABELA 12. Dados de RMN de SL4 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da
literatura para fruticulina B (CDClz, 80 MHz, RODRIGUEZ-HAHN et al., 1989).

SL4 Fruticulina B
Pos.
oc &, (m, J em Hz) HMBC &4 (m,J em Hz)

1 106,1 7,14 (d, 2,4) 2,3,5,20 7,10 (sl)

2 159,7 - - -

3 123,2 7,16 (d, 2,4) 1,2,5,18 7,10 (sl)

4 139,2 - - -

5 130,5 - - -

7 125,2 8,69 (s) 4,9, 10, 14 8,40 (s)

8 126,8 - - -

9 126,2 - - -

10 136,5 - - -

11 181,7 - - -

12 153,7 - - -

13 130,3 - - -

14 184,3 - - -

15 24,8 3,49 (hept, 7,2) 12, 14, 16, 17 3,45 (hept, 7,0)

16 19,9 1,35(d, 7,2) 13, 15,17 1,35 (d, 7,0)

17 19,9 1,35(d, 7,2) 13, 15, 16 1,35 (d, 7,0)

18 19,5 2,74 (s) 3,4,5 2,70 (s)

20 127,6 8,45 (s) 1,5,8,11 8,65 (s)

OH - 7,55 (sl) - 7,50 (s)
OCHj; 55,4 3,95 (s) 2 3,95 (s)

4.5. DETERMINACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA SL5.

A substancia SL5 foi isolada como um sélido vermelho em mistura com SL4.
Apesar disso foi possivel deduzir a sua estrutura e fazer a atribui¢cdo dos sinais de RMN.
O seu espectro de RMN de 'H (FIGURA 35) apresentou semelhancas com o da
substancia SL4, sendo observados os sinais caracteristicos dos anéis A e C (TABELA
13). Entretanto, foi observado apenas um hidrogénio desprotegido (&4 8,24, S),
juntamente com o sinal de uma hidroxila em ligagdo de hidrogénio intramolecular (&

12,6). Esse dado sugeriu a presenca de uma hidroxila nas posicbes C-7 ou C-20.
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Considerando que os hidrogénios em &y 3,48 (H-15) e &y 8,24 (H-7) mostram
correlagbes no HMBC com o mesmo grupo carbonila (6c 183,6, C-14), a hidroxila deve
estar em C-20. As demais correla¢cdes nos mapas de correlacdes HSQC (FIGURA 36) e
HMBC (FIGURAS 37 e 38) confirmaram a estrutura SL5, uma substancia inédita,
identificada como 20-hidroxifruticulina B.
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TABELA 13. Dados de RMN de SL5 (CDCls;, 400 MHz)

Posicéo oc &4 (m, J em Hz) HMBC

1 101,6 7,58 (d, 2,4) 3,5,20

2 159,8 - -

3 124,2 7,17 (d, 2,4) 1,18

4 139,8 - -

5 131,1 - -

7 118,8 8,24 (s) 4,9,10, 14

8 n.o. - -

9 107,2 - -

10 128,6 - -

11 183,9 - -

12 153,5 - -

13 131,6 - -

14 183,6 - -

15 25,0 3,48 (hept, 6,9) 12, 13, 14, 16, 17

16 19,9 1,34 (d, 6,9) 12, 15,17

17 19,9 1,34 (d, 6,9) 12, 15,16

18 19,6 2,69 (s) 3,4,5
OCHg3; 55,7 3,96 (s) 2
OH-12 - 7,45 (sl) 11, 12,13
OH-20 - 12,6 (sl) 9,10, 20

n.o. = nao observado.

4.6. DETERMINACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA SL6.

A substancia SL6 foi isolada como um soélido vermelho com férmula molecular
C17H200,, dada pelo espectro de massas de alta resolucdo que apresentou um pico em
m/z 257,1542 para o ion pseudo-molecular [M + H]" (FIGURA 39). O espectro de UV-
Vis apresentou duas bandas intensas de absorgdo, em 262 e 286 nm, caracteristicas do
croméforo benzeno substituido (FIGURA 40). O seu espectro de RMN de 'H (FIGURA
41) apresentou sinais de hidrogénios na regido de arométicos, distribuidos em dois
sistemas de spins. No primeiro foi observado um simpleto largo, centrado em &y 7,11,
integrando para dois hidrogénios. No segundo conjunto de spin foram observados trés
sinais em &4 7,95 (d, J = 8,7 Hz), 7,90 (dd, J = 8,7 e 1,7 Hz) e 8,34 (d, J = 1,7 Hz),

indicando um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido. A presen¢a de um dupleto em &y 2,95
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(J = 6,8, 2H) revelou um grupo metileno vizinho a um hidrogénio metinico. Também
foram observados um hepteto em &4 3,36 (J = 6,8 Hz, 1H), e um dupleto em 641,03 (J =
6,8 Hz, 6H). Em conjunto, esses sinais de hidrogénios alifaticos indicam a presenca de
um grupo isobutilico na substancia SL6. Além destes, dois simpletos em &y 2,67 e &y
3,93 integrando para trés hidrogénios cada indicaram, respectivamente, um grupo metila
ligado ao anel aromético e um grupo metoxila. As correlagdes observadas no HSQC
(FIGURA 42) e HMBC (FIGURA 43) mostraram que 0S grupos metoxila e metila
estavam ligados ao mesmo anel aromético, como o anel A das substancias anteriores.
Porém como o anel B de SL6 era 1,3,4-trissubstituido, deveria ter uma cadeia lateral ao
invés do anel C presente nos demais diterpenos. No HMBC os hidrogénios em &, 8,34
(H-9) e &4 7,90 (H-7) apresentaram correlacdo com um carbono em &¢ 200,5 (C-14),
estabelecendo a cadeia lateral em C-8, com um grupo carbonila de cetona vizinho ao
anel aromatico. Com estas e as demais correla¢cdes do HSQC e do HMBC (FIGURA
45; TABELA 14), a substancia SL6 foi identificada como 1-(7-metoxi-5-metil-naftalen-2-
i)-3-metilbutan-1-ona, para a qual foi atribuido o nome lachnostachyona. Esta
substancia é inédita na literatura, e parece ser um derivado de um diterpeno com
esqueleto abietano que perdeu quatro atomos de carbono: C-11, C-12, C-19 e C-20. A
numeracdo dada ao esqueleto carbdnico seguiu essa possivel origem biogenética
(FIGURA 44).
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FIGURA 45. Principais correlacdes observadas no mapa de correlacéo 'H - *C a longa

