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RESUMO

O estudo fitoquimico de Salvia lachnostachys e S. melissiflora (Capitulo 1) resultou
no isolamento de 20 constituintes quimicos, sendo 14 diterpenoides (10 derivados do
abietano e quatro derivados do clerodano), cinco triterpenoides e uma substancia
fendlica. Os diterpendides isolados de S. lachnostachys foram identificadas como:
fruticuina A (SV1), demetilfruticulina A (SV2), isofruticulina A (SV3),
demetilisofruticulina A (SV4), 20-hidroxi-isofruticulina A (SV5), 20-hidroxi-
demetilisofruticulina A (SV6), 6-hidroxi-isofruticulina A (SV7), fruticulina B (SV8),
demetilfruticulina B (SV9), e 20-hidroxi-demetilfruticulina B (SV10). Em S. melissiflora
foram identificados: melissiflorina A (SV11), 7,8a-diidrosalviacoccina (SV12),
melissiflorina B (SV13), e 7-epi-salviadulina A (SV14). Os triterpenoides acido
oleandlico (SV15), acido maslinico (SV16), acido 11a-hidroxi-oleandlico (SV17), e
acido ursélico (SV19) foram isolados de S. lachnostachys, enquanto que SV15 e SV19
foram encontrados também em S. melissiflora. O acido rosmarinico (SV20) foi a
substancia fendlica encontrada nas duas espécies de Salvia. As substancias SV4,
SV5, SV6, SV7, SV9, SV10, SV12, SV13 e SV17 sdo inéditas na literatura. Os extratos
etandlicos de S. lachnostachys e S. melissiflora apresentaram elevada atividade
antioxidante, medida como umol de trolox equivalente por grama do extrato seco
(umol TE g), pelo método ORAC-FL (2.845-2.991 umol TE g'). Algumas fragtes
obtidas do extrato etandlico de S. lachnostachys também apresentaram forte atividade
antioxidante (2.422-2.861 pumol TE g'). Os diterpenoides SV1, SV2, SV8 e SV9
também revelaram atividade antioxidante (1,20-2,42 TE relativo). Ja o estudo
fitoquimico de Myrcia selloi (Capitulo 2) levou ao isolamento de 13 substancias
fendlicas, sendo cindo derivados do acido quinico, seis flavonoides e um tanino. Estas
substancias foram identificadas como: acido clorogénico (MS1), clorogenato de metila
(MS2), clorogenato de etila (MS3), neo-clorogenato de etila (MS4), criptoclorogenato
de etila (MS5), quercetina (MS6), hiperosideo (MS7), isoquercitrina (MS8), 3-O-p-(6"-
galoil)-galactosilquercetina (MS9), canferol (MS10), astragalina (MS11), 3-O-f-
glucosilramnocitrina (MS12) e eugeniina (MS13). O extrato etandlico de M. selloi
apresentou atividade citotoxica contra linhagens de células tumorais humanas de
leucemia, pelo método da sulforrodamina B. A concentragcdo necessaria para inibicao
total do crescimento celular (TGI) foi de 11,76 pg mL™").

Palavras-chave: Salvia. Myrcia. Terpenoides. Substéncias fendlicas. Atividades
bioldgicas.



ABSTRACT

The phytochemical study of Salvia lachnostachys and S. melissiflora (Chapter 1)
yielded 20 compounds, of which 14 diterpenoids (ten abietane-derivatives and four
clerodane-derivatives), five triterpenoids, and one phenolic compound. The
diterpenoids of S. [lachnostachys were identified as: fruticuline A (SV1),
demethylfruticuline A (SV2), isofruticuline A (SV3), demethylisofruticuline A (SV4), 20-
hydroxy-isofruticuline A (SV5), 20-hydroxy-demethylisofruticuline A (SV6), 6-hydroxy-
isofruticuline A (SV7), fruticuline B (SV8), demethylfruticuline B (SV9), e 20-hydroxy-
demethyfruticuline B (SV10). In S. melissiflora were identified: melissiflorine A (SV11),
7,8a-dihydrosalviacoccine (SV12), melissiflorine B (SV13), e 7-epi-salviaduline A
(SV14). The triterpenoids oleanolic acid (SV15), maslinic acid (SV16), 11a-
hydroxyoleandlic acid (SV17), and ursolic acid (SV19) were isolated of S.
lachnostachys, while SV15 and SV19 were found also in S. melissiflora. Rosmarinic
acid (SV20) was isolated from both Salvia species. The compounds SV4, SV5, SV6,
SV7, SV9, SV10, SV12, SV13 and SV17 are new. The ethanolic extracts of S.
lachnostachys and S. melissiflora displayed high antioxidant activity, measured as
umol of trolox equivalent per gram of dried extract (umol TE g), by ORAC-FL assay
(2.845-2.991 umol TE g'). Some fractions, obtained from ethanolic extract of S.
lachnostachys, also showed antioxidant activity (2.422-2.861 pumol TE g'). The
diterpenoids SV1, SV2, SV8 and SV9 also exhibited antioxidante activity (1.20-2.42
relative TE). On the other hand, the phytochemical study of Myrcia selloi (Chapter 2)
furnished 13 phenolic compounds: five caffeoylphenyl quinic acid derivatives, six
flavonoids and one tannin. These compounds were identified as: chlorogenic acid
(MS1), methyl chlorogenate (MS2), ethyl chlorogenate (MS3), ethyl neo-chlorogenate
(MS4), ethyl cryptochlorogenate (MS5), quercetin (MS6), hyperoside (MS7),
isoquercitrin (MS8), 3-O-B-(6"-galoil)-galactosylquercetin (MS9), kaempferol (MS10),
astragalin (MS11), 3-O-B-glucosylrhamnocitrin (MS12) and eugeniin (MS13). The
ethanolic extract of M. selloi showed cytotoxic activity against leukemia human tumor
cell lines (K562) by sulforodhamine B assay. The concentration for total growth
inhibition (TGI) was 11.76 ng mL-".

Keywords: Salvia. Myrcia. Terpenoids. Phenolic compounds. Biological activities.
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INTRODUGAO GERAL

Todos os organismos vivos metabolizam inumeras substancias orgéanicas no
decorrer de sua existéncia. As substancias responsaveis pela sobrevivéncia,
crescimento e reprodug¢ao sao aquelas que sao consideradas essenciais para a vida,
como os carboidratos, as proteinas, as gorduras e os acidos nucleicos, as quais sao
comuns para todos os organismos vivos. Essas substancias sdo denominadas de
metabdlitos primarios, e o conjunto de reagdes quimicas que as produzem &
denominado metabolismo primario (DEWICK, 2009). Ja o metabolismo secundario ou
especializado, o qual resulta na formacao dos denominados produtos naturais, &
aquele que ndo é essencial para o crescimento, desenvolvimento ou reprodug¢ao do
organismo. Sao aquelas substancias organicas produzidas como defesa em resposta
ao ataque de predadores, ou como adaptacdo as condi¢cdes climaticas, taxa de
nutrientes, dentre outros fatores ambientais. As fontes de metabdlitos especializados
sdo organismos vegetais, bactérias, fungos e organismos marinhos, sendo que os
vegetais sdo a principal fonte dessas substancias. Além disso, os produtos naturais
que sao produzidos variam de acordo com cada familia e género. Essas substancias
podem ser classificadas em trés grandes grupos, os quais incluem os terpenoides,
substancias fendlicas e nitrogenadas. Essa classificacédo é dada de acordo com as
semelhancgas estruturais e propriedades fisico-quimicas (DEWICK, 2009; GOBBO-
NETO, 2007; VAISHNAV; DEMAIN, 2010).

De fato, é conhecido que os organismos vegetais sdo uma rica fonte de
metabdlitos secundarios, que se reflete em diversos tipos de substancias, com
diferentes esqueletos carbdnicos. Em fungédo desta diversidade quimica e bioldgica
que a natureza fornece, muitos dessas substancias podem apresentar varias
atividades bioldgicas relevantes, vindo a ser usadas para fins farmacoldgicos, como
muitas que ja sdo empregadas em terapias atuais (RIBEIRO et al., 2018).

Consequentemente, a area de quimica de produtos naturais vem
constantemente buscando, principalmente, a descoberta destes farmacos
promissores ou derivados de produtos naturais, bem como avaliar seus potenciais
terapéuticos (BERNARDINI et al., 2018). Estima-se que 21 % das substancias
farmacéuticas incluidas na The International Pharmacopeia (PH. Int) sdo de origem
natural ou derivados de produtos naturais (ZHANG et al., 2020). Outro exemplo da

importancia desses produtos naturais € que dos 38 medicamentos aprovados em
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2019 pela U. S Food and Drug Admintration (FDA, EUA), nove eram de origem natural
(TORRE; ALBERICIO, 2019).

Nesse contexto, o Brasil € uma importante fonte de produtos naturais, devido
a sua grande biodiversidade. O Brasil abriga uma variedade de ecossistemas,
incluindo a regido amazdnica, considerada a maior floresta tropical do mundo, além
do cerrado, conhecido como a savana brasileira. De acordo com RIBEIRO et al (2018)
o Brasil apresenta mais de 45.000 espécies vegetais, compreendendo cerca de 22 %
do numero total de espécies de plantas do mundo. Embora existam inumeras espécies
vegetais, muitas delas ainda nao foram investigadas do ponto de vista quimico e/ou
biolégico. Sendo assim, existe uma vasta flora a ser investigada, em busca de novos
farmacos promissores.

Deste modo, o presente trabalho busca enriquecer o conhecimento quimico
da flora brasileira, bem como a busca de possiveis farmacos. Sendo assim, foram
selecionadas trés espécies de ocorréncia natural no estado do Parana para um estudo
fitoquimico e avaliagao de algumas atividades biolégicas.

Este trabalho esta dividido em dois capitulos. O Capitulo 1 ira abordar o estudo
das espécies Salvia lachnostachys e Salvia melissiflora (Lamiaceae). Ja o Capitulo 2

descrevera os estudos com a espécie Myrcia selloi (Myrtaceae).
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CAPITULO 1- ESTUDO DAS ESPECIES Salvia lachnostachys E Salvia

melissiflora

1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 A Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae (conhecida antigamente por Labiatae) € uma das
maiores familias pertencentes ao grupo das Angiospermas (plantas com flores). E
composta por aproximadamente 7.300 espécies, distribuidas em 236 géneros,
espalhadas ao redor do mundo (SITAREK et al., 2020; HARLEY et al., 2021). No
Brasil, a familia esta representada por 70 géneros e 589 espécies, sendo que 356
possui endemismo brasileiro. As lamiaceas variam desde ervas (anuais, bianuais ou
perenes), subarbustos ou arvores. Suas espécies podem ser encontradas em todas
as regides do pais em sistema de vegetacdo aberta, com climas tropicais e
subtropicais (HARLEY et al., 2021).

As lamiaceas sao plantas aromaticas, devido a presenca marcante de oleos
essenciais. Além disso, sao frequentemente empregadas na conservagdo de
alimentos e na medicina popular. Os representantes da familia mais conhecidos no
Brasil sdo: tomilho (Thymus vulgaris), orégano (Origamum vulgare), manjericao
(Ocimum basilicum), erva cidreira (Melissa officinalis), hortela (Mentha piperita) e
salvia (Salvia officinalis) que sao utilizados como especiarias na culinaria e na
preparagao de chas, para diversos tipos de enfermidade, mas principalmente para
problemas respiratérios. E considerada economicamente importante, tanto pela sua
grande diversidade e distribuicdo ao redor do mundo, como pelas propriedades
aromaticas e medicinais de suas espécies (LORENZI; MATOS, 2002; SITAREK et al.,
2020).

O perfil quimico das espécies de Lamiaceae € muito diversificado, por
compreender inumeras espécies, cada uma delas produzindo seus proprios
metabdlitos secundarios. Os principais constituintes quimicos da familia sao
substancias fendlicas (acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanas, ligninas,
cumarinas, antraquinonas e xantonas) e terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, sesterpenos e triterpenos). Os terpendides podem ser volateis, como os

monoterpenos e sesquiterpenos encontrados nos 6leos essenciais, ou fixos como os
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diterpenos e triterpenos, isolados a partir de extratos obtidos com solventes organicos
(SITAREK et al., 2020). Muitas destas substancias apresentam atividades biologicas
relevantes, incluindo antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatéria, anti-inflamataria,
antiviral, citotéxica e antitumoral (SITAREK et al., 2020).

Varios géneros desta familia, como Hyptis, Lavandula, Leonotis, Leonurus,
Marrubium, Melissa, Mentha, Ocimum, Origanum, Thymus e Salvia, contém espécies
consideradas medicinais, cujas propriedades biolégicas foram comprovadas por
ensaios farmacolégicos (LORENZI; MATOS, 2002).

1.1.2 O género Salvia

O género Salvia é considerado o maior género da familia Lamiaceae,
compreendendo cerca 1000 espécies, as quais sdo amplamente distribuidas nas
regides temperadas, subtropicais e tropicais de todo o mundo. Os principais centros
de diversidade sdo as regides da América Central e América do Sul, Asia Central e
Mediterraneo e Asia Oriental. Algumas espécies do género sdo cultivadas em todo o
mundo; entretanto muitas delas possuem uma distribui¢ao restrita, sendo endémicas
de algumas regides (MIRZAEI et al., 2017; DREW et al., 2017; SHARIFI-RAD et al.,
2018; MOTA et al., 2020).

Espécies de Salvia podem apresentar uma grande diversidade morfoldgica,
mas a grande maioria de suas espécies apresenta habito herbaceo, perene, e com
flores atraentes, de cores variadas. O género possui grande importancia econdémica,
destacando-se o uso ornamental e, principalmente alimenticio e medicinal, com
aproximadamente 150 espécies sendo utilizadas para esse fim (TOPCU, 2006;
DIZKIRICI, 2015).

Em muitos paises as plantas deste género s&o utilizadas na medicina popular
para diversos tipos de enfermidades, como dores de cabega e estébmago, problemas
pulmonares e urinarios, diversos tipos de infecgdes, transtornos hepaticos e febre (WU
et al., 2012; JASSBI et al., 2016). O nome Salvia provém da palavra latina “salvare”
que significa “curar”, devido ao seu histérico de utilizagao desde os tempos antigos na
medicina popular (RUSSO et al., 2016).

Dentre as inumeras espécies do género, a espécie Salvia officinalis (FIGURA
1) merece um destaque especial, por sem amplamente conhecida no Brasil, e usada

na culinaria e na medicina popular. Conhecida popularmente com o nome de salvia,
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tem inumeros estudos quimicos e biolégicos. S. officinalis € endémica do
Mediterraneo, porém, atualmente é cultivada em todo o mundo, principalmente nos
paises da Europa e na América do Norte (GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017). No
Brasil ha ocorréncia da espécie nas regides Sul e Sudeste do pais (OLIVEIRA et al.,
2021). Na medicina popular a espécie S. officinalis € utilizada no tratamento de
diferentes tipos de transtornos como: convulsdes, Ulceras, gota, reumatismo,
inflamacgoes, tonturas, tremores, paralisia, diarreia e hiperglicemia. Apresenta diversas
atividades farmacolégicas comprovadas, incluindo atividade citotoxica, anti-
inflamatdria, antinociceptiva, antioxidante e antimicrobiana (GHORBANI;
ESMAEILIZADEH, 2017).

Outra espécie que € muito conhecida, devido aos seus efeitos psicoativos, €
a Salvia divinorum (FIGURA 1). Esta espécie € endémica do México, e seu nome
significa “salvia dos divinos”, devido a sua utilizagdo em cerimonias religiosas pela
populagao indigena mexicana da tribo Mazateca. Além do seu uso em rituais, também
€ empregada na medicina popular para o tratamento de diarreia, inflamacoes

abdominais, dor de cabega e reumatismo (HARDING et al., 2005).

FIGURA 1 — IMAGEM DAS ESPECIES Salvia officinalis (A) E Salvia divinorum (B) COM DETALHES
DAS FOLHAS E FLORES

FONTE: OLIVEIRA et al., 2021 (A); www.volteface.me (B).

No Brasil sdo encontradas 70 espécies de Salvia, das quais oito sao exaticas,
ou seja, ndo ocorrem naturalmente no pais: S. coccinea, S. farinacea, S. hispanica, S.
involucrata, S. leucantha, S. microphylla, S. officinalis e S. pratensis. Estas sao
cultivadas em varios estados brasileiros devido ao seu uso na culinaria, na medicina

popular, e como ornamental (HARLEY et al., 2021). Salvia apresenta um grande grau
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de endemismo no Brasil, pois dentre as 62 espécies nativas, 48 espécies sao
consideradas endémicas.

As espécies de Salvia nativas ja foram confirmadas nas regides Sul, Sudeste,
Centro-Oeste e Nordeste do pais, sendo que a regidao Sudeste apresenta a maior
ocorréncia de espécies de Salvia. Suas plantas podem se desenvolver em biomas do
tipo cerrado, caatinga e principalmente na Mata Atlantica (FIGURA 2). No estado do
Parana ocorrem 17 espécies (HARLEY et al., 2021).

FIGURA 2 — REGIOES DO BRASIL COM OCORRENCIA DAS ESPECIES DE Salvia

51

MNimero de espécies registradas

10

Sul Sudeste  Centro-Oeste  MNordeste

FONTE: Adaptado de HARLEY et al., 2021.

A quantidade de espécies no Brasil é relativamente pequena considerando o
tamanho do género. Muitas delas sdo utilizadas como plantas ornamentais. Uma
espécie amplamente utilizada para essa finalidade é a Salvia splendens (FIGURA 3).
Conhecida popularmente como alegria-dos-jardins, possui floragdo avermelhada, que
€ uma caracteristica marcante desta espécie. S. splendens é endémica do Brasil e
amplamente cultivada para o paisagismo (PIVETA et al., 2007). Na cidade de Curitiba-
PR essa espécie é utilizada no paisagismo de pontos turisticos da cidade,

principalmente na época natalina (FIGURA 3).
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FIGURA 3 — IMAGEM DA ESPECIE Salvia splendens UTILIZADA NO PAISAGISMO EM PONTOS
TURISTICOS DA CIDADE DE CURITIBA-PR

] i 'l
L\ L |

FONTE: www.curitiba.pr.gov.br.

Como ja mencionado, as representantes do género Salvia possuem diversos
usos na medicina popular. Devido a essa caracteristica marcante do género, ha
diversos relatos de atividades biologicas, os quais estéo relacionados aos metabdlitos
especializados presentes em suas espécies. A grande diversidade destes metabdlitos,
bem como o numero elevado de espécies ja estudadas, inviabiliza uma revisao
completa de todos os estudos fitoquimicos e biologicos ja realizados com espécies de
Salvia. Sendo assim, foram selecionados os principais tipos de metabdlitos
secundarios presentes em algumas espécies de Salvia, a fim de ilustrar o perfil

quimico do género, bem como as suas principais atividades bioldgicas.

1.1.3 Metabdlitos especializados do género Salvia

Os principais metabdlitos especializados das espécies de Salvia sao
substancias fendlicas, flavonoides e terpenoides volateis (monoterpenos e
sesquiterpenos) e fixos (diterpenos e triterpenos) (TOPCU, 2006; CIOFFI et al., 2008).
Dentre estes, os terpendides se destacam, principalmente os diterpenos que sao
considerados o maior grupo de metabdlitos secundarios presente nas espécies do
género Salvia (WU et al., 2012).

1.1.3.1 Alguns terpenoides do género Salvia

As espécies de Salvia sao reconhecidas pelos seus 6leos essenciais, 0s quais
sdo constituidos principalmente por terpenoides das classes dos monoterpenos e
sesquiterpenos. Salvia officinalis e S. triloba, duas espécies exoticas cultivadas no Rio
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Grande do Sul revelaram a presenca do vinte e sete monoterpenos na composicao
total do dleo essencial. Os principais monoterpenos foram os isdmeros a-pineno (1)
B-pineno (2), e canfeno (3), além dos monoterpenos oxigenados, eucaliptol (4),
canfora (5), a-tujona (6), B-tujona (7), barneol (8) e mirceno (9) (FIGURA 4). Nestas
espécies, o monoterpeno 6 foi o representante majoritario, pois atingiu 24,8 % na
composigao total do 6leo essencial de S. officinalis e 20,1% em S. triloba
(DELAMARE et al., 2007).

FIGURA 4 —- MONOTERPENOS MAJORITARIOS NO OLEO ESSENCIAL DAS ESPECIES Salvia
officinalis E S. triloba
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S. officinalis relevou também a presenca de dois sesquiterpenos, E-cariofileno
(10) e a-humuleno (11), sendo que ambos apresentaram atividade citotoxica contra
adenocarcinoma renal (ACHN) e carcinoma de prostata (LNCaP) (LOIZZO et al.,
2017; EL-HADRI et al., 2010). Ja a espécie S. borjensis, nativa do Brasil, revelou que
seu Oleo essencial contém principalmente os sesquiterpenos espatulenol (12, 32,8 %)
e 10 (15,5%). S. cordata, uma espécie endémica do Brasil, revelou que seu 6leo
essencial é constituido principalmente de globulol (13, 32,3 %), acompanhado de 12
(11,6 %) (PINTO, 2012). As espécies S. aurea, S. judaica e S. viscosa, todas
endémica do Libano, contém em seus 6leos essenciais 0s seguintes sesquiterpenos
majoritarios: a-amorfeno (14, 12,0%), a-copaeno (15, 8,7 %) e a-cubeno (16, 8,3 %)
(FIGURA 5) (RUSSO et al., 2016).
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FIGURA 5 — SESQUITERPENOS MOJORITARIOS NO OLEO ESSENCIAL DAS ESPECIES Salvia
officinalis, S. borjensis, S. cordata, S. aurea, S. judaica E S. viscosa

10 1

Os diterpenos sao os principais constituintes quimicos de espécies do género
Salvia, incluido aqueles com esqueleto abietano. Um exemplo é a Salvia corrugata,
uma espécie originaria da América do Sul (encontrada na Colémbia, Peru e Equador)
e cultivada na Europa. E uma planta amplamente utilizada como ornamental. O seu
estudo fitoquimico revelou uma pequena fragdo com cinco diterpenos abietanos,
identificados como: 7a,19-diacetoxi-roileanona (16), 11,12,19-triidroxiabieta-8,11,13-
trieno (17), conacitona (18), 7,20-hidroxi-19,20-epoxiroileanona (19) e 7f3,20-epoxi-
7B-etoxi-6f3,20:19,20-diepoxiroileanona (20) (FIGURA 6). Todos esses abietanos
apresentaram atividade antimicrobiana em diversas cepas multirresistentes, em
concentragdes baixas (BISIO et al., 2008). As raizes de Salvia officinalis contém os
diterpenos abietanos roialeanona (21), herminona (22) e 7-O-acetil-herminona (23)
(FIGURA 6) que apresentaram atividade citotoxica em linhagens de células tumorais
do tipo célon humano, carcinoma (Caco-2) e hepatoma (HepG2). Além disso, 0s
diterpenos foram capazes de realizar a quebra da fita de DNA em todos os tipos de
linhagens testadas, em concentragdes muito baixas (1,0 107 — 1,0 107 mol L)
(SLAMENOVA et al., 2004).
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FIGURA 6 — DITERPENOS ABIETANOS ISOLADOS DAS ESPECIES Salvia corrugata e S. officinalis

23-R=0Ac

Os diterpenos abietanos podem sofrer rearranjos e originar outros esqueletos,
como os icetexanos. As estruturas quimicas dos icetexanos podem apresentar uma
grande diversidade decorrente da presencga de insaturagdes, além de grupos hidroxila,
metoxila e carbonila nas mais diversas posigdes (SIMMONS; SARPONG, 2009). De
maneira geral, os diferentes tipos de icetexanos apresentam inumeras atividades
bioldgicas, incluindo atividade antioxidante, anti-HIV, antimicrobiana, anti-inflamatéria,
hipotensiva, anti-hepatatéxica, antiviral e principalmente citotoxica (AHMAD et al.,
2019).

As partes areas da espécie Salvia ballatiflora, nativa dos Estados Unidos e do
México, revelaram a presenca de oito diterpenos icetexanos: belotiquinona (24), 6,7-
anidrobaloquinona (25), 1,2-anidroballotiquinona (26), anastomosina (27), 7,20-
diidroanastomosina (28), icetexona (29), 7a—acetoxi-6,7-diidroicetexona (30) e
6,7,11,14-tetraidro-7-oxo-icetexona (31) (FIGURA 7) (ESQUIVEL et al., 2017).

Destes, quatro icetexanos (27, 28, 29 e 31) foram submetidos a avaliagdo da
atividade citotdxica em quatro linhagens de células tumorais humanas (glioblastoma,
U251; pulmao, SKLU-1; leucemia, COS-7; mama, K562). Todos os diterpenos
avaliados apresentaram atividade citotéxica (ICso < 10,0 yM). O maior potencial
citotoxico foi registrado para os diterpenos 27 (ICso= 0,27 - 0,61 uM) e 31 (ICs0= 1,40
- 1,62 yM) (ESQUIVEL et al., 2017). Adicionalmente, o icetexano 5-epi-icetexona
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(epimero da icetexona, 30) foi isolado das partes aéreas da espécie S. giliensis (nativa
da Argentina). O estudo revelou que esse epimero exerce efeito antiproliferativo (in
vitro) sobre os parasitas de Tripanosoma cruzi (responsavel pela doenga de Chagas)
em concentracdes baixas, atuando por multiplos mecanismos (SANCHEZ et al.,
2006). Estudos mais recentes indicam que 30 atua no mesmo sistema in vivo em
camundongos, promovendo o aumento de vida dos roedores e diminuindo a
proliferacdo do parasita, indicando que 30 pode ser um bom candidato para o uso
terapéutico da doenga de Chagas (RIBEIRO et al., 2020).

FIGURA 7 — DITERPENOS ABIETANOS COM ESQUELETO ICETEXANO ISOLADOS DAS
ESPECIES Salvia ballatiflora, S. giliensis, S. przewalki E S. corrugata

33 34 35 36

Salvia przewalski € amplamente distribuida na regido norte da China. O extrato
em acetona de suas partes aéreas revelou a presenga de varios diterpenos,
destacando-se os icetexanos przewalskina C (33), prewalkina D (34) e o barbatusol
(35) (FIGURA 7) (XU et al., 2005). Outro icetexano chamado de fruticulina C (36)

(FIGURA 7) foi isolado de S. corrugata, cujo estudo ainda revelou que esta substancia
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apresenta resposta quimiopreventiva (in vivo) em roedores em duas linhagens de
células tumorais de hepatoma (Hepaic1c7 e ¢35) (GIACOMELLI et al., 2013). Este
estudo mais uma vez indica o potencial citotoxico dos diterpenos com esqueleto
icetexano.

Diterpenos com esqueleto do tipo clerodano também sao muito comuns em
espécies de Salvia. A espécie Salvia divinorum, que ja foi brevemente descrita,
revelou a presenca dos diterpenos, com esqueletos do tipo neo-clerodano, salvinorina
A (37) e salvinorina B (38), além de seus derivados salvinicina A (39) e salvinicina B
(40) (FIGURA 8). A substancia responsavel pelos efeitos psicoativos de S. divinorum
€ a salvinorina A (37), considerada a mais potente substancia psicoativa natural. Por
outro lado, a salvinorina B (38) n&o apresenta quaisquer efeitos psicoativos, apesar
da semelhancga estrutural com 37 (HARDING et al., 2005).

FIGURA 8 — DITERPENOS neo-CLERODANOS ISOLADOS DAS ESPECIES Salvia divinorum e S.
splendens
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A espécie Salvia splendens, também revelou uma série de neo-clerodanos,

presentes em suas flores, denominados salvisplendina A (41), splenolideo B (42),
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salviarina (43), splenolideo A (44), splendina (45), salvisplendina B (46), 11-O-
acetilsalvisplendina (47), salvisplendina C (48), 7-O-acetilsalvisplendina C (49),
salvisplendina C (50) e 2-O-acetilsalvisplendina D (51) (FIGURA 8) (HU et al., 1997;
FONTANA et al., 2006).

Outra classe de terpenoides muito comum no género Salvia s&o os triterpenos.
O extrato em acetona das partes aéreas da espécie S. argentea (originaria do
Mediterraneo) apresentou um total de dez triterpenos: 1p3,3pB,15a-trihidroxi-ursan-
9(11)-12-dieno (52), 1pB,3p,15a-tetrahidroxi-ursan-9(11),12-dieno (53), 1B,3p,15a-
dihidroxi-ursan-9(11),12-dieno-28-al (54), 18,3p,78,15a,28-pentahidroxi-ursan-12-eno
(55), 1B,3p,15a-trihidroxi-ursan-11-eno-28-al (56), 1B3,3pB-dihidroxi-ursan-12-eno (57),
3p-hidroxi-ursan-9(11),12-dieno (58), 1B3,3p,7p3,15a,28-tetrahidroxi-ursan-12-eno (59),
1B,3B,7B,11a,150-tetrahidroxi-ursan-12-eno (60) e 3B-hidroxi-olean-9(11),12-dieno
(FIGURA 9). E ainda, os triterpenos 53, 54, 56, 59 e 60 revelaram atividade citotdxica
moderada em duas linhagens de células tumorais humanas de leucemia (K592) e
fiborosarcoma (HT1080). Além disso, os triterpenos 55 e 59 revelaram atividade
antimicrobiana (BECHKRI et al., 2019).

FIGURA 9 — TRITERPENOS ISOLADADOS DA ESPECIE Salvia argentea
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1.1.3.2 Biossintese dos diterpenos

Como ja informado anteriormente, os diterpenos sao os principais
constituintes quimicos em espécies de Salvia. Sdo substancias que possuem vinte
atomos de carbono (C20), € podem ser classificados de acordo com seu esqueleto
basico, destacando-se os abietanos, labdanos e clerodanos (WU et al., 2012; JASSBI
et al., 2016; BISIO et al., 2019). E ainda, esses esqueletos basicos podem sofrer
diversos tipos de rearranjos estruturais originando outros esqueletos, como por
exemplo, os icetexanos, que sdo formados através de um rearranjo do esqueleto
abietano (FIGURA 10) (SIMMONS; SARPONG, 2009).

FIGURA 10 — ALGUNS ESQUELETOS BASICOS DOS DITERPENOS EM ESPECIES DE Salvia

abietano icetexano labdano clerodano

No organismo vegetal os diterpenos sdo formados por meio de conexdes de
unidades isoprénicas, o difosfato de isopentenila (IPP) e o pirofosfato de dimetilalila
(DMAPP). Os grupos isoprenoides sdo biossintetizados a partir de duas rotas
principais, a rota do mevalonato (MEV) ou a via do metileritritol fosfato (MEP), sendo
que ambas utilizam os isébmeros IPP e DMAPP (DEWICK, 2009).

A rota do mevalonato (MEV) inicia-se através de condensacgdes consecutivas
de trés moléculas de acetil-CoA, resultando no 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-
CoA). Posteriormente, o acido mevaldnico (MVA) é formado apdés a redugao do
tioéster (HMG-CoA) em um alcool primario, o qual é submetido a duas fosforilagbes
sequenciais, e entdo, o acido mevalbnico-5-difosfato (MVAPP) é formado. Uma
descarboxilacdo, seguida por uma desidratagdo fornece o IPP, que apdés uma
isomerizagao especifica, origina o DMAPP. As enzimas responsaveis por cada etapa
estdo representadas por E1-E7 (ESQUEMA 1) (DEWICK, 2009).
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ESQUEMA 1 - ROTA BIOSSINTETICA DO MEVALONATO (MEV)

(0]

3 )J\SCOA @—@;

acetil-CoA

___________________

Enzimas:

E1: acetoacetil-CoA sintase

E2: HMG-CoA sintase
E3: HMG-CoA redutase
E4: mevalonato quinase

(@) pHO

HO/U\>\/U\SCOA

HMG-CoA

__________________________________

E5: fosfomevalonato quinase
E6: MVAPP descarboxilase
E7: IPP isomerase

FONTE: adaptado de DEWICK

®

NADPH

, 2009.

A outra rota responsavel pela biossintese das unidades isoprénicas (IPP e

DMAPP) é a via do metileritritol fosfato (MEP), a qual é iniciada com o acido piravico.

A biossintese inicia-se com a condensacao do acido piruvico com uma molécula de

gliceraldeido-3-fosfato,

originando o 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato.

Em seguida,

ocorrem rearranjos estruturais, seguidos por uma redugao para formar o 2-C-metil-D-

eritritol-4-fosfato (MEP). Por sua vez, essa molécula pode sofrer uma série de reacoes,

incluindo fosforilagao e redugdes, para formar a 4-hidroxi-3-metil-but-2-enil difosfato.

E por fim, o grupo hidroxila € eliminado e os isémeros DMAPP e IPP sao formados
(ESQUEMA 2) (DEWICK, 2009).
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ESQUEMA 2 — ROTA BIOSSINTETICA VIA METILERITRITOL FOSFATO (MEP)
OH

> . S;\OP i, \[((')i(\op _@, NOP

CO,H 0.0 — OH OH
acido piravico D-gliceraldeido- 1-deoxi-D-xilulose MEP
3-fosfato 5-fosfato

e B T
)\/\OPP ‘g )\/\OPP ‘{ H\/\OPP

DMAPP IPP , OH

_____________________________________________________

4-hidroxi-3-metil
but-2-enil difosfato

Enzimas:

E1: 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato sintase (DXP sintase) E5: 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintase (IspF)
E2: 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato redutoisomerase (IspC)  E6: 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato sintase (IspG)
E3: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol sintase (IspD) E7: 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato redutase (IspH)
E4: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol quinase (IspE) E8: IPP isomerase

FONTE: Adaptado de DEWICK, 2009.

Apods a formacgao dos isoprenoides, as cadeias mais longas dos diterpenos sao
originadas via conexdes das unidades IPP e DMAPP (condensacéao “cabega-cauda”).
Esse processo de conexao entre os isoprenoides inicia-se com a formacdo de um
carbocation terciario, o qual é formado apds a saida do grupo difosfato, presente no
DMAPP. A espécie catidnica pode ser estabilizada via deslocalizagao eletrénica do
cation alilico. J&4 o IPP possui uma ligagdo dupla terminal, a qual atua como um
nucledfilo. Na sequéncia, ocorre uma etapa de eliminagdo estereoespecifica,
resultando no difosfato de geranila (GPP). Apds a conexao de mais duas unidades de
IPP ao GPP, é formado o difosfato de geranilgeranila (GGPP), que € o precursor dos
diterpenos (ESQUEMA 3) (DEWICK, 2009).



59

ESQUEMA 3 - FORMAQAO DO PRECURSOR DOS DITERPENOS (GPP) APARTIR DAS
CONEXOES DAS UNIDADES ISOPRENICAS (DMAPP E IPP)

@ @
/K/\KC\D'PP T )\{m)\ﬂopp T )\/\)G)?i/\OPP
H

DMAPP cation alilico IPP

@ ©
2 )\/\Opp * X eF /K/\)\/\rgpp

IPP GPP

| = > AN AN A A OPP E1: disfosfato geranil sintase
GGPP

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.

A partir do GGPP os diterpenos sado formados, e ainda podem sofrer diversos
tipos de rearranjos e ciclizagdes, gerando os esqueletos basicos, como os abietanos,
labdanos e clerodanos (FIGURA 10, p. 56) (JASSBI et al., 2016).

Os abietanos sao formados a partir de uma ciclizagao eletrociclica do GGPP,
gerando o dissulfato de copalila. Em seguida, ocorre uma eliminagdo do grupo
dissulfato, por um mecanismo E2 (eliminagdo bimolecular), e formagdo de um
carbocation terciario, favorecido pela perda de um atomo de hidrogénio, resultando no
sandaracopimaradieno. Na sequéncia, um carbocation € gerado, ap0s a protonagao
da ligagao dupla terminal. O cation gerado é estabilizado pela migragao de um grupo
metila, gerando um grupo isopropila terminal, resultando entéo, no abietadieno, o qual
apresenta o esqueleto basico dos abietanos (ESQUEMA 4) (DEWICK, 2009).
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ESQUEMA 4 — ROTA BIOSSINTETICA DO ESQUELETO BASICO ABIETANO

________________________

~h

-

Abietadieno

(esqueleto abietano) Sandaracopimaradieno

---------------------- E1: Difosfato copalila sintase
E2: Abietadieno sintase

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.

Acredita-se que os diterpenos icetexanos sdo biossintetizados no organismo
vegetal a partir de um rearranjo do esqueleto basico abietano. Diversas evidéncias
sugerem que a biossintese dos icetaxanos ocorre a partir de um rearranjo do
esqueleto basico abietano, originando uma estrutura fundida [C6-C7-C6], cujo nome
sistematico é 9(10—20)-abeo-abietano. Segundo essa proposta, a biogénese dos
icetexanos € iniciada pela ionizagao da posi¢ao C-20 do esqueleto abietano através
da perda de um grupo hidroxila ou hidreto, formando um carbocétion primario, que é
estabilizado pela migragédo da ligagao C-10/C-20. Apds a migragdo, um carbocation
terciario é formado, resultando na expansao do anel B para sete membros, que apods
uma desprotonagdo gera uma ligacdo dupla carbono-carbono. A hipétese desse
rearranjo foi confirmada por meio da sintese do icetexano barbatusol, realizada por
Kelecom (ESQUEMA 5) (KELECOM, 1983; SIMMONS; SARPONG, 2009).
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ESQUEMA 5 — ETAPAS DA ROTA DE SINTESE DOS ICETEXANOS A PARTIR DO ABIETANO E
FORMAGAO DO BARBATUSOL

esqueleto icetexano
[C6-C7-C6]

(X=HouOH) e

e e e e e m

barbatusol

esqueleto abietano

FONTE: adaptado de SIMMONS; SARPONG, 2009.

Semelhante aos abietanos, os clerodanos também s&o biossintetizados a partir
do precursor GGPP. No entanto, a rota apresentada no ESQUEMA 6 esta simplificada,
pois muitas etapas sado necessarias para formacao dos clerodanos. Inicialmente,
ocorre uma ciclizagdo catiénica, iniciada por uma protonagéo, para gerar o cation
labdano. Posteriormente, ocorre um conjunto de rearranjos, envolvendo migracdes de
metila e hidretos neste intermediario. Esse processo pode originar os clerodanos com
fusdo cis ou trans entre os anéis. Os trans-clerodanos também chamados de neo-
clerodanos sao formados pela migragcdo da metila na posi¢cdo C-19, enquanto que os
cis-clerodanos sao formados pela migracdo da metila C-18. Aproximadamente 25 %
dos clerodanos tem fusao cis entre os anéis A e B (ESQUEMA 6) (DEWICK, 2009; LI
et al., 2016).

ESQUEMA 6 — ETAPAS DE FORMAGAO DOS neo-CLERODANDOS E OS CLERODANOS A
PARTIR DO PRECURSOR GGPP

_____________________________________

19 18 19

GGPP cation labdano
(labdano)

trans-clerodieno cis-clerodieno
(neo-clerodano) (clerodano)

_____________________________________

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.
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Os novos esqueletos recebem prefixos em seus nomes comuns, como ent
(inversdo em todos os centros esteriogénicos), seco (quebra de alguma ligagcao
carbono-carbono no esqueleto ciclico) e nor (um carbono a menos no esqueleto
quimico) (MACIEL et al., 2006).