distancia de SL6.

TABELA 14. Dados de RMN de SL6 (CDCl;, 600 MHz).

Posicéo Oc oy (m, J em Hz) HMBC
1 105,5 7,107 (m) 2,59
2 157,7 - -
3 121,9 7,104 (m) 1,5
4 136,3 - -
5 130,5 - -
6 124,5 7,95 (d, 8,7) 4,8
7 121,9 7,90 (dd, 8,7 e 1,7) 5,14
8 135,4 - -
9 129,1 8,34 (d, 1,7) 1,7,5,14
10 134,1 - -
13 47,8 2,95 (d, 6,8) 14, 15, 16, 17
14 200,5 - -
15 25,5 2,36 (hept, 6,8) 16, 17
16 22,9 1,03 (d, 6,8) 13, 15, 17
17 22,9 1,03 (d, 6,8) 13, 15, 16
18 19,3 2,67 (s) 3,4,5

OCH3; 55,5 3,93 (s) 2
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4.7. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA SL7.

A substancia SL7 foi isolada como um sélido branco. No seu espectro de RMN
de 'H (FIGURA 46) foram observados sete simpletos caracteristicos de grupos metila
em &y 0,77 (H-26), 0,78 (H-24), 0,91 (H-29), 0,92 (H-25), 0,93 (H-30), 0,99 (H-23) e 1,14
(H-27), além de varios multipletos de hidrogénios metilénicos e metinicos. Entre estes
sinais destacam-se, um tripleto em &4 5,28 (J = 3,5 Hz; 1H) caracteristico de um
hidrogénio olefinico (H-12), um duplo dupleto em 3,21 (J = 11,2 e 4,7 Hz; 1H)
pertencente a um hidrogénio carbinélico (H-3) e um duplo dupleto em &4 2,83 (J = 13,9
e 4,3 Hz; 1H) compativel com um hidrogénio alilico (H-18). Esses dados indicam um
triterpeno, em que um dos grupos metila foi substituido. O esqueleto carbdnico de
triterpenos com uma Unica ligacdo dupla pode ser determinado a partir dos
deslocamentos quimicos dos carbonos dessa ligagdo (OLEA & ROQUE, 1990). No caso
de SL7, a andlise dos mapas de contorno HSQC (FIGURAS 47 e 48) e HMBC
(FIGURAS 49 e 50) mostrou que os deslocamentos quimicos dos carbonos da ligagéo
dupla eram &¢ 122,4 (C-12) e 143,5 (C-13). Esse par indica 0 esqueleto olean-12-eno
(OLEA & ROQUE, 1990). Com essa informacdo e a observacdo no HMBC de
correlagéo entre H-18 e um carbono em & 181,1 (C-28), SL7 foi identificada como o
acido oleandlico (MAHATO & KUNDU, 1994; ALVES et al., 2000). Essa substancia é
bastante comum no género Salvia, e jA havia sido identificada anteriormente em S.
lachnostachys como componente de uma mistura (ERBANO et al., 2012), porém agora

conseguimos obté-la pura.
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TABELA 15. Dados de RMN de SL7 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da
literatura para o acido oleandlico (CDCl;, 50 MHz, MAHATO & KUNDU, 1994; CsDsN,

600 MHz, SEEBACHER et al., 2003).

SL7 Acido oleandlico
Pos. &y (m,Jem
Bc HMBC 5 B 84(m, J em Hz)**
Hz)
1 38,5 1,60 (m) - 38,5 39,0 1,02, 1,57 (m)
2 28,1 1,63 (m) - 274 281 1,82 (m)
3 79,2 3,21 (dd, 11,2, 4,7) 8,10, 24 78,7 78,2 3,44 (dd)
4 38,7 - - 38,7 39,4 -
5 552 0,73 (dd, 11,6, 1,9) 24,10 552 559 0,88 (dd)
6 18,8 1,54 (m) - 18,3 188 1,39, 1,58 (m)
7 32,6 1,34, 1,49 (m) - 326 334 1,36, 153 (m)
8 39,9 - - 39,3 39,8 -
9 47,4 1,55 (m) - 476 482 1,71 ()
10 37,4 - - 37,0 374 -
11 23,5 1,86, 1,89 (m) 12,13 231 238 1,96 (m)
12 122,4 5,28 (t, 3,5) 122,1  122,6 5,49 (s)
13 143,5 - - 143,4 144,8 -
14 41,2 - - 41,6 42,2 -
15 27,6 1,60 (m) 12, 14 277 284 2,19, 1,22 (m)
16 23,7 0,99 (m) 17 234 238 1,96 (m) 2,12 (1)
17 47,3 - 13, 14, 16 46,6 46,7 -
18 412 2,83 (dd, 13,9, 4,3) 12,13,28 | 41,3 421 3,30 (dd)
19 455 0,97 (m) - 458 46,6 1,32, 1,83 (m)
20 30,8 - - 30,6 31,0 -
21 33,6 1,62 (m) - 338 343 1,23, 1,46 (m)
22 33,9 1,30 (m) - 323 332 2,04, 1,82 (m)
23 28,1 0,99 (s) 3,4,5,24 28,1 28,8 1,24 (s)
24 15,5 0,78 (s) 2,3,4,5 156 16,5 1,02 (s)
25 15,9 0,92 (s) 5, 10 153 156 0,93 (s)
26 16,9 0,77 (s) 7,8,9,14 | 168 175 1,04 (s)
27 259 1,14 (s) 13, 14, 15 260 262 1,30 (s)
28 181,1 - - 181,0 180,0 -
29 33,2 0,91 (s) 19, 20, 21 331 334 0,97 (s)
30 23,6 0,93 (s) 19, 20 236 238 1,02 (s)

* CDCl3, 50 MHz, ** CsDsN, 600 MHz
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4.8. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA SLS.

A substancia SL8 foi isolada como um soélido branco. O espectro de RMN de *H
(FIGURA 51) apresentou sinais de diversos grupos metila, metilénicos e metinicos,
indicando que era também um triterpeno. Na regido de hidrogénios olefinicos foram
observados dois tripletos em &y 5,24 e dy 5,28, com uma integragdo relativa de 2:1,
indicando uma mistura de triterpenos. Através do HSQC (FIGURA 54) foi observado que
o hidrogénio em &4 5,24 estava ligado ao carbono em 8¢ 125,7, enquanto o hidrogénio
em Oy 5,28 estava ligado ao carbono em d¢ 122,4. Considerando os espectros de
3C{'H} e DEPT-135 (FIGURAS 52 e 53) observa-se mais de 30 carbonos, incluindo
dois pares de carbonos olefinicos, um deles em &c 125,7 e 138,3, que € tipico do
esqueleto ursan-12-eno e outro em &8¢ 122,4 e 143,5 que € caracteristico do esqueleto
olean-12-eno (OLEA & ROQUE, 1990). A presenca de sinais de dois grupos carboxila
(6¢ 180,9 e 181,1) mostrou tratar-se de dois acidos triterpénicos. Com esses dados e 0s
mapas de correlagbes a uma ligagdo (HSQC) e a longa distancia (HMBC, FIGURA 55)
foi possivel atribuir os deslocamentos quimicos e identificar o constituinte principal (SL8)
como sendo o acido ursélico (MAHATU & KUNDU, 1994), e o constituinte minoritario
como o 4cido oleandlico (SL7) ja descrito.

Devido a semelhanca estrutural entre SL7 (4cido oleandlico) e SL8 (acido
ursolico) é comum isolar os dois isbmeros em misturas. Porém por meio de dados de
RMN pode-se distinguir as duas substancias, principalmente pelos descolamentos
guimicos de H-18, C-18, C-12 e C-29 e, pela multiplicidade de H-29 (TABELA 16). A
mistura desses dois triterpenos ja havia sido obtida anteriormente na espécie S.
lachnostachys (ERBANO et al., 2012).

n||ll||||g

SL8
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TABELA 16. Dados de RMN de SL8 (CDCl;, 400 MHz) comparados com dados da
literatura para o acido ursdlico (CsDsN, 600 MHz, SEEBACHER et al., 2003).

SL8 Acido ursélico

Pos. | 5. Bu ('E’Zj em HMBC 5 84 (M, J em Hz)
1 38.8 1,60 (m) : 39,2 1,58, 1,0 (m)
2 28,2 1,87 (m) i 28,2 1,81 (m)
3 791 3.21(dd, 9,3, 5,7) 2, 4,24 78,2 3,44 (dd)
4 38,8 : i 39,6 :
5 55,4 0,72 (d, 11,3) : 55,9 0,88 (d)
6 18,4 1,49 (m) : 18,8 1,39, 1,58 (m)
7 33,2 n.o : 33,7 1,39, 1,59 (m)
8 39,6 i : 40,1 :
9 47,7 1,50 (m) i 48,1 1,65 (m)
10 | 369 i i 37,5 :
11 | 234 1,89 (m) i 23,7 1,96 (m)
12 | 1257 5,24 (t, 3,4) 9,11, 14 1257 5,49 (s)
13 | 1383 i : 139,3 :
14 | 422 . : 42,6 -
15 | 271 n.o : 28,8 3,33 (1), 1,22 (M)
16 | 243 n.o : 25,0 2,14 (t), 2,01 (M)
17 | 479 i i 48,1 :
18 | 529 221(d,115)  12,13,17,19,20,28 | 53,6 2,63 (d)
19 | 390 1,00 (m) i 39,5 1,49 (m)
20 | 392 0,95 (m) i 39,4 1,05 (m)
21 | 308 n.o : 31,1 1,49, 1,40 (m)
22 | 371 n.o : 37,4 1,97 (m)
23 | 282 0,08 (s) 3,4,5,24 28,8 1,24 (s)
o4 | 157 0,78 (s) 2,3,4,5, 9,10 16,5 1,02 (s)
5 | 155 0,92 (s) 9,10 15,7 0,92 (s)
26 | 17, 0,81(s) i 17,5 1,06 (s)
27 | 236 1,09 (s) 8, 13, 14 24,0 1,24 (s)
28 | 180,9 : : 1797 :
20 | 171 0,86 (d, 6,4) 18, 19, 20 17,5 1,02 (d)
30 | 213 0,94 (d, 6,2) 19 21,4 0,97 (d)
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4.9. IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS SL9 E SL10