1.1.3.3 Substéancias fendlicas do género Salvia

Grande parte das espécies de Salvia, e de outros géneros da familia
Lamiaceae, apresenta em seus extratos de maior polaridade a presenca marcante de
acidos fenolicos, geralmente aqueles que sao derivados do acido cafeico (62). O
acido cafeico serve de bloco de construcdo de uma variedade de metabdlitos
especializados de Salvia. Uma substancia fendlica muito comum, até mesmo
considerada marcadora da familia Lamiaceae, € o acido rosmarinico (63), que € um
éster do acido cafeico encontrado em diversas espécies do género, incluindo S.
officinalis (FIGURA 11). O acido rosmarinico (63) possui diversos relatos de atividade
bioldgica, principalmente antioxidante e citotoxica, e sua presenga pode justificar
algumas das atividades biologicas de espécies do género (LU; FOO, 2002;
GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017).
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FIGURA 11 — ALGUMAS SUBSTANCIAS FENOLICAS ISOLADAS EM ESPECIES DE Salvia
OH

67'R1 =OH;R2=H
65 66 68 - R, = OH; R, = OMe

HO

Flavonoides também sdo amplamente distribuidos em espécies de Salvia,
presentes principalmente como flavonas, flavonois e seus glicosideos. A maioria dos
flavonoides encontrados nas espécies de Salvia sdo flavonas como a apigenina (64)
e a luteolina (65) (LU; FOO, 2002). Um exemplo dessa distribuicdo sdo os flavonoides
da espécie Salvia palaestina (originaria da Turquia), cujo extrato butandlico revelou a
presenca de luteolina-3-O-metil-éter (66), apigenina-7-O-(6"-butiril-p-
glucopiranosideo) (67), luteolina-3’-O-metil-7-O-(6”-butiril-B-glucopirosideo) (68) e
luteolina-7-0O-(2"-p-hidroxibenzoil)-B-glucuronideo (69) (FIGURA 11). E ainda, os
flavonoides glicosilados 67-69 revelaram atividade antioxidante em ensaios utilizando
DPPH (AL-QUDAH et al., 2014).
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1.1.4 A espécie Salvia lachnostachys

Salvia lachnostachys Benth (FIGURA 12) é uma planta endémica do Brasil,
encontrada nas regides Sul e Sudeste do pais, especificamente na Mata Atlantica,
nos estados do Parana, Santa Catarina e Sdo Paulo. No estado do Parana esta
distribuida nas regides dos Campos Gerais, Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Litoral do
estado (JIMENA et al., 2009; HARLEY et al., 2021).

FIGURA 12 — FOTOS DA ESPECIE Salvia lachnostachys

FONTE: Carolina Calomeno (2018).

Morfologicamente, S. lachnostachys é caracterizada pelo habito herbaceo ou
subarbustivo perene, podendo apresentar de 40 a 70 cm de altura. Suas folhas sao
simples, opostas e cruzadas, e revestidas por tricomas. A haste é tubulosa retangular,
apresentando também tricomas glandulares. As flores possuem coloragao azul e
surgem no inicio de abril e vao até novembro (MARTINI et al., 2010; ERBANO, et al
2012; HARLEY et al., 2021).

S. lachnostachys é conhecida popularmente como melissa, e o cha de suas
folhas é utilizado na medicina popular como antiespasmddico, antigripal e sonifero
pela populagao rural do Parana (NEGRELLE; FORNAZZARI, 2007). Além disso, é



65

considerada uma planta com potencial ornamental, devido ao seu porte e suas
atraentes flores azuis (LEAL; BIONDI, 2006).

O primeiro estudo quimico realizado com essa espécie revelou que suas folhas
e flores contém Oleos essenciais. Estes 6leos s&o constituidos principalmente por
substancias alifaticas saturadas de cadeia longa, incluindo acidos graxos,
acompanhados de uma pequena fragao sesquiterpénica. Os principais acidos graxos
identificados foram o acido dodecandico (70, 61,6 %), acido hexadecandico (71, 7,9
%) e acido tetradecanoico (72, 4,5 %). Ja a fragdo minoritaria sesquiterpénica foi
constituida principalmente pelas substancias cubeban-11-ol (73, 1,9 %), trans-
calameneno (74, 1,4 %) e epoxido de humuleno (75, 1,1 %) (FIGURA 13) (KASSUYA
et al., 2009).

FIGURA 13 — ALGUNS ACIDOS GRAXOS E SESQUITERPENOS PRESENTE NO OLEO
ESSENCIAL DAS FOLHAS E FLORES DE Salvia lachnostachys

0 : : 0
\
70-n=9
71-n=13
72-n=11 73 74 75

O estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de S. lachnostachys foi
iniciado anteriormente pelo nosso grupo. Inicialmente o extrato etandlico foi fracionado
em gel de silica, usando-se como eluentes os seguintes solventes em ordem
crescente de polaridade: hexano, hexano:CH2Cl2 1:1, CH2Cl2, acetona e MeOH.
Desse modo foram obtidas cinco fragcdes principais, denominadas LFA, LFB, LFC,
LFD e LFE, respectivamente. O estudo anterior foi conduzido com as fragbes de
menor polaridade, obtidas pela eluicao com hexano (LFA) e hexano:CH2Cl2 1:1 (LFB).
O estudo fitoquimico destas fragdes resultou no isolamento de terpenoides, incluindo
dois triterpenos, acido ursélico (76) e acido oleandlico (77), além de cinco
diterpendides derivados do esqueleto abietano. Entre eles, trés nor-diterpenoides com
esqueleto icetexano, identificados como fruticulina A (78), isofruticulina A (79), e 7,20-
diidrofruticulina A (80); um tetranor-diterpenoide denominado lachnostachyona (81); e
um dinor-diterpenoide, identificado como fruticulina B (89) (FIGURA 14) (ERBANO et
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al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016). Esse estudo ainda indicou que as substancias
fruticulina A, e os acidos ursolico e oleandlico (OLIVEIRA, 2017) eram majoritarios nas
fragdes LFA e LFB, respectivamente. As fragcbes de maior polaridade (LFC, LFD e

LFE) ndo foram exploradas.

FIGURA 14 — TRITERPENOS E DITERPENOS ISOLADOS NAS FRACOES MENOS POLARES DO
EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE S. lachnostachys

Anteriormente, o extrato etandlico das folhas (LF), as fracées do extrato (LFA,
LFB, LFC, LFD e LFE) e os diterpenos fruticulina A (78), isofruticulina A (79), e
fruticulina B (82) foram avaliados para a atividade citotoxica, in vitro, contra um
conjunto de linhagens de células tumorais humanas, incluindo células de glioma
(U251), mama (MCF-7), ovario resistente a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES), rim
(786.0), pulméao (NCI-H460), prostata (PC-3; somente as substancias puras), colon
(HT-29; somente o extrato), ovario (OVCAR-3; somente as substancias puras), e
leucemia (K562).

O extrato inibiu o crescimento de todas as linhagens de células testadas, uma
vez que os valores de concentragado necessarios para inibicdo de 50 % do crescimento

(Glso) foram inferiores a 50 ug mL™'. As fragdes do extrato também foram ativas contra
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todas as linhagens de células. Entretanto, a maior atividade foi registrada para a fragao
LFA (eluida com hexano) que mostrou valores de Glso entre 3,9-19,5 ug mL™". Esta
fragdo continha os cinco diterpenos descritos (78-82), sendo que o constituinte
majoritario era a fruticulina A (78), que apresentou elevada atividade contra as
linhagens de células testadas (Glso 4,6-7,4 umol L-'), com excegdo da linhagem de
células de leucemia. Ja a isofruticulina A (79) revelou atividade similar a da fruticulina
A, sendo ligeiramente mais ativa (Glso 3,7-5,6 ymol L"), enquanto que a fruticulina B
(82) foi a menos ativa, apresentando Glso > 10 ymol L', contra todas as linhagens
testadas (OLIVEIRA et al., 2016) (TABELA 1).

TABELA 1 — ATIVIDADE CITOTOXICA in vitro DO EXTRATO ETANOLICO (LF)E SUBSTANCIAS
PURAS DAS FOLHAS DE S. lachnostachys CONTRA LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS

HUMANAS
. 2Glso
LF fruticulina A (78)  isofruticulina A (79) fruticulina B (82)
Glioma 32,0 55 4.6 32,8
Mama 30,0 5,2 3,7 19,9
Ovario resistente 42,4 7,4 5,6 116,4
Rim 26,0 5,2 4.6 36,3
Pulmao 44,0 7,4 52 22,6
Prostata - 4.6 3,7 37,1
Célon 32,6 - - -
Ovario - 4,9 3,8 16,4
Leucemia 25,0 380,0 300 28,5
HaCat 33,5 49 6,5 29,3

aGlso = concentragédo necessaria para inibir em 50 % o crescimento celular. ° Atividade citotoxica < 50
ug mL" (extrato e fragdes). ¢ Atividade citotdxica < 10 pmol L' (substancias puras).
FONTE: adaptado de OLIVEIRA et al., 2016.

Em outros estudos anteriores in vivo, a espécie S. lachnostachys revelou varias
propriedades bioldgicas. O extrato etandlico de suas folhas mostrou atividade anti-
artrite (RADAI et al., 2018). Este extrato também apresentou outras atividades que
foram relacionadas com a presenga de fruticulina A (78), como as atividades anti-
inflamatoria, anti-hiperalgésica (PICCINELLI et al., 2014), antidepressiva e
antinociceptiva (SANTOS et al., 2017).

Em estudos mais recentes, o efeito antitumoral do extrato etandlico das folhas
foi avaliado contra o carcinoma de Ehrlich, mostrando resultados positivos na inibicao
do crescimento do tumor, bem como na prevengao do seu desenvolvimento (CORSO

et al., 2019). Considerando que ensaios in vitro com linhagens de células tumorais
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humanas mostrou que fruticulina A (78) tinha consideravel efeito citotéxico (OLIVEIRA
et al.,, 2016), este diterpeno também avaliado para a atividade antitumoral. Foi
demonstrado que 78 inibiu o crescimento do carcinoma de Ehrlich sélido (similar ao
tumor de mama humano) em ratos, e induziu a morte celular via mecanismos de
apoptose e necroptose in vitro, enquanto que in vivo as células cancerosas sofreram
necroptose por meio da redugao do tumor. Além disso, foi comprovado que 78 atua
nas células tumorais por meio de multiplos mecanismos de morte celular (CORSO et
al., 2020). A atividade antitumoral elevada através de diferentes mecanismos pode
estar relacionada com o grupo para-quinona presente na estrutura quimica (anel C)
(FIGURA 14, p. 66). Esse grupo presente em varios diterpenos € conhecido por induzir
a apoptose por meio de enzimas redutases, que atuam diretamente na
quimioprevencgao do cancer (TABELA 2) (GIACOMELLI, et al 2013).

Além da atividade citotdxica e antitumoral, a fruticulina A (78) também revelou
acao bacteriostatica (in vitro) para diversas linhagens de bactérias (BISIO et al., 2008).
Neste contexto, é percetivel que a fruticulina A possui grande relevancia em termos
de atividades bioldgicas, estando relacionada com as atividades do extrato etandlico

de S. lachnostachys.

TABELA 2 — ATIVIDADES BIOLOGICAS DO DITERPENO FRUTICULINA A

Substancia Atividade bioldgica Referéncia
Bacteriostatica* BISIO et al., 2008
Citotoxica* OLIVEIRA, et al., 2016; CORSO et al., 2020
O OH Anti-inflamatoria** PICCINELLI et al., 2014

Analgésica**
Anti-hiperalgésica**
Antiartitica**
Antinociceptiva**
Antidepressiva**
Antitumoral**

PICCINELLI et al., 2014
PICCINELLI et al., 2014
SANTOS et al., 2017
SANTOS et al., 2017
SANTOS et al., 2017
CORSO et al., 2020

*ensaios realizados in vitro **ensaios realizados in vivo.
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1.1.5 A espécie Salvia melissiflora

Salvia melissiflora (FIGURA 15) é uma espécie de Lamiaceae também
endémica do Brasil, distribuida na Mata Atlantica, nas regides Sul do Parana e Santa
Catarina, e Sudeste de Sao Paulo (OLIVEIRA et al., 2021). Morfologicamente
apresenta caracteristicas semelhantes as de S. lachnostachys (folhas opostas, haste
tubulosa retangular e flores), diferenciando-se na coloragao da haste, caule e flores,

que sao de um vermelho bem vivo.

FIGURA 15 — FOTOS DA ESPECIE Salvia melissiflora

FONTE: o autor.

Ha um unico estudo quimico com esta espécie, no qual foi analisada a
composi¢cao do 6leo essencial de suas folhas. O estudo revelou a presenga de
substancias alifaticas de cadeia longa, principalmente o acido linoleico (83) que atingiu
29,3 % da composicao total do 6leo, o acido hexadecandico (84, 11,3 %) e o n-
heptadecano (85, 3,3 %). Uma pequena fracdo sesquiterpénica também foi

identificada, composta principalmente pelo éxido de cariofileno (86, 9,6 %), isobutirato
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de E-nerolidila (87, 5,1 %), epoxido de humuleno (88, 3,3 %) e E-nerolidol (89, 2,2 %)
(FIGURA 16) (KASSUYA et al., 2009).

FIGURA 16 — ALGUMAS SUBSTANCIAS ALIFATICAS E SESQUITERPENOS PRESENTES NO
OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE S. melissiflora
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De acordo com a pesquisa bibliografica realizada, ndo foi encontrado nenhum
nome popular para essa espécie. Adicionalmente, nenhum estudo fitoquimico, ou
seja, o isolamento de metabdlitos especializados fixos presentes em seu extrato, foi
realizado. Entretanto, o extrato etandlico de suas partes aéreas revelou, em estudos
preliminares atividade antiedematogénica e anti-inflamatéria, uma vez que os ensaios

mostraram a reducao do edema de pata em camundongos (PIORNEDO et al., 2009).
1.2 JUSTIFICATIVA

De acordo com os estudos anteriores, as espécies Salvia lachnostachys e
Salvia melissiflora foram selecionadas pelo nosso grupo de pesquisa para uma
investigacao fitoquimica. Salvia lachnostachys é comprovadamente uma fonte de
substancias biologicamente ativas, e 0 seu estudo quimico nao havia sido finalizado.
Por outro lado, a espécie Salvia melissiflora apresentou atividade anti-inflamatéria,
mas os seus constituintes quimicos ainda nao tinham sido identificados, tornando

importante uma investigagcdo quimica com esta espécie.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico e avaliar algumas atividades bioldgicas das
espécies Salvia lachnostachys e Salvia melissiflora, visando contribuir para o maior
conhecimento quimico das salvias brasileiras e para descoberta de novos metabdlitos

especializados promissores para o desenvolvimento de novos farmacos.

1.3.2 Objetivos especificos

e Dar continuidade ao isolamento dos metabdlitos especializados das folhas da
Salvia lachnostachys, investigando fragdes obtidas anteriormente que estavam
reservadas.

e Isolar os principais metabdlitos especializados dos caules de S. lachnostachys.

e Purificar por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) fragdes ricas em
fruticulina A, de modo a obter maior quantidade deste diterpeno para ensaios
biolégicos.

e Preparar os extratos e isolar os principais metabdlitos especializados das
partes aéreas (folhas e caules) de Salvia melissiflora.

e |dentificar os metabdlitos especializados isolados das duas espécies utilizando
métodos fisicos, principalmente a técnica de ressonédncia magnética nuclear
(RMN), e outras técnicas que forem necessarias, como espectrometria de
massas de alta resolugdo (EM-AR), espectrofotometria de absorgdo no
ultravioleta/visivel (UV-Vis), espectroscopia de absor¢gao no infravermelho (IV-
TF) e medidas de rotagao especifica.

e Realizar ensaios de atividade citotoxica via método MTT in vitro contra
linhagens de células tumorais humanas com os extratos de S. melissiflora.

e Realizar ensaios de atividade antioxidante in vitro através do método ORAC-FL

com os extratos, fragdes e substancias isoladas das duas espécies.
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1.4 MATERIAIS E METODOS

1.4.1 Procedimentos gerais

1.4.1.1 Cromatografia Liquida a Pressdao Reduzida e Cromatografia Liquida em
Coluna

Nas separag¢des cromatograficas utilizando cromatografia liquida a pressao
reduzida (CLPR) e cromatografia em coluna classica aberta (CC), foram utilizadas
colunas de vidro de didametros e tamanhos variados, preenchidas com a fase
estacionaria gel de silica 60 A (Vetec ou Macherey-Nagel). A proporcdo de silica
utilizada para o preenchimento das colunas foi de aproximadamente vinte vezes a

massa da amostra a ser purificada para CC e cinco vezes para CLPR.

1.4.1.2 Cromatografia em Camada Delgada Analitica e Preparativa

Para as analises por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)
foram utilizadas placas comerciais recobertas por gel de silica, com indicador de
fluorescéncia, na espessura de 0,25 mm (Macherey-Nagel). As fragdes obtidas por
coluna (CLV e CC) foram comparadas por CCDA, em diferentes sistemas de
solventes, e reunidas por similaridade.

As placas para cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram
preparadas utilizando uma suspensao de gel de silica 60 PF2s4 (Vetec ou Macherey-
Nagel) em agua destilada, e uma proporcao de 15 g de silica para 30 mL de agua,
sobre placas de vidro (20 x 20 cm), com o auxilio de um espalhador que forneceu uma
espessura de 1,00 mm de fase estacionaria. As placas foram secadas em temperatura
ambiente, e depois ativadas em estufa (110 °C por 1 h). Apds a secagem, as placas
foram mantidas a temperatura constante de 40 °C. Nas separacdes, até 20 mg de
amostra foram aplicadas em uma placa. Amostras com maior massa foram
distribuidas em duas ou mais placas preparativas.

As substancias foram reveladas sobre as placas cromatograficas (CCDP e
CCDA) por meio da visualizagao sob a luz ultravioleta (UV) em dois comprimentos de
onda (254 e 365 nm). Adicionalmente, as placas de CCDA foram reveladas por meio
de asperséao sobre as placas de uma solugao de H2SO4 (5,0 % v/v) em etanol, seguida

de aquecimento das placas até o aparecimento das manchas.
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1.4.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
conduzidas em um cromatografo Waters, composto por uma bomba quaternaria,
injetor automatico, e com deteccao otica por arranjo de diédos (PDA 2998). Os
cromatogramas foram obtidos pelo sistema de aquisicado Epower Sofrware. Para as
fases moveis foram utilizados os solventes organicos metanol (MeOH) e acetonitrila
(ACN), além de agua ultra pura (Mili-Q®). Os solventes foram filtrados em membrana
de nylon 0,45 um (Milipore) e desgaseificados durante 30 min em banho de ultrassom,
antes de serem utilizados. As purificagdes foram realizadas em coluna semi-
preparativa com octadesilsilano (C18) como fase estacionaria (Phenomenex
Nucleosil® 100-A), com diametro de particula de 5 um e com dimensdes de 250 x 10
mm. As analises foram conduzidas utilizando-se quatro métodos isocraticos, descritos
na TABELA 3. A detecgado dos metabdlitos secundarios foi monitorada na faixa de 215
a 400 nm e as fragdes foram coletadas manualmente. O equipamento esta localizado
no Departamento de Quimica da UFPR (DAQUI-UFPR).

TABELA 3 — METODOS ISOCRATICOS UTILIZADOS NAS SEPARAGCOES POR CLAE EM COLUNA
C18 SEMI-PREPARATIVA

A . Vazao da fase % H.0-Mili-Q
Método | Tempo (min) T L e (vIv) % ACN (v/v) MeOH
1 20 2,0 - 50 50
2 20 2,0 10 - 90
3 20 2,0 20 - 80
4 20 1,5 40 - 60
5 20 2,0 60 40 -

1.4.1.4 Ressonancia Magnética Nuclear

As substancias isoladas foram identificadas principalmente por Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN). Os experimentos foram conduzidos em trés equipamentos,
em diferentes frequéncias. Os espectros foram obtidos em espectrémetros Bruker
DPX 200 com campo magnético de 4,7 Tesla (200 MHz), e/ou Bruker AVANCE Il de
9,4 Tesla (400 MHz) e/ou Bruker AVANCE Il de 14,1 Tesla (600 MHz). Foram
realizados experimentos unidimensionais e bidimensionais. Nos unidimensionais
foram obtidos os espectros de RMN de hidrogénio (RMN de 'H; 200, 400 e/ou 600
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MHz) e de carbono totalmente desacoplado ('3C{'H}; 50, 100 e/ou 150 MHz). Os
experimentos bidimensionais realizados foram os mapas de correlagdo a ligagao
direta 'H-"3C (HSQC) e a longa distancia 'H-'3C (HMBC). Os experimentos foram
realizados utilizando-se aproximadamente 0,5 mL de solvente deuterado (acetona-ds,
cloroférmio-d, metanol-ds ou D20), com tetrametilsilano (TMS, 0,05 % v/v) como
referéncia interna, e ajuste da homogeneidade do campo magnético. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (3) em relagao ao TMS (6 =0 ppm).
As constantes de acoplamentos (J) foram expressas em Hertz (Hz). Os espectros
foram processados com o software TopSpin (versao 4.0.8, Bruker Biospin).

As analises em 200 MHz foram realizadas no Laboratério de Ressonéancia
Magnética Nuclear (LabRMN, DQUI-UFPR) como triagem para a selegao das
amostras contendo metabdlitos especializados. As amostras promissoras foram
encaminhadas para realizagao dos experimentos em 400 e/ou 600 MHz, os quais
foram realizados no Centro de Ressonéncia Magnética Nuclear localizado no

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR.

1.4.1.5 Solventes

Os solventes utilizados como fase modvel nas técnicas cromatograficas
classicas (CLPR, CC, CCDA e CCDP) foram obtidos comercialmente em grau
analitico (Synth ou Vetec). Para as analises por CLAE foram utilizados solventes
organicos ultrapuros, grau HPLC (Honeywell ou Panreac). Todas as fragbes foram
concentradas utilizando evaporador rotativo a pressao reduzida. As misturas dos
solventes sao dadas em proporg¢ao volume/volume (v/v). Os solventes utilizados em

RMN eram todos deuterados (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.)

1.4.1.6 Espectrofotdmetria de Absorcao no Ultravioleta/Visivel

Os espectros de absorgdo na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis) foram
obtidos em solugéo, utilizando-se metanol ou cloroférmio (grau espectroscopico) como
solvente. As amostras foram preparadas na faixa de concentragcéo de 100 a 800 ug
mL". Os espectros foram registrados no espectrofotometro Shimadzu UV 2401PC

(DQUI-UFPR), utilizando-se cubeta de quartzo com caminho o6ptico de 1,0 cm e faixa
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de varredura de 200 a 800 nm. Os dados adquiridos foram processados utilizando o

software OriginPro 8.0.

1.4.1.7 Espectroscopia de Absor¢ao no Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho por transformada de Fourier (IV-TF)
foram obtidos no espectrofotémetro FTIR Bruker Vertex 70/70v® (DQUI-UFPR) em
modo de transmitancia, em faixa de 4000 a 500 cm-!, com 32 scans e resolucio de 4
cm'. As amostras foram analisadas em pastilhas de KBr. Os espectros foram

processados pelo software OriginPro 8.0.

1.4.1.8 Rotacgao especifica

As medidas de rotagao especifica foram realizadas no polarimetro JASCO P-
200 POLARIMETER (DQUI-UFPR) com lampada de sodio (589 nm) e CHCIs ou
MeOH como solventes, a temperatura de 20°C, com uma cela de 1,0 cm de caminho

optico.

1.4.1.9 Espectrometria de Massas de Alta Resolugao

Os espectros de massas de alta resolugédo (EM-AR) foram obtidos no
equipamento Bruker Q-TOF, Impact Il, por infusdo direta e ionizagéo por “spray” de
elétrons (ESI) no modo positivo ou negativo. O processamento dos dados foi através
do software Data Analysis 4.3. Alguns espectros foram obtidos no Complexo de
Centrais de Apoio a Pesquisa da Universidade Estadual de Maringa (COMCAP-UEM)
sob supervisdo da Profa. Dra. Maria Helena Sarragiotto, enquanto outros foram
obtidos pela Dra. Flavia Lada Degaut Pontes, técnica responsavel pelo Laboratorio de
Cromatografia e Espectrometria de Massas do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFPR.
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1.4.2 Materiais vegetais

As folhas e caules da espécie Salvia lachnostachys Benth foram coletados
de uma populagao natural na Cidade Industrial, Curitiba, PR (25° 30’ 22.0” S, 49° 18’
30,0” O), em outubro de 2010. Ja as folhas e caules de Salvia melissilfora Benth
foram coletados em Quatro Barras, PR (25° 24' 29,0" S, 49° 59' 57,98" O), em outubro
de 2018. As duas espécies foram coletadas e identificadas pela Profa. Dra. Elide
Pereira dos Santos (Departamento de Botanica, Universidade Federal do Parana) que
depositou exsicatas no herbario da UFPR sob os numeros UPCB 85.285 (S.
lachnostachys) e UPCB 85.281 (S. melissiflora).

1.4.3 Preparagao dos extratos

Apds a coleta das duas espécies foi realizada a preparacdo dos extratos
brutos. Inicialmente o material botanico das duas espécies foi secado em estufa a
40°C, separadamente, e posteriormente pulverizado. A extracdo foi realizada a
temperatura ambiente, utilizando a técnica de maceragao, com diferentes solventes,
em ordem crescente de polaridade, com renovacao de solvente a cada 24 horas. O
volume utilizado foi de aproximadamente 500 mL para cada 100 g de material
botanico. Esse processo foi repetido por trés vezes, para cada solvente. Apds o
periodo de maceracdo, os extratos foram filtrados em papel filtro. Os extratos
previamente secos foram armazenados em um refrigerador até o inicio do estudo
fitoquimico.

Na preparagao dos extratos da espécie Salvia lachnostachys as folhas (415,2
g) e caules (288,0 g) foram extraidos, separadamente, com hexano (HEX), seguidos
de etanol (EtOH). Apds a eliminagcédo do solvente extrator foram obtidos os extratos
em HEX: LFH (11,3 g, folhas); LCH (0,685 g, caules) e os extratos em EtOH LF (47,6
g, folhas); LC (10,2 g, caules) (TABELA 4).

Para a preparagao dos extratos de Salvia melissiflora caules e folhas foram
reunidos, constituindo as partes aéreas (174,3 g) que foram extraidas com HEX,
diclorometano (CH2Cl2) e EtOH, sucessivamente. Apds a evaporagado dos solventes
foram obtidos os respectivos extratos em HEX (MSH, 1,67 g), CH2Cl> (MSD, 1,72 g) e
EtOH (MSE, 3,90 g) (TABELA 4).
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TABELA 4 — RELACAO E RENDIMENTOS DOS EXTRATOS BRUTOS DAS ESPECIES S.
lachnostachys E S. melissiflora

Espécie Partes Solvente extrator Coédigo Massa(g) Rendimento (%)
Caules HEX LCH 0,685 0,23
S. lachnostachys EtoH Lc 10,20 3,54
Folhas HEX LFH 11,30 2,72
EtOH LF 47,60 11,46
HEX MSH 1,67 0,95
S. melissiflora Partes aéreas CH2Cl2 MSD 1,72 0,98
EtOH MSE 3,90 2,24

1.4.4 Isolamento das substancias de Salvia lachnostachys e S. melissiflora

1.4.4.1 Isolamento dos constituintes quimicos das folhas de S. lachnostachys

O extrato em EtOH das folhas de S. lachnostachys (LF) foi dividido em duas
partes. Uma parte (2,6 g) foi reservada para estudos biolégicos. O restante (45,0 g)
foi fracionado anteriormente (OLIVEIRA, 2017) por CLPR (HEX, HEX:CH2Cl2 1:1,
CH2Cl2, acetona (Me2CO) e por fim MeOH). Apds a evaporagao dos solventes foram
obtidas as seguintes fragées: HEX: (LFA, 1,89 g), HEX: CH2Cl2 1:1 (LFB, 5,41 g),
CH2Cl2 (LFC, 2,07g), Me2CO (LFD, 22,15 g) e MeOH (LFE, 4,80 g) (TABELA 5;
FLUXOGRAMA 1). As fragdes LFA e LFB foram estudadas anteriormente (OLIVEIRA,
2017), mas algumas fragbes de LFA, que tinham sido reservadas, foram purificadas

no presente estudo.

TABELA 5 — RENDIMENTO DAS FRACOES OBTIDAS POR CLPR DO EXTRATO EM EtOH DAS
FOLHAS DE S. lachnoschys (OLIVEIRA, 2017)

Cédigo Solvente Massa (g) Rendimento (%)*
LFA HEX 1,89 3,97
LFB HEX:CH2Cl2 1:1 5,41 11,36
LFC CH2Cl2 2,08 4,37
LFD Me2CO 22,15 46,53
LFE MeOH 4,80 10,01

* Para os rendimentos foi considerada a massa fracionada (45,0 g).
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FLUXOGRAMA 1 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CLPR DO EXTRATO EM ETOH
DAS FOLHAS DE Salvia lachnostachys
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(OLIVEIRA,2017)

1.4.4.1.1 Isolamento dos constituintes quimicos da fragao LFA

A fracéo LFA (1,89 g) foi fracionada anteriormente (OLIVEIRA, 2017) por CC
(HEX:CH2Cl2 1:1, CH2Cl2, CH2Cl2: Me2CO 98:2, 95:5, 9:1 e 1:1 e Me2CO). O processo
forneceu 71 fragdes, as quais foram reunidas em 14 subfragdes apds analise por
CCDA. Destas, a subfracdo LFA20 (478,4 mg) foi recristalizada em HEX, fornecendo
um precipitado (LFA20P, 338,8 mg), e um sobrenadante (LFA20S, 117,6 mg). A
subfragdo LFA20S foi fracionada por CC (HEX, HEX:CH2Cl2 1:1, CH2Cl2:AcOEt 99:1,
8:2 e 1:1, AcOEt e MeOH). O fracionamento resultou em 51 subfra¢des, reunidas em
12 novas subfracdes. Das fragdes resultantes, trés foram selecionadas para uma nova
investigacao, sendo elas a LFA20S8, LFA20S13 e LFA20S15 (FLUXOGRAMA 2).

A subfracdo LFA20S8 (14,5 mgq) foi purificada por CLAE (método 1, TABELA
3). A subfragdo foi solubilizada em 2,0 mL de acetonitrila (ACN) e submetida a
purificagdo utilizando o volume de inje¢cao de 200 uL, com 10 repeticdes para cada
analise. O cromatograma indicou dois picos, quais foram coletados, resultando no
isolamento de SV1 + SV8 (2,3 mg, tempo de retengéo (tr) = 8,30 min) e SV7 (2,1 mg,
tr = 9,72 min) (FLUXOGRAMA 2).
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A subfracdo LFA20S-13 (14,2 mq) foi purificada por CCDP (HEX:CH2Cl2 1:1),
resultando no isolamento de SV8 (4,1 mg) e uma mistura (8,0 mg), que foi submetida
a uma nova purificagcdo por CCDP (benzeno:AcOEt 99:1) fornecendo SV5 (1,0 mg)
(FLUXOGRAMA 2).

A subfracdo LFA20S15 (18,8 mg) ja havia sido anteriormente submetida a
CCDP (HEX:CH2Cl2 1:1), fornecendo uma mistura, LFA20S15B (9,5 mg) que foi
purificada por CLAE (método 1, TABELA 3). A subfragéo foi dissolvida em 2,0 mL de
ACN, o volume de injecéo foi de 200 uL (8 vezes). O fracionamento resultou no
isolamento da mistura de SV3 (1,9 mg, tr = 8,30 min) e SV8 (2,3 mg, tr = 10,45 min)
(FLUXOGRAMA 2).

Parte da subfragado LFA20P ja havia sido purificada anteriormente. O restante
(107,5 mg) foi submetido a CLAE (método 1, TABELA 3). A fragao foi solubilizada em
9,0 mL de ACN, com volume de injegdo de 250 uL (36 vezes). O processo de
purificacéo forneceu o isolamento de SV1 (58,8 mg, tr = 9,20 min) e SV8 (21,8 mg, tr
= 10,31 min) (FLUXOGRAMA 2).
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FLUXOGRAMA 2 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRACAO LFA DAS FOLHAS DE
S. lachnostachys

LFA LFA20 Recristalizagio
(189g) [ 1 @ | (478.4 mg) (hexano) |
""""""" i LFA20S LFA20P
‘“‘C“’*“I (117.6mg) | (338,8 mg)
| | CLAE _| LFA20P
LFA20S8 LFA20513 LFA20S15 (€) (107,5mg)
(14,5 mg) (14,2 mg) (18,8 mg)
e s A — e - , !
I CLAE | ccoP | [ CCDP | I SV1 SVe H
étodo 1) | : .
| (mélodol) © _f;_}____ i | 688mg) (21,8 mg)
LFA20S158 | | CLAE |
SV1+ SV8 !
(2,3mg) (9,5 mg) _{ (método 1) _; SV3
] {1 9mg)
sv7 Mlstura CCDP | SV5 SV8
(2.1 mg) @, 1 mg} (8.0 mg) (@ f (1.0mg) (2,3mg)

[a} HEX:CH;Cl; 1:1, CH,Cl;, CH.Cly; Me,CO98:2,95:5,9:1e 1.1 e Me,CO;
i (b) HEX HEX: CHICI21 11, CH,Cly: AcOEt 99:1,95:5, 8:2, 1:1, AcOEte MeOH;
{c} HEX:CH;Cl, 1:1.
{ (d) benzeno:AcOEt1:1

1.4.4.1.2 Isolamento dos constituintes quimicos da fracdo LFC

A fracdo LFC (2,07 g) foi submetida a CC (HEX:AcOEt 8:2, 7:3, 1:1 e AcOEt).
Nesse processo foram recolhidas 79 subfragdes (15 mL), as quais foram agrupadas
em 11 novas subfra¢des, apds analise por CCDA (TABELA 6; FLUXOGRAMA 3).
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TABELA 6 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA FRACAO LFC DAS FOLHAS DE
S. lachnostachys

Coédigo Subfragoes Solvente v/v N(I:fgs)a Substancias isoladas
LFC1 1-5 HEX:AcOEt 8:2 16,8 -
LFC6 6-13 HEX:AcOEt 8:2 15,8 -
LFC14 14-16 HEX:AcOEt 8:2 7,0 -
LFC17 17-19 HEX:AcOEt 8:2 11,7 -
LFC20 20-22 HEX:AcOEt 8:2 15,5 SV4 + SV18, SV6 + SV17
LFC23 23-26 HEX:AcOEt 8:2 14,9 SV4, SV9
LFC27 27-30 HEX:AcOEt 8:2 71,9 SV2, SV4 + SV9
LFC31 31-40 HEX:AcOEt 7:3 190,0 SV2, SV9, SV15 + SV18
LFC41 41-47 HEX:AcOEt 7:3 64,8 SV2, SV9, SV10 + SV19
LFC48 48-73 HEX:AcOEt 7:3 1.088,5 SV15 + SV18
LFC74 74-79 AcOEt 32,4 Sv18

A subfracdo LFC20 (15,5 mg) foi purificada por CCDP (HEX:CH2Cl2:MeOH
10:89:1), resultando no isolamento de SV4 + SV18 (2,1 mg) e SV6 + SV17 (3,5 mq)
(FLUXOGRAMA 3).

A subfracdo LFC23 (14,9 mg) foi purificada por CLAE (método 3, TABELA 3).
A subfracéo foi solubilizada em 4,0 mL de MeOH, sendo utilizado o volume de injegcéo
de 250 uL (15 vezes). O cromatograma apresentou dois picos principais, 0s quais
foram coletados, fornecendo o isolamento das substancias SV4 (1,6 mg, tr = 17,65
min) e SV9 (2,0 mg, tr = 16,02 min) (FLUXOGRAMA 3).

Parte (44,5 mg) da subfragdo LFC27 (71,9 mgq) foi purificada por CCDP
(HEX:Me2CO 4:1), fornecendo uma subfracdo (LFC27B, 10,9 mg) que foi
recristalizada em CH2Cl2, fornecendo SV2 (4,8 mg). O restante da subfragédo LFC27
(27,4 mgq) foi purificada por CLAE (método 2, TABELA 3). A amostra foi dissolvida em
2,0 mL de MeOH, e foram realizadas injecdes de 200 uL (8 vezes). O procedimento
forneceu o isolamento das substancias SV2 (5,8 mg, tr = 9,10 min) e SV4 + SV9 (2,9
mg, tr = 10,51 min) (FLUXOGRAMA 3).

A subfragdo LFC31 (190,0 mg) foi fracionada por CC (HEX:Me2CO 3:2 e
Me2CO pura). Nesse processo foram recolhidas 26 subfragbes (15 mL), as quais
foram reunidas em 7 novas subfracdes (TABELA 7; FLUXOGRAMA 3).
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TABELA 7 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA FRACAO LFC 31 DAS FOLHAS
DE S. lachnostachys

Caodigo Subfragdes Solvente v/iv “’::1595)3 Substancias isoladas
LFC311 1-3 HEX:Me2CO 3:2 41,1 -

LFC314 4e5 HEX:Me2CO 3:2 20,9 -

LFC316 6-10 HEX:Me2CO 3:2 71,3 SV2, SV9, SV16 + SV17
LFC3111 11-14 HEX:Me2CO 3:2 9,4 -

LFC3115 15-18 HEX:Me2CO 3:2 11,5 -
LFC3119 19-24 Me2CO 34 -
LFC3125 25-26 Me2CO 2,9 -

A subfragdo LFC316 (71,3 mg) foi submetida & CCDP (CH2Cl2:MeOH 99:1).
O processo de fracionamento resultou em trés subfracbes LFC316A (10,1mg),
LFC316B (8,5 mg) e LFC316C (11,9 mg). A subfragcdo LFC316A foi purificada por
CLAE (método 2, TABELA 3). A amostra foi dissolvida em 2,0 mL de MeOH, e com
volume de injegao de 200 puL (9 vezes). O procedimento resultou no isolamento de
SV2 (3,6 mg, tr = 9,52 min) e SV9 (2,4 mg, tr = 10,64 min). A subfracdo LFC316B
também foi purificada por CLAE, porém em um método diferente (método 3, TABELA
3). A subfracgéo foi dissolvida em 1,5 mL de MeOH, com inje¢des de 200 uL (7 vezes).
O procedimento resultou no isolamento de SV2 (2,3 mg, tr = 13,83 min) e SV9 (1,6
mg, tr = 19,42 min). Ja a subfragdo LFC 316C, ao ser analisada qualitativamente por
CCDA (tolueno:AcOEt 9:1) revelou conter SV15 + SV18 (FLUXOGRAMA 3).

Parte (30,0 mg) da fracdo LFC41 (64,8 mg) foi submetida a CLAE (método 2,
TABELA 3). A subfracao foi dissolvida em 2,0 mL de MeOH, o volume de injecao foi
de 200 pL (10 vezes). O processo resultou no isolamento de SV2 (1,0 mg, tr = 10,03
min), SV9 (2,1 mg, tr = 12,91 min) e SV10 + SV19 (1,7 mg, tr = 15,85 min)
(FLUXOGRAMA 3).

Parte (129,0 mg) da subfracdo LFC48 (1.088,5 mg) foi submetida a CCDP
(tolueno:AcOEt 9:1) e forneceu o isolamento da mistura de SV15 + SV18 (49,5 mg).
O restante (959,5 mg) foi reservado. (FLUXOGRAMA 3).

A subfragcdo LFC74 (32,4 mg) forneceu o isolamento de SV18 (2,3 mg), apds
CCDP em HEX:Me2CO 3:2 (FLUXOGRAMA 3).
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FLUXOGRAMA 3 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRACAO LFC DAS FOLHAS DE
S. lachnostachys

LFe | o
(2079) CCa |
| | | | | I I
LFC20 LFC23 LFC27 LFC31 LFC41 LFC48 LFC74
(15.5mg) (14,9 mg) (71,9mag) (190,0mag) (30,0 mg) (129,0mag) (32,4 mg)
o — e ——— S —
CCOP i} CLAE i} CCDP | {™ o i} CLAE {§ CCDP | | CCDP |
(b) i} (método3) ; () l,__,_,l,,__,_‘ (método2) | e M
I L LFC316 . y
SV4 + SV18 SV4 (71,3mg) svi SV15+5V18
(2,1 mg) (1,6 mg) (1.0 mg) (49,5 mg)
SV6 + SV17 SV9 : 251"‘: :| SV18
(3.5mg) (2,0mg) . (2,3 mg)
' ” SV10 + SV19
sV2 Recristalizagio || LFC27B (1,7 mg)
(4.8 mg) (CH,Cl) [ (10.9mg) e sv2
p—— LFC316A clae i, (L 36mo)
CLAE ! LFC27B (10,1 mg) (método2) !
(método 2) ! (27,4 mg) I T SVe
““““ T B LFC316B CLAE | (2.4 mg)
(8,5mg) (método 2) |
sV2 SV4 + SV9 ' 5V2
(4,8 mg) (2,0 mg) | @23mg)
SV
SV15+ SV18 I-— :'1':1‘:931?;; (1.6 mg)

[

(a) HEX:AcOEt8:2,7:3,1:1e AcOEt  (d) HEX:Me;CO3:2 e Me,CO |
(b) HEX:CH,Cl;MeOH 10:89:1 (e} tolueno:AcOELS:1 i
{c) HEX:Me,CO4:1 ifi HEX:Me,CO 3:2 |

1.4.4.1.3 Isolamento dos constituintes quimicos das fragdes LFD e LFE

As fragdes de maior polaridade, LFD (20,15 g) e LFE (4,80 g), revelaram-se
semelhantes apos analise qualitativa por CCDA (CH3Cl:MeOH 8:2 + 5 % de H20).
Devido a isto, somente uma parte de LFD foi investigada. Foram retirados 2,0 g de
LFD que foram dissolvidas em 30 mL de H20:EtOH 9:1. A solugéo hidroalcodlica foi
submetida a particdo com AcOEt (3 x 10 mL), em um funil de separagédo. A fase em

AcOEt foi recolhida, e secada com sulfato de soédio (Na2SO4) anidro. Apds a



84

evaporagao do solvente obteve-se a subfracdo LFDA (1,01 g). A fase hidroalcodlica
foi descartada. O restante das fragdes LFD e LFE foi armazenado em um refrigerador.

A subfracdo LFDA (1,01 g) foi fracionada por CC (AcOEt puro). Foram
recolhidas 39 subfracdes (50 mL), que apds analise por CCDA foram reunidas em 5
subfracdes (TABELA 8).

TABELA 8 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA SUBFRACAO LFDA DAS
FOLHAS DE S. lachnostachys

Cédigo Subfracoes Solvente Massa (mg) Substancias isoladas
LFDA1 1 AcOEt 21,1 -

LFDA2 2 AcOEt 91,0 -

LFDA3 3 AcOEt 91,7 SV16

LFDA4 4-18 AcOEt 509,6 Sv20
LFDA19 19-39 AcOEt 1227 -

Parte (45,0 mg) da subfragdo LFDA3 (91,7 mg) foi submetida a CCDP
(CH2Cl2:MeOH 99:1), rendendo SV16 (13,3 mg).

A subfracdo LFDA4 continha SV20 como unico constituinte.

1.4.4.2 Isolamento dos constituintes quimicos dos caules de S. lachnostachys

O extrato etandlico dos caules de Salvia lachnostachys (LC, 9,02 g), foi
fracionado por CC (HEX:CH2Clz2 1:1, CH2Cl2, CH2Cl2:MeOH 9:1 e MeOH). Durante o
processo de fracionamento foram recolhidas 59 subfragcées (50 mL), as quais foram
reunidas em 9 subfragdes (TABELA 9).

TABELA 9 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DO EXTRATO ETANOLICO DOS
CAULES (LC) DE S. lachnostachys

Cédigo | Subfragoes Solvente v/v Massa (mg) Substancias isoladas
LC1 1-3 HEX:CH:Cl2 1:1 151,8 -
LC 4 4-11 HEX:CH2Cl2 1:1 225,2 SV1 e SV8

LC 12 12-14 HEX:CH2Cl2 1:1 73,8 -

LC 15 15-22 HEX:CH2Cl2 1:1 93,6 -

LC 23 23-25 HEX:CH2Cl2 1:1 49,3 -

LC 26 26-45 CH2Cl2 112,9 SV2 e SV9

LC 46 46-50 CH2Cl2:MeOH 9:1 1.473,9 SV15 + SV18

LC 51 51-53 CH2Cl2:MeOH 9:1 1.084,7 SvV20

LC 54 54-59 MeOH 720,1 -
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Parte (40 mg) da fracdo LC4 (225,2 mg) foi submetida a CCDP (HEX:AcOEt
8:2) fornecendo o isolamento das substancias SV1 (6,6 mg) e SV8 (1,9 mg). O
restante foi armazenado em um refrigerador.

As subfracdes LC26 (112,9 mg), LC46 (1.473,9 mg) e LC51 (1.084,7 mg) foram
submetidas a comparacdo qualitativa por CCDA com substancias ja isoladas
presentes no extrato etandlico das folhas de Salvia lachnostachys. A analise revelou
a presenca de SV2 + SV9 na subfracdo LC26, SV15 + SV18 na subfracdo LC46, e
por fim SV20 em LC51.

1.4.4.3 Isolamento dos constituintes quimicos das partes aéreas de S. melissiflora

O extrato MSD (1,72) foi incialmente fracionado por CC (HEX, HEX:CH2Cl2
1:1, CH2Cl2, CH2Cl2:Me2CO 9:1, 8:2, 1:1 e MeOH puro). O fracionamento resultou em
32 fragdes (100 mL), as quais foram reunidas em 13 fragbes apods analise por CCDA
(TABELA 10; FLUXOGRAMA 4).

TABELA 10 — FRACIONAMENTO CRQMATOGRAFICO POR CC DO EXTRATO MSD DAS PARTES
AEREAS DE S. melissflora

Codigo Fragcoes Solvente viv I\I(I::nsgs)a Substancias isoladas

MSD1 1-5 HEX:CH2Cl21:1 56,9 -

MSD6 6e7 HEX:CH2Cl21:1 29,4

MSD8 8e9 CH2Cl2 91,1 -

MSD10 10 CH2Cl2 81,4 -

MSD11 11 CH2Cl2 60,5 -

MSD12 12 CH2Cl2 2,9 -

MSD13 13 CH:Cl> 2560 ~ SV12 SVI3, SVI4, SVIS+
SV18,

MSD14 14 CH:Cl2 1209  SV1.SVi2+SV14, SVI5 +
SV18

MSD15 15 CH2Cl2:Me2CO 9:1 82,8 -

MSD16 16-18 CH2Cl2:Me2CO 9:1 50,0 SV11, SV13, SV15 +SV18,

MSD19 19 CH2Cl2:Me2CO 8:2 68,8 -

MSD20 20 CH2Cl2:Me2CO 8:2 126,0 -

MSD21 21e22 CH2Cl2:Me2CO 1:1 42,9 -

MSD23 23 CH2Cl2:Me2CO 1:1 42,6 SV18

MSD24 24-26 CH2Cl2:Me2CO 1:1 87,2 -

MSD27 27-32 MeOH 347,3 -
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A fragdo MSD13 (256,0 mg) foi fracionada por CC (HEX:AcOEt:MeOH 5:4:1 e
AcOEt puro). Foram recolhidas 22 subfragbes (15 mL), as quais foram reunidas em 7
subfragdes apds analise por CCDA (TABELA 11; FLUXOGRAMA 4).

TABELA 11 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA SUBFRACAO MSD13 DAS
PARTES AEREAS DE S. melissiflora

Cédigo Subfragdes Solvente v/v Massa (mg) Substancias isoladas
MSD131 1-3 HEX:AcOEt:MeOH 5:4:1 54,5 -

MSD134 4 HEX:AcOEt:MeOH 5:4:1 8,3 -

MSD135 5e6 HEX:AcOEt:MeOH 5:4:1 116,1 -

MSD137 7-11 HEX:AcOEt:MeOH 5:4:1 55,2 SV1S + 2\\,,11?1’ SVize
MSD1312 12-14 HEX:AcOEt:MeOH 5:4:1 20,3 SV13 + SV14
MSD1315 15e 16 HEX:AcOEt:MeOH 5:4:1 4,3 -
MSD1317 17-22 AcOEt 16,6 -

A subfracdo MSD137 (55,2 mg) foi submetida a CCDP (tolueno:AcOEt 3:2),
resultando em SV11 (1,5 mg), uma mistura de SV15 + SV18 (2,5 mg), e outra mistura
(19,3 mg) que foi submetida a CLAE (método 5, TABELA 3). A mistura foi solubilizada
em 2,0 mL de ACN:H20 9:1, sendo que o volume de injegcéo foi de 200 uL (10 vezes).
O processo de purificagédo resultou no isolamento de SV12 (1,3 mg, tr = 13,05 min) e
SV14 (2,3 mg, tr = 17,15 min) (2,5 mg) (FLUXOGRAMA 4).

A subfracdo MSD1312 (20,3 mg) foi submetida a CLAE (método 4, TABELA 3).
A amostra foi dissolvida em 3,0 mL de MeOH, sendo realizadas 13 injegdes de 200
uL. O fracionamento rendeu SV13 + SV14 (3,0 mg, tr= 17,61 min) (ESQUEMA 4).

A subfragao MSD14 (120,9 mg) foi submetida a CCDP (tolueno:AcOEt 3:2),
fornecendo SV11 (3,9 mg), uma mistura de SV15 + SV18 (3,2 mg), e outra mistura
(15,8 mg) que foi purificada por CLAE (método 4, TABELA 3). A amostra foi dissolvida
em 4,0 mL de MeOH, sendo realizadas inje¢gdes de 200 pL (19 vezes). O processo
resultou no isolamento de SV12 + SV14 (3,5 mg, tr = 17,31 min) e SV15 + SV18 (3,5
mg, tr = 12,10 min) (FLUXOGRAMA 4).

A subfragdo MSD16 (50,0 mg) foi submetida a CCDP (HEX:AcOEt 4:1),
resultando em SV15 + SV18 (4,6 mg), e uma mistura (21,3 mg) que foi purificada por
CCDP (tolueno:AcOEt 3:2), resultando em SV11 (2,8 mg) e SV13 (1,4 mg)
(FLUXOGRAMA 4).

A subfracdo MSD23 (42,6 mg) foi submetida a CCDP (tolueno:AcOEt 1:1),
fornecendo SV18 (2,8 mg) (FLUXOGRAMA 4).
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FLUXOGRAMA 4 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO MSD DAS PARTES

AEREAS S. melissiflora
MSD b oy
(1.729) ce@ |
MSD13 MSD14 MSD16 MSD23
(256,0 mg) (120,9mg) (50,0 mg) (42,6 mg)
[ CC(b) ! CCDP | CCDP ! cCcoP | sVig
e - Ec!“ B @ e (2,8 mg)
| '1 _____________
MSD137 MSD1312 MSI:!MB
(55,2 mg) (20,3 mg) SV11 SV15+
I l (3,9 mg) ‘I‘ (3.9 mg) ';15;’:? - svi8
CLAE ' | |' - gome)
G?GE;P t § (metodod) MSD14C CLAE |
|8 (15,8 mg) (método 4) | MSD16C
, (21,3 mg)
SV13+5V14 MSD14E l
(3,0 mg) (3.5mg)
SV13+SVi4
(3.5 mg)
MSD137B SV11 s"’;-";ﬂf“”
(1,5 mg) (1,5 mg) (3,5 mg)
1 \
MSD137C CLAE ! sv12 SV14
(59,2 mg) {(metodo 5) (1,3 mg) (2,3 mg)
] PR ——— ]
MSD137D SV15+ SV18
(2,1 mg) (2,5 mg)

tolueno:AcOEL3:2
HEX:AcOEt4:1
tolueno:AcOEL1:1

HEX, HEX:CH,Cl; 1:1, CH,Cl,, CH,Cl;Me,CO9:1,8:2, 1:1 e MeOH |
HEX:AcOEtMeOH5:4:1 e AcOEL i

O extrato MSE (3,9 g) foi dissolvido em H20:EtOH 9:1 (100 mL) e submetido a

particdo sequencial com AcOEt e Butanol (1-BuOH) (50 mL), rendendo as respectivas
fragbes em AcOEt (MSA, 1,99 g) e 1-BuOH (MSB, 298,7 mg).

A fracdo MSB foi submetida a CC (CH2Cl2:MeOH 8:2, 9:1 e MeOH). O

fracionamento resultou em 25 subfragdes (10 mL). Apés comparacéo por CCDA foram

reunidas em 5 novas subfracées (TABELA 12).
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TABELA 12 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DE MSB DAS PARTES AEREAS
DE S. melissiflora

Cédigo subfragcoes Solvente v/v Massa (mg) SL;::::S:?S
MSB1 1-4 CH2Cl2:MeOH 9:1 29,8 -
MSB5 5-10 CH2Cl2:MeOH 9:1 36,6 -
MSB11 11-16 CH2Cl2:MeOH 8:2 28,1 -
MSD17 17 e 18 CH2Cl2:MeOH 8:2 39,9 -
MSB19 19-25 MeOH 98,7 SV20

A subfracdo MSB19 (98,7 mg) foi submetida a CCDP (CH2Cl2:MeOH 8:2 + 5%
de H20) fornecendo SV20 (23,3 mg).

1.4.5 Ensaios de atividade biologica

As atividades biolégicas que foram investigadas no presente trabalho foram a
avaliacdo do potencial antioxidante e citotéxico. Os ensaios foram realizados no
Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP) e supervisionado pelo Prof. Dr. José Marcos Salvador.

1.4.5.1 Ensaios de atividade antioxidante

Os ensaios de atividade antioxidante foram realizados com o extrato etandlico
das folhas de S. lachnoschys (LF), as fragdes provenientes deste extrato (LFA, LFB,
LFC, LFD e LFE) e com substancias puras (SV1, SV2, SV8 e SV9), além dos extratos
das partes aéreas de S. melissiflora (MSD e MSE).

Nesse ensaio foi utilizado o método ORAC-FL (Capacidade de Absorgéo dos
radicais Oxigenados, com Fluoresceina como sonda fluorescente), usando AAPH
[dicloreto de 2,2’-azobis-(2-amidinopropano)] como fonte de radicais livres (PRIOR et
al, 2003). Os experimentos foram realizados em placas de 96 pogos (SALVADOR et
al., 2006). Varias diluicbes das amostras foram preparadas (5-500 ug mL-') em tamp&o
de fosfato:DMSO 99:1 v/v. Trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico) (FIGURA 17) foi usado como padrao, sendo analisado nas concentragdes
de 12,5, 25, 50, 100 e 200 pmol L'. Para a leitura foi usado um filtro fluorescente
(excitacao de 485 nm e emissao de 528 nm) em um leitor de microplacas, monitorando

a reagao a 37 °C a cada 2 min por um periodo de 70 min.
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FIGURA 17 — ESTRUTURA QU_iMICA DO AAPH (FONTE DE RADICAIS LIVRES) E TROLOX
(PADRAO) USADOS NO METODO ORAC-FL

AAPH Trolox

Foram utilizados o acido caféico, o acido clorogénico, a quercetina e a
isoquercitrina como controles positivos (FIGURA 18), e como controle negativo
utilizou-se o solvente (DMSO). Os resultados foram expressos em umol de Trolox (TE)
por grama de extrato seco (umol TE g') para os extratos, e como Trolox equivalente

para as substancias puras. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

FIGURA 18 — ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS UTILIZADAS COMO CONTROLE
POSITIVO NO ENSAIO ORAC-FL

HO
o HO \ O
HODMOH 0 e}
HO How OH
OH OH
acido caféico acido clorogénico

quercetina isoquercitrina

1.4.5.2 Ensaios de atividade citotdxica

Os ensaios de atividade citotoxica in vitro foram realizados com os extratos
MSD e MSE das partes aéreas de Salvia melissiflora. Foram utilizadas linhagens de

células tumorais humanas PC-3 (préstata humano metastatico) e MCF-7 (mama), e a
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linhagem controle, célula ndo tumoral 3T3 (linhagens de fibroblastos). Foi empregado
o método MTT (MOSMANN, 1993). As células tumorais foram distribuidas em placas
de 96 pogos (100 uL de células/pogo), e tratadas com quatro concentragdes diferentes
dos extratos (0,25, 2,5, 25 e 250 ng mL™"). Em seguida, foi adicionado o solvente
(DMSO, 0,1% em solugdo aquosa), e as células foram incubadas a 37 °C, com 5 %
de CO2, em ambiente umido, por 48 h. A concentragao final de DMSO (1 %) nao afetou
a viabilidade celular. Como controle positivo foi usado doxorrubicina (0,025, 0,25, 2,5
e 25 ug mL") (FIGURA 19).

FIGURA 19 — ESTRUTURA QUIMICA DA DOXORRUBICINA UTILIZADA COMO CONTROLE
POSITIVO NO ENSAIO CITOTOXICO (MTT)

doxorrubicina

Foi utilizado como controle negativo o solvente (DMSO, 1 %). A proliferagao
celular foi quantificada pela capacidade das células vivas reduzirem o MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), corante amarelo, a um produto
denominado azul de formazan (ESQUEMA 7).

ESQUEMA 7 — REAGAO DE REDUGAO DO MTT EM AZUL DE FORMAZAN

Desidrogenase

N’N\ ® S mitocondrial . N,NH s
| N N |
N N N N

MTT Azul de formazan
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Apo6s a incubagado de 48 horas, o meio foi substituido por um meio fresco
contendo 0,5 ug mL' de MTT. Apds trés horas, o produto azul de formazan foi
dissolvido em DMSO e a densidade optica foi medida por espectrofotometria a 570
nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e a concentragdo necessaria para
atingir 50 % da inibigdo da viabilidade celular (Clso) foi calculada em pg mL-' por

regressao nao-linear, utilizando o software Graphpad.
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1.5DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS
IDENTIFICADAS

e SV1

Fruticulina A: sélido amarelo; CLAE: tr: 9,20 min (método 1) TABELA 3 (p. 73);
formula molecular: C20H2004 (massa exata: 324,1362); RMN de 'H, '3C{'H}, HSQC,
HMBC: FIGURA 21-FIGURA 26 (p. 100-104); TABELA 14 (p. 107) (BISIO et al., 2018).

e SV2

Demetilfruticulina A: solido amarelo; CLAE: tr: 9,10 min (método 2) e tr: 13,83
min (método 3) TABELA 3 (p. 73); formula molecular: Ci19H180Os4 (massa exata:
310,1205); RMN de "H, 3C{'H}, HSQC, HMBC: FIGURA 29-FIGURA 32 (p. 108-110);
TABELA 15 (p. 112) (BISIO et al., 2018).

e SV3

Isofruticulina A: sélido vermelho; CLAE: tr: 8,30 min (método 1) TABELA 3 (p.
73); férmula molecular: C2oH2004 (massa exata: 324,1362); RMN de 'H, HSQC,
HMBC: FIGURA 35-FIGURA 39 (p. 113-116); TABELA 16 (p. 117) (OLIVEIRA et al.,
2017).

e SV4

Demetilisofruticulina A: sdélido vermelho; CLAE: tr: 17,65 min (método 3)
TABELA 3 (p. 73); EM-AR: m/z 311,1333 [M+H]*, FIGURA 45 (p. 121); formula
molecular: C19H1804 (massa exata: 310,1205); UV-vis (MeOH) Amaxnm (log ¢): 207
(4,16), 286 (3,64), 472 (2,86) FIGURA 46 (p. 122); RMN de 'H, HSQC, HMBC:
FIGURA 40-FIGURA 44 (p. 118-120); TABELA 17 (p. 117).

e SV5

20-hidroxi-isofruticulina A: sélido vermelho; formula molecular: C20H2205 (massa
exata: 342,1467); RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURA 48-FIGURA 51 (p. 123-125);
TABELA 18 (p. 127).
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e SV6

20-hidroxi-demetilisofruticulina A: sélido vermelho; féormula molecular: C19H2005
(massa exata: 328,131); RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURA 54-FIGURA 58 (p. 128-
130); TABELA 19 (p. 131).

e SV7

6-hidroxi-isofruticulina A: sdlido vermelho; CLAE: tr: 9,72 min (método 1) (p. 73);
EM-AR: m/z 339,1289 [M-H], FIGURA 65 (p. 138); formula molecular: C20H2005
(massa exata: 339,1232); UV-vis (MeOH) Amax'nm (log ¢€): 212 (2,56), 278 (4,14), 319
(3,93) e 509 (3,57) FIGURA 66 (p. 139); IV (KBr) vmax'cm™: 3479, 3399, 2919, 2844,
1649, 1642, 1419, 1291, FIGURA 67 (p. 139); RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURA
60- FIGURA 63 (p. 133-135); TABELA 20 (p. 137).

e SV8

Fruticulina B: sdélido alaranjado; CLAE: tr: 10,45 min (método 1), TABELA 3 (p.
73); formula molecular: C19H1804 (massa exata: 310,1205); RMN de 'H, "*C{'H};
HSQC, HMBC: FIGURA 69-FIGURA 74 (p. 141-145); TABELA 21 (p. 146) (OLIVEIRA
et al., 2016).

e SV9

Demetilfruticulina B: sdlido alaranjado; CLAE: tr: 10,64 min (método 2) e tr: 19,42
min (método 3) TABELA 3 (p. 73), EM-AR: m/z 295,0984 [M-H]-, FIGURA 80 (p. 150);
férmula molecular: C1sH1604 (massa exata: 296,1049); UV-vis (MeOH) Amax/nm (log
g): 227 (4,13), 303 (3,19), 352 (2,98), FIGURA 81 (p. 151); IV (KBr) vmax'cm™': 3392,
3338, 2916, 2836, 16,53, 1609, 1386, 1268, 1188, 971, 748, FIGURA 82 (p. 152); RMN
de 'H, HSQC, HMBC, FIGURA 75-FIGURA 79 (p. 147-149); TABELA 22 (p. 150).

e SV10

20-hidroxi-demetilfruticulina B: solido alaranjado; formula molecular: C1sH1605
(massa exata: 312,0998); RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURA 84-FIGURA 88 (p. 153-
155); TABELA 23 (p. 156).



94

e SV1I1

Ent-(5R,9R)-15,16-epoxi-10S-hidroxiclerodan-3,13(16),14-trieno17,12S;18,19-
diolideo (melissiflorina A): sdlido incolor; férmula molecular: C20H2206 (massa exata:
358,1416); [o]o?%: -104,12 (c: 0,3 mg mL™", CHCI3), valor reportado.: [a]o%® -115 (c:
0,03 mg mL™", CHCIz); RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURA 91-FIGURA 97 (p. 161-
165); TABELA 24 (p. 166) (ALMANZA et al., 1997).

e SV12

7,8a-~diidrosalviacoccina: sdlido incolor; CLAE: tr: 9,20 min (método 5) (TABELA
3) (p. 73); férmula molecular: C20H2206 (massa exata: 358,1416); RMN de 'H, HSQC,
HMBC: FIGURA 98-FIGURA 102 (p. 167-170); TABELA 25 (p. 172).

e SV13

Melissiflorina B: solido incolor; formula molecular: C20H220s (massa exata:
390,1315); RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURA 106-FIGURA 110 (p. 174-176);
TABELA 26 (p. 177).

e SV14

7-epi-salviandulina A: sélido cristalino incolor; CLAE: tr: 17,15 min (método 5)
TABELA 3 (p. 73); EM-AR: m/z 437,1219 [M+Na] e m/z 453,0967 [M+K], FIGURA 119
(p. 183); formula molecular C22H220s (massa exata: 414,1315); [a]p?°: +52,90 (c: 0,2
mg mL-", CHCIz), valor reportado: [a]p?® +46,87 (c: 0,32 mg mL™", CHCI3); RMN de 'H,
HSQC, HMBC, FIGURA 112-FIGURA 118 (p. 178-182); TABELA 27 (p. 184)
(ORTEGA et al., 1991; ALMANZA et al. 1997).

e SV15

Acido oleandlico: sodlido branco; férmula molecular: CaoH4s03 (massa exata:
456,3603); RMN de "H, 3C{'H}, HSQC, HMBC, FIGURAS 122-FIGURA 128 (p. 186-
190); TABELA 28 (p. 191) (DAIS et al., 2017).
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e SV16

Acido maslinico: solido branco; féormula molecular: CsoH4sO4 (massa exata:
472,3553); RMN de 'H, "*C{'H}, HSQC, HMBC, FIGURA 130-FIGURA 136 (p. 193-
196); TABELA 29 (p. 197) (DAIS et al., 2017).

o SV17

Acido 11a-hidroxioleandlico: sélido branco; formula molecular: CsoH4sO4 (massa
exata: 472,3553); RMN de 'H, HSQC, HMBC, FIGURA 139-FIGURAS 142 (p. 199-
201); TABELA 30 (p. 202).

e SV18

Acido ursélico: solido branco; formula molecular: CaoHssOs (massa exata:
456,3603); RMN de 'H, "*C{'H}, HSQC, HMBC, FIGURA 144-FIGURA 149 (p. 204-
207); TABELA 31 (p. 208) (DAIS et al., 2017).

e SV19

Acido heterobetulinico: solido branco; férmula molecular: CsoH4s03 (massa
exata: 456,3603); RMN de 'H, HSQC, HMBC, FIGURA 161-FIGURAS 166 (p. 204-
206); TABELA 32 (p. 285) (LOBO-ECHEVERRI et al., 2005).

e SV20

Acido rosmarinico: sélido branco; férmula molecular: C1sH16Os (massa exata:
360,0845); [a]o?°: + 27,7 (c: 0,3 mg mL-', MeOH), valor reportado: [a]po?%: +22,9 (c: 0,2
mg mL™", MeOH); RMN de 'H, 3C{'H}, HSQC, HMBC: FIGURA 158-FIGURA 163 (p.
216-219); TABELA 33 (p. 220) (KUHNT et al., 1994; SUWANCHAIKASEM et al.,
2014).
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1.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das folhas e caules de Salvia lachnostachys e partes
aéreas de Salvia melissiflora forneceram o isolamento/identificacdo de 20
constituintes quimicos no total (TABELA 13).

O extrato etandlico das folhas de S. lachnostachys foi fracionado em um
estudo anterior (OLIVEIRA, 2017). Esse fracionamento inicial resultou em cinco
fracdes, eluidas por ordem crescente de polaridade: LFA, LFB, LFC, LFD e LFE. No
entanto, algumas subfracoes de LFA que ainda estavam armazenadas, foram
reavaliadas no presente estudo, em adi¢ao as fracbes de maior polaridade (LFC, LFD
e LFE), as quais ndo haviam sido investigadas anteriormente.

A continuidade do estudo fitoquimico permitiu o isolamento de 16 substancias,
as quais estavam presentes nas fracbes LFA, LFC, LFD e LFE. Destas, 10
substancias foram classificadas como diterpenos derivados do abietano (sete nor-
icetexanos: SV1-SV7, e trés dinor-icetexanos: SV8-SV10), cinco triterpenos (trés
oleananos: SV15-SV17, e dois ursanos: SV18 e SV19) e uma substancia fendlica
derivada do acido caféico (SV20). As substancias SV1, SV3, SV8, SV15 e SV18 ja
haviam sido isoladas no estudo anterior (OLIVEIRA, 2017), enquanto que SV4, SV5,
SV6, SV7, SV9 e SV10 sao inéditas na literatura, e as demais estdo sendo descritas
pela primeira vez na espécie S. lachnostachys.

O isolamento dos constituintes quimicos dos caules de S. lachnostachys
permitiu a identificagdo de sete substancias, as quais também estavam presentes nas
folhas: SV1, SV2, SV3, SV8, SV9, SV15, SV18 e SV20.

Ja o estudo fitoquimico das partes aéreas de S. melissiflora rendeu o
isolamento de sete substancias, sendo quatro clerodanos (dois cis-clerodanos, SV11
e SV13; um frans-clerodano, SV12; e um seco-clerodano, SV14). Destas as
substancias SV12 e SV13 sao inéditas na literatura. Além destes, foram também
isoladas as substancias SV15, SV18 e SV20, as quais também estavam presentes
nas folhas e caules de S. lachnostachys.

A identificacdo dessas substancias sera discutida a seguir. A escolha da
ordem de identificagdo foi determinada por similaridade estrutural ao invés de

isolamento cromatografico.
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TABELA 13 — RELAGAO DAS SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS NAS ESPECIES S. lachnostachys E

S. melissiflora

Classe S. S. Codigo Substancia
lachnostachys melissiflora identificada
F,C - SV1 Fruticulina A
ENE - SvV2 Demetilfruticulina A
F,C - SV3 Isofruticulina A
F - SVv4* Demetilisofruticulina A
F - SV5* 20-hidroxi-isofruticulina A
Di’ferpenos F i SVe* 2.(.)—hidro.xi— .
derivados do demetilisofruticulina A
abietano " 6-hidroxi-
F i sv7 demetilisofruticulina A
F,C - Sv8 Fruticulina B
F,C - SV9* Demetilfruticulina B
. 20-hidroxi-
F i AL demetilfruticulina B
Di - PA Sv11 Melissiflorina A
de'r:s;%i';ojo ; PA sv12* 7.8a-diidrosalviacoccina
clerodano - PA SV13* Melissiflorina B
- PA Sv14 7-epi-salviandulina A
F,C PA SV15 Acido oleandlico
Triterpenos tipo F - SV16 Acido maslinico
oleanano . ) SV1T* Acido 11a’-l.1idroxi-
oleandlico
Triterpenos tipo F,C PA SV18 Acido ursélico
ursano F - SV19 Acido heterobetulinico
Subst,a.nma F,C PA SV20 Acido rosmarinico
fendlica

- substancia ndo isolada na espécie; F = folhas; C = caules; PA = partes aéreas; *substancias inéditas

na literatura.
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1.6.1 ldentificagao dos diterpenos tipo nor-icetexanos

Os icetexanos pertencem a classe dos diterpenos (substancias com vinte
atomos de carbono), sendo formados a partir dos abietano (ESQUEMA 6, p. 61).
Possuem uma estrutura ftriciclica do tipo C6-C7-C6, com o nome sistematico
9(10—20)-abeo-abietano. A biogénese dos icetexanos pode ocorrer a partir de um
rearranjo do precursor abietadieno (ESQUEMA 4, p. 60), o qual apresenta o esqueleto
basico dos abietanos. Nesse contexto, o esqueleto basico dos icetexanos pode ser
atingido a partir da formagao de um intermediario contendo um carbocation primario e
migracédo da metila em C-20, resultando na expansao do anel B para sete membros,
que apos desprotonacado gera uma ligacdo dupla carbono-carbono (ESQUEMA 8)
(SIMMON; SAPORG, 2009).

ESQUEMA 8 — PROPOSTA DE BIOGENESE DOS ICETEXANOS A PARTIR DOS ABIETANOS

Abietadieno Icetexeno
(esquelleto basico (esqueleto basico
abietano) icetexano)

FONTE: adaptado de SIMMONS; SAPORG, 2009.

Uma vez formado o esqueleto icetexeno, ocorre uma oxidagdo com auxilio de
NADPH na posigcao C-19, originando um acido carboxilico, de tal modo a favorecer a
perda desse grupo metila por meio de uma descarboxilagdo, catalisada por uma
enzima especifica (descarboxilase). Na sequéncia uma segunda oxidac&o levaria a
aromatizagao do anel A, formando o esqueleto nor-icetexano (ESQUEMA 9). De modo
geral, as estruturas quimicas dos icetexanos variam entre si pela presenga de
insaturagdes e diferentes graus de oxidagao nas mais diversas posi¢oes, geralmente
apresentando grupos hidroxila, metoxila e carbonila, comumente nas posi¢des C-2,
C-11, C-14 e C-19 (SIMMONS; SAPORG, 2009). Essa variedade estrutural se reflete
muito nas inumeras atividades biolégicas apresentadas por esses diterpenos (AHMAD
et al., 2019).
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ESQUEMA 9 — PROPOSTA DE BIOGENESE DOS nor-ICETEXANOS A PARTIR DO ICETEXENO

18 “19

icetexeno
(esqueleto basico icetexano)

0>
NADPH

FONTE: o autor.

O presente estudo fitoquimico forneceu a identificacdo de sete diterpenos nor-
icetexanos codificados como SV1-SV7. Esses nor-icetexanos apresentaram
semelhangas nos dados obtidos nos espectros de RMN e nos mapas de correlagdes.

A identificagcdo dos diterpenos icetexanos isolados sera discutida a seguir.

1.6.1.1 Identificacdo de SV1 e SV2

As substancias SV1 e SV2 (FIGURA 20) foram isoladas com aspecto de
sélidos, ambas de cor amarela. SV1 e SV2 diferem na polaridade, visto que foram
obtidas nas fragdes LFA (obtida por eluicdo com HEX) e LFC (eluida com CH2Cl2),
respectivamente. Os espectros de RMN de 'H revelaram uma grande similaridade

entre essas duas substancias.

FIGURA 20 — ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS SV1 E SV2

O OH
: OO
o)
SV2

Observando o espectro de RMN de 'H (FIGURAS 21 e 22) de SV1 foi possivel
identificar dois hidrogénios aromaticos como dois dupletos com a mesma constante

de acoplamento e a mesma integracao para um hidrogénio cada, em o+ 6,86 e 6,98
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(1H, J = 2,6 Hz, H-1, H-3). O sinal em on 6,98 (H-3) apresentou estar parcialmente

sobreposto a um ftripleto (61 6,97), mas isto nado interferiu em sua atribuicdo. A

constante de acoplamento observada (J = 2,6 Hz) é tipica de padréo de acoplamento

meta, indicando a presenca de um anel aromatico 1,2,3,5-tetrasubstituido (anel A).

O espectro ainda revelou sinais de dois hidrogénios mais desblindados,

representados por dois simpletos em &4 8,16 (1H, H-20) e 7,65 (1H, 12-OH), os quais

foram atribuidos a um hidrogénio olefinico préximo a uma regiao de desprotecao

gerado por um grupo carbonila, e a um grupo hidroxila, respectivamente. Foi

observado também um conjunto de sinais com a mesma constante de acoplamento,
sendo um tripleto em &1 6,97 (1H, J = 7,6 Hz, H-7) e um dupleto em 61 3,14 (2H, J =

7,6 Hz, H-6), correspondentes a um hidrogénio olefinico e um grupo metileno,

respectivamente. Esse conjunto de sinais indica a presenga de um grupo alila em SV1.

FIGURA 21 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV1 (CLOROFORMIO-d, 400 MHz)

o T3] O]
- 0w o &
| 1'/

Bl

TET 3
(R R

l

&

-

L.

NENENEE

Er N

1 0 ppm




101

FIGURA 22 — AMPLIAGAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV1
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Foi observado também um hepteto em 6n 3,37 (1H, J = 7,0 Hz, H-15),
correspondente a um hidrogénio metinico; a mesma constante de acoplamento foi
observada para um dupleto, integrando para seis hidrogénios em éx 1,26 (1H, J=7,0
Hz, H-16, H-17), indicando se tratar de dois grupos metila quimicamente equivalentes.
Esses dados indicam a presenca de um grupo isopropila. Uma metila ligada a um anel
aromatico também foi observada como um simpleto em 64 2,44 (3H, H-18). SV1
também apresenta um grupo metoxila, que pode ser confirmado por um simpleto em
o1 3,79 (2-OMe), com integragao para trés hidrogénios.

O espectro de RMN de 3C{'H} (FIGURA 23) revelou um total de 19 atomos de
carbonos. Destes, o sinal em d¢ 55,4 (2-OMe) confirma a presenga do grupo metoxila.
Além disso, o sinal em &¢c 19,5 (C-16, C-17) foi atribuido as duas metilas equivalentes
do grupo isopropila. Sendo assim, pode-se concluir que SV1 possui um esqueleto
basico com 19 atomos de carbono, correspondente a um nor-diterpeno. Foi também
observada a presenga de 12 sinais de carbonos do tipo sp? dos quais dois eram
oxigenados em dc 157,4 (C-2) e 154,6 (C-12), e seis que foram considerados nao
hidrogenados em &c 136,1 (C-4), 127,0 (C-5), 133,1 (C-8), 129,5 (C-9), 135,6 (C-10)

e 132,0 (C-13). Os demais foram designados a carbonos hidrogenados visto a
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presenca de correlacbes no HSQC (FIGURA 25). Observou-se também a presenca
de sinais de um carbono metinico em &c 25,0 (C-15) e de uma metila em 6c 20,2 (C-
18). Além destes, dois grupos carbonila também foram observados em &c 184,0 (C-
14) e 183,2 (C-11), sugerido um grupo quinona. Esses dados, em conjunto com os
observados no espectro de RMN de 'H, indicam que SV1 é um nor-diterpeno abietano

rearranjado com esqueleto icetexano (C6-C7-C6).

FIGURA 23 — ESPECTRO DE RMN DE "3C{'H} DE SV1 (CLOROFORMIO-d, 100 MHz)
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A posigdo dos grupos substituintes observados nos espectros de RMN de 'H e
13C{'H} foi determinada através dos mapas de correlagdes a ligacao direta 'H-"3C
(HSQC, FIGURA 25) e a longa distancia 'H-'3C (HMBC, FIGURA 26).

Os hidrogénios de anel aromatico em 61 6,86 (H-1) e 6,98 (H-3) revelaram no
HSQC correlagao direta com os carbonos em &c 112,0 (C-1) e 121,5 (C-3),
respectivamente. Ja no HMBC o H-1 revelou correlagbes com os carbonos do anel
aromatico em o6c 121,5 (C-3), 127,0 (C-5) e 157,4 (C-2), além de um olefinico
desprotegido em &¢ 140,8 (C-20). Ja o H-3 correlacionou com C-1, C-2 e com a metila

em C-18. A metila em 61 2,44 (H-18) correlacionou com C-3, C-5 e C-10, confirmando
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sua posigao em C-4. E ainda, a metoxila em o1 3,79 apresentou uma unica correlagao

no HMBC com C-2, confirmando sua localizagéo no anel A (FIGURA 24).

FIGURA 24 — CORRELACOES OBSERVADAS NO HMBC DOS SINAIS DO ANEL A DE SV1
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FIGURA 25 — MAPA DE CORRELAGCAO A LIGAGAO DIRETA 'H-"3C (HSQC) DE SV1
(CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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FIGURA 26 — MAPA DE CORRELA(}AO A LONGA DISTANCIA "H-"3C (HMBC) DE SV1
(CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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O sinal em dH 8,16 (H-20) revelou no HSQC estar ligado ao carbono olefinico
em d&c 140,8 (C-20). O HMBC revelou as correlagdes deste hidrogénio com os
carbonos C-1, C-5, C-8 e com a carbonila em C-11. A correlagdo com C-11 justifica o
deslocamento quimico de H-20, uma vez que esta proximo a regidao de desprotecao
gerada pelo grupo carbonila. A posigao do grupo alila, correspondente aos sinais em
oH 6,97 (H-7) e 3,14 (H-6), foi determinada pelas suas correlagdes. O hidrogénio H-6
correlacionou com C-5 e C-10, enquanto que H-7 correlacionou com C-6, C-9 e C-14.
Esse conjunto de sinais foi atribuido ao anel de sete membros (anel B) presente em
SV1 (FIGURA 27).
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FIGURA 27 — PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADAS NO HMBC DOS SINAIS DO ANEL B DE
Sv1

Os sinais referentes aos grupos carbonila em C-11 e C-14 foram atribuidos a
um grupo para-quinona. O sinal em 6n 3,37 (H-15), que foi atribuido ao hidrogénio
metinico do grupo isopropila, mostrou no HMBC, correlagbes com as duas metilas
equivalentes em C-16 e C-17, com C-13, com o carbono olefinico hidroxilado em C-
12, e com a carbonila em C-14. Adicionalmente, o sinal em 61 7,65 ndo apresentou
correlagdes no HSQC, confirmando tratar-se de um grupo hidroxila que ainda
apresentou correlagcdbes no HMBC com C-11, C-12 e C-13. Diante disso, pode-se
afirmar que o grupo hidroxila esta na posicao C-12 e o grupo isopropila em C-13,

confirmando um grupo o-hidroxi-p-isopropilbenzoquinona (anel C) (FIGURA 28).