As substancias SL9 e SL10 foram isoladas em mistura como um sdlido branco. O
espectro de RMN de 'H (FIGURA 56) apresentou um perfil muito semelhante ao da
mistura de triterpenos isolada anteriormente (SL7 e SL8). Além de um sinal muito
intenso de uma substancia alifatica de cadeia longa (64 1,25), foram observados varios
sinais de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos entre &, 0,7 e 1,9, além de
dois tripletos caracteristicos de hidrogénios olefinicos de triterpenos em &y 5,14 (J =
3,7 Hz) e &4 5,20 (J = 3,5 Hz), integrando na proporcdo de 2,5:1 (FIGURA 57). No
HSQC (FIGURA 58) os hidrogénios olefinicos em &4 5,14 e &y 5,20 mostraram
correlagdo com os carbonos em &c 125,0 e 122,2, respectivamente. No mapa de
correlagéo a longa distancia (HMBC, FIGURA 60 e 61) foram observados sinais em &¢
138,6 e 144,4. Tém-se, entdo, os pares de carbonos olefinicos em & 125,0/138,6
caracteristico do esqueleto urs-12-eno, que € a substancia majoritaria (SL9), e &¢
122,2/144,4, caracteristico do esqueleto olean-12-eno, que é a substancia minoritaria
(SL10) (OLEA & ROQUE, 1990). No espectro de RMN de 'H também foram
observados multipletos em &4 3,20, 3,53 e 3,65. O primeiro pode ser atribuido ao
hidrogénio oximetinico (H-3) da mistura de triterpenos. No HSQC o multipleto em &y
3,20 mostrava correlagbes com dois carbonos, sendo um deles em &c 78,8, que é
tipico de C-3 em triterpenos, e outro em &¢ 69,8. O multipleto em &y 3,54 também
mostrava correlagdo com o carbono em 8¢ 69,8 enquanto que o multipleto em &y 3,65
tinha correlagdo com um carbono em &c 70,2. Portanto, temos dois grupos
hidroximetileno, um em &y 3,54 e 3,21, associado ao carbono em &c 69,8, que
pertence ao constituinte minoritario da mistura, e outro em &y 3,65, associado ao
carbono em 8¢ 70,2. A posicdo desse grupo em C-28 foi definida através das
correlacdes observadas no HMBC (TABELAS 17 e 18). Embora tenham faltado vérias
correlacdes, foi possivel atribuir os sinais de todos os grupos metila para os dois
triterpenos, com excecdo da metila em C-28. A comparagdo com dados da literatura
levou & identificacdo dos triterpenos uvaol (SL9, majoritario) e eritrodiol (SL10,
minoritario) (MAHATO & KUNDU et al., 1994; LEMES et al., 2011).
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FIGURA 56. Espectro de RMN de 'H de SL9 e SL10 (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 57. Ampliacdo da regi&io dos hidrogénios olefinicos do espectro de RMN de *H
SL9 e SL10 (CDClIz, 400 MHz).
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FIGURA 58. Mapa de correlacdo direta 'H - *C (HSQC) de SL9 e SL10 (CDCl,, 400
MHz).
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FIGURA 59. Mapa de correlacéo a longa distancia *H - **C (HMBC) de SL9 e SL10
(CDCls, 400 MHz).
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TABELA 17. Dados de RMN de SL9 (CDCl;, 400 MHz) comparado com dados da
literatura para uvaol (CDCIs;, 200 MHz, LEMES et al., 2011).

SL9 Uvaol
Pos.
oc oy (m, J em Hz) HMBC oc &, (m, J em Hz)
1 39,0 1,63 (m) - 38,7 -
2 27,9 1,61 (m) - 27,7 -
3 78,8 3,20 (m, sobreposto com H-3 4,23, 24 79,5 3,21 (dd, 10,5;
e H-28 de SL10) 3,5)
4 39,0 - - 39,0 -
5 55,1 0,74 (d, 11,2) 4,25 55,6 -
6 18,1 1,40 e 1,54, m - 18,8 -
7 33,4 n.o* - 33,0 -
8 39,4 - - 39,0 -
9 47,5 1,52 (m) 8, 14, 26 48,1 -
10 n.o* - - 37,8 -
11 23,1 1,91 (dd, 8,7; 3,6) - 23,8 -
12 125,0 5,14 (t, 3,6) - 125,5 5,13 (t, 3,0)
13 138,6 - - 139,2 -
14 42,1 - - 42,5 -
15 26,2 n.o* - 27,2 -
16 n.o* n.o* - 23,2 -
17 n.o* - - 36,8 -
18 53,8 - - 54,5 -
19 39,2 - - 39,3 -
20 39,3 - - 39,9 -
21 n.o* n.o* - 31,1 -
22 n.o* n.o* - 31,1 -
23 28,0 1,00 (s) 3,4,5,24 28,6 -
24 15,4 0,79 (s) 3,4,5,23 15,6 -
25 16,5 0,99 (s) 1,9 16,1 -
26 16,5 0,99 (s) 7,9, 14 17,2 -
27 23,0 1,10 (s) 8,13, 14,15 23,7 -
28 70,2 3,65 (m) - 70,2 -
29 16,7 0,81 (d, 6,1) 18, 19, 20 16,7 -
30 20,8 0,91 (d, 6,8) 19, 20 21,8 -
OH-28 - 3,65 28 -

"Vérios deslocamentos quimicos ndo puderam

correlagbes e sobreposicdo de sinais.

ser atribuidos devido a auséncia de
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TABELA 18. Dados de RMN de SL10 (CDCl;, 400 MHz) comparado com dados da
literatura para eritrodiol (CDCl;, 200 MHz, LEMES et al., 2011).