FIGURA 28 — CORRELACOES OBSERVADAS NO HMBC DOS SINAIS DO ANEL C DE SV1

A localizacao dos grupos carbonila da para-quinona foi determinada por meio
das correlagdes obtidas pelos mapas de correlacdo. Existe uma diferenga nos
deslocamentos quimicos de C-11 (6¢c 183,2) e C-14 (6¢c 184,2) que é consequéncia do
efeito de deslocalizacdo eletrbnica que ocorre no grupo o-hidroxi-p-
isopropilbenzoquinona. Considerando a para-quinona sem substituintes os
deslocamentos quimicos das carbonilas seriam equivalentes. Nos hibridos de
deslocalizagao eletrénica representados no ESQUEMA 10 é possivel notar cargas
parciais positivas nas posi¢gdes C-12 e C-13. Porém, um grupo hidroxila em C-12, faz

com que os pares de elétrons ndo ligantes do oxigénio migrem para ligagédo C-O,
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estabilizando parcialmente essa carga positiva em C-12. Por outro lado, quando se
tem uma carga parcial positiva em C-13 ndo ha grupos que estabilizem essa carga.
Essa carga gerada em C-13 diminui a densidade eletrénica da carbonila em C-14,
consequentemente, aumentando seu deslocamento quimico. Diante disso, € possivel
prever a localizagdo de cada grupo carbonila no grupo para-quinona através do seu
deslocamento quimico (ESQUEMA 10). Vale enfatizar que essa abordagem nao esta
considerando efeitos de grupos hidroxila em C-20 e C-7, os quais poderiam se
associar com a carbonila através de ligagao intramolecular de hidrogénio, causando

maior desprotecédo do grupo carbonila associado.

ESQUEMA 10 — EFEITO DE DESLOCALIZAGCAO ELETRONICA DO GRUPO a-HIDROXI-B-
ISOPROPILBENZOQUINONA

FONTE: o autor.

As correlagdes apresentadas e as demais observadas no HSQC e HMBC
(TABELA 14) confirmam a estrutura da substancia SV1, como um nor-diterpeno
abietano com esqueleto icetexano, conhecido como fruticulina A (FIGURA 20, p. 99).
Os dados obtidos estao de acordo com aqueles da literatura (BISIO et al., 2008). Além
disso, SV1 ja havia sido isolada e identificada no estudo anterior realizado com a
fragdo LFA das folhas de Salvia lachnostachys (OLIVEIRA, 2017).
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TABELA 14 — DADOS DE RMN DE SV1 (CLOROFORMIO-d’, 400 MHz) COMPARADOS COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA FRUTICULINA A (CLOROFORMIO-d, 600 MHz; BISIO et al., 2008)

Fruticulina A
Posicao 5 1 mult HMBC 5 SH mult
¢ (J em Hz) ("H—"3C) ¢ (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 7,0d (1,8)
4 136,1 - - 135,6 -
5 127,0 - - 1271 -
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 -
1 183,2 - - 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) 13,15,16 19,6 1,28 d (7,0)
18 20,2 244 s 3,5,10 20,3 247 s
20 140,8 8,16 s 1,5,8,11 140,9 8,19 s
12-OH - 7,65s 11,12,13 - -
2-OCH3 | 55,3 3,79 s 2 55,4 3,82s

A substancia SV2 revelou em seu espectro de RMN de 'H quase o mesmo

conjunto de sinais presentes no espectro de RMN de 'H da substancia SV1.

Entretanto, observando a sobreposi¢cédo dos dois espectros (FIGURA 29) é possivel

notar a auséncia do sinal do grupo metoxila na regido de 6n 3,79 em SV2.
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FIGURA 29 — SOBREPOSIGAO DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H DE SV2 (A, CLOROFORMIO-d,
+ GOTAS DE METANOL-ds, 400 MHz) COM SV1 (B, CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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Ampliando os sinais de SV2 (FIGURA 30) foi possivel determinar a presenca
dos trés anéis A, B e C, como foi atribuido para SV1. O anel A foi identificado por dois
dupletos em 61 6,89 € 6,80 (1H, J = 2,3 Hz, H-3 e H-1), 0s quais agora ndo apresentam
sobreposigao, além de um simpleto em &1 2,39 (3H, H-18), tipico da metila ligada em
C-4. Os sinais caracteristicos do anel B também estavam presentes no espectro,
vistos como um simpleto desprotegido em o+ 8,09 (1H, s, H-20), além dos sinais do
grupo alila que foram observados como um tripleto em 61 6,95 (1H, J=7,6 Hz, H-7) e
um dupleto em 61 3,12 (2H, J = 7,6 Hz, H-6). E por fim, o espectro também revelou os
substituintes do anel C: um simpleto em &n 7,63 (12-OH) e o conjunto de sinais em &H
3,37 (1H, hept, J = 7,1 Hz, H-15) e &1 1,26 (6H, d, J = 7,1 Hz, H-16 e H-17),

confirmando os grupos hidroxila e isopropila, que sao os substituintes do anel C.
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FIGURA 30 — AMPLIAGAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV2
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Observando o mapa de correlagéo a longa distancia de SV2 (HMBC, FIGURA
32) foram verificadas as correlagdes do sinal em 81 6,80 (H-1) com os carbonos do
anel aromatico em ¢ 122,3 (C-3) e d¢c 126,2 (C-5) do anel A, com o carbono olefinico
tipico de C-20 em oc 141,1, além de um olefinico oxigenado em dc 154,7, o qual foi
atribuido para C-2. Devido a auséncia de grupamento metoxila foi atribuido a presencga

de um grupo hidroxila nesta posigao.



FIGURA 31 — MAPA DE’CORRELACAO A LIGACAO DIRETA "H-3C (HSQC) DE SV2
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 400 MHz)
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FIGURA 32 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-"*C (HMBC) DE SV2

(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 400 MHz)
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O grupo para-quinona (anel C) também pode ser confirmado através das
correlagdes apresentada pelos sinais em 6+ 6,95 (H-7), 3,37 (H-15), 8,09 (H-20) e 7,63
(12-OH). Os sinais de H-20 e 12-OH correlacionaram com &¢ 183,4 (C-11), enquanto
que os sinais de H-7 e H-15 correlacionaram com &c 184,5 (C-14), confirmando a
presenca do grupo para-quinona (FIGURA 33). Essas correlagdes também confirmam
a posicado do grupo hidroxila em on 7,63, visto que exibiu correlagdo com C-11,
confirmando sua posigdo em C-12 ao invés de C-2 que também esta ligado a um

grupo hidroxila.

FIGURA 33 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV2

As correlagdes observadas no HSQC (FIGURA 31) e HMBC (TABELA 15)
indicam que SV2 é um derivado da fruticulina A (SV1), diferindo desta por apresentar
um grupo hidroxila em C-2, ao invés de um grupo metoxila. SV2 (FIGURA 20, p. 99)
€ uma substancia conhecida como demetilfruticulina A, tendo sido isolada e
identificada na espécie Salvia corrugata (BISIO et al., 2008), e que esta sendo descrita

pela primeira vez na espécie S. lachnostachys.
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TABELA 15 — DADOS DE RMN DE SV2 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 400 MHz)
COMPARADOS COM OS DADOS DA LITERATURA PARA DEMETILFRUTICULINA A
(CLOROFORMIO-d, 600 MHz; BISIO et al., 2008)

Sv2 Demetilfruticulina A
Pos. 5 SH mult HMBC 5 SH mult
¢ (J em Hz) ('H-™C) ¢ (J em Hz)
1 114,4 6,80 d (2,3) 2,3,5,20 114,2 6,83 d (2,0)
2 | 1547 - - 153,4 -
3 122,3 6,89 d (2,3) 1,2,18 122,0 6,90 d (2,0)
4 | 136,1 - : 135,7 -
5 126,2 - - 127,0 -
6 28,4  3,12d(7,6) 10 28,3 3,14 d (7,6)
7 134,0 6,95t (7,6) 6,9,14 1341 6,99 ¢t (7,6)
8 133,6 - - 133,1 -
9 129,4 - - 129,6 -
10 135,7 - - 136,4 -
11 183,4 - - 183,1 -
12 155,1 - - 154,8 -
13 132,2 - - 132,1 -
14 184,5 - - 184,1 -
15 251 3,37 hept (7,1) 12,13,14,16,17 | 25,0 3,40 m
16 19,5 1,26 d (7,1) 13,15,17 19,5 1,29 d (7,0)
17 19,5 1,26 d(7,1) 13,15,16 19,5 1,29 d (7,0)
18 20,1 2,39 s 3,4,5 20,1 2,42 s
20 1411 8,09 s 1,9,11 140,6 8,12 s
12-OH - 7,63 s 11,12,13 - -

1.6.1.2 Identificagdo de SV3 e determinagao estrutural de SV4

As substancias SV3 e SV4 (FIGURA 34) que estavam presentes nas fragdes

LFA e LFC, respectivamente, foram obtidas como soélidos de cor vermelha. Ambas

revelaram similaridade nos dados obtidos por RMN.

FIGURA 34 — ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS SV3 E SV4

O OH
" OQ
0
sv4

Iniciando por SV3, em seu espectro de RMN 'H (FIGURAS 35 e 36) foi

observado um simpleto-largo com integragao para dois hidrogénios em &1 6,70. Ao
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observar as correlagcées a uma ligacao (HSQC, FIGURA 37) foi comprovado que este
sinal correspondia a dois hidrogénios nao equivalentes, pois correlacionaram com dois
carbonos em o6c 110,3 (C-1) e oc 115,6 (C-3). Os deslocamentos quimicos
observados, similares aqueles obtidos para os nor-icetexanos SV1 e SV2, sugeriram
que esses dois hidrogénios eram H-1 e H-3 em orientagao meta no anel A. O sinal de
um grupo metila também foi observado em 61 2,40 (3H, s, H-18), além do sinal de um
grupo metoxila em 3,82 (3H, s, 2-OCHs). Foram também observados os sinais dos
substituintes do anel C: um grupo isopropila em 61 3,20 (3H, hept, J = 7,0 Hz, H-15) e
1,20 (6H, d, J = 7,0 Hz, H-16 e H-17), e um grupo hidroxila como um simpleto largo 6+
7,14 (12-OH). Através do HMBC foram observados os sinais de dois grupos carbonila
da para-quinona em oc 181,8 (C-11) e 186,7 (C-14). Esses dados sdo condizentes

com o anel C, como foi determinado anteriormente para SV1 e SV2.

FIGURA 35 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV3 (CLOROFORMIO-d, 600 MHz)
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FIGURA 36 — AMPLIAGAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV3

b a 2 &
P I [ o
| o
H-1 e H-3
H-6 H-7
12-OH
_ - -
1o/ EmE e
| T T T T T 1 | I I T
7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 ppm
2 b & g 8
o] 2] (1] (4] —
2-OCHs | | |
H-16/17
H-18

H-20 H-15 l ” l “

4 o I

I 1 I
38 37 36 35 34 33 32 ppm 2.4 2.2 20 1.8 1.6 1.4 1.2 ppm

Observando novamente o espectro de RMN de 'H, foi possivel distinguir SV3
das demais pelos substituintes do anel B, visto que néo foram observados os sinais
caracteristicos deste anel como em SV1 e SV2. No espectro de RMN de 'H de SV3
foram observados dois dupletos, integrando para um hidrogénio cada, em 61 7,62 e
7,20 (J = 12,1 Hz), os quais foram atribuidos a dois hidrogénios olefinicos no anel B
(H-6 e H-7). A constante de acoplamento observada esta de acordo com hidrogénios
vizinhos em um anel de sete membros. O valor elevado dessa constante de
acoplamento pode ser justificado pela sobreposicao lateral entre as ligagbées o (C-H)
uma vez que 3J aumenta quando essas ligagbes estdo mais sobrepostas (paralelas).
Devido a isto, os hidrogénios destes dois sinais foram localizados em C-6/C-7. O
espectro ainda apresentou um simpleto em &4 3,41, com integracdo para dois

hidrogénios, sugerindo a presenga de um grupo metileno, que deve ser H-20.
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FIGURA 37 — MAPA DE CORRELAQOES A LIGAGAO DIRETA "H-°C (HSQC) DE SV3
(CLOROFORMIO-d, 600 MHz)
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A confirmacao da posicao dos sinais do anel B pode ser comprovada pelas
correlagdes observadas no HMBC (FIGURA 39). O sinal em &4 3,41 (H-20) revelou
correlagdes com os carbonos do anel A em 6¢ 110,3 (C-1) e 127,6 (C-5), com o
carbono olefinico no anel C em &¢c 137,9 (C-8) e com a carbonila da para-quinona em
dc 181,8 (C-11), confirmando a sua localizagdo em C-20. Ja o hidrogénio olefinico em
o1 7,62 (H-6) correlacionou com os carbonos em &c 138,4 (C-4) e 137,9 (C-8),
enquanto que o sinal em 6n 7,20 (H-7) correlacionou com os carbonos C-5, 128,8 (C-
9) e com o grupo carbonila em C-14 (FIGURA 38).
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FIGURA 38 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV3
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FIGURA 39 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-'3C (HMBC) DE SV3
(CLOROFORMIO-d, 600 MHz)
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Estas e as demais correlacées observadas nos mapas de correlagdo HSQC e
HMBC (TABELA 16) permitiram propor a estrutura de SV3 (FIGURA 34, p. 112) como
um isémero da fruticulina A (SV1), diferindo pela posi¢cao das ligagées duplas no anel
B. Essa substancia ja foi isolada anteriormente das folhas de Salvia lachnostachys e
denominada isofruticulina A (OLIVEIRA et al., 2016).
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TABELA 16 — DADOS DE RMN DE SV3 (CLOROFORMIO-d, 600 MHz) COMPARADO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA ISOFRUTICULINA A (OLIVEIRA et al., 2016)

SV3 Isofruticulina A
Pos. 5 o1 mult HMBC 5 SoH mult
¢ (J em Hz) ("H-"™C) ¢ (J em Hz)
1 110,3 6,69 s/* 2,3,5,20 110,3 6,69 s/
2 162,0 - - 162,0 -
3 115,6 6,70 s/* 1,2,5,18 115,6 6,70 s/
4 138,4 - - 138,4 -
5 127,6 - - 127,6 -
6 138,1 7,62 d(12,1) 4.8 138,1 7,62 d(12,1)
7 122,4 7,20 d (12,1) 5,9,14 122,4 7,20 d (12,1)
8 137,9 - - 137,9 -
9 128,8 - - 128,8 -
10 137,9 - - 137,9 -
1 181,8 - - 181,8 -
12 151,1 - - 151,1 -
13 124,5 - - 124,5 -
14 186,7 - - 186,7 -
15 24,4 3,20 hept (7,0) 12,13,14,16,17 24 .4 3,20 hept (7,0)
16 20,0 1,20 d (7,0) 13,15,17 20,0 1,20 d (7,0)
17 20,0 1,20 d (7,0) 13,15,16 20,0 1,20 d (7,0)
18 20,6 240 s 3,4,5 20,6 2,40 s
20 30,6 3,41 s/ 1,5,8,11 30,6 3,41s
12-OH - 712 s - - 712 s
2-OMe 55,4 3,82s 2 55,4 3,82s

*posicao central dada polo HSQC.

A substancia SV4 (FIGURA 34, p. 112) foi isolada com outros constituintes

minoritarios, mas apesar disso foi possivel realizar a sua identificagao. O seu espectro

de RMN de "H revelou um perfil muito semelhante ao obtido para SV3. Observando a

sobreposi¢ao dos dois espectros de RMN de 'H (FIGURAS 40 e 41) é possivel notar

tal semelhanca. Entretanto, eles diferem pela auséncia de um simpleto referente ao

grupo metoxila. Esse dado sugeriu que SV4 teria 0 mesmo esqueleto basico de SV3,

mas com um grupo hidroxila substituindo o grupo metoxila em C-2.
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FIGURA 40 — SOBREPOSIGAO DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H DE SV4 (A, CLOROFORMIO-d,
+ GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz) COM SV3 (B, CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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3 & 83
- P oW
| | \/
H-3
H-6 H-7 H-1

- P

W 8
76 75 7.4 7.3 T2 71 7.0 6.9 B8 8y ppm
| | |
H-18 H-16/17
H-20 H-15
M . o
B E 8 3
3!1 3!3 3I.2 3!1 3I.Ell 2!9 2I.B 2!'.-’ 2!3 2!5 2!4 p|::rn 1.;30 1.1'25 1 IEﬂ I ppm|




119

Apesar do espectro de RMN de 'H ndo apresentar quaisquer sinais de grupos
hidroxila, foram observados através do HMBC (FIGURA 44) dois sinais em 158,1 e
151,2, cujos deslocamentos quimicos sao tipicos de carbonos olefinicos oxigenados,
sendo compativeis com C-2 e C-12, respectivamente. De fato, no HMBC o hidrogénio
metinico do grupo isopropila (6u 3,23, H-15) apresentou correlagdo com C-12. Por
outro lado, os hidrogénios do anel A em &+ 6,64 (H-3) e 6,65 (H-1) correlacionaram
com C-2. Essas correlagdes justificam a presenga de dois grupos hidroxila nessas
posicoes (FIGURA 42).

FIGURA 42 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS PELO HMBC DE SV4

FIGURA 43 - MAPA DE CORRELACAO A LIGAGAO DIRETA 'H-"*C (HSQC) DE SV4
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHz)
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FIGURA 44 — MAPA DE QORRELA(}AO A LONGA DISTANCIA "H-"3C (HMBC) DE SV4
(CLOROFORMIO-d + GOTAS de METANOL-d4, 600 MHz)
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Esses e os demais sinais observados no espectro de RMN de 'H, em conjunto
com as correlagdes observadas nos mapas de correlagbes HSQC (FIGURA 43) e
HMBC (TABELA 17), confirmam a estrutura de SV4 (FIGURA 34, p. 112), um nor-
icetexano derivado da isofruticulina A (SV3), inédito, o qual recebeu o nome de

demetilisofruticulina A.
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TABELA 17 — DADOS DE RMN DE SV4 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 400 MHz)

7

Posigdo 5o 5 mult (J em Hz) HMBC ("H—"3C)
1 1124 6,65 d (2,7) 2.3,5,20
2 1581 ] ]
3 116,3 6,64 d (2,7) 12,518
4 1399 ] ]
5 1277 ; ;
6 122.2 7.61d (12,1) 10
7 135,0 719 d (12,1) 5,9,14
8 135,0 - -
9 1290 - -
10 139.1 ; ;
11 n.o - -
12 1512 ; ;
13 1247 ; ;
14 186.7 ; ;
15 24,3 3,20 hept (7,1) 12,13,14,16,17
16 20,0 1,20 d (7.1) 13,1517
17 20,0 120 d (7.1) 13,1516
18 22,5 238 s 3,45
20 30,4 3,38 s n.o

n.o = nao observado.

Por se tratar de uma substancia inédita, outros experimentos s&o necessarios,
a fim de confirmar a estrutura quimica inicialmente atribuida por RMN. Diante disso,
foi realizado o espectro de massas de alta resolucdo de SV4 (FIGURA 45), no modo
positivo, o qual revelou um pico em m/z 311,1333 [M+H]" (massa exata para C19H190a4:
311,1283). Através desse dado foi possivel atribuir a férmula molecular C19H180O4, a

qual € compativel com a estrutura quimica determinada por RMN para SV4.

FIGURA 45 — ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO DE SV4
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Foi realizado também o espectro de absor¢ao na regido do ultravioleta/visivel
de SV4 (FIGURA 46). A varredura resultou em trés bandas, caracteristicas de

transi¢des eletronicas do tipo © — n*. Duas eram mais intensas, com maximos de
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absorgcdo em Amax 207 e 286 nm, sendo caracteristicas de anel aromatico substituido.

Outra menos intensa em Amax 472 nm, corresponde a conjugacao entre varias ligacdes

duplas (C-sp?) presentes no esqueleto carbdnico de SV4, justificando a sua cor

vermelha.

FIGURA 46 — ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DO UV-VIS DE SV4 (MeOH)
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1.6.1.3 Determinacao estrutural de SV5 e SV6

As substancias SV5 e SV6 (FIGURA 47) foram obtidas das fracbes LFA e

LFC, respectivamente, como solidos de cor vermelha. Ambas foram obtidas,

separadamente, como majoritarias em mistura contendo outros constituintes

minoritarios. Porém isso nao interferiu na determinagao estrutural de cada uma.

FIGURA 47 — ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS SV5 E SV6

OH
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A substancia SV5 foi isolada como o constituinte majoritario em uma mistura
com a isofruticulina A (SV3), além de outros constituintes nao identificados. Foram
observados os sinais tipicos dos anéis A e C, como ja descritos para os nor-icetexanos
anteriores. Os principais sinais observados no espectro de RMN de 'H (FIGURAS 48
e 49) foram: o1 7,74 e 7,32 (d, J = 12,2 Hz, H-6 e H-7), os quais s&o caracteristicos da
ligacao dupla no anel de sete membros entre C-6 e C-7; o sinal de um grupo metoxila
em oH 3,82 (2-OCHa), e o sinal de um grupo hidroxila em 61 7,23 (12-OH). Em relagao
aos demais, SV5 se diferenciou principalmente por apresentar um simpleto em on

5,95, o qual foi atribuido a um hidrogénio oximetinico, localizado em H-20 (anel B).

FIGURA 48 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV5 (CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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FIGURA 49 - AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV5
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A localizacao do sinal em 6+ 5,95 foi determinada por meio de suas correlagoes.
Este sinal revelou no HSQC (FIGURA 51) estar ligado ao carbono em &¢c 72,1 (C-20),
e no HMBC (FIGURA 52) mostrou correlagbes com os carbonos olefinicos em d6c
111,5 (C-1), 126,7 (C-5), 128,1 (C-9), 137,3 (C-10), 138,0 (C-8) além de um grupo
carbonila em 3¢ 182,5 (C-11). Foi ainda observada no HMBC uma correlagéo entre H-
1 (o1 6,83) e o carbono em &¢c 72,1. Diante disso, foi possivel determinar a sua
localizagdo em C-20. O deslocamento quimico de C-20 é tipico de um carbono alifatico
oxigenado (FIGURA 50).

FIGURA 50 — PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV5




FIGURA 51 — MAPA DE CORRELACOES A LIGAGAO DIRETA 'H-°C (HSQC) DE SV5
(CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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FIGURA 52 — MAPA DE CORRELACOES A LONGA DISTANCIA 'H-3C (HMBC) DE SV5
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Estes e os demais dados de RMN de 'H, bem como as correlagbes observadas
no HSQC e HMBC (TABELA 18) confirmaram a estrutura quimica de SV5 (FIGURA
53) como um derivado da isofruticulina A (SV3). De acordo com a revisao bibliografica
esse diterpeno é inédito na literatura, sendo nomeado 20-hidroxi-isofruticulina A.
Apesar de nao encontrar relatos dessa substancia, foi encontrado um diterpeno com
um esqueleto similar, mas com um grupo metoxila em C-20, o qual foi isolado da
espécie Salvia corrugata, e denominado fruticulina C (GIACOMELLI et al., 2013)
(FIGURA 53). Os dados de RMN de SV5 s&o bastante similares aos da fruticulina C,
confirmando a estrutura proposta (TABELA 18).

FIGURA 53 — ESTRUTURAS QUIMICAS DE SV5 E FRUTICULINA C
Heco Q  OH

O

SV5 fruticulina C




127

TABELA 18 — DADOS DE RMN DE SV5 (CLOROFORMIO-d, 400 MHz) COMPARADO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA FRUTICULINA C (CLOROFORMIO-d, 500 MHz; GIACOMELLI et

al., 2016)
SV5 Fruticulina C
FORIEE 5 5 mult HMBC 5 5 mult
E (J em Hz) ('H-™C) ¢ (J em Hz)
1 116,6 6,83 d (2,6) 20 111,8 6,86 d (2,6)
2 161,7 - - 162,2 -
3 17,4  6,86d(2,6) n.o 17,7 6,87 d (2,6)
4 140,1 - - 140,5 -
5 126,1 - - 126,7 -
6 1371 7,74d (12,2) 4.8 137,3 7,75 d (12,3)
7 120,6  7,32d (12,2) 5,9 120,3 7,33 d (12,3)
8 138,0 - - 137,6 -
9 128,1 - - 127,5 -
10 137,3 - - 137,6 -
1 182,5 - - 182,9 -
12 151,5 - - 151,1 -
13 124,9 - - 125,3 -
14 n.o - - 187,1 -
15 243 3,23 m 12, 13, 16, 17 24,6 3,23 hept (7,1)
16 19,8  1,20d(7,0) 13, 15, 17 20,0 1,21 d (7,0)
17 19,8  1,20d (7,1) 13, 15, 16 20,0 1,23 d (7,0)
18 21,1 2,50 s 3,4,5 21,2 2,51s
20 72,1 5,95 s 1,5,8,9,10,11 74,6 5,81 s
12-OH - 7,22 sl 11,12,13 - 7,24 s
2-OCH; | 555 3,86 s 2 55,6 3,87 s
20-OCH; | - - - 56,0 3,02 s

n.o = nao observado.

A substancia SV6 (FIGURA 34, p. 112) também foi obtida como majoritaria em
uma mistura contendo varias substancias nao identificadas. O espectro de RMN de
'H (FIGURAS 54 e 55) indicou sinais muito similares aos obtidos para SV5. Os sinais
tipicos dos anéis A, B e C estavam presentes. Entretanto, ndo foi observado o sinal
de um grupo metoxila (2-OCHs), sugerindo um grupo hidroxila em seu lugar. O sinal
do hidrogénio oximetinico ligado a C-20 foi observado como um simpleto em &4 6,40
(H-20).

O sinal atribuido a H-20 (6n 6,40) correlacionou no HSQC (FIGURA 57) com o
carbono em &c 76,4, confirmando tratar-se de um hidrogénio oximetinico, e indicando
um grupo hidroxila em C-20, como em SV5. No HMBC (FIGURA 58), H-20
correlacionou com os carbonos em &¢ 114,7(C-1), 127,4 (C-5), 138,0 (C-8) e 182,6 (C-

11), estabelecendo a sua posi¢ao em C-20. E por fim, o hidrogénio do anel A em &n
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6,81 (H-3) revelou correlagdo com um carbono olefinico oxigenado em &¢c 157,7, o

qual é compativel com a presenga de um grupo hidroxila em C-2 (FIGURA 56).

FIGURA 54 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV6 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-dy,

600 MHz)
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FIGURA 55 — AMPLIAGAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV6
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FIGURA 56 — PRINCIPAIS CORRELAGOES OBSERVADOS NO HMBC DE SV6
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FIGURA 57 — MAPA DE QORRELACAO A LIGACAO DIRETA 'H-3C (HSQC) DE SV5
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHz)
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FIGURA 58 — MAPA DE QORRELA(;AO A LONGA DISTANCIA "H-"3C (HMBC) DE SV6
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHZz)
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Por meio dos dados de RMN de 'H, em conjunto com os dados obtidos dos

mapas de correlagdo HSQC e HMBC (TABELA 19), foi possivel confirmar a estrutura

quimica de SV6 como 20-hidroxi-demetilisofruticulina, inédita na literatura.

TABELA 19 — DADOS DE RMN DE SV6 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHz)

SV6

Posigdo 5o 5 mult (J em Hz) HMBC ('H—'3C)
1 14,7 6,83 d (2.3) 3,520
2 1577 ] i
3 118,7 6,81d(2,3) 2,5
4 140,0 ] i
5 127.4 ; -
6 136,8 7,63 d (12,5) 410
7 120,2 7,24 d (12,5) 5,14
8 138,0 i ;
9 1270 ; ;
10 137,0 i ;
11 182,6 i -
12 1511 ; ;
13 125,0 i -
14 186.7 i ;
15 23.4 3,23 m 12,13,14,16,17
16 19.7 1,22 d (7,0) 13,1517
17 19.7 1,22 d (7,0) 13,15,16
18 20,9 2,46 s 3,45
20 76,4 6,40 s 15,811

n.o = ndo observado.
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1.6.1.4 Determinacao estrutural de SV7

A substancia SV7 (FIGURA 59) foi isolada a partir da fragdo LFA como um
solido de cor vermelha. O seu espectro de RMN de 'H revelou similaridade com as
demais substancias ja descritas neste capitulo, sugerindo que SV7 tem o mesmo

esqueleto nor-icetexano.

FIGURA 59 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA SV7

Observando o espectro de RMN de 'H (FIGURAS 60 e 61) foi possivel
identificar o anel A através dos sinais de dois hidrogénios de anel aromatico, com
acoplamento meta, em 61 6,67 e 6,65 (H-3 e H-1); de um grupo metila ligado a anel
aromatico em on 2,39 (H-18), e de um grupo metoxila em o1 3,80 (2-OCHs). Além
destes, também foi observada a presenca dos sinais dos substituintes do anel C, ou
seja, um simpleto-largo em éu 7,21, referente a hidroxila em C-12; um quarteto-
quarteto em 61 3,17 (1H, J = 7,1 Hz, H-15), e dois dupletos, com a mesma constante
de acoplamento, integrando para trés hidrogénios cada, em 61 1,20 € 1,18 (J=7,1 Hz,
H-16 e H-17), indicando um grupo isopropila. Neste caso, SV7 difere das substancias

anteriores por apresentar grupos metila ndo equivalentes no espectro de RMN de 'H.
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FIGURA 60 — ESPECTRO DE RMN DE "H DE SV7 (CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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FIGURA 61 — AMPLIAGAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV7
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As principais diferengas observadas no espectro de RMN de 'H de SV7 em
relacdo aos demais icetexanos ja descritos foram atribuidas aos substituintes do anel
B. Deste modo, os sinais propostos para este anel foram um simpleto em 6+ 6,43 (1H,
H-7), tipico de hidrogénio olefinico, e dois dupletos com a mesma constante de
acoplamento, integrando para um hidrogénio cada em on 4,12 € 2,71 (J = 12,1 Hz; H-
20a e H-20b); a constante de acoplamento é caracteristica de dois hidrogénios
metilénicos geminais diastereotdpicos.

Observando o HSQC (FIGURA 62) foi confirmado que o simpleto em &4 6,43
esta ligado ao carbono em &¢c 98,2. No HMBC (FIGURA 63) este hidrogénio revelou
correlagdes com os carbonos olefinicos em 6¢ 125,8 (C-5), 141,0 (C-8), 126,7 (C-9),
com um carbono olefinico oxigenado em dc 167,2 (C-6) e com um grupo carbonila da
para-quinona em dc 187,7 (C-14). Esses dados confirmam a sua posi¢édo em C-7. O
deslocamento quimico de C-7 esta abaixo do esperado para um carbono olefinico, o
que pode ser explicado por estar vizinho a um carbono ligado a um grupo hidroxila.
Os pares de elétrons nao ligantes no atomo de oxigénio da hidroxila podem migrar
para a ligagdao C-O por efeito de deslocalizacédo eletrénica, originando uma carga
parcialmente negativa em C-7. A carga negativa implica no aumento da densidade
eletrénica em C-7, causando protec¢ao desse carbono, diminuindo o seu deslocamento
quimico. (ESQUEMA 11).

ESQUEMA 11 — EFEITO DE DESLOCALIZAGAO ELETRONICA JUSTIFICANDO O
DESLOCAMENTO QUIMICOS DE C-7

e O
6 7 &)
HO :) HO

L @ _
FONTE: o autor.
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FIGURA 62 — MAPA DE CORRELACAQ A LIGAGCAO DIRETA (HSQC) "H-"°C DE SV7
(CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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FIGURA 63 - MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA (HMBC) 'H-'3C DE SV7
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Os sinais em 6+ 4,12 e 2,71 revelaram no HSQC correlagdo com o mesmo
carbono em &c 31,1, confirmando tratar-se de um grupo metileno. No HMBC o sinal
em oH 4,12 correlacionou com os carbonos em 6¢c 108,9 (C-1), C-9, além do grupo
carbonila em 6¢c 181,5 (C-11). Esses dados confirmam a posi¢céo destes hidrogénios
em C-20 (FIGURA 64). A n&o equivaléncia desses hidrogénios pode ser explicada
pela conformacao adotada pelo anel B, que deve deixar um dos hidrogénios do grupo
metileno (H-20a) na regiao de desblindagem do grupo carbonila. Essa conformacéao
pode ser consequéncia da hidroxila em C-6. A proximidade entre essa hidroxila e o
grupo metila em C-4 levaria o anel B a assumir uma conformag&o que diminuiria as
interacdes estéricas entre esses dois grupos. Esse efeito também é visto nos grupos
metila do grupo isopropila, que também nao s&o equivalentes, diferentemente das

demais substancias ja descritas que ndo possuem substituigdo em C-6.

FIGURA 64 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV7

Diante destes e dos demais sinais observados no espectro de RMN de "H, bem
como das correlagdes no HSQC e HMBC (TABELA 20) a estrutura de SV7 (FIGURA
59, p. 132) foi proposta como um derivado da isofruticulina A, um nor-icetexano inédito

na literatura, para o qual foi sugerido o nome de 6-hidroxi-isofruticulina A.
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TABELA 20 — DADOS DE RMN DE SV7 (CLOROFORMIO-d, 400 MHz)

SV7
Posigdo 3 5 mult (J em Hz) HMBC ('H—'3C)
1 108.9 6,65 d (2.3) 1,3,5.20
2 1612 ] ]
3 116,7 6,67 d (2,3) 125
4 1391 ] ]
5 1258 ; ;
6 167,2 ; ;
7 98,2 6,43 s 5,6,8,9,14
8 141,0 ] -
9 127.6 - -
10 1253 i ;
11 181,5 i -
12 1518 ; ;
13 123,8 i -
14 1877 ; ;
15 24,2 3,37 qq (7.1) 12,13,14,16,17
16 20,1 1,20 d (7,1) 13,1517
17 20,1 118 d (7.1) 13,15,16
18 226 239 s 3,45
412 d (12,2)° 1911
20 31,1 2,71d (12,2)° 18
12-OH ; 7.21 sl 11,12,13
2-OCH, 55,3 3,80 s 2
aHa, °Hb.

O espectro de massas de alta resolugédo (FIGURA 65) confirmou a estrutura de

SV7. Foi observado um pico em m/z 339,1289 para um ion [M-H]  (massa exata:

339,1232 para C20H1905), 0 que permitiu atribuir a férmula molecular C20H2004 para

SV7, confirmando a estrutura proposta por RMN.
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FIGURA 65 — ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO DE SV7
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O espectro de absor¢ao na regidao do UV-Vis (FIGURA 66) revelou um perfil
similar ao obtido para SV4 (demetilisofruticulina A, FIGURA 46, p. 122), confirmando
tratar-se de um derivado. O espectro forneceu quatro bandas de absorcao (transigdes
eletrénicas do tipo m — m*). Trés mais intensas na regido do ultravioleta com maximos
de absorgdo em Aimax 212, 278 e 319 nm, indicativos de ligagbes duplas de anel
aromatico substituido, e outra banda menos intensa na regido do visivel em Amax 509
nm, caracteristico de conjugacgdo entre varias ligagdes duplas (C-sp?), o que esta

coerente com cor vermelha de SV7.
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FIGURA 66 — ESPECTRO DE ABSORGAO NA REGIAO DO UV-VIS DE SV7
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O espectro de absorgao na regido do infravermelho (FIGURA 67) indicou a
presenca de grupos hidroxila com bandas em 3479 e 3399 cm-', referente aos grupos
hidroxila em C-6 e C-12. Ha também duas bandas em 2919 e 2844 cm’,
caracteristicas da deformacgao axial das ligagdes C-H de grupos metila, metilénicos e
metinicos; uma banda em 1649 cm! tipica de vibragdes de grupos carbonila da para-
quinona; duas bandas em 1462 e 1419 cm™, resultantes da deformagédo angular de
ligagbes C-H; e finalmente, uma banda em 1291 cm-', tipica de deformacgéo axial de
ligacdo C-O.

FIGURA 67 — ESPECTRO DE ABSORGAO NA REGIAO DO IV DE SV7
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1.6.2 Identificagdo dos diterpenos tipo dinor-icetexanos

Nesse topico serdo descritos trés diterpenos dinor-icetexanos (SV8-SV10).
Esses diterpenos apresentam um esqueleto carbénico triciclico (C6-C6-C6), em um
arranjo linear, similar ao antraceno. Acredita-se, que estes diterpenos sdo formados a
partir dos icetexanos, que sofreriam rearranjo e perda de dois carbonos (C-6 e C-19)
(SORIANO-GARCIA et al., 1987). Deste modo, sugere-se que a biogénese desses
diterpenos pode ocorrer a partir do icetexeno. Similar ao descrito anteriormente para
os nor-icetexano (ESQUEMA 9, p. 99), os dinor-icetexanos podem ser obtidos
inicialmente pela descarboxilagdo em C-19 e perda dessa mestila. Em seguida uma
oxidagédo pode ocorrer em C-6, originando um grupo cetona nessa mesma posigao,
de tal modo a favorecer uma reacgao de eliminagao (perda de grupo CO), resultando
na contragao do anel B de sete para seis membros (ESQUEMA 12) (OLIVEIRA, 2017).

ESQUEMA 12 — PROPOSTA DE BIOGENESE DOS dinor-ICETEXANOS A PARTIR DO

ICETEXENO
0: ()
—_—
| wor N QU
18 "19 HO;=O -COZ 18
icetexeno O, | NADPH
(esqueleto basico icetexano) 2

o

O — O e O

6
co 0 LA
nor-icetexano

FONTE: adaptado de OLIVEIRA, 2017.

Além disso, ha poucos relatos na literatura desses diterpenos, o que os torna
raros na natureza. Os dados obtidos nos espectros de RMN de 'H revelaram
similaridade com os icetexanos isolados e identificados nesse trabalho (SV1-SV7),

como sera discutido a seguir.



141

1.6.2.1 Identificagdo de SV8 e determinagéo estrutural de SV9

As substancias SV8 e SV9 (FIGURA 68) foram isoladas, separadamente,

como solidos de coloragéo laranja. Os dados obtidos de RMN de 'H revelaram valores

de descolamentos quimicos muito proximos para as duas substancias.

FIGURA 68 — ESTRUTURA QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS SV8 E SV9

SV9
Iniciando por SV8, o seu espectro de RMN de 'H (FIGURA 69 e 70) mostrou
sinais caracteristicos dos substituintes dos anéis A e C ja descritos nesse trabalho

para as substancias anteriores, mas com deslocamentos quimicos maiores.

FIGURA 69 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV8 (CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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Os sinais tipicos dos sinais do anel A foram identificados por dois dupletos em
oH 7,16 e 7,14 (1H, J = 2,4 Hz, H-3 e H-1), tipico dos hidrogénios em acoplamento
meta; um simpleto de um grupo metila em on 2,74 (3H, H-18); e outro simpleto de um
grupo metoxila em 61 3,95 (3H, 2-OCHs). Ja os substituintes do anel C também
estavam mais desprotegidos. Foi observada a presenga do grupo isopropila como um
hepteto em 61 3,49 (1H, J = 7,2 Hz, H-15) e um dupleto em &4 1,35 (6H, J = 7,2 Hz,
H-16 e H-17). O sinal de um grupo hidroxila foi observado como um simpleto-largo em
dH 7,55 (1H, 12-OH). E ainda, foram observados dois simpletos, integrando para um
hidrogénio cada, em 61 8,70 e 8,45. Os seus valores de deslocamento quimico
indicam que os dois estdo proximos a uma regidao de desblindagem, como aquela

causada pelos grupos carbonila da para-quinona (anel C).

FIGURA 70 — AMPLIACAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV8
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O espectro de RMN de "3C{'H} (FIGURA 71) revelou o total de 18 sinais, dos
quais o sinal em éc 55,5 pode ser atribuido ao grupo metoxila em C-2. Considerando
a equivaléncia dos grupos metila C-16 e C-17, esses dados apontam que SV8 possui

em seu esqueleto basico 18 atomos de carbono, ou seja, trata-se de um dinor-
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diterpeno. Além do sinal caracteristico das duas metilas equivalentes do grupo
isopropila em &¢ 19,9 (H-16 e H-17), também foram observados os sinais de um grupo
metila ligado ao anel aromatico em dc 19,4 (C-18); de um carbono alifatico em ¢ 24,9
(C-15) e das duas carbonilas do grupo para-quinona em dc 184,3 (C-14) e 181,7 (C-
11). Os sinais restantes foram atribuidos a carbonos sp?: dois oxigenados em §c 159,7
(C-2) e 153,7 (C-12), seis nao hidrogenados em o¢c 139,2 (C-4), 130,5 (C-5), 126,8 (C-
8), 126,2 (C-9), 136,5 (C-10) e 130,3 (C-13), e os demais foram atribuidos a carbonos
hidrogenados visto a presenca de correlagées no HSQC (FIGURA 73).
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Observando o HSQC foi possivel definir que o hidrogénio em 61 8,70 esta
ligado ao carbono em 6¢ 125,2. No HMBC (FIGURA 74), este hidrogénio correlacionou
com os carbonos em oc 139,2 (C-4), 126,2 (C-9), 136,5 (C-10) e 184,3 (C-14),
confirmando a sua localizagdo em C-7 (anel B). Por outro lado, o sinal em 61 8,45 esta
ligado ao carbono em &¢ 127,6, e apresentou correlagées no HMBC com os carbonos
em 6c 106,1 (C-1), 130,5 (C-5), 126,8 (C-8) e 181,7 (C-11), estando, portanto, em C-
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20 (anel B). A posigao desses dois hidrogénios (H-7 e H-20) esta de acordo com os

seus deslocamentos quimicos, uma vez que ambos estdo proximos aos grupos
carbonila (C-11 e C-14) (FIGURA 72). E ainda, o espectro de RMN de 'H néo

apresentou quaisquer sinais de hidrogénios alifaticos, além daqueles atribuidos ao

grupo isopropila e ao grupo metila em C-4, indicando que SV8 nao contém um anel

de sete membros (anel B) como nas demais substancias ja descritas.

FIGURA 72 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV8

FIGURA 73 — MAPA DE CORRELACAQ A LIGAGAO DIRETA 'H-"*C (HSQC) DE SV8
(CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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FIGURA 74 — MAPA DE CORRELA(}AQ A LONGA DISTANCIA "H-3C (HMBC) DE SV8
(CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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Os dados descritos e os demais dados de RMN (TABELA 21) levaram a
identificacdo de SV8, um diterpeno com esqueleto dinor-icetexano, conhecido por
fruticulina B (FIGURA 68, p. 141). Esta € uma substancia rara na natureza, com
apenas dois relatos de ocorréncia, tendo sido isolada pela primeira vez na espécie
Salvia fruticulosa (RODRIGUEZ-HAHN et al., 1989), e encontrada anteriormente nas
folhas de S. lachnostachys (OLIVEIRA et al., 2016).
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TABELA 21 — DADOS DE RMN DE SV8 (CLOROFORMIO-d, 400 MHz) COMPARADO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA FRUTICULINA B (CLOROFORMIO-d, 400 MHz; OLIVEIRA et al.,

2016)
Sv8 Fruticulina B
Posicédo 31 mult HMBC S1 mult
dc 1 13 dc
(Jem Hz) ("H->"C) (Jem Hz)

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

2 159,8 - - 159,7 -

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

4 139,2 - - 139,2 -

5 130,6 - - 130,5 -

7 125,2 8,69 s 5,6,8,9,14 125,2 8,69 s

8 126,9 - - 126,8 -

9 126,3 - - 126,2 -

10 136,5 - - 136,5 -

1 181,7 - - 181,7 -

12 153,8 - - 153,7 -

13 130,4 - - 130,3 -

14 184,3 - - 184,3 -

15 24,9 3,49 hept (7,2) 12,13,14,16,17 24,8 3,49 hept (7,2)

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

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

18 19,4 2,74 s 3,4,5 19,5 2,73 s

20 127,7 8,45 s 1,9,11 127,6 8,45 s
12-OH - 7,55 sl 11,12,13 - 7,55 s/
2-OCH; 55,4 3,95 s 2 55,4 3,94 s

A substancia SV9 (FIGURA 68, p. 141) apresentou no espectro de RMN de 'H
sinais muito semelhantes aos obtidos para fruticulina B (SV8). Na sobreposi¢cao dos
dois espectros de RMN de 'H de SV8 e SV9 (FIGURAS 75 e 76) é possivel identificar

os sinais caracteristicos dos substituintes presentes nos anéis A, B e C. Entretanto,

foi verificada a auséncia em SV9 do sinal do grupo metoxila em 61 3,94 (2-OCHz3), que

havia sido observado em SV8, sugerindo a presenca de um grupo hidroxila na posigao

C-2.
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FIGURA 75 — SOBREPOSIGAO DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H DE SV9 (A, ACETONA-ds, 400
MHz) COM SV8 (B, CLOROFORMIO-d, 400 MHz)
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FIGURA 76 — AMPLIACAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV9
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Observando o HMBC (FIGURA 79) foi possivel deduzir a presenga dos dois
grupos hidroxila nas posi¢cbes em C-2 e C-12. O hepteto em &4 3,51 (H-15 do grupo
isopropila, anel C) revelou correlagdo com um carbono olefinico oxigenado em 156,0,
tipico de C-12, como nas demais substancias ja identificadas nesse trabalho. Além
disso, os dupletos em on 7,33 e 7,25 (H-1 e H-3, hidrogénios do anel A)
correlacionaram com o carbono em 158,6 (C-2), tipico do carbono de anel aromatico
com um grupo hidroxila (FIGURA 77).

FIGURA 77 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV9

FIGURA 78 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGACAO DIRETA "H-'3C (HSQC) DE SV9 (ACETONA-

ds, 400 MHz)
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FIGURA 79 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA "H-*C (HMBC) DE SV9 (ACETONA-
ds, 400 MHz)
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Diante dos sinais apresentados, em conjunto com os demais observados no
espectro de RMN de 'H e nos mapas de correlagdes HSQC (FIGURA 78) e HMBC
(TABELA 22) foi possivel atribuir a estrutura de SV9 (FIGURA 68, p. 141), identificada
como um derivado da fruticulina B (SV8), uma substancia inédita na literatura, a qual

foi nomeada como demetilfruticulina B.
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TABELA 22 — DADOS DE RMN DE SV9 (ACETONA-ds, 400 MHz)
bosica SVo
e 5o 5 mult (J em Hz) HMBC ('H—'3C)

1 110.4 7.33d(1.9) 23,20
2 158,6 ] i
3 123.8 7,25 d (1,9) 5,18
4 140,1 i }
5 130,0 ; ;
7 1252 8,62 s 4,9,10,14
8 1284 - ]
9 1275 - ;
10 137.8 - ;
11 1824 - ;
12 156,0 i i
13 1308 - ;
14 184.6 i i
15 25,4 3,51 hept (7,0) 12,13,14,16,17
16 20,2 1,34 d (7,0) 13,1517
17 20,2 1,34 d (7,0) 13.15,16
18 19,2 275 s 345
20 1262 8,35 s 1511

A fim de confirmar a estrutura atribuida a SV9, foi realizado o espectro de

massas de alta resolu¢do no modo negativo (FIGURA 80). Este forneceu um pico em

m/z 295,0984 [M-1]-, compativel com a férmula C1sH1504, (massa exata: 295,1112 g

mol") indicando que SV9

com a estrutura proposta.

possui a formula molecular C1sH1604, estando de acordo

FIGURA 80 — ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO DE SV9
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O espectro de absorgao na regiao do UV-Vis (FIGURA 81) revelou um perfil

diferente daqueles obtidos

para os icetexanos anteriores. Foi possivel identificar trés
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bandas, sendo duas bastante intensas, que podem ser atribuidas aos anéis
aromaticos substituidos, com maximos de absor¢cdo em Amax 227 € 303 nm, e outra
banda menos intensa que foi observada em Amax 452 nm, correspondente a
conjugacéo de ligagdes duplas (C-sp?), o que justifica a cor laranja apresentada por
SV9.

FIGURA 81 — ESPECTRO DE ABSORGAO NA REGIAO DO UV-VIS DE SV9 (MEOH)
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E por fim, foi realizado o espectro de absorgéo no IV (FIGURA 82), através do
qual foi possivel confirmar a presenga dos dois grupos hidroxila em C-2 e C-12
correspondente as bandas em 3392 e 3388 cm'. Adicionalmente, foram observadas
duas bandas, caracteristicas de deformacao axial de ligagdes C-H do grupo isopropila
em 2916 e 2836 cm™'. O grupo para-quinona (anel C) foi confirmando através da banda
em 1653 cm™, enquanto que bandas tipicas do anel aromatico foram observadas em
1609 cm™' (ligagbes duplas do anel), 971 e 748 cm! (deformagéo angular das ligagdes
C-H do anel). Foram ainda observadas bandas em 1386 cm', caracteristica de
deformagao angular de ligagdes C-H do grupo isopropila, e em 1268 e 1188 cm', que

podem ser atribuidas a deformagao axial das ligagdes C-O.
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FIGURA 82 — ESPECTRO DE ABSORGAO NA REGIAO DO IV DE SV9
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1.6.2.2 Determinacao estrutural de SV10

A substancia SV10 (FIGURA 83) foi isolada como um sdélido vermelho em
mistura com SV18. Apesar disso, foi possivel identificar os seus sinais. O espectro de
RMN de "H revelou sinais em comum com os dinor-icetexanos descritos neste topico,

indicando o0 mesmo esqueleto carbdnico basico.

FIGURA 83 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA SV10

O espectro de RMN de 'H (FIGURAS 84 e 85) apresentou valores de
deslocamento quimico muito préximo aos obtidos para SV9 (demetilfruticulina B,
TABELA 22, p. 150). Foram observados os sinais caracteristicos dos substituintes do
anel Aemon 7,63 e 7,28 (d, J = 2,5 Hz, H-1 e H-3), caracteristicos dos hidrogénios
em acoplamento meta e o sinal de uma metila em 2,72 (s, H-18). O anel C também
pode ser confirmado pela presenca do grupo isopropila que apresentou sinais em 6n
3,50 (hept, J = 7,2 Hz, H-15) e 1,33 (d, J = 7,2 Hz, H-16 e H-17). Entretanto, foi
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observado somente um hidrogénio aromatico referente ao anel B, um simpleto em dx
8,18. Adicionalmente, foi observado um sinal desprotegido em &4 12,91, o qual é tipico
do hidrogénio de um grupo hidroxila em ligagao intramolecular de hidrogénio. Diante
disso, foi possivel sugerir a posigao desta hidroxila (6n 12,91) em C-7 ou C-20 (anel
B).

FIGURA 84 — ESPECTRO E RMN DE "H DE SV10 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds,
600 MHz)
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FIGURA 85 — AMPLIAGAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV10

@ 2 2 3 88
— ] P~ = P= =
| N
20-OH
r T B I I I A R M
1290 ppm  B.1B0 8175 ppm 764 V63 pp
2 s E298% s b o
mom e omomomom 0l - -
(I | | | | |
H-16 e H-17
272 1.34

Observando o HSQC (FIGURA 87) foi possivel definir que o sinal em 61 8,17
esta ligado ao carbono em d&c 118,4. No HMBC (FIGURA 88) este hidrogénio
apresentou correlagbes com os carbonos em &¢c 141,1 (C-4), 130,8 (C-5), 108,3 (C-9)
e com a carbonila da para-quinona em &¢c 183,5 (C-14). Ja a hidroxila em 61 12,91 (20-
OH) correlacionou com os carbonos C-9, em 6¢ 130,3 (C-10) e 161,7 (C-20). Diante

dessas correlagdes pode-se confirmar que o hidrogénio em o+ 8,17 estava na posigao
C-7 e a hidroxila em C-20 (FIGURA 86).

FIGURA 86 — PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV10
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FIGURA 87 — MAPA DE QORRELA(}AO A LIGAGAO DIRETA "H-°C (HSQC) DE SV10
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHz)
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FIGURA 88 — MAPA DE QORRELAQAO A LONGA DISTANCIA "H-3C (HMBC) DE SV10
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)
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Diante dos dados apresentados e os demais observados nos mapas de
correlagao HSQC e HMBC (TABELA 23) foi proposta a estrutura SV10 (FIGURA 83,
p. 152), uma substancia inédita na literatura, a qual foi nomeada como 20-hidroxi-

demetilfruticulina B.

TABELA 23 — DADOS DE RMN DE SV10 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)

bosicn SV10

el . 5 mult (J em Hz) HMBC ('H—'°C)
1 1058 7.63d(2,5) 2.3
2 162,3 ] -
3 1243 7,28 d (2,5) 15
4 1411 ] ;
5 130,8 ; ;
7 118.4 8,18 s 45914
8 n.o - -
9 108,3 ; ;
10 130,3 - -
11 n.o - -
12 n.o - -
13 131,8 ; ;
14 1835 ] -
15 25,7 3,50 hept (7,2) n.o
16 20,2 133d(7.2) 13,1517
17 20,2 133d(7.2) 13,15,16
18 19,4 272s 34,5
20 1617 ] -

20-OH ; 12,91s 9,10,20

n.o = ndo observado.
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1.6.3 Proposta de biogénese para os icetexanos identificados (SV1-SV10)

Como ja mencionado anteriormente, os diterpenos com esqueleto carbdnico
icetexano podem ser originados a partir do esqueleto basico abietano. Estes séo
biossintétizados no organismo vegetal por meio de conexdes de unidades isoprénicas,
originadas a partir de duas rotas principais, a rota do mevalonato (MEV) e a rota do
metileritritol fosfato (MEP) (ESQUEMAS 1-4, p. 57-60) (DEWICK, 2009).

A biogénese dos nor-icetexanos e dos dinor-icetexanos podem ocorrer a partir
de um rearranjo do precursor abietadieno, o qual apresenta o esqueleto basico dos
abietanos. Uma vez formado o esqueleto nor-icetexano podem ocorrer algumas
reacoes envolvendo isomerizacdes e oxidacdes, as quais levariam a formagao do
grupo a—hidroxi-B—isopropil-benzoquinona (anel C), além da inser¢do de um grupo
hidroxila em C-2. A substancia SV2 (demetilfruticulina A) podera ser formada apdés
oxidagcao em C-7 e C-20. Por outro lado, SV1 (fruticulina A) pode ser derivada de SV2,
apos uma oxidacao e O-metilagdo pela SAM (adenosina metionina) em C-2. Além
disso, SV4 (demetilisofruticulina A) também pode ser formada a partir de SV2 apdés
uma isomerizagao do anel B. E por sua vez, SV4 podera fornecer SV6 (20-hidroxi-
demetilisofruticulina A) mediante uma oxidagcdo em C-20. A formacdo de SV3
(isofruticulina A) poderia ocorrer através de uma isomerizagao de SV1. E por fim, os
nor-icetexanos SV5 (20-hidroxi-isofruticulina A) e SV7 (6-hidroxi-isofruticulina A)
poderdo ser obtidos apdés oxidagdo nas posigcdes C-20 e C-6, respectivamente
(ESQUEMA 13) (OLIVEIRA, 2017).
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ESQUEMA 13 — PROPOSTA DE BIOGENESE DOS nor-ICETEXANOS (SV1-SV7) A PARTIR DO
PRECURSOR ICETEXANO

O  OH
20
” isomerizagéo O. O; HO 2@
—_— _
NADPH 5
7
.

nor-icetexano 0, l NADPH
@]
20
HO O 0. HO isomerizagdo
T -~
NADPH
20-hidroxi-demetilisofruticulina A (SV6) demetilisofruticulina A (SV4) demetilfruticulina A (SV2)
SAM O-metilagdo SAM ‘ O-metilagdo SAM ‘ O-metilagdo
HCO O 0, H3CO H,CO
- isomerizagao
-
NADPH
20-hidroxi-isofruticulina A (SV5) isofruticulina A (SV3) fruticulina A (SV1)
0, L NADPH

O OH
HaCO QO
‘ 0
HO

6-hidroxi-isofruticulina A (SV7)

FONTE: adaptado de OLIVEIRA, 2017.

Os demais icetexanos identificados, cujo esqueleto carbdnico séo do tipo dinor-
icetexanos poderiam ser obtidos a partir do icetexeno, devidamente apresentado no
ESQUEMA 12, p. 140. Entretanto, esses diterpenos poderiam ter sido formados a
partir da demetilfruticulina A (SV2). Que por sua vez poderia sofrer uma oxidagédo em
C-6, resultando em um grupo cetona nessa mesma posig¢ao, podendo favorecer uma
reagao de eliminagdo e aromatizagado do anel B, resultando na obtengao do dinor-
icetexano SV9 (demetilfruticulina B). Ja a substancia SV8 (fruticulina B) poderia ser
formada por meio de uma oxidagdo seguida por uma O-metilagdo. Por outro lado,
SV10 (20-hidroxi-demetilfruticulina B) deriva de SV9, podendo ser obtida apos
oxidagao (ESQUEMA 14) (OLIVEIRA, 2017).
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ESQUEMA 14 — PROPOSTA DE BIOGENESE DOS dinor-ICETEXANOS (SV8-SV10) A PARTIR DO
DA DEMETILFRUTICULINA A

O OH
- 9 i m
A~ "CE
o

demetilfruticulina A (SV2) demetilfruticulina B (SV9)
O-metilagcao
SAM O, j NADPH
OH O
fruticulina B (SV8) 20-hidroxi-demetilfruticulina B (SV10)

FONTE: adaptado de OLIVEIRA, 2017.

1.6.4 ldentificagao dos diterpenos tipo clerodano

Os diterpenos do tipo clerodano sao constituintes muito comuns em espécies
do género Salvia. Estes podem sofrer diversos tipos de rearranjos, levando a
diferentes esqueletos carbénicos, incluindo uma fusao cis ou trans entre os anéis (C-
5e C-10) (LI etal., 2016). De S. melissiflora foram isolados quatro clerodanos. Destes,
dois apresentaram uma fuséo cis entre os anéis (SV11 e SV13), e um apresentou a
fusdo trans (SV12). Ja a substancia SV14 foi identificada como um seco-clerodano,
pois houve a quebra da ligagdo carbono-carbono entre C-9 e C-10 (FIGURA 89). A

identificacdo dessas substancias sera descrita a seguir.

FIGURA 89 — ESQUELETO BASICO DO CIS-CLERODANO E SECO-CLERODANO

cis-clerodano (clerodano) trans-clerodano (neo-clerodano) seco-clerodano
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1.6.4.1 Identificacdo de SV11 e determinacao estrutural de SV12

As substancias SV11 e SV12 (FIGURA 90) foram isoladas, separadamente,
como solidos incolores. Ao analisar os espectros de RMN de 'H das duas substancias

foi possivel determinar semelhancas entre eles.

FIGURA 90 — ESTRUTURA QUIMICA DAS SUBSTANCIAS SV11 e SV12

15

(@)

Y
13Y

12

SV11 SvV12

Iniciando por SV11, o seu espectro de RMN de '"H (FIGURA 91 e 92) revelou
trés sinais de hidrogénios olefinicos em um sistema de spins, sendo um tripleto em o1
7,45 (1H, J = 1,6 Hz, H-16), um duplo-dupleto em 61 7,39 (1H, J = 2,5 e 1,6 Hz, H-15)
e um simpleto-largo em 61 6,40 (1H, H-14). Esse conjunto de sinais é caracteristico
de um anel furano monossubstituido. Ainda na mesma regiao do espectro foi
observado um tripleto em 61 6,90 (1H, J = 3,6 Hz, H-3) que foi atribuido a outro

hidrogénio olefinico, vizinho a um grupo metileno.



161

FIGURA 91 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV11 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-

ds, 400 MHz)
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FIGURA 92 — AMPLIAGAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV11
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O espectro de RMN de 'H também revelou diversos sinais na regido de
hidrogénios oximetinicos, metinicos e metilénicos. Dentre estes destacam-se um
duplo-tripleto em &4 5,65 (1H, J = 8,2 e 1,8 Hz, H-12), caracteristico de um hidrogénio
oximetinico vizinho a um grupo metilénico, o qual foi indentificado como um duplo-
dupleto em &1 2,89 (2H, J = 15,9 e 8,2 Hz, H-11a). Ainda na mesma regiéo, foi
observado um duplo-dupleto em &4 4,37 (1H, J = 8,5 e 1,3 Hz, H-19a); a maior
constante de acoplamento (J = 8,5 Hz) foi observada para um dupleto em 61 4,30 (1H,
J = 8,5 Hz, H-19b), indicando a presenga de dois hidrogénios geminais; a menor
constante observada (1,3 Hz) sugeriu um acoplamento em “W”, o qual ocorre através
de quatro ligagées (*J). Outro dupleto em &+ 2,56 (1H, J = 4,3 Hz, H-8) foi atribuido a
um hidrogénico metinico. Ja na regido de hidrogénios metilicos foi observado um
simpleto em o1 1,28 (3H, H-20), indicando um grupo metila. Esses dados apontam
que SV11 é um diterpeno do tipo clerodano, tendo um anel furano (ALMANZA et al.,
1997).

Uma vez determinado o esqueleto principal, os demais sinais puderam ser
atribuidos com o auxilio dos mapas de correlacdo HSQC e HMBC (FIGURAS 96 e
97). O sinal em 6+ 5,65 (H-12) revelou através do HSQC estar ligado ao carbono em
dc 71,7, e no HMBC correlacionou com um carbono quaternario em éc 42,4 (C-9), um
carbono metilénico em &c 34,8 (C-11), com um carbono olefinico em d¢ 126,9 (C-13)
e com uma carbonila de éster em 6¢c 174,8 (C-17). A correlagdo com essa carbonila
sugere a presencga de um 4-lactona saturada, muito comum nesse tipo de diterpeno
(ALMANZA et al., 1997). Os sinais em 1 7,45 (H-16, anel furano) também mostraram
correlacdo com C-12, além dos outros carbonos olefinicos do anel furano em 6c 108,5
(C-14) e 144,5 (C-15). Diante disso, foi possivel atribuir a posigdo da carbonila da &-
lactona em C-17 e a do anel furano em C-12 (FIGURA 93).

FIGURA 93 — CORRELACOES OBSERVADAS NO HMBC PARA H-12 E H-16 DE SV11
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Os sinais em 614,37 (H-19a) e 4,31 (H-19b) apresentaram no HSQC correlagao
0 mesmo carbono em &c 71,6 (H-19). No HMBC ambos os sinais correlacionaram com
um carbono olefinico em 6¢ 132,0 (C-4), um carbono quaternario em 6c 47,3 (C-5), um
carbono metilénico em &¢c 31,4 (C-6), um carbono quaternario oxigenado em &¢ 73,8
(C-10) e uma carbonila de éster em 6¢c 170,5 (C-18). Ja o hidrogénio olefinico em &n
6,90 (H-3) correlacionou no HSQC com o carbono em &¢ 136,3 (C-3), e no HMBC com
os carbonos em &¢c 26,3 (C-1), 23,3 (C-2), C-5 e C-18. Em conjunto esses dados
apontam para a presenc¢a de uma ligacao dupla entre C-3/C-4, uma hidroxila em C-
10, e o grupo carbonila da y-lactona em C-18, estando o anel da y-lactona vizinho a
um grupo metileno. (FIGURA 94).

FIGURA 94 — CORRELACOES OBSERVADAS NO HMBC PARA H-3 E H-19A E H-19B DE SV11

E por fim, a metila observada em &1 1,28 (H-20) apresentou correlagbes no
HMBC com os carbonos em oc 42,4 (C-9), C-10 e com C-11, enquanto que o
hidrogénio em 2,57 (H-8) revelou, pelo HSQC, estar ligado ao carbono em &¢ 43,6 (C-
8), e mostrou no HMBC correlagdes com dois carbonos metilénicos em 31,4 (C-6) e
16,6 (C-7), com C-9, C-10 e com a carbonila de éster da é-lactona em C-17. Por meio
destas correlacdes foi possivel determinar um segundo anel de seis membros em

SV11, o qual esta vizinho ao grupo é-lactona (FIGURA 95).



FIGURA 95 — CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC POR H-8 E C-20 DE SV11
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FIGURA 96 — MAPA DE CORRELAQAO A LIGAQAO DIRETA 'H-"3C DE SV11 (CLOROFORMIO-d +
GOTAS DE METANOL-ds, 400 MHz)
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FIGURA 97 — MAPA DE CORRELAGCAO A LONGA DISTANCIA "H-'3C DE SV11 (CLOROFORMIO-d
+ GOTAS DE METANOL-ds, 400 MHz)
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Diante dos dados apresentados e dos demais observados no espectro de RMN
de "H e nos mapas de correlagbes HSQC e HMBC (TABELA 24) foi possivel identificar
SV11 (FIGURA 90, p. 160) como um diterpeno clerodano conhecido como ent-(5R,
9R)-15,16-epoxi-10S-hidroxicleroda-3,13(16),14-trieno-17,12S;18,19-diolideo, para o
qual sugerimos o nome comum de melissiflorina A. Embora conhecido, € um diterpeno
raro na natureza, tendo sido isolado anteriormente somente de Salvia haenkei
(ALMANZA et al., 1997).

Devido a presenga de centros estereogénicos em SV11 foi determinada a sua
rotacao especifica. O valor encontrado foi de -104,12, estando proximo do valor da
literatura para um enantidbmero puro que foi de -115 (ALMANZA et al., 1997),

confirmando a estereoquimica atribuida para o clerodano SV11.
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TABELA 24 — DADOS DE RMN DE SV11 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 400 MHz)
EM COMPARAGCAO COM OS DADOS DA LITERATURA PARA ENT-(5R, 9R)-15,16-EPOXI-10S-
HIDROXICLERODA-3,13(16),14-TRIENO-17,12S;18,19-DIOLIDEO (CLOROFORMIO-d, 200 MHz,

ALMANZA et al., 1997)

Ent-(5R, 9R)-15,16-epoxi-10S-

SV11 hidroxicleroda-3,13(16),14-
Pos. trieno-17,12S;18,19-diolideo
5 Sn mult HMBC 5c Sn mult
(Jem Hz) ("H—>"C) (Jem Hz)
1 26,3 1,93-1,70 m 2,3,5,10 26,1 1,70me 1,95 m
2 23,3 2,41 m* 1,3,4,10 23,2 2,36 me 2,56 m
3 136,3 6,90 ¢ (3,6) 1,2,5,18 135,7 6,90 ¢ (3,6)
4 132,0 - - 132,1 -
5 47,3 - - 47,3 -
6 31,4 1,70-1,50 m 5,7,8,10 31,3 1,70-1,50 m
7 16,6 2,18-1,70 m 5,6 16,5 2,18-1,70 m
8 43,6 2,57 d (4,3) 6,7,9,10,17 43,3 2,56 dI (4,4)
9 42,4 - - 42,1 -
10 73,8 - - 73,8 -
- a
1 34,8 2,89 ?%giv*gb 8.2) 9,10,12,13,20 34,6 2,88 dd (15,9; 8,2)
12 71,7 5,65 dt (8,2; 1,8) 9,11,13,17 71,3 5,65 dt (8,2; 1,7)
13 126,9 - - 126,8 -
14 108,5 6,40 s/ 13,15,16 108,5 6,39 m
15 144.,5 7,39 dd (2,5; 1,6) 13,14,16 1441 7,38 m
16 138,7 7,45t (1,6) 13,14,15 138,5 7,45t (1,7)
17 174,8 - - 174,0 -
18 170,5 - - 169,7 -
4,37 dd (8,5; 1,3)? 4,35 d (9,0)?
19 71,6 4,32 d (9,50 4,5,6,10,18 71,2 4.35d (9.0)°
20 27,3 1,28 s 9,10,11 27,3 1,27 s

*posigao central dada por HSQC; 2Ha, °Hb.

A substancia SV12 (FIGURA 90, p. 160) revelou em seu espectro de RMN de

'H (FIGURAS 98 e 99) muita similaridade com SV11, sugerindo tratar-se de um

isdbmero. Foi verificado a presenca do grupo furano monossubstituido, devido a
presenca dos sinais em 61 7,49 (dd, J = 2,4 e 1,6 Hz, H-16), 7,43 (t, J = 1,6 Hz, H-15)

e 6,45 (dd, J = 2,4 e 1,6 Hz, H-14). Foi também observado um conjunto de sinais

apresentados no espectro como um duplo-dupeto em 61 5,84 (J = 11,4 e 1,4 Hz), um

duplo-dupleto em &4 2,68 (J = 14,7 e 1,4 Hz) e um duplo-dupleto em &4 1,86 (J = 14,7

e 11,4 Hz). Esses sinais sao compativeis para um hidrogénio oximetinico vizinho a um

grupo metileno, os quais devem ser os hidrogénios em H-12 e H-11a e H-11b,

respectivamente. Esses sinais indicaram a presenca do grupo d-lactona, como foi

observado para SV11.
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FIGURA 98 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV12 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-

ds, 600 MHz)
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FIGURA 99 — AMPLIAQAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV12
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Observando o HSQC (FIGURA 101), o sinal em 81 5,84 (H-12) revelou estar
ligado ao carbono em 6c 72,9 e a longa distancia (HMBC, FIGURA 102) correlacionou
com os carbonos olefinicos do grupo furano em 6c 123,5 (C-13) e 140,0 (C-16),
indicando que o grupo furano esta ligado em C-12 do grupo &-lactona. O espectro de
RMN de 'H ainda revelou um dupleto em &c 4,63 (J = 9,0 Hz, H-19a) e um duplo-
dupleto em o1 4,03 (J = 9,0 e 1,9 Hz, H-19b). Esses dois sinais revelaram no HSQC
estarem ligados ao mesmo carbono em dc 72,8 (C-19), indicando um grupo metileno.
Por sua vez o hidrogénio H-19a correlacionou com os carbonos em ¢ 29,6 (C-6), 45,6
(C-5), 51,2 (C-4) e a carbonila de éster da y-lactona em 175,3 (C-18) (FIGURA 100).
Por meio desses dados foi possivel predizer que ndo ha uma ligagao dupla entre C-
3/C-4, devido a auséncia de correlagdo com um carbono olefinico. Além desses, uma
metila também foi observada como um simpleto em 61 1,08 (H-20).

A principal diferenca entre SV12 e SV11 foi a presenga de um conjunto de
sinais, visto no espectro como dois duplos-duplos-dupletos em 6+ 5,87 (J = 10,1, 4,5
e 2,2 Hz, H-2) e 5,80 (J = 10,1, 5,6 e 2,9 Hz, H-3), e um duplo-dupleto em &1 2,96 (J
= 5,6 e 3,0 Hz, H-4). Observando o HSQC foi possivel verificar que os sinais em n
5,87 e &1 5,80 estdo ligados aos carbonos em dc 125,5 (C-2) e oc 121,9 (C-3),
respectivamente, tratando-se de dois hidrogénios olefinicos. Diante disso, a constante
de acoplamento em J = 10,1 Hz indicou um acoplamento vicinal, apontando para uma
ligacdo dupla com configuracdo Z, em um anel de seis membros. Por outro lado, o
sinal em 61 2,96 (H-4) revelou tratar-se de um hidrogénio metinico, devido a correlagao
direta com o carbono em dc 51,2 (C-4). No HMBC este hidrogénio correlacionou com
C-2 e com a carbonila da y-lactona (C-18), enquanto que o sinal em 61 5,87 (H-2)
correlacionou com C-4 (FIGURA 100). Portanto, SV12 difere de SV11 na posi¢céo da

ligacao dupla no anel de seis membros, sendo agora entre C-2/C-3.



FIGURA 100 — PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADOS NO HMBC DE SV12
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FIGURA 101 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGAO DIRETA 'H-'*C DE SV12 (CLOROFORMIO-d

+ GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)
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FIGURA 102 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-3C DE SV12 (CLOROFORMIO-
d + GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)
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Diante do exposto, a substancia SV12 foi identificada como um isémero de
SV11 (melissiflorina A). De acordo com a revisao bibliografica realizada é conhecida
uma substancia com a mesma estrutura plana proposta para SV12, chamada de 7,8p3-
diidrodrosalviacoccina (FIGURA 103). Entretanto, ao comparar os dados de RMN foi
observada uma divergéncia na constante de acoplamento do sinal atribuido a H-8.
Para SV12 o sinal atribuido para esta posigao foi um tripleto em &4 3,61 (J = 1,8 Hz,
H-8) com correlagao direta com o carbono em &c 60,2 (C-8), enquanto que para a
7,8B-diidrodrosalviacoccina o sinal de H-8 foi observado como um duplo-dupleto em
dn 3,61 (J =9,0 e 6,0 Hz), e 0 carbono correspondente estava em ¢ 41,2. Portanto,
SV12 deve ter uma inversdo na estereoquimica de C-8, que agora apresenta o
hidrogénio H-8 em a, como SV11. Por outro lado, a orientagdo do grupo hidroxila em
C-10 foi considerada oposta a de SV11, em fungcédo do deslocamento quimico de C-
10 (8¢ 72,5) que é mais compativel com uma hidroxila em B (ORTEGA et al., 2017).
Essa orientagao da hidroxila torna SV12 um neo-clerodano, ou seja, com a fusao trans

entre C-5/C-10. Esta estereoquimica esta de acordo com o deslocamento quimico do
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grupo metila em C-20 (o1 1,08), que estd mais protegido do que o grupo metila de
SV11 (61 1,28), que é um cis-clerodano. Em geral, o grupo metila € mais protegido
nos neo-clerodanos do que nos cis-clerodanos (ALMANZA et al., 1997). Com estes e
os demais dados de RMN (TABELA 25) SV12 foi identificada como um epimero da
7,8p-diidrodrosalviacoccina, sendo denominada 7,8a-diidrosalviacoccina, uma

substancia inédita na literatura.

FIGURA 103 — ESTRUTURAS QUIMICAS DE SV12 E 7,8a-DIIDROSALVIACOCCINA
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TABELA 25 — DADOS DE RMN DE SV12 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHz)
EM COMPARACAO COM OS DADOS DA LITERATURA PARA 7,83-DIIDROSALVIACOCCINA
(DMSO-ds, 500 MHz, ORTEGA et al., 2017; PIRIDINA-ds, 90 MHz, SAVONA et al., 1982)

Posicao

©C o ~NOOBAWN =

-
o

11

12
13
14
15
16
17
18

19
20

Sv12 7,8p-diidrosalviacoccina
5c dH mult HMBC S SH mult
(J em Hz) ("H-"™C) (J em Hz)***
2,42 m*@ 2

29,2 2,29 dd (15,5 € 2,2)° 291 n-o
125,5 5,87 ddd (10,1, 4,5 e 2,2) 1,3,4,10 127,6 5,96 m
121,9 5,80 ddd (10,1, 5,6 e 3,0) 1,2,5,18 120,5 5,80 dd (10,5 e 3,0)
51,2 2,96 dd (5,6 e 3,0) - 51,1 3,20 dd (3,0 e 3,0)
45,6 - - 45,9 -
29,6 1,25 m* 5,7,8,10 28,8 n.o
20,5 2,02 m* 5,6 17,9 n.o
60,7 3,61 ¢(1,8) 6,7,9,10,17 41,2 3,61 dd (9,0 e 6,0)
45,7 - - 411 -

72,5 - - 72,9 ;

2,69 dd (14,7 e 1,4)? 2,87 dd (14,0 e 4,5)2

42,7 1,86 dd (14,7 e 11,4)° 9.10,12,13,20 38,3 1,70 dd (14,0 e 12,0)°
72,9 5,66 df (8,2; 1,8) 9,11,13,17 70,3 5,57 dd (12,5 e 4,5)
123,5 - - 124,5 -
108,4 6,45 dd (2,4 e 1,6) 13,15,16 109,3 6,65 m
143,9 7,43 t(1,6) 13,14,16 1444 7,65 m
140,0 7,49 dd (2,4 e 1,6) 13,14,15 140,4 7,65 m

n.o - - 175,3 -
175,3 - - 175,8 -

4,63 d (9,0)2 4,40 d (9,0)2

2.8 4,03 dd (9,0 e 1,9)° 4.5,6,10.18 .2 4,17 dd (9,0 e 1,0)°
24,2 1,08 s 9,10,11 21,2 0,93 s

*posigao central dada por HSQC; **piridina-ds (90 MHz), ***DMSO-ds, 500 MHz); 2Ha, PHb; n.o = ndo

observado.
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1.6.4.2 Determinacao estrutural de SV13

FIGURA 104 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA SV13

A substancia SV13 (FIGURA 104) revelou grande similaridade no espectro de
RMN de 'H (FIGURA 106 e 107) com SV11. Foram observados os sinais para uma
ligacao dupla entre C-3/C-4 (61 6,88, m), bem como os sinais de H-12 (o1 5,43, dd, J
= 8,3 e 8,3 Hz), H-19 (61 4,40, d, J = 8,3 e 1 4,31, d, J = 8,3 Hz) e H-20 (s, o1 1,19).
A principal diferenga residia na auséncia dos sinais caracteristicos do grupo furano. O
espectro de RMN de 'H revelou dois simpletos em &+ 7,07 (H-14) e 6,15 (H-15), que
apresentaram no HSQC (FIGURA 108) correlagdes com os carbonos em 6c 145,7 e
97,3, respectivamente. A correlacgdo com um carbono em &c 97,3 indicou um
hidrogénio dioximetinico. Ao observar o HMBC (FIGURA 109 e 110), o sinal em 6n
7,07 (H-14) revelou correlagées com um carbono olefinico em é¢c 137,6 (C-13) e com
uma terceira carbonila de éster em 6c 168,9 que deve estar em C-16. Esses dados
estdo de acordo com a presencga de uma y-lactona insaturada no lugar do anel furano
(SHIROTA et al., 2006) (FIGURA 118). A auséncia de acoplamento entre H-14 e H-
15 foi observada anteriormente em substancias com esse grupo (SHIROTA et al.,
2006) e pode ser consequéncia da orientagdo pseudo-axial de H-15, o que leva a um
angulo diedro de cerca de 90° entre H-14 e H-15.