SL10 Eritrodiol
Pos.
oc &4 (m,J em Hz) HMBC &c o, (m,J em Hz)
1 39,0 1,63 (m) - 38,7 -
2 27,9 1,61 (m) - 27,7 -
3 188 3,20 (m, sobreposto com 423, 24 105 3,21 (dd, 10,5€
H-28 e H-3 de SL9) 3,5)
4 39,0 - - 39,0 _
5 55,1 0,74 (d, 11,2) 4,25 55,6 -
6 18,1 1,40 e 1,54, m - 18,8 -
7 33,4 n.o* - 32,7 -
8 39,4 - - 39,4 -
9 475 1,52 (m) 8, 14, 26 48,1 -
10 n.o* - - 37,8 -
11 23,1 1,91 (dd, 8,7; 3,6) - 23,8 -
12 122,2 5,20 (t, 3,6) - 122,8 5,18 (t, 3,0)
13 144.,4 - - 144,7 -
14 41,7 - - 42,5 -
15 25,6 n.o* - 26,0 -
16 n.o* n.o* - 23,2 -
17 35,5 - - 36,9 -
18 42,4 n.o* - 42,8 -
19 46,3 - - 46,5 -
20 n.o* - - 311 -
21 n.o* n.o* - 34,5 -
22 n.o* n.o* - 31,5 -
23 28,0 1,00 (s) 3,4,5,24 28,6 -
24 15,4 0,79 (s) 3,4,5,23 15,6 -
25 15,7 0,95 (s) 1,9 15,6 -
26 16,5 0,99 (s) 7,14 16,7 -
27 25,7 1,17 (s) 8, 13, 14,15 26,4 -
28 69,8 321 (m) 17 70,4 -
3,53 (d, 11,0)

29 32,9 0,89 (s) 19 33,3 -
30 22,7 0,87 (s) 23,8 -

"Vérios deslocamentos quimicos ndo puderam ser atribuidos devido & auséncia de

correlagbes e sobreposicdo de sinais.
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4.10. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

As folhas de Salvia lachnostachys foram extraidas com hexano e etanol
sucessivamente. Ambos os extratos (EH, EE) foram testados em in vitro contra sete
linhagens de células tumorais humanas: glioma (U251), mama (MCF-7), ovario
resistente a varios farmacos (NCI-ADR/Res), rim (786.0), pulméo (NCI-H460), célon
(HT-29) e leucemia (K562). Também foi utilizada a linhagem de célula normal de
gueratindcito (HaCat). Apenas o extrato em etanol (EE) mostrou atividade, pois inibiu o
crescimento de todas as linhagens de células testadas, sendo a concentracao
necessaria para inibicdo de 50% do crescimento (Glso) inferior a 50 pg mL™. A linhagem
de célula de leucemia foi a mais susceptivel (Gls, = 25 pug mL™). EE foi fracionado por
cromatografia liquida a vacuo, rendendo cinco fragées (LNA, LNB, LNC, LND e LNE),
qgue foram testadas contra as mesmas linhagens de células. Todas as fracdes foram
ativas, porém, a maior atividade citotoxica foi observada na fragdo LNA com valores de
Glso variando entre 3,9-19,5 pg mL™. Nesta fracdo a maior atividade foi observada
contra a linhagem de glioma (U251) com Gls, = 3,9 pg mL™. A segunda fracdo mais
ativa foi LNC, que se destaca por apresentar a maior atividade contra células de
leucemia (Gls, = 12,6 pg mL™). A fracdo LNE foi a que apresentou menor atividade
(TABELA 19).

TABELA 19. Atividade antiproliferativa in vitro do extrato em etanol de S. lachnostachys

e das fracdes do extrato contra linhagens de células tumorais humanas (Gls, pg mL™).

Gl mL™"
Linhagens de células s0 (Mg mL")

EE LNA LNB LNC LND LNE Doxo”

Glioma (U251) 32,0 3,9 8,4 135 28,0 48,0 0,07

Mama (MCF-7) 30,0 6,0 25,8 125 232 49,0 0,03

Ovdério resistente (NCI-ADR/Res) 42,4 8,2 30,4 250 58,1 40,0 0,12
Rim (786.0) 26,0 6,7 19,8 13,2 264 42,0 0,04

Pulmao (NCI-H460) 440 124 220 144 533 49,0 0,10

Colon (HT-29) 32,6 7.4 25,0 20,3 27,0 50,5 0,25
Leucemia (K562) 25,0 195 14,4 12,6 24,0 96,0 0,03
Queratinécitos (HaCat) 33,5 8,0 52 148 31,5 102,0 0,03

Glsg = concentracao necessaria para inibir em 50% o crescimento celular. Os valores sdo média
de trés andlises, e os coeficientes de variagcdo obtidos foram < 5%. Doxo = doxorrubicina, que
foi utilizada como controle positivo. EE = extrato em etanol; LNA = fracdo em hexano; LNB =
fracdo em hexano:CH,CI, 1:1; LNC = fracdo em CH,Cl,; LND = fragéo em acetona; LNE = fracdo
em MeOH. O extrato em hexano apresentou Gls, > 250 ug mL™ para todas as linhagens de
células testadas.
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As substancias SL1 (fruticulina A), SL2 (isofruticulina A) e SL4 (fruticulina B),
(FIGURA 62) isoladas da fracdo mais ativa, foram testadas nas mesmas condicbes
contra oito linhagens de células tumorais humanas, incluindo as linhagens do grupo
anterior, excetuando-se a linhagem de colon (HT-29) e adicionando-se as linhagens de
prostata (PC-3) e ovario (OVCAR-3) (TABELA 20).

As substancias SL1 e SL2 apresentaram atividade citotoxica similar (Glsy < 10
umol L™) contra todas as linhagens de células tumorais, com excecdo da linhagem de
leucemia. Um estudo anterior investigou a acgdo citotdxica de SL1 contra células de
hepatoma (Hepalclc7), encontrando um valor de Gls, = 37,2 pmol L™ (GIACOMELLI et
al., 2013). O nosso estudo mostra que esta substancia é muito mais ativa frente a outras
linhagens celulares. Por outro lado, BURMISTROVA et al. (2013) investigaram a
atividade citotoxica de 30 diterpenos contra cinco linhagens celulares e encontraram
resultados semelhantes aos nossos para os diterpenos com esqueleto abietano.

A substancia SL2 (Glso 3,7-5,6 umol L™) foi ligeiramente mais ativa do que SL1
(Glsy 4,6-7,4 pmol L™"). Ambas foram tdxicas frente as células ndo cancerosas
(queratindcito), mas SL1 (Glso 4,9 umol L™) foi mais téxica que SL2 (Gls, 6,5 pmol L ™).
Considerando uma possivel aplicacdo terapéutica, SL2 é uma substancia mais
promissora que SL1, pois é mais ativa contra as células tumorais do que contra as
células ndo tumorais. Tanto SL1 como SL2 foram menos ativas do que o controle
positivo (doxorrubicina), mas também foram menos téxicas, o que é uma vantagem na
terapia. Em comparacdo com a doxorrubicina o melhor resultado obtido foi da
substéncia SL2 contra a linhagem de células tumorais de ovario (OVCAR-3), pois inibiu
o crescimento destas células com uma concentracdo cerca de oito vezes maior do que
a doxorrubicina, mas sendo aproximadamente 100 vezes menos téxica. As substancias
SL1 e SL2 tém uma grande semelhanca estrutural, diferindo apenas na posicédo das
ligacBes duplas do anel B, o que justifica a semelhanca de atividade frente as linhagens
de células tumorais humanas. Estudos realizados com varios diterpenos do tipo
abietano tém sugerido que a presenca de uma quinona no anel C e uma estrutura
planar favorece a atividade citotoxica (FRONZA et al., 2011). Pode ser que a posicao
das ligagBes duplas em SL2 torne esta molécula mais plana que SL1, o que explicaria
sua maior atividade citotoxica.

A substancia SL4 (fruticulina B) apresentou resultados bem diferentes de SL1 e
SL2. Adotando o critério de BURMISTROVA et al. (2013), que considera ativa uma
substancia pura com Gls, < 30 pmol L™ podemos dizer que SL4 apresentou atividade
moderada/fraca contra quatro linhagens de células tumorais: mama, pulméo, ovario e
leucemia (Glso 16,4-28,5 pmol L™). E notavel que SL4 foi menos ativa que SL1 e SL2

frente a todas as linhagens de células testadas, exceto quanto a linhagem de leucemia,
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para a qual foi mais ativa (Gls, 28,5 pmol L™). As trés substancias testadas tém um
grupo quinona no anel C, mas diferem quanto ao esqueleto carbbnico. SL1 e SL2
apresentam um esqueleto icetexano, com trés anéis nao lineares e o anel central com
sete membros, enquanto que SL4 tem trés anéis lineares de seis membros, como no
antraceno. Uma vez que a planaridade é considerada um requisito importante para a
atividade citotoxica (FRONZA et al., 2011), SL4 deveria ser a substancia mais ativa,
pois 0s seus trés anéis sdo coplanares. Entretanto essa substancia so6 foi mais potente
gue SL1 e SL2 em relacdo a linhagem de leucemia. Outro dado interessante é que SL4
foi 0 menos toxico dos trés diterpenos, com Gls, = 29,3 pmol L™ para a linhagem de
célula ndo tumoral (cerca de 500 vezes menos téxico que a doxorrubicina). E
importante notar que todos os diterpenos do tipo abietano que apresentaram atividade
citotoxica em estudos anteriores tinham anéis néo lineares (FRONZA et al., 2011; 2012;
BURMISTROVA et al., 2013). Os nossos resultados mostram que anéis nao lineares
sd0 um requisito estrutural importante para a citotoxicidade dos diterpenos abietanos
frente & maioria das linhagens celulares, mas néo para a linhagem de leucemia K562.
Embora SL4 ndo possa ser considerada promissora para o tratamento dessa doenga,
pois o valor de Glsq foi elevado, poderia servir como modelo para a sintese de farmacos

com possivel acdo anti-leucémica.

SL4

o oH Q OH o
O H,CO OH
OO T (L)
o) O
o
SL1 SL2

FIGURA 62. Estruturas das substancias SL1, SL2 e SL4 que foram avaliadas nos

ensaios de atividade citotoxica in vitro contra linhagens de células tumorais humanas.
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TABELA 20. Atividade citotoxica in vitro das substancias SL1, SL2 e SL4 contra

linhagens de células tumorais humanas (Gls, pmol L™).

Glso (umol L™)

Linhagem de células

SL1 SL2 SL4 Doxo

Glioma (U251) 55 4,6 32,8 0,13

Mama (MCF-7) 5,2 3,7 19,9 0,05

Ovario resistente (NCI-ADR/Res) 7,4 5,6 116,4 0,20
Rim (786.0) 5,2 4,6 36,3 0,07

Pulmao (NCI-H460) 7.4 52 22,6 0,05
Prostata (PC-3) 4,6 3,7 37,1 0,18

Ovario (OVCAR-3) 4,9 3,8 16,4 0,46
Leucemia (K562) 380 300 28,5 0,06
Queratindcitos (HaCat) 4.9 6,5 29,3 0,06

Glso = concentragdo necessaria para inibir em 50% o crescimento celular. Os valores sdo média
de trés andlises, e os coeficientes de varia¢@o obtidos foram < 5%. Doxo = doxorrubicina, que
foi utilizada como controle positivo. Substéncias puras avaliadas: SL1 (fruticulina A), SL2
(isofruticulina A) e SL4 (fruticulina B).