Diante dos dados apresentados, em conjunto com os demais sinais observados
no espectro de RMN de 'H e nos mapas de correlagées HSQC e HMBC (TABELA 26),
bem como a comparagdo com os dados obtidos para SV11 (melissiflorina A) foi
proposta a estrutura quimica de SV13, como um derivado de SV11, com uma hidroxi-
y-lactona insaturada em C-12 (FIGURA 104). Essa substancia € inédita na literatura e

foi denominada melissiflorina B.
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FIGURA 105 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC PARA SV13
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FIGURA 106 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV13 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-
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FIGURA 107 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DOS SINAIS DE SV13
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FIGURA 108 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGAO DIRETA "H-"°C DE SV13 (CLOROFORMIO-d
+ GOTAS DE METANOL-ds 400 MHz)
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FIGURA 109 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-3C DE SV13 (CLOROFORMIO-
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TABELA 26 — DADOS DE RMN DE 'H DE SV13 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds,

600 MHz)
Posica SVi3
e 5 51 mult (J em Hz) HMBC ('H—'°C)
1 26.8 1,85-2,34 m 2
2 23,2 2,41 m* 4
3 135,3 6,88 m 15,18
4 132,2 - -
5 47.4 - -
6 31,3 1,62-1,80 m 9,10
7 16,3 1,85-2,34 m 8,10,17
8 43,9 2,64 m* 6,10,17
9 43,6 - -
10 73,5 - -
11 34,4 2,81 dd (15.,9; 8,3) e 1,93 m* 9,10,13,20
12 72,0 5,42 dd (8,3) 13
13 137,6 - -
14 1457 7,06 s 14,15
15 97,3 6,15 s n.o
16 168,8 - -
17 174,2 - -
18 170,2 - -
19 71,1 4,37 dd (8,3) e 4,32 d (8,3) 456,18
20 26,9 118 s 6,8,10

*sinal em sobreposicao, posi¢ao central dada por HSQC. n.o = ndo observado.

1.6.4.3 Identificacdo de SV14

FIGURA 111 — ESTRUTURAS QUIMICA DA SUBSTANCIA SV14
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A substancia SV14 (FIGURA 111) foi isolada como um sélido branco, e seus

dados de RMN foram similares aos obtidos para os diterpenos clerodanos descritos

anteriormente.
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O seu espectro de RMN de 'H (FIGURA 112 e 113) revelou o conjunto de sinais
caracteristicos do anel furano monossubstituido em 6 7,47 (s, H-16), 7,42 (t, J= 1,6
Hz, H-15) e 6,42 (s/, H-14), bem como os dois dupletos em 61 4,83 € 4,02 (J = 9,0 Hz),
tipicos dos hidrogénios em C-19 do anel da y-lactona, e os sinais de H-12 (o1 5,31,
dd, J = 11,8, 3,6 Hz), como nas substancias anteriores.

Em adicdo, a presenga de dois hidrogénios olefinicos foi apontada por um
dupleto-largo em ox 6,14 (J = 10,1 Hz, H-1) e um duplo-duplo-dupleto em &1 6,97 (J =
10,1, 5,4, 2,5 Hz, H-2). A maior constante de acoplamento (J = 10,1 Hz) é esperada
para uma ligacdo dupla em um anel de seis membros. A multiplicidade e os valores
das outras constantes indicam que os hidrogénios olefinicos estdo vizinhos a um
grupo metileno com hidrogénios néao equivalentes. Este grupo metileno foi identificado
pelos seguintes sinais: 61 2,80 (ddd, J = 20,4, 7,1, 2,7 Hz, H-3a) e on 3,04 (dd, J =
20,4, 5,4 Hz, H-3b). Outro dupleto foi observado em 6n 3,13 (J = 7,1 Hz, H-4),
indicando que este hidrogénio estda em acoplamento vicinal com H-3a. Esses dados

sugeriram a presenca de uma ligagao dupla entre C-1 e C-2.

FIGURA 112 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV14 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-

da, 600 MHz)
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FIGURA 113 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV14

Y o 9 = = o
hln-'r-' o a0 o Te] ¥
| | | | | |
15 H-16 H-14
- H-7
H-1 -
I L JL ]
|I {
B Tef | =

T T T T T T T T T T T T T T T T T
75 74 T3 T2 71 7O 689 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 5y 56 55 54 ppm

2 8z L s e g 3 2 oy
- o (] o] & [+ ol (4] (<] N't;l
Y/ | | Y,
H-19a H-19b H-4 5 H-21
H-3b 7, 0 , .
&% 75 H-11b H-20
M Ji
[l J A Ao LS 4
o) ) =R 2 )2 \of of
5O 48 46 44 42 ppm 33 35 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 . ppm

Outros sinais no espectro de RMN de 'H apontaram para uma estrutura
diferente dos diterpenos anteriores. Estes foram: um duplo-dupleto em &4 5,74 (J =
11,0; 2,3 Hz, H-7), caracteristico de um hidrogénio oximetinico, vizinho a um grupo
metileno com dois hidrogénios ndo equivalentes e dois simpletos em 61 2,02 e 2,09,
integrando para trés hidrogénios cada um, indicativo de dois grupos metila mais
desprotegidos. Através da analise dos mapas de correlagago HSQC e HMBC foi
determinado que o grupo metila em 61 2,02 estava ligado a um grupo carbonila em dc
169,5, indicando um grupo acetato, enquanto que o grupo metila em 61 2,09 estava
ligado a um carbono olefinico em &¢c 153,3. Considerando o esqueleto basico dos
clerodanos, esses dados apontam para uma ligagao dupla entre C-8/C-9 e quebra da
ligacao entre C-9/C-10, formando um seco-clerodano (LI et al., 2016). Esse esqueleto
basico foi confirmado pelas correlagbes observadas no HSQC e HMBC.

Os sinais dos hidrogénios em 61 6,14 (H-1) € 6,97 (H-2) apresentaram no HSQC
(FIGURA 117) correlagdo com os carbonos em o6c 129,5 (C-1) e 148,7 (C-2),
respectivamente. Ja no HMBC (FIGURA 118), H-2 correlacionou com os carbonos em
dc 23,5 (C-3), 43,3 (C-4) e com uma carbonila a,p-insaturada em é¢c 197,5 (C-10),
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enquanto que os sinais em 61 3,04 (H-3b) e 2,80 (H-3a) correlacionaram no HSQC
com o carbono em 6c 23,5 (C-3), e no HMBC com C-1, C-2, C-4, 5c 55,2 (C-5) e com
as carbonilas em C-10 e C-18 (6¢c 176,2). Estas correlagdes confirmaram a posi¢ao da
ligacdo dupla entre os carbonos C-1 e C-2. O sinal em o+ 3,13 (H-4) apresentou no
HMBC correlagbes com C-2, C-10 e C-18 (FIGURA 114) Portanto, esse hidrogénio
deve estar em C-4. A presenga de uma carbonila em C-10 confirma que SV14 difere
dos demais diterpenos descritos anteriormente, sendo um seco-clerodano (LI et al,
2006).

FIGURA 114 — PRINCIPAIS CORRELAGOES DE H-2, H-3 E H-4 OBSERVADAS NO HMBC DE
Sv14

Continuando a analise dos dados de HSQC e HMBC de SV14, foi observado
que o sinal em 61 5,74 (H-7) apresentava correlagdo no HSQC com o carbono em 6c
68,1 (C-7), e correlacionava no HMBC com os carbonos em &c 38,8 (C-6), 52,2 (C-5),
125,0 (C-8), 153,3 (C-9), 164,1 (C-17) e com a carbonila do grupo acetato (é¢c 169,5).
Portanto este hidrogénio e o grupo acetato estdo em C-7. O menor deslocamento
quimico da carbonila em C-17 (dc 164,1), em comparagdo com as substancias

anteriores, pode ser explicado pela conjugagao com a ligagdo dupla entre C-8 C-9.
(FIGURA 115).

FIGURA 115 — PRINCIPAIS CORRELAGOES DE H-7 OBSERVADAS NO HMBC DE SV14
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E por fim, o grupo metila em &1 2,09 (H-20) mostrou no HMBC correlagdes com

os carbonos em 8¢ 153,3 (C-9), 125,0 (C-8) e 37,4 (C-11), confirmando a sua posi¢cao

C-9 (FIGURA 116).

FIGURA 116 — PRICNIPAIS CORRELACOES DE H-12 E H-20 OBSERVADAS NO HMBC DE SV14

FIGURA 117 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGAO DIRETA 'H-'*C DE SV14 (CLOROFORMIO-d

+ GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)
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FIGURA 118 — MAPA DE CORRELAGCAO A LONGA DISTANCIA 'H-3C DE SV14 (CLOROFORMIO-
d + GOTAS DE METANOL -ds, 600 MHz)
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Os dados descritos e os demais observados no espectro de RMN de 'H e nos
mapas de correlagdo HSQC e HMBC (TABELA 27) permitiram propor a estrutura de
SV14 como o diterpeno 7-epi-salviandulina A (ORTEGA et al., 1991; ALMANZA et al.
1997). Embora conhecida, essa substancia € rara na natureza, tendo sido isolada
anteriormente apenas das espécies Salvia lavanduloides e S. haenkei (ALMANZA et
al., 1997; ORTEGA et al., 1991).

A estrutura de SV14 foi ainda confirmada pelo espectro de massas de alta
resolugdo, no modo positivo (FIGURA 119). O espectro revelou um pico em m/z
437,1219 compativel com a formula C22H220sNa (massa exata: 437,1212) e outro pico
em m/z 453,0967, compativel com a formula C22H220s8K (massa exata: 453,0952),
indicando que SV14 tem a formula molecular C22H220s, estando de acordo com a

estrutura proposta.
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FIGURA 119 — ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGAO DE SV14
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Além disso, foi determinada a rotacao especifica de SV14, cujo valor foi de +
52,90 (c = 0,02 CHCI3), estando proximo ao encontrado para o diterpeno 7-epi-
salviadulina A ([o]o ?° + 46,87 (c = 0,32, CHCI3) (ORTEGA et al., 1991), confirmando

a estereoquimica indicada para SV14.
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TABELA 27 — DADOS DE RMN DE SV14 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHz)
E COMPARAGCAO COM OS DADOS DA LITERATURA PARA 7-epi-SALVIANDULINA A
(CLOROFORMIO-d, 200 MHz, ALMANZA et al., 1997)

Sv14 7-epi-salviandulina A
Posigao | & 81 mult (J em Hz) (1:“_/')?;%) e &1 mult (J em Hz)
1 129,5 6,14 dl (10,3) 3,5 129,4 6,08 dq (10,3; 1,1)
2 148,7 6,97 ddd (10,3; 2,5; 5,4) 3,4,10 148,7 6,92 ddd (10,3; 5,4, 2,3)
3 235 2,80 ddd (20,4,7,1,2,7)2 1,2,4,18 234 2,77 ddd (20,3; 7,0; 2,7)2
’ 3,04 dd (20,4; 5,4)° 1,2,4,5,10 ’ 2,97 dd (20,3; 5,3)°
4 43,3 3,13 d (6,9) 1,2,4,5,10,18 | 42,9 3,07 d (6,7)
5 52,4 - - 51,5 -
2,02 m*2 5,10,19 2,01 dd (14,7; 2,2)2
6 39,2 2,65 dd (14,8; 11,0)° 4,5,8,10,19 39,0 2,59 dd (14,7; 11,0)°
7 68,1 5,74 dd (11,0; 2,3) 6,5,8,9,17 68,0 5,70 dd (11,0; 2,2)
8 125,0 - - 1251 -
9 153,3 - - 153,0 -
10 197,5 - - 197,6 -
11 37.8 2,44 dd (18,3; 3,6)2 8,9,20 375 2,38 dd (18,0; 3,6)?
2,73 dd (18,3; 11,8)° 8,9,12 2,68 dd (18,0; 11,8)°
12 71,2 5,31 dd (11,8; 3,6) 11,13,14,16 | 71,0 5,25 dd (11,8; 3,6)
13 123,4 - - 123,1 -
14 108,7 6,42 sl (1,5) 13,15,16 108,3 6,37 d (2,0)
15 143,7 7,43 1t(1,5) 13,14,16 143,7 7,37 t(1,5)
16 140,7 7,47 sl 13,14,15 140,8 7,42 sl
17 164,1 - - 163,9 -
18 176,2 - - 172,2 -
4,83 d (9,0)? 4,5,18 4,78 d (9,0)?
19 74.2 4,04 d (9,0)° 4,5,10,18 74.2 3,97 d (9,0)°
20 20,2 2,09 s 8,9,11,17 20,1 2,04 s
21 169,5 - - 169,4 -
22 20,6 2,02s 7 20,6 1,97 s

*sinal em sobreposigéo, posi¢éo central dada por HSQC; 2Ha, PHb.

1.6.5 Identificacao dos triterpenos

Os triterpenos pertencem ao grupo dos terpenoides e constituem uma grande

classe de produtos naturais. Apresentam em seu esqueleto 30 atomos de carbono,

podendo ser classificados como aciclicos, tetraciclicos e pentaciclicos. Os triterpenos

pentaciclicos apresentam uma ampla variedade de esqueletos carbonicos,

geralmente oxigenados em C-3 e contendo uma ligagédo dupla. Os mais comuns, que

foram identificados neste trabalho, sdo do tipo oleanano e ursano, os quais se

diferenciam pela posi¢cao da metila C-29 que pode estar ligada em C-19 (ursano) ou

em C-20 (oleanano) (FIGURA 120). Através dos deslocamentos quimicos da ligagao
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dupla é possivel distinguir os dois esqueletos, pois sao bem caracteristicos (OLEA &
ROQUE, 1990).

FIGURA 120 — ESTRUTURAS BASICAS DOS TRITERPENOS COM ESQUELETOS DOS TIPOS
OLEANANO E URSANO

oleanano ursano

Nesse trabalho foram isolados cinco triterpenos (SV15-SV19), todos obtidos
como solidos brancos, e amorfos. Destes, trés apresentam esqueletos do tipo
oleanano (SV15, SV16 e SV17), enquanto os demais (SV18 e SV19) exibiram

esqueletos do tipo ursano. A identificagdo de cada um sera descrita a seguir.

1.6.5.1 Identificagcdo de SV15

FIGURA 121 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA SV15

29 30

A substancia SV15 (FIGURA 121) revelou em seu espectro de RMN de 'H
(FIGURAS 122 e 123) sinais na regiao de hidrogénios metilicos sete simpletos em 6n
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). Ainda na mesma regido, notou-se um duplo-dupleto integrando para um
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hidrogénio em &1 0,73 (1H, J = 11,6, 1,9 Hz, H-5). Foram observados também varios
multipletos na regido de hidrogénios metinicos e metilénicos entre 6n 0,7 a 2,0. E
ainda, outros trés sinais destacaram-se no espectro: um tripleto em on 5,28 (1H, J =
3,5 Hz, H-12), tipico de um hidrogénio olefinico, um duplo-dupleto em &4 2,83 (1H, J
= 13,9 e 3,6 Hz, H-18), indicando um hidrogénio alilico e outro duplo-dupleto em 6H
3,21 (1H, J=12,0 e 4,0 Hz, H-3), correspondente a um hidrogénio oximetinico. Esses

dados sao condizentes com um triterpeno.

FIGURA 122 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV15 (CLOROFORMIO-d, 600 MHz)
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FIGURA 123 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DOS SINAIS DE SV15
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Observando o espectro de RMN de C{'H} (FIGURA 124) foi possivel
identificar o total de 30 sinais. Destes, 26 sinais foram atribuidos a grupos metinicos,
metilénicos e metilicos na regido de oc 55,7 — 15,5. Foi observado também um sinal
referente a um carbono oximetinico em &c 78,6 (C-3), e outro sinal referente a um
grupo carboxila em &¢ 180,8 (C-28), indicando tratar-se de um acido. Segundo OLEA,;
ROQUE (1990) o esqueleto basico dos triterpenos com uma ligagao dupla pode ser
identificado por meio do deslocamento quimico desses carbonos. O espectro revelou
os sinais dos carbonos olefinicos em 6¢c 122,2 (C-12) e 143,8 (C-13), indicando um
esqueleto do tipo olean-12-eno. Uma vez determinado o esqueleto de SV15 os demais
sinais podem ser identificados pela analise do HSQC e do HMBC (FIGURAS 126-
128). Sendo assim, varios sinais que apresentaram sobreposi¢ao no espectro de RMN
de 'H puderam ser identificados por meio do HSQC. Diante disso, SV15 apresenta
sete grupos metila, ao invés de oito como no esqueleto basico, indicando que uma

delas foi oxidada, além de um grupo hidroxila.
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FIGURA 124 — ESPECTRO DE RMN DE "*C{'H} DE SV15 (CLOROFORMIO-d, 600 MHz)
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A posicao dos grupos hidroxila e carboxila foi determinada pelos mapas de
correlagdo HSQC e HMBC. O sinal em 61 2,83 (H-18) revelou estar ligado ao carbono
em oc 41,1 e correlacionou com um carbono metinico em 47,6 (C-17), com o0s
carbonos olefinicos C-12 e C-14, além da carbonila em &6c 180,8 (C-28). As
correlagdes indicam que o grupo carboxila esta na posi¢ao C-17, o que € comum para
acidos triterpénicos com este tipo de esqueleto (OLEA; ROQUE 1990). Ja o sinal em
o1 3,21 revelou estar ligado ao carbono oximetinico em &¢c 78,6 (C-3), e no HMBC
apresentou correlagdes com os carbonos em ¢ 38,6 (C-4), 27,8 (C-23) e 15,4 (C-24)

confirmando a sua localizagdo em C-3 (FIGURA 125).
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FIGURA 125 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC PARA SV15
29 30

Por meio dos dados descritos e dos demais observados nos mapas de
correlagado HSQC e HMBC (TABELA 28) SV15 foi identificada sendo o acido
oleandlico (DAIS et al., 2017), um triterpeno muito comum nas plantas que ja havia
sido isolado anteriormente das folhas de S. lachnostachys (ERBANO et al., 2012;
OLIVEIRA, 2017).

FIGURA 126 — MAPA DE CORRELAQAQ A LIGAGAO DIRETA "H-"°C (HSQC) DE SV15
(CLOROFORMIO-d, 600 MHz)
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FIGURA 127 — MAPA DE CORRELAGCAO A LONGA DISTANCIA "H-"3C (HMBC) DE SV15

(CLOROFORMIO-d, 600 MHz)

» ” ppm

)L

o
M
l«'-ll,
ode
b 2 ad

100
- - -120
* 140
—160

- - 180

T

5.0

T T T T T T T T

4.5 4.0 a5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 ppm

FIGURA 128 — AMPLIACAO SINAIS DO HMBC DE SV15
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TABELA 28 — DADOS DE RMN DE SV15 (CLOROFORMIO-d, 600 MHz) E COMPARAGCAO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA O ACIDO OLEANOLICO (CLOROFORMIO-d, 400 MHz, DAIS et al.,

2017)
SV15 Acido oleanélico
Pos. HMBC
dn mult (J em Hz)
oc (1H—>13C) oc SH mult (J em Hz)
1 384 099 m*e162m 3.4.10 38,4 097 me1,61m
2 272 157 m*e 160 m* 3.4 27.2 157me1,62m
3 786 3,21 dd (12,0; 4,0) 2.4.23.24 79,0 3,21 dd (12,0; 4,3)
4 38,6 - ; 38,8 ;
5 55,2 0,73 m* 3,810 55,2 0,73 dd (12,1; 1,6)
6 182 138 m*e 154 m 5.8.10 183 138me155m
. . 1,30 dt (12,6; 3,0) e 1,45 ddd
7 326 132m*e150m 8,10,26 32,6 (141126 3.9)
8 39,2 - ; 39,3 ;
9 47.6 1,52 m* 57112526 | 47.6 1,54 m
10 | 369 - ; 37,2 ;
. . 1,86 ddd (18,6; 6,2; 4,3) € 1,91
1 | 233 186m*e189m 9 23,4 4G (18.6: 11.2: 3.2)
12 | 1222 5,28 (t, 3,6) 11 122,7 5,30 t (3,6)
13 | 1438 - ; 143,5 -
14 | 416 - ; 417 :
. . 1,10 dt (14,1: 3,2) e 1,71 ddd
15 | 278 108m*e172m 8.14.16 27.6 (15: 14 1+ 4.3)
1,60 m* e 2,00 ddd 1,62 m e 2,00 ddd (15,2; 13,8;
16| 233 o s 14.15.28 23,0 e
17 | 463 ; ] 46.4 )
18 | 411  2,83dd (13,9, 3,6) 12.13,28 41,1 2,82 dd (13,9; 4,1)
19 | 459 112m*e1,66m* 18,20,30 459 1,16 dd (1?1’3; 14)'1) 1,63t
20 | 305 ; ; 30,6 -
21 | 338 122me133m* 1718 33,8 1,22 dt (14,0; 3,6) € 1,35 m
22 | 324 159m*e178m* 17,18,28 324  O9Me 1’78461‘;‘1 (15.1; 14.0;
23 | 278 0,99 s 345 28,0 0,99 s
24 | 154 0,78 s 345 155 074 s
25 | 151 091s 5,9.10 15,2 091s
26 | 167 0,76 s 8 16,8 077 s
27 | 257 114 s 8.14.15 25.8 114 s
28 | 1808 ; ; 180,2 ;
20 | 328 0,90 s 19202120 | 33,0 091s
30 | 233 093s 19.20.21 23,5 093s

*sinal em sobreposicao, posi¢ao central dada por HSQC.
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1.6.5.2 Identificacdo de SV16

FIGURA 129 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA SV16

29 30

O espectro de RMN de 'H de SV16 (FIGURAS 130 e 131) revelou um perfil
muito similar ao do triterpeno anterior (acido oleandlico, SV15), mostrando sinais de
sete grupos metila entre o1 0,79 a 1,14, um tripleto em &1 5,26 (1H, J = 3,5 Hz), tipico
do hidrogénio olefinico em H-12, um duplo-dupleto em 61 2,83 (1H, J = 13,9 e 4,4 Hz),
caracteristico do hidrogénio alilico em H-18, além de varios multipletos de hidrogénios
metilénicos e metinicos. A principal diferenca no espectro de RMN de 'H de SV16 em
relacéo a anterior foi a presenca de sinais de dois hidrogénios oximetinicos, ao invés
de um, observados como um multipleto em 61 3,68 (1H, H-2) e um dupleto em 61 2,99

(1H, J = 9,5 Hz, H-3), sugerindo a presenga de dois grupos hidroxila.
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FIGURA 130 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV16 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-
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O espectro de RMN de "’C{'H} (FIGURA 132) revelou o total de 30 sinais,
confirmando um triterpeno. Destes, sete foram atribuidos aos grupos metila, e dezoito
aos grupos metilénicos e metinicos. Os demais, que se destacaram no espectro, foram
os carbonos da ligagao dupla em 6¢c 144,6 (C-13) e 122,2 (C-12) (olean-12-eno), dois
carbonos oxigenados em &c 83,8 (C-3) e 68,9 (C-2) e um grupo carboxila em ¢ 182,5,

que é caracteristico de C-28 nesse tipo de triterpeno.

FIGURA 132 — ESPECTRO DE RMN DE "*C{'H} DE SV16 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE
METANOL-ds, 100 MHz)
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A posigao dos grupos hidroxila foi determinada pela analise das correlagdes no
HSQC e HMBC (FIGURAS 134-136). O sinal em 61 2,99 (H-3) mostrou no HSQC
correlagdo com um carbono em &¢ 83,8. A multiplicidade de H-3 (d, J = 9,5 Hz) indica
gue ha um substituinte em C-2. No HMBC H-3 correlacionou com os carbonos em dc
16,9 (C-24), 28,7 (C-23), 39,4 (C-4) e 68,8 (C-2).



FIGURA 133 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV16
29 30
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A partir dos dados descritos e os demais observados no espectro de RMN de

'H e nos mapas de correlagbes HSQC e HMBC (TABELA 29), bem como comparagao

com os dados da literatura (DAIS et al., 2017), SV16 foi identificada com o acido

maslinico (FIGURA 129), um triterpeno conhecido no género Salvia, e que esta sendo

descrito pela primeira vez na espécie Salvia lachnostachys.

FIGURA 134 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGAO DIRETA 'H-"*C (HSQC) DE SV16

(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 400 MHz)
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FIGURA 135 - MAPA DE QORRELAQAO A LONGA DISTANCIA "H-"3C (HMBC) DE SV16
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 400 MHz)
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TABELA 29 — DADOS DE RMN DE SV16 (QLOROFORMIO-(} + GOTAS DE METANOL-ds, 400 MHz)
E COMPARACAO COM O ACIDO MASLINICO (CLOROFORMIO-d, 850 MHz, DAIS et al., 2017)

SV16 Acido maslinico
Pos. HMBC
31 mult (J em Hz)
dc ('H—%C) dc SH mult (J em Hz)
1 | 466 092m*e1,96m* n.o a3 09t (12’9)511)’98 dd (12,9;
2 | 689 3,68 m* n.o 68,9 3,69 m
3 | 838 3,00 d (9,5) 2,23, 24 83,9 3,01d (9,5)
4 | 396 - - 39,1 -
5 | 555 0,81 m* 4 55,2 0,85d (11,7)
6 | 187 153m*e137m* n.o 18,3 140ddd (13’8;;2’3; 3.1)e 1,55
. . 1,32 dt (12,3; 3,0) e 1,46 ddd
330 1,30 m*e151m 6,8, 26 32,5 (136. 123 3.9)
39,6 - - 39,4 -
9 | 47,9 1,62 m* 7,10,11,14 | 47,6 1,61m
10 | 385 - - 38,4 -
. . 1,90 ddd (18,4; 6,9; 3,6) e 1,95
11 | 234 190m*e1,95m 8,12, 13 234 4dd (18.4: 111.3.6
12 | 122,2 5,26 (t, 3,5) 8 122,5 5,30 t (3,6)
13 | 1446 - - 1435 -
14 | 42,1 - - 417 -
. . 1,09 dt (14,0; 3,2) e 1,71 ddd
15 | 279 108m*e1,72m 14, 16 27,5 (15.1: 14 0. 4.2)
16 | 229 1,96 m* 17 22,9 1,62 me 1,99 dt (12,9; 5,1)
17 | 46,8 ; ; 46,3 -
18 | 41,7 2,83dd(13,9,4,4) 12,14,16,17 | 41,1 2,83 dd (13,9; 4,4)
19 | 464 114m*e162m*  18,21,30 | 458  1,16ddd (13,9;2,0)e 1,62 m
20 | 309 - - 30,7 -
21 | 342 122m*e1,35m* 19, 22 337  22me 1’354de (15,1:13,7;
22 | 322 159m*et78m* 18,20,21,30 | 323  o9me 1’72 g (15.1; 13.7;
23 | 287 1,03 s 4,5, 24 28,5 1,03
24 | 16,9 0,81s 4,5,23 16,7 0,82's
25 | 16,7 0,98 s 1,5,9 16,6 0,98's
26 | 17,2 0,79 s 8 17,1 0,77's
27 | 26,1 114 s 8,13,14,15 | 259 114's
28 | 1825 - - 181,2 -
29 | 333 0,90 s 19, 20, 21 33,1 0,91s
30 | 238 0,93 s 20 234 0,93s

*sinal em sobreposigéao, posicdo central dada por HSQC. n.o = ndo observado.
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1.6.5.3 Identificagdo de SV17

FIGURA 137 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA SV17

29 30

A substéncia SV17 (FIGURA 137) foi isolada como o constituinte majoritario
em uma mistura com SV10 (20-hidroxidemetilfruticulina B). A parte alifatica do
espectro de RMN de 'H (FIGURA 138 e 139) revelou um perfil muito similar com os
demais triterpenos ja descritos nesse trabalho. Foram observados os simpletos tipicos
das sete metilas em 6+ 1,02 (H-8), 0,81 (H-10), 0,99 (H-23), 0,79 (H-24), 1,24 (H-27),
0,93 (H-29) e 0,96 (H-30). O hidrogénio olefinico foi observado como um dupleto em
oH 5,48 (J = 4,0 Hz, H-12), sendo que essa constante de acoplamento foi observada
para um duplo-dupleto em 6n 3,74 (J = 8,3 e 4,0 Hz, H-11), indicando um hidrogénio
oximetinico. Ja a constante em J = 8,3 Hz foi observada para um dupleto em &4 1,71
(J = 8,3 Hz, H-9). Esses dados indicam que SV17 apresenta um hidrogénio

oximetinico entre um hidrogénio olefinico (H-12) e um metinico (H-9).
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FIGURA 138 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV17 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-

da, 600 MHz)
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Observando os mapas de correlagdo HSQC e HMBC (FIGURAS 141 e 142)
foi possivel predizer o tipo de esqueleto triterpénico de SV17. Os valores dos carbonos
olefinicos observados foram de &¢c 122,9 (C-12) e 149,3 (C-13), indicando tratar-se de
um esqueleto carbdnico do tipo olean-12-eno. E ainda, foi observado um grupo
carboxila em &¢c 182,5, que pode ser atribuido a C-28, como nos triterpenos anteriores.
O sinal em &1 1,70 (H-9) apresentou no HSQC correlagdo com o carbono em &c 53,7,
e no HMBC correlacionou com os carbonos em 19,2 (C-25), 42,7 (C-14) e com o
oximetinico vizinho a ele em 76,4 (C-11), que por sua vez correlacionou no HSQC
com o sinal em 3,74 (H-11). A presenca deste sinal em 76,4 indica um grupo hidroxila
em C-11 (FIGURA 140).

FIGURA 140 — PRINCIPAIS CORRELAGOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV17
29 30

Por meio dos dados apresentados e dos demais observados no HSQC e
HMBC (TABELA 30) foi possivel atribuir a estrutura quimica de SV17, como sendo um
triterpeno derivado do acido oleandlico, o qual apresenta uma hidroxila em C-11. A
constante de acoplamento entre H-11 e H-9 (J = 8,3 Hz) sugere uma relagao frans
entre eles. Portanto, este triterpeno foi denominado acido 11-a-hidroxioleandlico. Em
uma revisao da literatura os dados espectrométricos dessa substancia nao foram
encontrados, pois ha apenas um relato de sintese em uma revista a qual ndo temos

acesso. Portanto SV17 pode ser considerada um novo produto natural.



FIGURA 141 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGCAO DIRETA 'H-"3C (HSQC) DE SV17

(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)
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FIGURA 142 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-'3C (HMBC) DE SV17
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TABELA 30 — DADOS DE RMN DE SV17 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)

Posigao Sc dH mult (J em HZ) HMBC (1H—)13C)
1 n.o n.o n.o
2 28,6 1,08 m* n.o
3 78,5 3,15 m* n.o
4 39,9 = -
5 56,3 0,81 m* 7,9
6 16,6 1,23 m* n.o
7 33,4 1,57 m* n.o
8 39,1 - -
9 53,7 1,70 d (8,3) 11,14,25
10 33,8 - -
1 76,4 3,74 dd (8,3, 4,0) n.o
12 122,9 5,48 d (4,0) n.o
13 149,3 - -
14 42,7 - -
15 28,4 1,53 m*e 1,63 m* n.o
16 n.o n.o n.o
17 46,7 - -
18 41,8 2,94 m* 19
19 46,7 1,70 m* n.o
20 31,0 - -
21 34,6 1,43 m* e 1,23 m* n.o
22 n.o n.o n.o
23 28,8 0,99 s 3,4,24
24 16,3 0,78 s 2,3,4,5,6
25 19,2 0,81s 8,9,10
26 17,6 1,02 s 8,9
27 25,7 1,23 s 13,14,15
28 177,5 - -
29 33,4 0,93 s 18,21,30
30 23,9 0,96 s 19,21

*sinal em sobreposicao, posicéo central dada por HSQC. n.o = n&o observado.
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1.6.5.4 Identificacdo de SV18

FIGURA 143 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA SV18

A substancia SV18 (FIGURA 143) apresentou em seu espectro de RMN de
'"H (FIGURAS 144 e 145) diversos sinais na regido de hidrogénios metilénicos,
metinicos e metilicos, sugerindo tratar-se de um triterpeno como as demais descritas
nesse topico. Foi observada a presenca de dois sinais na regido de hidrogénios
olefinicos em 61 5,28 (J = 3,6 Hz) e on 5,24 (J = 3,6 Hz), com integracao relativa de
1:2, respectivamente. Esses dados sugerem em uma mistura de triterpenos. Em
comparagao com os espectros anteriores foi possivel distinguir SV18 (majoritaria) em
mistura com SV15 (acido oleandlico). Foi observado também um duplo-dupleto em
oH 3,21 (J = 11,5 e 5,1 Hz), tipico do hidrogénio oximetinico (H-3), além de um duplo-
dupleto em &1 2,20 (J = 11,5 Hz) caracteristico do hidrogénio alilico em C-18. Na
regidao de hidrogénios metilicos foi observado um total de sete sinais, como nas
anteriores. Entretanto, dois sinais foram observados como dupletos em &4 0,86 (J =
6,4 Hz, H-29) e 61 0,94 (J = 6,2 Hz, H-30), indicando que ambas as metilas estao

ligadas a carbonos terciarios.
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FIGURA 144 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV18 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-
d4, 400 MHz)
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No espectro de RMN de "3C{'H} (FIGURA 146) foi possivel observar um perfil
muito caracteristico dos triterpenos, com varios sinais na regido de hidrogénios
metinicos, metilénicos e metilicos. Foi observado o par de carbonos olefinicos de C-
12 e C-13 em 61 125,7 e 138,3, respectivamente. O deslocamento quimico destes
sinais indica o esqueleto ursan-12-eno (OLEA; ROQUE, 1990). A presenca de uma
carboxila em &¢ 180,9, atribuida ao carbono C-28, indicou um acido triterpénico.
Devido a sobreposicdo de sinais apresentada pelo espectro de RMN de 'H varios
sinais foram deduzidos principalmente pelas correlagbes a ligagdo direta 'H-'3C
(HSQC, FIGURA 147).

FIGURA 146 — ESPECTRO DE RMN DE "*C{'H} DE SV18 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE
METANOL-d4, 100 MHz)

] & B el N - R - - R =

3 @ w qmmwmr—ﬂﬂqmnng—_ I — MO TN T 00 R0

| g 8 RBY55Y883885833 4naRRgurrYy
h_%%—_i \ A

| | | T . \'“'llllllau"-é::-

] s J I |l

B = T

T T 1 L 1
180 120 170 160 130 140 130 120 110 100 90 8D FD B0 50 40 3 20 10 0 A0 20 ppm

= [+7] = O @ o o = O @O [+ &6 - od S e} = &0 = 5]

o @ @ @ ~BHO GO = § 225 H8% 4§ 28288

O 55 SEEREERA 2 B &&% 28 = 2eree
i ) T

I Y | =\ NV AN WV Y

g0 2% 20 43 40 35 20 2% 20 15 PR




FIGURA 147 - MAPA DE QORRELAQAO A LIGAGAO DIRETA 'H-"3C (HSQC) DE SV18
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 400 MHz)
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FIGURA 149 — AMPLIAGAO DO HMBC DE SV18

I

&0

=100

=120

— =

23 22 21 20 19 18 1.7 16 15 14 13 12 11 10 089 08 07 06 05 ppm

Por meio dos dados citados e dos demais observados nos mapas de correlagéo
HSQC e HMBC (FIGURAS 147-149; TABELA 31) foi possivel propor a estrutura
quimica de SV18 como sendo o triterpeno acido ursoélico (DAIS et al., 2017). Esta
substancia é muito comum em espécie do género Salvia, tendo ja sido isolada
anteriormente das folhas de S. lachnostchys (OLIVEIRA, 2017).
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TABELA 31 — DADOS DE RMN DE SV18 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 400 MHz)
E COMPARACAO COM 0S DADOS DA LITERATURA PARA O ACIDO URSOLICO
(CLOROFORMIO-d, 850 MHz, DAIS et al., 2017)

SV18 Acido ursélico
Pos. 5 81 mult (J em Hz) (1:'\_/')??%) Sc Snmult (J em Hz)
1 38,78 1,00 m* n.o 38,6 1,00 dd (12,9; 3,5) e 1,64 m
2 27,0 1,63 m* n.o 27,2 1,57 me 1,62 m
3 79,0 3,21 dd (11,5, 5,0) 2,23,24 79,1 3,21 dd (11,6; 4,6)
4 38,82 - - 38,7 -
5 | 554 0,72 d (11,3) 4 55,2 0,72 d (12,1)
6 18,4 1,53 m* n.o 18,3 1,35 me 1,53 m
7 33,2 1,33 m* 6, 8, 26 32,9 1,33 me1,48m
8 39,6 - - 39,5 -
9 47,7 1,51 m* 7,10, 11,14 47,5 1,50 £ (8,7)
10 36,9 - - 36,9 -
11 23,4 1,87 m* 8,12,13 23,3 1,92 dd (8,9; 3,7)
12 | 1257 5,24 t (3,6) 8 1258 5,25 t (3,6)
13 138,3 - - 138,1 -
14 422 - - 42,0 -
15 28,2 1,10 m* 14. 16 28.0 1,1Ome1,864d7<;d(13,8; 13,8;
16 24,3 1,66 m* 17 24,2 1,66 me 2,02 dd (13,8; 4,5)
17 47,9 - - 48,1 -
18 52,9 2,20 d (11,5) 12, 14, 16, 17 52,7 2,19d (11,4)
19 39,0 1,33 m* 18, 21, 30 39,0 1,33 m
20 39,2 0,95 m* - 38,8 0,95 m
21 30,8 1,31 m* 19, 22 30,6 1,31 me1,51m
. 1,67 dt (13,2; 3,3) e 1,74 dt
22 37,1 1,63 m 18, 20, 21, 30 36,7 (13,2; 3.3)
23 28,2 0,98 s 4,5, 24 28,1 0,99 s
24 15,7 0,78 s 4,5,23 15,6 0,77 s
25 15,5 0,93 s 1,5,9 15,5 0,93 s
26 17,0 0,81 s 8 17,1 0,79 s
27 23,6 1,09 s 8,13,14, 15 23,6 1,08 s
28 180,9 - - 181,0 -
29 | 17,1 0,86 d (6,4) 19, 20, 21 16,9 0,86 d (6,4)
30 | 21,2 0,95 d (6,2) 20 21,2 0,95 d (6,5)

*sinal em sobreposicéo, posicédo central dada por HSQC. n.o = ndo observado.
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1.6.5.5 Identificacdo de SV19

FIGURA 150 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA

A substancia SV19 (FIGURA 150) foi isolada como o constituinte minoritario em
mistura com SV4 (demetilisofruticulina A). Entretanto, foi possivel realizar sua
identificag&o. A regido alifatica do espectro de RMN de 'H da mistura (FIGURAS 151
e 152) foi bem similar aquela dos demais triterpenos ja descritos nesse trabalho. O
sinal de um hidrogénio olefinico foi observado como um dupleto em 61 5,26 (J = 6,8
Hz, H-21). Ja o sinal tipico de H-3 foi observado como um duplo-dupleto em 61 3,21
(J = 8,9 e 4,9 Hz). O hidrogénio alilico foi observado como um dupleto em 6n 2,27 (J
= 6,8 Hz, H-19). Também foram observados os sinais de sete metilas, sendo seis mais
blindadas em 61 0,97 (H-23), 0,77 (H-24), 0,85 (H-25), 0,95 (H-26), 0,97 (H-27) e 1,01
(d, J = 6,8 Hz, H-29), e uma mais desblindada em ox 1,63 (H-30).
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FIGURA 151 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV19 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-

d4, 400 MHz)
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FIGURA 152 — AMPLIAQAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DOS SINAIS DE SV19
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No HSQC (FIGURA 153), o sinal do hidrogénio olefinico em o1 5,26 (H-21)
revelou estar ligado ao carbono em &c 116,8, e no HMBC (FIGURA 154 e 155)
correlacionou com um carbono metilico em &¢ 21,9 (C-30), e com outros carbonos em
dc 37,2 (C-19), 49,0 (C-17) e 42,7 (C-22). A metila em &1 1,63 (H-30) apontou
correlagcdes com C-19, e com o par de carbonos olefinicos em 6c 116,8 (C-21) e 143,4
(C-20). Além disso, o hidrogénio alilico em on 2,27 (H-19) apresentou correlagées com
o carbono metinico em &¢c 48,7 (C-18), além do par olefinico C-21 e C-22 (FIGURA
156). Diante dessas correlagdes € possivel atribuir a posi¢ao da ligagado dupla em C-
20/C-21, ao invés de C-12/C-13 como nos demais triterpenos descritos anteriormente.
Considerando ainda o HMBC, foi observada uma correlagao entre o hidrogénio em 6u

1,17 e uma carboxila em 6c 179,0, a qual foi atribuida para C-28.

FIGURA 153 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGAO DIRETA 'H-'°C (HSQC) DE SV19
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 400 MHz)
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FIGURA 154 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA "H-*C (HMBC) DE SV19

(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 400 MHz)
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FIGURA 156 — PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV19

Através das atribuicbes citadas, e das demais observadas nos mapas de
correlaggo HSQC e HMBC (TABELA 32) foi possivel identificar SV19 como um
isbmero do acido ursolico (SV18), diferenciando-se na posi¢ao da ligagao dupla, e na
estereoquimica de C-19, conhecido como acido heterobetulinico (LOBO-ECHEVERRI

et al., 2005). Segundo a literatura, este € o primeiro relato de SV19 no género Salvia.
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TABELA 32 — DADOS DE RMN DE SV19 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-da, 400 MHz)
E COMPARAGCAO COM OS DADOS DA LITERATURA PARA O ACIDO HETEROBETULINICO
(PIRIDINA-ds, 360 MHz, LOBO-ECHEVERRI et al., 2005)

SV19 Acido heterobetulinico

Pos. 5 81 mult (J em Hz) (1:'\_/')??%) Sc Snmult (J em Hz)

1 385 1,71m"e0,95 m* n.o 39,1 1,71 m

2 28,5 1,89 m* n.o 271 1,91 m

3 79,1 3,21 dd, (8,9, 4,9) 4,24 78,1 3,49 t(7,8)
4 33,8 - - 39,3 -

5 55,5 0,70 d (11,5) 4,6,10,24 55,9 n.o

6 18,0 1,52 m*e 1,37 m* n.o 18,7 1,58 m

7 34,3 1,37 m* n.o 34,7 1,40 m

8 41,1 - - 41,1 -

9 50,7 1,31 m 8,10 51,1 1,34 m

10 37,7 - - 37,5 -

1 21,4 1,20 m* n.o 21,9 1,36 m

12 34,5 2,32 m* n.o 33,7 2,36 d (10,0) e 1,55 d (10,0)
13 n.o n.o n.o 39,2 2,87 m

14 46,3 - - 42,3 -

15 29,0 1,44 m* e 117 m* n.o 27,9 1,88 m

16 n.o n.o n.o 29,6 1,81 m

17 49,0 - - 49,1 -

18 48,7 1,17 m* 17,28 49,3 1,31 m

19 37,2 2,27 d (6,5) 18,20,21 37,8 247 m

20 143,4 - - 1431 -

21 116,8 5,26 d (6,8) 17,19,22,30 117,9 5,49 d (6,8)
22 38,5 2,33 m* 20,21 38,5 2,64 dd (15,3e7,0)e 2,04 m
23 28,1 0,97 s 3,5,24 28,3 1,04 s

24 15,5 0,77 s 3,4,5,23 16,5 1,25 s

25 16,4 0,85s 4,5,9,10 16,7 0,88 s

26 16,0 0,95s 7,9,14 16,4 1,08 s

27 15,0 0,97 s 8,15 15,1 1,06 s

28 179,0 - - 178,2 -

29 23,5 1,01 d (6,5) 18,19,20 23,7 1,13 d (6,5)
30 21,9 1,63 s 19,20,21 22,3 1,74 s

*sinal em sobreposigao, posicdo central dada por HSQC. n.o = ndo observado.
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1.6.6 Identificagéo da substancia fendlica

As substancias fendlicas sao encontradas com muita frequéncia em espécies
de Salvia. No presente estudo com as espécies Salvia lachnostachys e Salvia
melissiflora foi isolada uma substancia fendlica derivada do acido cafeico (SV20),
sendo o constituinte majoritario nas fragdes de maior polaridade (LFD, LFE e MSB)
do extrato etandlico das duas espécies. A seguir sera discutida a identificacdo da
substancia SV20.

1.6.6.1 Identificacdo de SV20

FIGURA 157 — ESTRUTURA QUIMICA DE SV20

SV20

A substancia SV20 (FIGURA 157) foi isolada como um sodlido branco.
Observando o seu RMN de 'H (FIGURA 158 e 159) foi possivel identificar sinais
caracteristicos de hidrogénios ligados a anéis aromaticos, os quais estavam
distribuidos em dois sistemas de spins, 0 que indica a presenca de dois anéis
aromaticos (A e B). Para o anel A foram atribuidos trés sinais, um dupleto em 61 6,77
(1H, J = 8,3 Hz, H-5), um duplo-dupleto em &1 6,90 (1H, J = 8,3 e 2,0 Hz, H-6) e um
dupleto em o1 7,02 (1H, J = 2,0 Hz, H-2). Essa multiplicidade é tipica de padrdes de
acoplamento orto, orto/meta e meta, respectivamente. Para o segundo sistema de
spins (anel B) foram observados os mesmos padrdes de acoplamento nos sinais em
dn 6,69 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5’), 31 6,63 (1H, dd, J = 8,2 e 2,1 Hz, H-6’) e 1 6,78 (1H,
d, J = 2,1, H-2"). Portanto, os dados indicam que SV20 tem dois anéis aromaticos

1,2,4-trissustituidos.
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FIGURA 158 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE SV20 (METANOL-ds, 600 MHz)
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FIGURA 159 — AMPLIAGCAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DOS SINAS DE SV20
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O espectro de RMN de 'H ainda revelou, na mesma regido de hidrogénios
olefinicos e/ou aromaticos, dois dupletos com a mesma constante de acoplamento,
integrando para um hidrogénio cada, em 4+ 7,50 e 6,25 (J = 15,9 Hz, H-8 e H-7),
caracteristico de hidrogénios de uma ligagéo dupla em configuragao E. Também foram
observados na regido de hidrogénios metilénicos dois duplo-dupletos em &1 3,12 (1H,
J=14,4 e 3,5 Hz, H-7a’) e em 61 2,96 (1H, J = 14,4 e 9,5 Hz, H-7b’). As constantes
de acoplamento e as multiplicidades indicam que ambos os sinais se referem a
hidrogénios metilénicos nao equivalentes, que estdo vizinhos a um centro
estereogénico, representado por um hidrogénio oximetinico, o qual foi observado
como um duplo-dupleto em 61 5,10 (1H, J = 9,5 e 3,5 Hz, H-8’).

O espectro de RMN de 3C{'H} (FIGURA 160) apresentou o total de 18 sinais.
Destes, 14 foram atribuidos a carbonos sp?: quatro oxigenados em &c 149,6 (C-3),
146,9 (C-4), 141,1 (C-3’) e 145,0 (C-4’); dois quaternarios em &¢c 131,1 (C-1’) e 128,0
(C-1); os oito restantes eram carbonos hidrogenados, visto a presenga de correlagéo
direta (HSQC, FIGURA 161). Também foram observados sinais de dois grupos
carbonila em ¢ 169,4 (C-9) e 178,8 (C-9’), sugerindo a presenga de grupos éster e
carboxila, respectivamente. Além destes, foram observados os sinais de um carbono

metilénico em dc 38,6 (C-7’) e de um carbono oximetinico em &¢c 77,5 (C-8').

FIGURA 160 — ESPECTRO DE RMN DE "*C{'H} DE SV20 (METANOL-ds, 150 MHz)
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FIGURA 161 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGAO DIRETA 'H-"3C (HSQC) DE SV20
(METANOL-ds, 600 MHz)
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Nas correlagbes a longa distancia (HMBC, FIGURA 163), observou-se a
correlagao do sinal em 61 7,50 (H-8) com os carbonos do anel aromatico em d¢ 128,0
(C-1), da ligagao dupla em oc 146,1 (C-7), e com a carbonila do grupo éster em 6c
169,4 (C-9). Diante disso, pode-se afirmar que a ligagdo dupla esta entre um anel
aromatico e o grupo éster. O hidrogénio do anel aromatico em 64 6,90 (H-6)
correlacionou com dois carbonos oxigenados em C-3 e C-4, o que sugere a presenga
de grupos hidroxila nestas posi¢des (anel A). Correlagdes similares foram observadas
para o anel B. Por outro lado, os hidrogénios geminais ndo equivalentes em 6n 3,12
(H-7’a) € 2,96 (H-7'p) apresentaram correlagdes com &¢c 131,1 (C-1°), 117,7 (C-2'),
122,0 (C-6’) e 178,8 (C-9), confirmando a posi¢cao do grupo metilénico, vizinho ao anel
B e ao grupo carboxila (C-9). O hidrogénio oximetinico em 61 5,10 (H-8’) correlacionou
com C-1" e &¢ 38,6 (C-7’), C-9 e C-9', confirmando sua posi¢cédo entre os grupos éster
e carboxilico (FIGURA 162).
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FIGURA 162 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE SV20
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FIGURA 163 — MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-"3C (HMBC) DE SV20
(METANOL-ds, 600 MHz)
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Estes dados e as demais correlacdes observadas nos mapas de correlacdes
HSQC e HMBC (TABELA 33) permitiram identificar SV20 como o acido rosmarinico
(FIGURA 157, p. 2015), uma substancia comum em Salvia (PETERSEN, 2013). Os
dados obtidos estdo de acordo com a literatura (KUHNT, et al., 1994), incluindo o valor
de rotacdo especifica, que foi determinado como + 22,7, muito proximo ao valor
tabelado para o enantiémero puro (+ 22,9) (SUWANCHAIKASEM et al., 2014).
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TABELA 33 — DADOS DE RMN DE §V20 (METANOL-ds, 600 MHZ) E COMPARAGCAO PARA O
ACIDO ROSMARINICO (METANOL-ds, 600 MHZ, KUHNT et al., 1994)

SV20 Acido rosmarinico
Posigdo | 81 mult (J em Hz) (1';“1?3%) B 81 mult (J em Hz)
1 128,0 - - 127,9 -
2 115,5 7,02 d (2,0) 2,3,4,5 115,6 7,03 d (2,3)
3 149,6 - - 149,4 -
4 146,8 - - 146,7 -
5 116,6 6,77 d (8,3) 1,4,6 116,5 6,79 d (8,3)
6 123,1 6,90 dd (8,3, 2,0) 3,4,6 122,9 6,92 dd (8,3, 2,3)
7 147 .1 6,25 d (15,9) 1,8,9 146,7 6,25 d (15,8)
8 115,3 7,50 d (15,9) 1,7,9 115,6 7,50 d (15,8)
9 169,3 - - 169,1 -
1’ 131,0 - - 131,1 -
2’ 17,7 6,78 d (2,1) 3,467 117,5 6,77 d (2,3)
3’ 146,0 - - 145,9 -
4 1449 - - 144,8 -
5 116,4 6,69 d (8,2) 1.4 116,2 6,67 d (8,3)
6’ 121,9 6,63 dd (8,2, 2,1) 2247 121,8 6,62 dd (8,2, 2,3)
7 38,6 3,12 dd (14,4, 3,5) 1,,2,,6,,8,,9 38.8 3,10 dd (14,3, 3,0)
2,96 dd (14,4, 9,5) 1,2’,6°,8’,9 2,93 dd (14,3, 9,8)
8’ 77,4 5,10 dd (9,5, 3,5) 1,7,9 77,6 5,09 dd (9,8, 3,0)
9’ 178,7 - - 177,9 -
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1.6.7 Ensaios de atividade antioxidante

Os ensaios in vitro avaliaram a capacidade antioxidante do extrato etandlico
das folhas de S. lachnostachys (LF) bem como das fragbes LFA-LFE obtidas por CLV
e de algumas substéncias puras. Foram avaliados também os extratos MSD e MSE
das partes aéreas de Salvia melissiflora. No ensaio ORAC-FL é considerado que
valores acima de 800 umol TE g indicam atividade antioxidante.

O extrato etandlico das folhas de S. lachnostachys (LF) mostrou elevada
atividade antioxidante (2.991,7 umol TE g), visto que apresentou valor muito superior
a 800 umol TE g'. A atividade das fragdes foi variavel. A fragdo mais ativa foi a LFD
(2.861,0 umol TE g"), seguida de LFB (2.821,5 umol TE g'), e LFE (2.422,0 umol TE
g"). Pode-se supor que os constituintes dessas fragdes s&o os principais responsaveis
pela atividade detectada no extrato bruto (TABELA 34).

Nas fracbes LFD e LFE o estudo fitoquimico revelou que o constituinte
majoritario era o acido rosmarinico (SV20), uma substancia bem conhecida pela sua
alta atividade antioxidante (SUWANCHAIKASEM et al., 2014). A fracdo LFB ja havia
sido investigada no estudo anterior (OLIVEIRA, 2017). O estudo fitoquimico com essa
fragdo revelou conter principalmente os acidos oleandlico (SV15) e ursdlico (SV18),
que também tém comprovada acgdo antioxidante (FIGURA 164) (YIN; CHAN, 2007).

FIGURA 164 - ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS SV15, SV18 E SV20
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A fracdo LFC mostrou uma atividade antioxidante bem inferior as fracdes
anteriores (1150,9 pmol TE g') e a fragéo LFA foi considerada inativa (289,9 pmol TE
g™"). Em LFA foram encontrados apenas diterpenos, enquanto LFC contém diterpenos

e 0s acidos oleandlico e acido ursolico. A presenga desses acidos triterpénicos e de
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diterpenos com hidroxilas fendlicas pode explicar a maior atividade da fragdo LFC em
comparagao com LFA (TABELA 34).

TABELA 34 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (ORAC-FL) in vitro DOS EXTRATOS E FRACOES DAS
FOLHAS DE S. lachnostachys

Amostras ORAC-FL (umol TE g™+ desvio padrao)
LF 2.911+ 30
LFA 289,9+9,3
LFB 2.821 + 165
LFC 1.150,9 £ 17,6
LFD 2.861 + 26
LFE 2.422 + 39

Dados apresentados com média do ensaio ORAC-FL em triplicata. Os resultados s&o expressos em micromols de
Trolox equivalente por grama de amostra seca (umol TE g'). LF = extrato etandlico. Fragbes do extrato etanolico:
LFA = hexano; LFB = hexano:CH2Cl2; LFC = CH2Cl2; LFD = Me2CO; LFE = MeOH.

Para avaliar a contribuicdo para a atividade antioxidante dos diterpenos
presentes nestas fragdes, dois diterpenos isolados de LFA, fruticulina A (SV1), e
fruticulina B (SV8) e dois da fragao LFC, demetilfruticulina A (SV2) e demetilfruticulina
B (SV9) foram também avaliados (FIGURA 165).

FIGURA 165 — ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS AVALIADAS NOS ENSAIOS DE ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE (ORAC-FL)

O OH Q PH
O O
0 (0]
SV1 (fruticulina A) SV2 (demetilfruticulina A)
0 0O
OCOC hooed
@] 0O
SV8 (fruticulina B) SV9 (demetilfruticulina B)

Todas as substancias puras apresentaram atividade antioxidante, uma vez que
os valores de ORAC-FL foram superiores a 1,0 Trolox equivalente relativo (TE relativo)
(TABELA 35).
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TABELA 35 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (ORAC-FL) in vitro DE DITERPENOS ISOLADOS DE S.

lachnostachys

Amostras ORAC-FL (TE relativo * desvio-padrao)
SV1 (fruticulina A) 1,20 £ 0,04
SV2 (demetilfruticulina A) 1,57 £ 0,04
SV8 (fruticulina B) 1,80 £ 0,04
SV9 (demetilfruticulina B) 2,42 £ 0,02
Quercetina* 5,60 £ 0,08
Isoquercitrina* 5,15+ 0,09
Acido caféico* 2,85 + 0,03
Acido clorogénico* 2,65 + 0,03

Dados apresentados com média do ensaio ORAC-FL em triplicata, acompanhada do desvio-padrdo. Os resultados
sdo expressos em trolox equivalente relativo por se tratar de substancias puras. * controles positivos.

FIGURA 166 — ESTRUTURAS QUIMICAS DOS CONTROLES POSITIVOS UTILIZADOS NA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (ORAC-FL)
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Em geral, a atividade antioxidante esta relacionada com o numero e a posi¢cao
dos grupos hidroxila. Outros fatores, como tipo de grupo substituinte, presenca de
ligacdo intramolecular de hidrogénio, condigdes estéricas e extensdo do numero de
conjugacodes também afetam a atividade antioxidante (GULCIN, 2020). Os diterpenos
abietanos com esqueleto icetexano, como é o caso das substancias SV1 e SV2
revelaram atividade antioxidante crescente com o numero de grupos hidroxila
presentes. A fruticulina A (SV1) com um grupo hidroxila foi a que mostrou a menor
atividade antioxidante (1,20 TE relativo) (TABELA 35). A atividade aumentou na
demetilfruticulina A (SV2) que contém dois grupos hidroxila (1,57 TE relativo). Além
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do numero de hidroxilas fendlicas, o tipo de esqueleto carbdnico também influencia.
Isso pode ser visto nas substancias fruticulina B (SV8) e demetilfruticulina B (SV9),
com esqueletos do tipo antraceno. Entre as duas, a menor atividade foi de SV8 (1,80
TE relativo), que mesmo possuindo apenas um grupo hidroxila foi mais ativa do que
SV2 que apresenta dois grupos hidroxila em sua estrutura. A atividade de SV9 (2,42
TE relativo) foi, como esperado, ainda maior, aproximando-se daquela do padrao
acido clorogénico (TABELA 35).

A auséncia de atividade na fragdo LFA, que continha SV1 e SV8, pode ser
explicada pelo fato de que esses diterpenos estavam acompanhados de grande
quantidade de substancias alifaticas de cadeia longa (graxa), que ndo apresentam
atividade antioxidante.

Para a espécie Salvia melissiflora foram testados os extratos em CH2Cl2 (MSD)
e EtOH (MSE). O extrato em hexano nao foi avaliado porque o seu espectro de RMN
de "H mostrou sinais somente de substancias alifaticas de cadeia longa. Dentre os
dois extratos testados, apenas MSE foi ativo (2.845,2 umol TE g™), e sua atividade foi
similar aquela do extrato etandlico de Salvia lachnostachys (TABELA 36). Este
resultado esta coerente com a presenga do acido rosmarinico (SV20) como
constituinte majoritario nas duas espécies. A auséncia de atividade do extrato em
diclorometano é justificada pela predominancia neste extrato de substancias alifaticas

de cadeia longa e diterpenos sem hidroxilas fendlicas.

TABELA 36 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (ORAC-FL) in vitro DOS EXTRATOS DE S. melissiflora

Amostras ORAC-FL (umol TE g™ + desvio padrao)
MSD 202,6 (38,10)2
MSE 2.845,2 (2,70)2

Dados apresentados com média do ensaio ORAC-FL em triplicata. Extratos de S. melissiflora: MSD = CH2Cl2; MSE
= EtOH.
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1.6.8 Ensaios de atividade citotoxica

A atividade citotoxica in vitro dos extratos de S. melissiflora foi avaliada
utilizando as linhagens de células tumorais PC-3 (prostata) e MCF-7 (mama), além de
linhagem de células ndo tumorais 3T3 (fibroblastos), utilizadas como controle. A
atividade foi expressa em termos de concentragcao necessaria para inibir 50% o
crescimento celular (Clso ug mL-"). Foram utilizados para os ensaios os extratos
diclorometénico (MSD) e etandlico (MSE). Nesse ensaio, é considerado ativo o extrato
que apresenta Clso < 50 pg mL-'. Os dois extratos testados mostraram Clso > 250 pg

mL™" e, portanto, foram considerados inativos (TABELA 37).

TABELA 37 — ATIVIDADE CITOTOXICA in vitro DOS EXTRATOS DAS PARTES AEREAS DE S.
MELISSIFLORA CONTRA LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS HUMANAS (Clso ug mL™")

Amostras Clso (ng mL")
PC3 MCF-7 3T3
MSD <250 <250 <250
MSE <250 <250 <250
Doxorrubicina 0,20 £ 0,01 4,03 £ 0,08 0,54 £0,14
3T3 - linhagem controle de fibroblastos, célula ndo tumoral; PC-3 - linhagem de células de cancer de
préstata humano metastatico androgeno-independente; SKMEL 103 - linhagem de células

demelanoma humano metastatico; Doxorrubicina - controle positivo.
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CAPITULO 2 - ESTUDO DA ESPECIE Myrcia selloi

2.1 REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 A familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae, pertencente as angiospermas, compreendendo 142
géneros e cerca de 6.000 espécies, ocupando a terceira posicdo como a familia
arbérea com maior riqueza de espécies. As espécies desta familia ocorrem
predominantemente no hemisfério Sul (SANTOS et al., 2020; PROENCA et al., 2021).
No Brasil, a familia esta representada por 29 géneros e 1193 espécies, das quais 784
espécies sao endémicas do Brasil. Podem variar de arbustos, subarbustos ou arvores.
Suas espécies podem ser encontradas em todas as regiées, com predominancia na
regidao Sudeste do pais (PROENCA et al., 2021).

Grande parte das representantes desta familia apresenta frutos carnosos,
sendo que por isso muitas de suas espécies sao utilizadas para o consumo. Destaca-
se a jabuticaba (Plinia cauliflora), encontrada com frequéncia nas regides Sul e
Sudeste do Brasil. Outra espécie também muito apreciada €& a goiaba (Psidium
guajava), cultivada e consumida em todo o territorio brasileiro que, consequentemente
agrega um potencial econémico (PROENCA et al., 2021). Além disso, a familia é
reconhecida por suas arvores aromaticas, devido a presenca de 6leos essenciais.
Assim, muitas espécies possuem importancia econémica, como por exemplo, as
espécies do género Eucalyptus, utilizadas para inumeros fins, incluindo as industrias
de perfumes, pesticidas naturais e antissépticos. O cravo-da-india (Syzygium
aromaticum) é também muito conhecido e cultivado em todo o mundo por suas
propriedades antissépticas (SOUZA; LORENZI, 2012; PROENCA et al., 2021).

As mirtaceaes sao importantes fontes de 6Oleos esséncias. Geralmente os
sesquiterpenos sao encontramos com frequéncia em seus Oleos volateis. Ja as
substancias nao volateis, geralmente sédo substancias fendlicas, principalmente
flavonoides (glicosilados ou nao), taninos, acidos organicos, e acetofenonas.
Triterpenoides também sdo encontrados com frequéncia em alguns géneros
(CASCAES et al., 2015).

Frequentemente espécies da familia Myrtaceae sao utilizadas na medicina

popular para diversos tipos de enfermidades, como diarreia, inflamagdes, tratamento
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de ulceras crbnicas, hemorragia, cistite e febre (CRUZ; KAPLAN, 2004;
STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011).

Devido a isto, 6leos volateis de varias espécies foram avaliados em diversas
atividades bioldgicas, tendo apresentado principalmente atividades antifungica e
antibacteriana. Devido a presengca marcante de substancias fendlicas, espécies da
familia sdo reconhecidas por apresentarem elevada atividade antioxidante, além de
atividade anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana, citotoxica, anti-tumoral,
antilarval, antinociceptiva, antifungica, laxativa, gastroprotetiva e antidepressiva
(STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011; DEXHEIMER; POZZOBON, 2017).

2.1.2 O género Myrcia

O género Myrcia € um dos maiores géneros da familia Myrtaceae, ocupando
o quarto lugar em numero de espécies. Compreende cerca de 800 espécies, as quais
séo encontradas em regides neotropicais (WCSP, 2021). Suas espécies possuem
maior diversidade na regido do Cerrado, Mata Atlantica brasileira, Amazonia e Caribe
(LUCAS et al., 2018). No Brasil ja foram confirmadas 397 espécies, sendo que destas,
309 espécies sdo endémicas. O maior centro de diversidade do género no Brasil esta
na regido Sudeste com 220 espécies registradas (FIGURA 167). No estado do Parana

0 género esta representado por 59 espécies (SANTOS et al., 2021).

FIGURA 167 — REGIOES DO BRASIL COM OCORRENCIA DAS ESPECIES DE Myrcia
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FONTE: adaptado de SANTOS et al., 2021.
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Morfologicamente, as espécies do género Myrcia variam de arvores, arbustos
e subarbustos, com folhas inteiras, com disposi¢céo alternada ou oposta, raramente
opostas cruzadas. Seus ramos sédo opostos e decussados (em forma de cruz). Suas
flores, geralmente brancas, se dispdem em grupos de trés em trés, com simetria radial.
Os frutos sédo geralmente globulosos apresentando apenas uma semente (SANTOS,
2021; LANNOQY et al., 2021).

Na medicina popular as espécies do género sao utilizadas principalmente como
hipoglicemiantes, destacando-se as espécies conhecidas popularmente como “pedra-
ume-caa”, ou também insulina, termologia que conglomera as espécies Myrcia
amozonica, M. citrifolia, M. guianensis, M. multiflora, M. salicifolia, M. speciosa e M.
sylvatica (LOPES, 2015).

A espécie Myrcia multiflora (FIGURA 168) merece um destaque especial devido
a sua ampla distribuicao no territorio brasileiro. Essa planta ocorre desde o norte do
Rio Grande do Sul até a regido norte do pais. Além da utilizagdo na medicina popular
como hipoglicemiante (“pedra-ume-caa”), também é utilizada para o estancamento de
hemorragias, auxilia no tratamento de diarreia, aftas e enterite. Comumente as folhas
e cascas sao utilizadas, por meio de infusdo, para esses fins (MATSUDA et al., 2002).
Os principais estudos farmacoldgicos dessa espécie estdo direcionados aos efeitos
no tratamento de diabetes, uma vez que seu extrato metandlico apresentou efeito anti-
hiperglicémico em ratos diabéticos (OLIVEIRA et al., 2021).

FIGURA 168 — IMAGENS DA ESPECIE Myrcia multifiora COM DETALHES DOS FRUTOS (A),
FLORES (B) E FOLHAS
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FONTE: OLIVEIRA et al., 2021.
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Apesar do grande numero de espécies ja registradas, poucas tém estudos do
ponto de vista quimico e farmacolégico. Entretanto, as poucas espécies do género
que foram avaliadas apresentaram atividades biolégicas como: atividade
antinociceptiva, anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, hipoglicémica e anti-
hemorragica. Em relagdo a composigao quimica, muitas espécies sdo reconhecidas
por serem ricas em 6leos volateis, uma caracteristica marcante do género. Devido a
isto, os principais estudos quimicos estéo relacionados a investigagdo da composi¢ao
quimica desses Oleos volateis, bem como das atividades biologicas. Ja os extratos
oferecem majoritariamente substancias fendlicas, as quais podem estar
acompanhadas de uma pequena porgao de triterpenos (STEFANELLO; PASCOAL;
SALVADOR, 2011; FRANCO et al., 2021).

2.1.3 Metabolismo especializado do género Myrcia

Embora o género Myrcia esteja representado por um grande numero de
espécies, sao poucos os estudos relacionados aos constituintes quimicos fixos
presentes em seus extratos. A maioria dos estudos encontrados na literatura esta
relacionada com os constituintes volateis presentes nas folhas e frutos, os quais sao
constituidos principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos (STEFANELLO;
PASCOAL; SALVADOR, 2011). Os constituintes fixos do género sao corriqueiramente
triterpenos e substancias fendlicas das mais variadas classes, como em outros
géneros da familia. Entretanto, em Myrcia predominam os flavonoides, os quais
podem apresentar uma ou mais unidade de acgucar (glicosideos), juntamente com
acidos organicos e taninos (CASCAES et al.,, 2015). A seguir serdo descritas as
principais substancias encontradas no género, bem como algumas de suas principais

atividades biologicas.

2.1.3.1 Monoterpenos e sesquiterpenos

Espécies do género sdo amplamente reconhecidas por seus 6leos volateis
que sdo uma mistura de monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (FILHO et
al., 2020). De acordo com estudos ja realizados foi comprovado que a maioria das
espécies do género apresenta em sua composi¢cao sesquiterpenos como constituintes
maijoritarios (STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011).



230

A espécie Myrcia tomentosa, conhecida popularmente como goiaba-brava, é
amplamente conhecida e nativa do Brasil. Um estudo recente com o oleo essencial
de suas partes aéreas revelou uma grande concentragdo de sesquiterpenos, sendo
0s majoritarios: y-elemeno (90, 12,52 %), germacreno D (91, 11,45 %) e E-cariofileno
(92, 10,22 %) (FIGURA 169). O estudo ainda revelou atividade antioxidante, pelo
método do DPPH, apresentando porcentagem de inibicdo relativamente elevada
(213,1 %) (FRANCO et al., 2021). Além disso, outros estudos relataram que M.
tomentosa apresenta atividade fitotoxica, antibacteriana e antifungica (INAMOTINI et
al., 2013; SA et al., 2017).

Outra espécie encontrada no Brasil que pode ser destacada é a Myrcia
guianensis (sin. Myrcia obtecta) conhecida popularmente como pedra-ume-caa, no
norte do pais, e como guamirim-branco ou cambui na regidao Sul. Um estudo com
plantas do Cerrado, regido de Goias, revelou em sua composigao dos 6leos essenciais
das flores e frutos um total de 38 e 19 substancias volateis, respectivamente. Os
volateis majoritarios foram o metil-eugenol (93, 20,27 %), geraniol (94, 7,00 %) e
salicilato de metila (95, 5,19 %), para as flores. Ja para os frutos os majoritarios foram
valenceno (96, 10,63 %), acetato de farnesila (97, 10,29 %) e cubenol (98, 9,96 %)
(FIGURA 169). No mesmo estudo foi verificado que ambos os Oleos essenciais
apresentam atividade antifungica (FILHO et al., 2020). Dois outros estudos sobre os
volateis de M. guianensis foram realizados. O primeiro, com um exemplar do Rio
Grande do Sul, reportou 28 substancias no oleo essencial das folhas, que era
constituido principalmente de sesquiterpenos. O componente majoritario era o ar-
curcumeno (99) (LIMBERGER et al., 2004). O outro estudo, realizado com uma planta
crescendo em Curitiba, descreveu a composicao e variagao sazonal do 6leo essencial
das folhas e a composicao do 6leo essencial das flores. Foram identificados 55
componentes no 6leo essencial das folhas, sendo o trans-calameneno (100) (FIGURA
169) o constituinte principal durante o todo o ano (17,0-29,3%). Por outro lado, o 6leo
das flores continha um alto teor de salicilato de metila (95, 88,2%) (STEFANELLO et
al., 2011).
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FIGURA 169 — ALGUNS CONSTITUINTES Ql:JiMICOS ENCONTRADOS NOS OLEOS ESSENCIAIS
DAS ESPECIES DE MYRCIA
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2.1.3.2 Triterpenos

Os triterpenos s&o substancias com 30 atomos de carbono, geralmente
apresentando uma estrutura basica pentaciclica. A espécie M. myrtifolia, endémica do
cerrado brasileiro, foi submetida a um fracionamento cromatografico, o qual resultou
no isolamento de cinco triterpenos: acido betulinico (101), betulinaldeido (102), acido
betulbnico (103), acido oleandlico (104), acido ursélico (105) e 2a,3p3,21a-tri-

hidroxitaraxastan-28,20-3-olideo (106) (FIGURA 170) (SILVA, 2012).

FIGURA 170 — TRITERPENOS ISOLADOS DAS FOLHAS DE M. myrtifolia
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2.1.3.3 Acidos organicos

Os acidos organicos sdo aquelas substancias que possuem um grupo
carboxila e um ou mais grupos hidroxila e/ou metoxila presentes na estrutura basica.
Destacando-se os acidos fendlicos, estes podem ser classificados em dois grupos. O
primeiro compreende as substéncias derivadas do acido hidroxibenzéico (C6-C1)
(FIGURA 171), que sao considerados os acidos mais simples encontrados em
espécies vegetais. Ja o segundo grupo corresponde aos derivados do acido cinamico
(C9-C3), sendo o mais comum o acido cafeico, que pode ser encontrado em diversas

plantas na forma livre ou esterificada (DEWICK et al., 2009).

FIGURA 171 — ESTRURAS QUIMICAS DOS REPRESENTANTES DOS ACIDOS FENOLICOS
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Algumas espécies de Myrcia revelaram a presenga de acidos organicos. O
acido galico (107) se mostrou presente nas folhas de M. bela e M. guianensis. Essa
ultima espécie e M. palustris também contém o &cido protocatecuico (108). Em M.
bella também foram reportados o galato de etila (109), o acido caféico (110) e o acido
quinico (113). O acido cinamico (111) foi isolado das folhas de M. hiemalis, enquanto
que o acido ginkgolico (112) estava presente em M. multiflora (CASCAES et al., 2015).
Além destes, foi também identificado nas folhas de M. rubella o &acido 4,5-
dicafeoilquinico (114) (FIGURA 172), o qual mostrou atividade enzimatica inibindo a
a-glucosidase (LIMA et al., 2018).
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FIGURA 172 — PRINCIPAIS ACIDOS ORGANICOS IDENTIFICADOS NO GENERO Myrcia
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2.1.3.4 Flavonoides

A classe dos flavonoides compreende uma vasta quantidade de substancias
polifendlicas de origem vegetal, cuja biossintese ndo ocorre na espécie humana
(LOPES et al., 2010). A estrutura quimica basica desta classe de produtos naturais
consiste de 15 carbonos no esqueleto principal, distribuidos em dois sistemas de anéis
aromaticos (anéis A e B), os quais sao conectados por trés carbonos formando um
esqueleto carbdnico basico do tipo Ce-C3-Cs. Na maioria dos flavonoides os trés
carbonos intermediarios ciclizam, formando um terceiro anel (anel C). Sdo conhecidos
milhares de flavonoides, os quais variam entre si quanto ao grau de oxidacgao e quanto
aos substituintes presentes nos anéis. Devido a essa diversidade, os flavonoides séo
classificados em subgrupos: flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavondis,
antocianidinas e chalconas (FIGURA 173) (PIETTA, 2000; PANCHE et al., 2016).
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FIGURA 173 — ESTRUTURA DO ESQUELETO BASICO DOS FLAVONOIDES E SUAS CLASSES

N e e e e m e mmm e m——

flavonas isoflavonas

Os flavondides possuem inumeras atividades farmacoldgicas, incluindo
atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antimutagénica e antitumoral (PANCHE et
al., 2016).

Os flavonoides isolados no género Myrcia sao principalmente da classe das
flavanonas e flavonois, frequentemente glicosilados. As unidades de agucar sao
geralmente galactose, glucose, arabinose e ramnose (CASCAES et al., 2015).

Em um estudo fitoquimico com as folhas de Myrcia multiflora foram isolados
cinco flavanonas glicosiladas, com uma unidade de f-glucose, que foram
denominadas: myrciacitrinas | (115), Il (116), Il (117), IV (118) e V (119) (MATSUDA
et al., 2002) (FIGURA 174). Os estudos ainda apontaram que todos esses flavonoides
apresentaram atividade anti-hipoglicémica, por meio da atividade inibitéria da aldose
redutase em roedores. A atividade foi mais elevada com os flavonoides 118 e 119
(JUNG et al., 2006).
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FIGURA 174 — FLAVONOIDES GLICOSILADOS ISOLADOS DA ESPECIE M. muiltiflora
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Um estudo com M. guianensis (sin. M. hiemalis e M. obtecta) revelou sete
flavonoides em seu extrato de maior polaridade. Destes trés eram flavanonas, 5-
hidroxi-6,8-dimetil-7-metoxiflavanona (120), 6,8-dimetil-5,7-dimetoxiflavanona (121) e
2,7-diidroxi-6,8-dimetil-5-metoxiflavanona (122); trés chalconas: 2’,4’-diidroxi-3’,5;-
dimetil-4’,6’-dimetoxichalcona  (123) 2’-hidroxi-3,5’-dimetil-4’,6’-dimetoxichalcona
(124) e 2’,6’-dihidroxi-3’,5’-dimetil-4’-metoxichalcona (125); e uma isoflavona, 7-
hidroxi-6,8-dimetil-5-metoxi-isoflavona (126) (FIGURA 175). Segundo CASCAES et al.
(2015) este foi o primeiro relato de chalconas, metilflavonas e isoflavonas no género
Myrcia. Posteriormente, diversos flavondis glicosilados foram encontrados nessa
espécie que demonstrou atividade antioxidante, antimicrobiana e citotoxica (SANTOS
et al., 2018).
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FIGURA 175 — FLAVONOIDES ISOLADOS DA ESPECIE M. guianensis
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O estudo fitoquimico de Myrcia tomentosa, resultou no isolamento dos
flavonoides quercetina (127) e canferol (128), além de trés flavonoides glicosilados,
avicularina (129), juglanina (130) e guaijaverina (131) (FIGURA 176). O mesmo estudo
indicou que o extrato etandlico promoveu significativamente a atividade antibacteriana
e antifungica, inibindo o crescimento antimicrobiano. Os flavonoides também foram
avaliados; dentre eles o flavonoide avicularina foi o mais ativo (SA et al., 2017). Além
disso, os flavonoides que foram isolados nesse trabalho s&o conhecidos por suas
atividades biolégicas. Destaca-se, a quercetina (127) que € encontrada em
abundancia em muitas frutas e vegetais, e apresenta efeitos antioxidante, anti-
inflamatdrio, antidiabético, anticarcinogénico, neuroprotetor e antiproliferativo in vitro
e in vivo (ZHANG et al., 2021).

FIGURA 176 — FLAVONOIDES ISOLADOS DAS FOLHAS DE M. tomentosa
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Em outro estudo quimico mais recente, foi avaliada a composi¢ao quimica do
extrato em acetato de etila das folhas de Myrcia rubella, por meio de CLAE acoplada
a espectrometros de massas e de ressonancia magnética nuclear. O estudo permitiu
a identificacao de 25 flavonoides, que se diferenciavam principalmente pela posigcao
dos grupos hidroxila e pela unidade de acgucar. Sendo assim, foram selecionados
alguns desses flavonoides, a fim de representar as principais diferengas entre os
mesmos: miricetina-3-O-B-glucose (132), miricetina-3-O-f-galactose (133), miricetina-
3-0-(6"-[3,4-diidroxibenzoil])-p-glucose (134), quercetina-3-0-(6"-((E)-p-cumaroil))-B-
gactose (135), quercetina-3-O-(a-ramnose-(17-6")-p-glucose (136) e canferol-3-O-a-
ramnose (137) (FIGURA 177) (LIMA et al., 2018).

FIGURA 177 — ALGUNS FLAVONOIDES IDENTIFICADOS EM M. rubella

Recentemente, foi realizado um estudo fitoquimico com os frutos de M. eriopus
(espécie nativa e endémica do Brasil), o qual proporcionou o isolamento e

identificagcdo de cindo antocianinas, sendo que todas apresentaram uma unidade de
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glucose em suas estruturas. Foram identificadas a delfinidina-3-O-glucosideo (138),
cianidina-3-O-glucosideo (139), petunidina-3-O-glucosideo (140), peonidina-3-0O-
glucosideo (141) e malvidina-3-O-glusosideo (142) (FIGURA 178). Além disso, foi
verificado que o p¢ liofilizado dos frutos dessa espécie tem potencial antioxidante, por
meio dos ensaios DPPH (ECso = 2419 pug mL") e ABTS (339 umol Trolox g™)
(MARTINS et al., 2021).