5. PROPOSTA DE BIOGENESE PARA OS DITERPENOIDES

Os metabolitos secundarios sao produzidos nos organismos vivos através de
uma série de reacbes catalisadas por enzimas. O conhecimento dessas reacfes € o
objeto de estudo da biossintese, sendo que as principais rotas biossintéticas foram
elucidadas ha muito tempo. Sabe-se que existem duas rotas principais que formam os
metabdlitos secundarios: a via do chiquimato e a via do acetato/mevalonato. A partir dos
precursores basicos (acido chiquimico, &cido acético) as rotas biossintéticas se
ramificam, gerando diferentes metabdlitos. Cada substancia pode ser facilmente
associada a um desses precursores basicos. Para algumas substancias a biossintese
completa ja foi desvendada, mas para a maioria faltam informacdes sobre os
intermediarios formados durante a sua sintese, bem como sobre as enzimas envolvidas.
Nestes casos fala-se em biogénese da substancia ao invés de biossintese. Propostas
de biogénese consideram o conhecimento acumulado sobre a biossintese de certas
classes de substancias, para sugerir uma possivel rota biossintética para uma dada
substéancia.

Os terpenoides sdo formados através da via do acetato/mevalonato, ou seja, o
acido mevalbnico é o percursor. As diferentes classes de terpenoides séo definidas de

acordo com as unidades isoprénicas. A biossintese do acido mevalbnico consiste
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primeiramente na condensacdo de Claisen entre duas moléculas de acetil-CoA,
catalisada pela enzima acetoacetil-CoA sintase. Uma terceira unidade de acetil-CoA é
incorporada por uma adicdo alddlica, catalisada pela enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA) sintase. A seguir ocorre a hidrolise e formagdo do HMG-CoA,
subsequentemente ocorre a reducdo do tioéster para alcool, em seguida mais uma
reducdo do alcool para aldeido e eliminacdo de SCoA, catalisada pelas enzimas HMG-
CoA redutase e NADPH. E por fim uma nova redugédo nas mesmas condi¢des origina o
acido mevalbnico (MVA) (FIGURA 63) (DEWICK, 2009; CLAYDEN et al., 2012).

Condensacéo de Claisen
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E1: acetoacetil-CoA sintase
E2: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase (HMG-CoA sintase)
E3: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase)

FIGURA 63. Biossintese do acido mevalbnico a partir do acetil-SCoA (DEWICK, 2009;
CLAYDEN et al., 2012).
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O acido mevalbnico € fosforilado em duas etapas, envolvendo duas enzimas,
mevalonato quinase (E4) e fosfomevalonato quinase (E5), ambas dependentes de ATP
(trifosfato de adenosina). Inicialmente a fosforilacdo ocorre no alcool primério, em
seguida no alcool terciario, o que favorece a sulfodescarboxilacdo catalisada pela
enzima 5-difosfatomevalonato descarboxilase (E6), fornecendo o fosfato de isopentenila
(IPP), que é a primeira unidade isoprénica. O IPP é isomerizado a outra unidade
isoprénica, difosfato de dimetila (DMAPP), por uma isomerase (E7, IPP isomerase) que
incorpora um hidrogénio da 4gua em C-4 e remove de modo estereoespecifico o
hidrogénio pro-R (Hg) de C-2. Esta reacdo € utilizada para fornecer as quantidades
necessarias de unidades isoprénicas para o metabolismo. O DMAPP possui um bom
grupo abandonador, o dissulfato, que pode ionizar para formar um cation alilico que é
estabilizado por deslocalizagdo da carga positiva. Por outro lado, o IPP possui uma
ligacdo dupla terminal, a qual € mais provavel que atue como um nucledfilo. Devido a
isto, a adi¢cdo nucleofilica apds a perda do dissulfato, catalisada pela enzima difosfato
geranil sintase (E8) é favorecida entre essas duas moléculas (IPP+DMAPP), formando
o difosfato de geranila (GPP), que & o percursor dos monoterpenos. Com a adi¢do de
mais duas unidades de IPP o difosfato de geranilgeranila (GGPP) é gerado, e a partir
dele sdo formados os diterpenos (FIGURA 64) (DEWICK, 2009).



99

\ —_— — > H BN
HO OH ™~ OPP

E4 E5 O
Acido mevalénico

E7

Difosfato de dimetilalilo Fosfato de isopentinila
(DMAPP) (IPP)
M = 3 z /+\/
OPP N 3 OPP
£y T H,§ H
DMAPP Cation alilico S

E8
)\/\/K/\A‘ N
OPP AN > opP
Geranildifosfato \\s

(GPP) HR Hs

OPP

Difosfato de geranilgeranila (GGPP)

E4: Mevalonato quinase E7: fosfato de isopentenila isomerase
E5: Fosfomevalonato quinase (IPP isomerase)
E6: 5-difosfatomevalonato descarboxilase = E8: Difosfato geranil sintase

FIGURA 64. Formacao do difosfato de geranilgeranila (GGPP) a partir do acido
mevalonico (DEWICK, 2009).

Apo6s a formagdo do GGPP ocorre uma reacdo eletrociclica catalisada pela
enzima disfosfato de copalil-sintase (E9), promovendo a formacdo do difosfato de

copalila. Em seguida ocorre a perda do difosfato catalisado pela enzima difosfato
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abietadieno (E10) sintase, e formacdo de um carbocation terciario pela perda de um
hidrogénio em C-14 (reacdo do tipo E,) e formacdo do sandaracopimaradieno.
Subsequentemente, ocorre uma transferéncia intramolecular do mesmo hidrogénio
perdido na formacg&o do alceno, que é utilizado para protonar o outro alqueno vizinho,
formando um carbocation secundario em C-15. O carbocation secundario €
imediatamente estabilizado pela migracdo da metila de C-13 para C-15, formando um
carbocétion terciario em C-13, que novamente € estabilizado pela perda de um
hidrogénio em C-7. Desse modo, € formada a estrutura do abietadieno (FIGURA 65)

(DEWICK, 2009).

OPP

Difosfato de copalila

% Abietadieno

E9: Difosfato copalil sintase
E10: Abietadieno sintase

FIGURA 65. Rota biossintética para a formacdo do esqueleto abietano a partir do
geranilgeranildifosfato (GGPP) (DEWICK, 2009).

Uma vez formado o esqueleto diterpénico triciclico (FIGURA 65), acredita-se que

a obtencdo de um esqueleto icetaxeno € possivel através da passagem por um
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intermediario constituido de carbocéation priméario (formado pela perda de um grupo
hidreto ou um grupo hidréxido), o que possibilita a migracdo da ligacdo C-9/C-20,
fornecendo o carbocétion terciario, precursor do esqueleto diterpénico icetaxeno
(FIGURA 66) (SIMMONS & SARPONG, 2009).

Abietadieno
X =H ou OH

Z
Z
z

Esqueleto icetaxeno

FIGURA 66. Possivel formacdo do esqueleto icetaxano a partir do esqueleto abietano
(SIMMONS & SARPONG, 2009).

Apos a formacao do precursor icetaxeno, poderia ocorrer oxidagdo em C-19 para
formacé@o do &cido carboxilico, seguido por uma descarboxilacdo catalisada por uma
enzima especifica (descarboxilase). Em seguida, outra oxidagdo resultaria na
aromatizacdo do anel A. Varias reacOes de oxidagdo e isomerizacdo levariam a
formagéo do grupo para-quinona (anel C). Em seguida, uma O-metilagdo promovida
pela SAM (adenosina metionina), levaria a formacdo da substancia SL3. Uma oxidagéo
em SL3 em C-7 e C-20 formaria SL1. A substancia SL2 poderia ser formada a partir de

SL1 por uma isomerizagédo no anel B (FIGURA 67).



102

@QQ

O,
NADPH

HO. @ 0O, 2 @ Isomerizagéo 0
NADPH 14
o

Q  OH
H3CO
H3CO @ O, 3 Q
NADPH
0]
SL1
Isomerizagéi/

Q  OH

(0]

SL2

FIGURA 67. Proposta de biogénese das substancias SL1, SL2 e SL3 a partir do

precursor icetaxeno.

As substancias SL4 e SL5 poderiam ser provenientes de SL1. Uma reagéo de
eliminacdo levaria a formacdo de SL4, enquanto que uma nova oxidacao geraria SL5.
(FIGURA 68).
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FIGURA 68. Proposta de biogénese das substancias SL4 e SL5 a partir da substancia
SL1.

A substéncia SL6 parece diferir das demais descritas acima, ndo tendo como
precursor um icetaxeno, mas sim o0 abietadieno. Podemos supor uma série de
oxidagbes no abietadieno, levando a um intermediario com o grupo carboxila nas
posicbes C-19 e C-20. Através de reacbes de descarboxilagdo e desidrogenacao
haveria a aromatizacao do anel A. Uma isomerizagdo seria favorecida, pois estenderia a
conjugacdo, dando maior estabilidade & molécula. Apds, poderia haver uma quebra
oxidativa entre C-11/C-12 (anel C), com formacdo de um diol, que através de uma nova
oxidagdo formaria dois grupos carboxila. A oxidacdo em C-14, seguida de
descarboxilagéo resultaria na perda de C-11 e C-12. A formacao de SL6 seria finalizada

por uma O-metilagcéo realizada pela SAM (adenosina metionina) (FIGURA 69).
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FIGURA 69. Proposta de biogénese da substancia SL6 a partir do abietadieno.



105

6. CONCLUSAO

As folhas de Salvia lachnostachys revelaram até o momento a presenca de
diterpenos e triterpenos, o que é tipico do género. No total foram isoladas dez
substancias, sendo seis diterpendides derivados do esqueleto abietano: fruticulina A
(SL1), isofruticulina A (SL2), 7,20-diidrofruticulina A (SL3), fruticulina B (SL4), 20-
hidroxifruticulina B (SL5) e lachnostachyona (SL6). As outras quatro séo triterpenoides
com esqueleto urs-12-eno ou olean-12-eno: &cido oleandlico (SL7), acido ursélico
(SL8), uvaol (SL9) e eritrodiol (SL10). Dessas substancias SL2, SL5 e SL6 séo inéditas
na literatura, enquanto que SL3, SL4, SL9 e SL10 estdo sendo descritas pela primeira
vez na espécie.

O extrato etandlico das folhas de S. lachnostachys apresentou atividade
citotoxica contra linhagens de células tumorais humanas, a qual pode ser explicada pela
presenca de diterpenos, principalmente fruticulina A (SL1) e isofruticulina A (SL2), que
apresentaram forte atividade citotéxica (Gls, < 10 pmol L), além de fruticulina B (SL4)
gue exibiu atividade moderada para algumas das linhagens de células testadas (Glsg =
16,4-28,5 pmol L™%). Varios diterpenos isolados de Salvia apresentam atividade
citotoxica, mas este é o primeiro relato da atividade de fruticulina A, isofruticulina A e
fruticulina B. Além destas, é possivel que S. lachnostachys contenha outras substancias
com atividade citotdxica, pois varias fracdes ativas ndo foram examinadas. Portanto,
essa planta brasileira € uma fonte promissora de substéncias novas e com atividade

citotoxica.
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