FIGURA 178 — ANTOCIANINAS ISOLADAS DOS FRUTOS DE M. eriopus
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2.1.3.5 Taninos

Os taninos sao substancias polifendlicas de polaridade elevada, geralmente
soluveis em agua. Possuem massa molecular na faixa de 500 a 3000 Daltons. Essas
substancias fendlicas estao presentes na maioria das espécies vegetais. Sao isolados
como solidos amorfos ou cristalinos de coloracdo amarela ou branca. Quimicamente,
os taninos podem ser classificados em dois grandes grupos, os poliflavonoides
condensados e os taninos hidrolisaveis. Esse ultimo grupo pode ainda ser dividido em
galotaninos e elagitaninos (P1ZZl et al., 2019).

M. palustris, popularmente conhecida como pitangueira-do-mato, € uma
espécie nativa do Brasil encontrada na regido Sul (WUBSHET et al., 2015). O extrato
em acetato de etila de suas folhas foi submetido a um estudo fitoquimico, resultando
no isolamento de seis elagitaninos (WUBSHET et al., 2015). Um deles, a casuarinina
(143) (FIGURA 179) possui uma cadeia aberta de uma unidade da p-glucose central
com dois grupos hexaiidroxidifenoila (HHDF) além de uma unidade galoila. Esse
tanino é frequentemente estudado devido as suas atividades bioldgicas relevantes,

como anti-herpes (HSV-2), antioxidante, e a capacidade de acelerar a morte celular
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por apoptose em células cancerosas dos tipos mama humana (MCF-7) e pulmao
(A549) (WAKAMORI et al., 2020). Além da casuarinina, foram isolados quatro
derivados do acido elagico com uma unidade de ramnose cada: acido 4-0-(2”,4”-0O-
diacetil-a-raminose) elagico (144), 4-O-(2”,3”-O-diacetil-a-raminose) elagico (145), 4-
O-(3”,4”-O-diacetil-a-raminose) elagico (146) e 4-O-(2”,3”,4”-O-triiacetil-a-raminose)
elagico (147). A espécie M. rubella também apresentou taninos em sua composicéo
quimica. De suas folhas foram isolados os derivados do acido elagico, acido 3,4-
metilenodioxi-3’-O-metilelagico (148) e acido 3,4,3'-tri-O-metilelagico (149) (LIMA et
a., 2018), o qual apresentou elevada inibicdo da a-glucosidase, indicando efeito
hipoglicémico (FIGURA 179).

FIGURA 179 - ELAGITANINOS IDENTIFICADOS EM M. palustris E M. rubella

2.1.4 Biossintese das substancias fendlicas

As substancias fendlicas sao formadas no organismo vegetal por meio de
duas rotas biossintéticas distintas: a via do acido chiquimico e a via do mevalonato
(MEV), sendo que a rota do acido chiquimico é responsavel pela formagao da maioria
das substancias fendlicas de origem vegetal (DEWICK, 2009).

A via do acido chiquimico se inicia por meio da condensacéao alddlica entre o

fosfoenolpiruvato (PEP) e uma unidade de eritrose-4-fosfato, resultando no 3-deoxi-
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arabino-hept-2-ulosonato-7-fosfato (DAHP), que por sua vez pode realizar uma reagao
alddlica intramolecular e formar o acido 3-deidroquinico. Este, apés uma redugao gera
0 acido quinico, um acido amplamente encontrado na forma livre ou esterificado. O
acido 3-deidroquinico pode sofrer uma desidratacdo e formar o acido 3-
deidrochiquimico. A partir desse ultimo pode se formar o acido chiquimico depois de
uma redugdo. O acido 3-deidrochiquimico gera o acido galico apdés uma
desidrogenacéo, que é seguida por uma enolizagédo. Cada transformacao € realizada
por meio de enzimas especificas indicadas por E1-E5 (ESQUEMA 16) (DEWICK,
2009).

ESQUEMA 15 — ROTA BIOSSINTETICA DA FORMAGCAO DO ACIDO CHIQUIMICO, ACIDO
GALICO E ACIDO QUINICO

(@] OH PO H
T 1L o
PO HO Y 0O — »
OH

CO,H

PEP eritrose-4-fosfato
¢ 'Hzo
:’ ________ é (_)_ﬁ _____ ! CO.H ‘ CO,H E : E
' 2 ‘ @ 2 i ? ' i o OH '
P HOW Y TOH 0”7 > “OH ! HO OH : ! !
‘ H ' : i : i H H :
, acido chiquimico \  &cido 3-dehidrochiquimico ,_dcidogdlico i | &cido quinico :

Enzimas: E3: quinato dehidrogenase
E1: DHP sintase E4: 3-dehidro quinase
E2: 3-dehidroquinato sintase  E5: chiquimico dehidrogenase

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.

Os taninos sédo formados apos o acido galico ser gerado, uma vez que esse
acido € um componente dos taninos hidrolisaveis, que sdo comuns no género Myrcia
(WUBSHET et al., 2015).

Os taninos hidrolisaveis possuem o acido galico geralmente esterificado com
uma unidade poliol central, tipicamente a glucose ou derivados, embora uma grande

variedade de tipos de poliois possa ser encontrada (DEWICK 2009).
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A biossintese dos taninos inicia-se com o acido galico que se combina com
uma enzima chamada de difosfato de uridina glicose (UDPGIc) responsavel pela
transferéncia de uma unidade de glucose central (poliol), a qual gera a B-glucogallina,
a qual € uma substancia crucial na formacao dos taninos hidrolisaveis, pois atua como
substrato para a esterificacdo posterior, além de ser doadora de outras unidades do
grupo galoila. Com isso, o préximo produto formado € o 1,6-digaloilglucose. Uma nova
transferéncia de galoila ocorre por meio da p-glucogallina, produzindo um
trigaloilglucose (gemin D). Esse processo pode se repetir até a completa esterificagao
da glucose (pentagalloilglucose). Apds uma hidrélise o acido galico e a glucose sao
novamente gerados. Sao esses produtos formados apds hidrélise que originou 0 nome
galotaninos a essas substancias (ESQUEMA 17) (DEWICK, 2009).

ESQUEMA 16 — BIOSSINTESE DOS GALOTANINOS A PARTIR DO ACIDO GALICO E UDPGLC

HO OH
OH
O
HO i OH ' 0 d
OH UDPGIc OH  p-glucogallina OH
— > —_— (0]
HO HO %o HO 0
@ HO OH @ HO o OH
OH OH 0 o)
acido gélico p-glucogallina 1,6-digaloilglucose
HO OH
p-glucogallina
OH - glucose @
OH
glucose + hidrolise
3x &cido gélico ~— -
OH
Enzimas: trigaloil (gemin D)

E1: gallato 1-p-glucosiltrasferase
E2: -glucogallina O-galoiltrasferase
E3: galoiltransferase

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.

Por sua vez, os elagitaninos, seguem o mesmo caminho da biossintese dos
galotaninos. Entretanto, esses taninos apresentam um ou mais grupos
hexahidroxifenoila (HHDF) em sua estrutura, os quais sado formados entre duas

unidades galoila vicinais. Apds a formacdo dos ésteres, como demostrado no
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ESQUEMA 17, dois grupos galoila podem sofrer oxidacado, gerando duas espécies
radicalares, as quais sao estabilizadas por deslocalizagao eletrénica envolvendo os
grupos fendlicos. Posteriormente, ocorre um acoplamento oxidativo, formando uma
nova ligagdo C-C entre dois grupos galoila, resultando no grupo HHDF. O nome
elagitaninos é referente ao produto gerado apds a hidrolise, uma vez que o grupo
HHDF gera o acido difénico, que por sua vez pode se rearranjar espacialmente,
favorecendo uma lactonizagdo que resulta no acido elagico, o qual deu origem ao
nome dos elagitaninos (ESQUEMA 18) (DEWICK 20009).

ESQUEMA 17 — FORMAGAO DO GRUPO HEXAHIDRO!DIFENOiLA (HHDF) A PARTIR DE DUAS
UNIDADES GALOILA

HO  OH Q. PH
OH : OH

o 0
0 o o) 0
O o % Yol T
0 Oy 0 Oy
0
RERS: @ N T3

acoplamento
Enzima: radicalar

E1: oxigénio oxiredutase

| HHDF |
QH oH 5 HO T 0 |
OO OH Ho. _o™© OH | O 5
‘ g ; HO OO:
O S + glucose hidrolise : HO E o
HO oo HO orQ” TOH 5 ‘ o,O 07?
OH OH | HO ~L 0
; OH AN

acido elagico acido difénico  G_______ 2. ____

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.

O acido chiquimico, combinado com o acido fosférico (acido chiquimico 3-
fosfato), reage com uma unidade de PEP, por meio de um ataque nucleofilico do grupo
hidroxila a ligagao dupla do PEP. Apdés uma eliminagdo-1,2 do acido fosférico, é
formado o 5-enolpiruvilchiquimico 3-fosfato (EPSP). A formagao do acido corismico
envolve uma eliminagédo-1,4 do acido fosforico. O acido corismico € de extrema
importancia no metabolismo especializado das substancias fendlicas, uma vez que
pode ser precursor de diversas classes de metabdlitos, incluindo os aminoacidos,
alcaloides, acidos organicos e flavonoides (ESQUEMA 19) (DEWICK, 2009).
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ESQUEMA 18 — ROTA BIOSSINTETIQA DA FORMAQAO DO ACIDO CORISMICO A PARTIR DO
ACIDO CHIQUIMICO

HE H
@
COzH CO,H D COM
@ Iz @ i
— * POy COH — %
HO" ™~ "OH ATP  PO" Y QH\/4 PO ™~ TO7|‘COH
OH OH OH OF)
acido chiquimico acido chiquimico PEP
... Blosfato_ /
! CO,H ? CO-H
Enzimas: E E @ @\ J\
E1: chiquimato quinase | | -—— w
E2: EPSP sintase : H COMH ! PO™ " 0" COH
E3: corismato sintase : OH ! OH
i 4cido corismico EPSP

_____________________

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.

Posteriormente, o acido corismico sofre uma eliminagao do acido enolpiruvico
(introduzido anteriormente na cadeia lateral), que é seguida de aromatizagdo no anel
formando o acido 4-hidroxibenzdico (C6-C1), o qual é o acido fendlico mais simples
encontrado nos vegetais. Os demais acidos apresentando esse mesmo padréao sao
biossintetizados a partir do precursor acido corismico (DEWICK, 2009).

O acido corismico ainda pode sofrer um rearranjo de Claisen para formar o
acido prefénico, que posteriormente sofre uma descarboxilagdo, seguida de
aromatizagédo do anel para gerar o acido fenilpiruvico. Em seguida, ocorre uma
transaminagéo, gerando o aminoacido chamado de fenilalanina, que por sua vez sofre
uma reagao catalisada pela enzima fenilalanina aménia liase (PAL) para a eliminacao,
do tipo E2, da amébnia e formacao do acido cinamico (DEWICK, 2009).

O acido cinamico apresenta o esqueleto basico do segundo grupo dos acidos
fendlicos (C6-C3), que ainda pode ser hidroxilado e formar o acido p-cumarico. Uma
segunda hidroxilagéo gera o acido cafeico (ESQUEMA 20). Outros acidos derivados
do acido cinamico podem estar presentes nos organismos vegetais, os quais sao
gerados por reagdes, como hidroxilagdo e metilagdo. Esses acidos fendlicos formados
pela via do acido chiquimico apresentam um padrdo de substituicio em que as
hidroxilas (ou metoxila) estdo dispostas em orientagcdo orto entre si, o que é
caracteristico dessa via. Por outro lado, os fendlicos provenientes da via do

mevalonato apresentam um padrdo de substituicdo em orientacdo meta. Essa
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diferenca € mais perceptivel na biossintese dos flavonoides, pois envolve as duas vias
(DEWICK, 2009).

ESQUEMA 19 — BIOSSINTESE DOS ACIDOS FENOLICOS (4-HIDROXIBENZOICO E ACIDO
CAFEICO) A PARTIR DO ACIDO CORISMICO

____________________

COzH y f‘j,, con COLH CO.H

Nogd ' ‘

e U, 0 | |

: : CO-H E E

CoH OH : OH ;

4cido fenilpiruvico acido prefénico 4cido corismico i 4-hidroxibenzéico

I®

CO,H CO,H COzH
é £ (5 @
NAPH

____________________________

T T

5 O

: é//
o
T

NAPH
fenilalanina acido cindmico acido 4-hidroxicindmico ' acido caféico
(p-cumarico) ~ Semmmsmmmsmmsmmmsemm--o--oof
Enzimas: . E4: fenilpiruvato aminotranferase
E1: corismato liase E5: fenilalamina amonia liase
E2: corismato mutase E6: cinamato 3-hidroxilase

E3: prefenato dehidratase  E7: p-cumarato 3-hidroxilase

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.

Em geral, os acidos fendlicos podem ser encontrados nas plantas na forma
livre ou esterificados com diferentes substratos. Um exemplo € a formacao do acido
clorogénico (acido 5-O-cafeoilquinico) que consiste da combinagao do acido quinico
com o acido cafeico. Inicialmente, o acido cafeico € combinado com uma enzima
(cafeoil-coezima A), e posteriormente o acido clorogénico € gerado. Além da
esterificacao na posigéo C-5, os ésteres também sao formados nas posi¢cdes C-4 e C-

3 (ESQUEMA 21) (DEWICK, 2009).
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ESQUEMA 20 - FORMAGAO DO ACIDO CL'OROGENI’CO A PARTIR DA REACAO DO CAFEOIL-
COA E ACIDO QUINICO

HO

HOQ_\\_(O

0

OH

0 0

HO ™ (@] 4
3

HO OH  OH

OH OH

acido clorogénico

cafeoil-CoA acido quinico (4cido 5-O-cateoquinico)

Enzima:
E1: quinato O-hidroxicinamoiltranferase

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.

A via do acido chiquimico € a mais importante rota para a produgédo das
substancias fendlicas. Entretanto, como ja mencionado, os flavonoides sao originados
por via mista. A via do acido chiquimico € responsavel pela formagao do anel B, além
das trés unidades de carbono entre os anéis A e B. Ja o anel A é originado da via do
mevalonato (DEWICK, 2009).

A biossintese se inicia pelo acido 4-hidroxicinAmico, que por sua vez €&
transformado a uma espécie ativa, o 4-hidroxicinamoil-CoA. Em seguida trés
moléculas de malonil-CoA, que sao geradas por meio da descarboxilagdo da acetil-
CoA (via do mevalonato (MEV), descrita no Capitulo 1, ESQUEMA 1, p. 57), formam
um policetideo. Esse policetideo pode se arranjar espacialmente para facilitar uma
condensagao de Claisen, seguida por uma enolizagao, resultando em uma chalcona
(naringenina-chalcona). As chalconas sao as precursoras dos demais flavonoides. A
maioria dos flavonoides apresentam um anel heterociclico de seis membros (anel C),
formado por uma reagao do tipo Michael via ataque nucleofilico da hidroxila (anel A)
a posicéo P da cetona a,p-insaturada, resultando em uma flavanona (naringenina)
(ESQUEMA 22). A partir dessas etapas, outras transformagdes podem ocorrer, como
oxigenagdes nos anéis aromaticos, metilagdes, glicosilagbes, entre outras
modificagdes, resultado em um grande numero de flavonoides conhecidos (DEWICK
2009).
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ESQUEMA 21 — BIOSSINTESE DAS FLAVONAS A PARTIR DO 4-HIDROXICINAMOIL-COA E
MALONIL-COA
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! (flavona) \ E2: carboxiltranferase  E5: chalcona isomerase

FONTE: adaptado de DEWICK, 2009.

2.1.5 A espécie Myrcia selloi

A espécie Myrcia selloi (FIGURA 180), conhecida popularmente como
cambui, € uma planta nativa do Brasil. Recentemente, esta espécie foi re-circunscrita
para abranger as espécies Myrcia laruotteana e M. lajeana (LANNOY et al., 2019). Ha
ocorréncia desta espécie na Bolivia, Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil. No Brasil,
a espécie ja foi registrada nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. No
Parana essa espécie pode ocorrer em todos os tipos de vegetacdo (LANNOY et al.,
2021).

Morfologicamente, suas folhas s&o oblongas, com 6,0 cm de comprimento e
2,0 cm de largura. Possui flores com coloragao branca, as quais florescem de abril a
fevereiro. Os frutos verdes possuem coloragdo verde-claro, e ao amadurecerem
formam frutos roxos comestiveis de 5,0 a 10 mm, surgindo o ano todo (LANNOY et
al., 2021).
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FIGURA 180 — IMAGENS DA ESPECIE M. selloi NO LOCAL DE COLETA COM DETALHES DAS
FLORES E FOLHAS

FONTE: Stefanello, M. E. A. (2010)

Devido a presenga marcante de Oleos volateis, estes foram previamente
analisados. Os principais constituintes das folhas, frutos e flores foram sesquiterpenos
oxigenados, sendo o constituinte principal o sesquiterpeno a-bisabolol (150, folhas:
20,7 %, frutos: 23,6 % e flores: 28,1 %). Outros constituintes importantes foram o 6xido
de a-bisabolol B (151, 11,5 %) nos frutos, e o 14-hidroxi-a-muuroleno (152) nas folhas
(19,9 %) e nos frutos (13,7 %) (FIGURA 181) (STEFANELLO et al., 2007; 2011).

FIGURA 181 — PRINCIPAIS SESQUITERPENOS OXIGENADOS IDENTIFICADOS NAS FOLHAS,
FRUTOS E FLORES DE M. selloi

HO

150 151 152
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O mesmo estudo realizado com os frutos verdes de M. salloi ainda revelou o
potencial citotéxico do 6leo essencial total e de uma fragéo rica em a-bisabolol (150)
contra dez linhagens de células tumorais humanas in vitro: glioma (U251), melanoma
(UACC-62), mama (MCF-7), ovario resistente a multiplos farmacos (NC1-ADR/RES),
rim (786,0), pulmao (NCI-H450), prostata (PC-3), ovario (OVCAR-3), colon (HT-29), e
leucemia (K562). O dleo essencial total foi ativo contra todas as linhagens de células
testadas, uma vez que os valores de concentragdo necessaria para inibigao total do
crescimento (TGI) foram inferiores a 100 ung mL', com excegédo da linhagem de
pulmao (TGl > 125 ug mL"). A maior atividade foi registrada contra células de glioma
(TGl = 20,46 ug mL™") e rim (TGl = 20,74 ug mL™"). A fragdo rica em a-bisabolol
apresentou atividade similar aquela do dleo total, mas tendo maior atividade,
especialmente contra as células de rim (TGl = 8,74 ug mL™") e ovario (TGI = 8,58 ug
mL") (STEFANELLO et al., 2011).

Em outro estudo, foi avaliada a atividade antioxidante do extrato etandlico das
folhas. Este apresentou forte atividade antioxidante tanto no ensaio pelo método
DPPH (CI150 = 3,38 ug mL™"), como no ensaio ORAC-FL (3.785,70 umol TE g'). Esses
resultados foram associados ao alto teor de conteudo fendlico (401,4 mg de acido
galico equivalente por grama de extrato). Em uma tentativa de identificar os fendlicos
responsaveis por essa atividade, o extrato etandlico foi analisado por CLAE-UV e por
espectrometria de massas. A analise permitiu comprovar a presenga dos acidos
caféico (110), quinico (113) e clorogénico (153) (FIGURA 182), justificando a atividade
antioxidante encontrada (SALVADOR et al., 2011).

FIGURA 182 — ACIDOS ORGANICOS PRESENTES NO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE
M. selloi
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2.2 JUSTIFICATIVA

Considerando que o estudo anterior com o extrato etanoico identificou somente
trés substancias fendlicas, ficando varias sem identificagao, torna-se relevante um
estudo fitoquimico com esse extrato ativo de M. selloi, a fim de ampliar o conhecimento

sobre os metabdlitos especializados dessa espécie.

2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico e avaliar atividade citotoxica com a espécie
Myrcia selloi, a fim de contribuir para o conhecimento quimico mais amplo das
myrtaceaes, bem como para a descoberta de seus principais metabdlitos

especializados.

2.3.2 Objetivos especificos

e Realizar particido sequencial a partir do extrato bruto das folhas de M. selloi.

e Isolar os principais metabdlitos especializados das folhas de M. selloi.

e Identificar os principais metabdlitos especializados isolados de M. selloi.
utilizando principalmente a técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN), e
outras técnicas que foram necessarias, e outras técnicas que forem
necessarias, como espectrometria de massas de alta resolu¢cdo (EM-AR),
espectrofotometria de absorgdo no ultravioleta/visivel (UV-Vis) e medidas de
rotagao especifica.

e Realizar ensaios de atividade citotdxica utilizando o método da sulforrodamina

B com o extrato bruto das folhas de M. selloi.
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2.4 MATERIAS E METODOS

2.4.1 Procedimentos gerais

Para o isolamento dos constituintes quimicos das folhas de M. selloi deste
Capitulo 2 foram utilizados os mesmos métodos cromatograficos descritos no
Capitulo 1. Foram utilizadas as técnicas: Cromatografia Liquida em Coluna (CC),
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), Cromatografia em Camada
Delgada Analitica Preparativa (CCDP) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Entretanto, foi utilizado outro método para CLAE, diferente dos descritos no
capitulo anterior. O método foi otimizado utilizando coluna semi-preparativa com
octadesilsilano (C18) como fase estacionaria (XTerra, Waters), com diametro de
particula de 10 um e com dimensdes de 300 x 7,8 mm. Utilizou-se vazao da fase movel
de 2,0 mL min-'. As analises foram conduzidas utilizando-se o método isocratico com
a proporgao de 60 % (H20-MiliQ®) e 40 % (MeOH, grau HPLC) (método 6), a detecgdo
das substancias foi acompanhada em 245 nm. Em adicdo, foi também utilizado
cromatografia liquida por exclusdo utilizando-se como fase estacionaria gel de
sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich).

Os metabdlitos secundarios isolados foram identificados por meio das técnicas
de identificagdo ja descritas no capitulo anterior, como Ressonancia Magnética
Nuclear, incluindo técnicas unidimensional ('H e '3C) e bidimensional (HSQC e
HMBC), Espectrofotometria de Absor¢ao no Ultravioleta/Visivel (UV-Vis), Rotacao

Especifica e Espectrometria de Massas de Alta Resolucéo (EM-AR).

2.4.2 Material vegetal

As folhas da espécie Myrcia selloi foram coletadas no Centro Politécnico
(UFPR), em Curitiba, PR (25° 27’ 16” S, 49° 14’ 9” O), em fevereiro de 2010. A planta
foi identificada pelo Prof. Dr. Armando Carlos Cervi (Departamento de Boténica,
UFPR), e uma exsicata foi depositada no herbario da UFPR (UPCB 53303).
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2.4.3 Preparacao do extrato e fracoes

O material vegetal foi secado em estufa (40°C) e pulverizado. A extragéo foi
conduzida utilizando a técnica de maceragao a temperatura ambiente, com renovagao
de solvente a cada 24 horas. O volume utilizado foi de 500 mL para cada 100 g de
material vegetal, e repetido por trés vezes para cada solvente. Em seguida, os extratos
foram filtrados e os solventes evaporados.

As folhas de Myrcia selloi (254,8 g) foram extraidas com um unico solvente
(EtOH). Apds a evaporagao do solvente foi obtida o respectivo extrato total em EtOH
(ML, 51,64 g). Uma parte do extrato foi reservada para ensaios biolégicos (1,6 g). O
restante foi conservado em refrigerador até o fracionamento. Em 2020 uma parte
desse extrato reservado (31,1 g) foi solubilizada em EtOH:H20 1:1 e submetida a
particdo sequencial com éter de petrdleo (EP), CH2Cl2, AcOEt e 1-BuOH, com
aproximadamente 200 mL de cada solvente, por quatro vezes. Apds a eliminacido dos
solventes foram obtidas as seguintes fragdes: EP (MLE, 1,49 g), CH2Cl> (MLD, 4,38
g), AcOEt (MLA, 5,06 g) e BUOH (MLB, 5,29 g) (TABELA 38).

TABELA 38 — RELAGAO E RENDIMENTO DAS FRAGOES OBTIDAS POR PARTICAO
SEQUENCIAL DO EXTRATO BRUTO (ML) DAS FOLHAS DE Myrcia selloi

Fracoes Solvente v/v Massa (g) Rendimento (%)
MLE EP 1,49 4,79
MLD CHzCl2 4,38 14,08
MLA AcOEt 5,06 16,27
MLB 1-BuOH 5,29 17,01

2.4.4 Isolamento das substancias das folhas de M. selloi

2.4.4.1 |Isolamento dos constituintes quimicos da fragao MLD

A fracdo MLD (4,38 g) foi inicialmente submetida ao fracionamento por CC
(CH2Cl2, CH2Cl2:MeOH 95:5, 9:1, 8:2 e MeOH). O processo de fracionamento resultou
em 49 subfragcdes (20 mL cada), as quais foram reunidas em 7 subfragdes apods
analise por CCDA (TABELA 39; FLUXOGRAMA 5).
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TABELA 39 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA FRAGAO MLD DAS FOLHAS

DE M. selloi

Cédigo Subfragdes Solvente v/v Massa (mg) Substancias isoladas
MLD1 1-18 CHzCl2 697,9 -

MLD19 19-20 CH2Cl2:MeOH 95:5 167,5 -

MLD21 21-30 CH2Cl2:MeOH 9:1 323,0 MS2, MS3
MLD31 31-34 CH2Cl2:MeOH 8:2 80,8 -

MLD35 35-39 CH2Cl2:MeOH 8:2 328,1 MS7, MS8
MLD40 40-41 CH2Cl2:MeOH 8:2 191,6 -

MLD42 42-49 MeOH 981,9 -

A subfracao MLD21 (323,0 mg) foi submetida a CC (CH2Cl2:MeOH 9:1 e
MeOH); o fracionamento forneceu 29 subfra¢des (20 mL), que apés CCDA foram
reunidas em 7 subfragdes (TABELA 40; FLUXOGRAMA 5).

TABELA 40 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA SUBFRAGAO MLD21 DAS
FOLHAS DE M. selloi

Codigo Subfragoes Solvente viv Massa (mg) Substancias isoladas
MLD21-1 1-2 CH2Cl2:MeOH 9:1 11,4 -

MLD21-3 3-4 CH2Cl2:MeOH 9:1 40,2 MS2, MS3
MLD21-5 5-6 CH2Cl2:MeOH 9:1 56,9 MS3
MLD21-7 7 CH2Cl2:MeOH 9:1 17,6 MS3
MLD21-8 8-9 CH2Cl2:MeOH 9:1 50,9 MS2, MS2 + MS3
MLD21-10 10 CH2Cl2:MeOH 9:1 18,0 -
MLD21-11 17-29 MeOH 98,6 -

A subfragdo MLD213 (40,2 mg) foi purificada pro CLAE (método 6, p. 241). A
amostra foi solubilizada em 3,0 mL de MeOH:H20-Mili-Q 9:1, utilizando-se o volume
de injecdo de 100 pL, com repeticdes de 28 vezes. O procedimento resultou no
isolamento de MS2 (2,0 mg, tr = 12,31 min) e MS3 (3,1 mg, tr = 17,68 min)
(FLUXOGRAMA 5).

A subracdao MLD215 (56,9 mg) foi submetida a CCDP (AcOEt:MeOH 99:1). O
fracionamento resultou em uma mistura (8,3 mg) que foi novamente purificada por
CCDP (AcOEt:MeOH 95:5), fornecendo MS3 (2,7 mg) (FLUXOGRAMA 5).

A subfracdo MLD217 (17,6 mg) foi purificada por CLAE (método 6, p. 241). A
subfragao foi dissolvida em 2,0 mL de MeOH:H20-Mili-Q 9:1. Foi utilizado o volume
de injecao de 100 uL (17 vezes). O fracionamento cromatografico resultou no
isolamento de MS3 (4,0 mg, tr = 10,90 min) (FLUXOGRAMA 5).
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A subfragdo MLD218 (50,9 mg) foi purificada por CCDP (CH2Cl2:MeOH 9:1)
resultando em MS2 (8,2 mg) e uma mistura (16,4 mg), a qual foi purificada por CLAE
(método 6, p. 241). A subfragao foi dissolvida em 2,0 mL de MeOH:H20-Mili-Q 9:1,

utilizando-se o volume de injecado de 200 uL (10 vezes). Esse processo resultou no
isolamento de MS2 + MS3 (2,2 mg) (FLUXOGRAMA 5).

A subfracdo MLD35 (328 ,1 mg) foi submetida a CC (CH2Cl2:MeOH 85:15, 1:1
e MeOH), o fracionamento forneceu em 23 subfragoes (10 mL), quais foram reunidas
em 5 subtracdes apds analise comparativa por CCDA (TABELA 41; FLUXOGRAMA

5).

TABELA 41 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA SUBFRAGAO MLD35 DAS

FOLHAS DE M. selloi

Cédigo Subfragdes Solvente v/v Massa (mg) Substéancias isoladas
MLD351 1-3 CH2Cl2:MeOH 85:15 22,4 -

MLD354 4-6 CH2Cl2:MeOH 85:15 45,8 -

MLD357 7-17 CH2Cl2:MeOH 85:15 136,3 MS7 + MS8
MLD3518 18-21 CH2Cl2:MeOH 1:1 13,5 -
MLD3522 22-23 MeOH 11,4 -

A subfragdo MLD357 (136,3 mg) foi submetida a CCDP (CH2Cl2:MeOH 85:15).

O processo de purificagao resultou em duas novas subfragcbes MLD357B (26,1 mg) e

MLD357C (27,3 mg). As duas subfracdes revelaram ser uma mistura contendo

majoritariamente MS7 + MS8 (FLUXOGRAMA 5).
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FLUXOGRAMA 5 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO ML DE Myrcia selloi

2442

Folhasde M. | pe---eemmmmmmeey
i ML (EtOH)
siol © ] orgto [ MG
|
| Particdo sequencial i
a | b | c l d
MLE MLD MLA MLE
(1.48g) 438g) (5,06 g) i5.289)
MLD21 PP
MLD35 (323,0mg) —[-:: Cle) —
{328,1mg)
..... L.
[ cCh) | i | | |
-----I---=-= MLD213 MLD215 MLDZ17 MLDZ18
(40,2 mg) (56,9 mg) {17 6 mg) (50,9 mg)
MmLp2sT | | R S I |
(136,3mg) CLAE CCDP CLAE | ccop |
_____ | {método &) | in {mélodo®) | (g)
CCODP YT T '
K I I I !
.....I...-J M52 MS3 MS53 M52
(2,0 mg) (2,7 ma) (4.0 mg) (8.2 mg)

ib) CH,CI,
{c) AcOEL
(d) 1-BuOH

MS3
(3.1 mg)

........................................................................
H

(a) Eter de petrélec

{8) CH.Cl,, CH.Cl;MeOH95:5,9:1,8:2 e MeOH |
ify AcOEtMeOH95:5 i
ig) CH.Cl:MeOH®9:1

(h) CH.Cl;MeOHB5:15,1:1 & MeOH
{ij CH,Cl,:MeOHB5:15

Isolamento dos constituintes quimicos da fragdo MLA

MS2 + MS3 ‘
(2.2mg)

A fracdo MLA (5,06 g) foi fracionada por CC, utilizando gel de sephadex LH-

20 como fase estacionaria e eluida somente com MeOH. O fracionamento resultou

em 31 subfragdes (50 mL), as quais foram reunidas em 7 subfracdes apds analise por
CCDA (TABELA 42; FLUXOGRAMA 6).
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TABELA 42 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA FRAGAO MLA DAS FOLHAS

DE M. selloi

Cédigo Subfragdes Solvente v/v Massa (mg) Substéancias isoladas
MLA1 1-4 MeOH 80,4 -

MLA5 5-6 MeOH 540,4 MS2, MS3, MS4 + MS5
MLA7 7 MeOH 397,4 -

MS1, MS2, MS3, MS4,
MLAS 8-9 MeOH 791,5 MS7, MS8, MS10,
MS11 e MS12

MLA10 10-12 MeOH 191,5 MS7, MS8
MLA13 13-15 MeOH 279,1 MS6, MS9
MLA16 16-20 MeOH 501,6 -
MLA 21 21 MeOH 49,2 MS13

A subfracdo MLAS (540,4 mg) foi submetida a CC (AcOEt:MeOH 95:5, 8:2,
1:1 e MeOH). O processo resultou em 26 subfracbes (10 mL), reunidas em 4
subfragdes apds analise por CCDA (TABELA 43; FLUXOGRAMA 6).

TABELA 43 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA SUBFRAGAO MLAS5 DAS
FOLHAS DE M. selloi

Caodigo Subfragdes Solvente v/v Massa Substancias isoladas
(mg)

MLA51 1-2 AcOEt:MeOH 95:5 63,9 -

MLA53 3 AcOEt:MeOH 95:5 72,2 MS2, MS3 e MS4 + MS5
MLA54 4-6 AcOEt:MeOH 8:2 75,5 MS2 + MS3 + MS4 + MS5
MLAS57 7-9 AcOEt:MeOH 1:1 13,6 -

MLA510 10-15 AcOEt:MeOH 1:1 41,2 MS2 + MS3 + MS4 + MS5
MLA516 16-26 MeOH 71,8 -

A subfracdo MLAS53 (72,2 mg) foi submetida a CCDP (AcOEt:MeOH 95:5); o

fracionamento forneceu trés novas subfragdes. Destas, a subfracdo MLA53B (35,7

mg) foi novamente submetida &8 CCDP (CH2Cl2:MeOH 9:1). O fracionamento resultou
no isolamento de MS2 (3,3 mg), MS3 (10,9 mg) e MS4 + MS5 (6,9 mg)
(FLUXOGRAMA 6).

Ja as fracbes MLA54 (75,5 mg) e MLA510 (41,2 mg) foram submetidas a
analise qualitativa por CCDA (AcOEt:MeOH 95:5) revelando conter MS2 + MS3 + MS4

+ MS5 (FLUXOGRAMA 6).

A subfracdo MLAS8 (791,5 mg) foi submetida a CC (AcOEt:MeOH 95:5, 9:1 e
1:1 e MeOH). O fracionamento forneceu no total de 21 subfragdes (10 mL), as quais
foram reunidas em 8 subfragcdées (TABELA 44; FLUXOGRAMA 6).
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TABELA 44 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA SUBFRAGAO MLAS8 DAS
FOLHAS DE M. selloi

Codigo Subfragdes Solvente v/v N(Ira:lsgs)a Substancias isoladas
MLAS81 1 AcOEt:MeOH 95:5 47,2 -

MLAS82 2 AcOEt:MeOH 95:5 50,0 MS2, MS3 + MS4
MLAS83 3 AcOEt:MeOH 9:1 97,4 MS10 e MS12
MLAS84 4-5 AcOEt:MeOH 9:1 67,2 MS7, MS7 + MS8 ¢ MS11
MLAS86 6-9 AcOEt:MeOH 1:1 43,7 -

MLA810 10 AcOEt:MeOH 1:1 10,2 MS2 + MS3
MLA811 11-18 MeOH 82,0 -

MLA819 19-21 MeOH 28,0 MS1

Parte da subfragdo MLA82 (50,0 mg) foi fracionada por CCDP (CH2Cl2:MeOH
8:2 + 1% H20), levando ao isolamento de MS2 (5,3 mg), MS3 + MS4 (4,4 mg)
(FLUXOGRAMA 6).

A subfracdo MLA83 (97,4 mg) foi purificada por CCDP (CH2Cl2:MeOH 8 + 1%
H20). O processo de purificagao resultou no isolamento de MS10 (4,5 mg) e MS12
(2,3 mg) (FLUXOGRAMA 6).

A subfracdo MLA84 (67,2 mg) foi recristalizada em Me2CO (5 mL). O
precipitado resultante revelou conter MS7 (18,0 mg), enquanto que o sobrenadante
continha MS7 + MS8 (7,9 mg) e MS11 (5,1 mg) (FLUXOGRAMA 6).

A subfragdo MLA810 (10,2 mg) revelou por CCDA (AcOEt:MeOH 9:1) conter
MS2 + MS3 majoritariamente (FLUXOGRAMA 6).

A subfragao MLA819 (28,0 mg) revelou conter somente MS1 (FLUXOGRAMA
6).

A subfracdo MLA13 (279,1 mg) foi fracionada por CC (AcOEt:MeOH 95:5, 8:2
e MeOH), o procedimento forneceu 25 subfragbes, quais foram reunidas em 4
subfragdes (TABELA 45; FLUXOGRAMA 6)

A subfragcdo MLA131 (13,0 mg) foi submetida a CCDP (CH2Cl2:MeOH 85:15).
O processo de purificagdo resultou no isolamento de MS6 (2,8 mg) (FLUXOGRAMA
6).

A subfragao MLA134 (26,8 mq) foi purificada por CCDP (CH2Cl2:MeOH 85:15)
resultando em MS9 (5,0 mg) (FLUXOGRAMA 6).

A subfracdo MLA 10 (91,5 mg) foi recristalizada em Me2CO (5 mL). O
precipitado revelou conter MS7 (28,9 mg), ja o sobrante a mistura de MS7 + MS8 (53,0
mg) (FLUXOGRAMA 6).
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A subfracdo MLA21 (49,2 mg) revelou conter MS13 como constituinte
majoritario (FLUXOGRAMA 6).

TABELA 45 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CC DA SUBFRAGAO MLA13 DAS
FOLHAS DE M. selloi

Caodigo Subfragoes Solvente v/v I\I(I:nsgs)a Substancias isoladas

MLA131 1-3 AcOEt:MeOH 95:5 13,0 MS6

MLA134 4 AcOEt:MeOH 95:5 26,8 MS9

MLA135 5-9 AcOEt:MeOH 8:2 57,8 -
MLA13-10 10-25 MeOH 92,1 -

FLUXOGRAMA 6 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA FRAGAO MLA DE Myrcia selloi
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,,,,, |-
| cca |
| [ | |
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| | - | E ——— S S
_l CCib) E CC(d) i Recrstalizacio i_ [ cCig) i Ma1a
i | ------------- Ej ------- J e
MLAS3 | | CCDP : s MLA131
(722 mg) (c) 288ma) | | (30mg [l
I S A [ Ms7+m ccoP |
e -l Kl
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2.4.5 Ensaios de atividade bioldgica

2.4.5.1 Ensaios de atividade citotdxica

Os ensaios de atividade citotdxica realizados nesse Capitulo 2 diferem na
metodologia empregada daqueles descritos para o Capitulo 1.

Os ensaios foram realizados somente com o extrato etandlico das folhas de
M. selloi (ML). Foram utilizadas nove linhagens de células tumorais humanas: UACC-
62 (melanona), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos
farmacos), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmdo, tipo n&o pequenas células), PC-3
(prostata), OVCAR-3 (ovario), HT-29 (célon) e K562 (leucemia). Os experimentos
foram realizados utilizando o método da sulforrodamina B, como descrito por SKEHAN
et al. (1990). Resumidamente, as células tumorais humanas foram distribuidas em 96
pocos (100 mL de célula por pogo), e tratadas em quatro concentragdes do extrato
(ML, 0,25, 2,5, 25 e 250 ug mL™"). Em seguida, foi adicionado DMSO (0,1% solugédo
aquosa), e as células foram incubadas a 37 °C, com 5 % de COg2, por 48 h. A
concentracdo final de DMSO (1 %) ndo afetou a viabilidade celular. Como controle
positivo utilizou-se doxorrubicina (0,025, 0,25, 2,5 e 25 ug mL") e como controle
negativo o solvente (DMSO, 0,1 %). A proliferacao celular foi determinada por meio
da quantificagdo epectrofotométrica em 540 nm do teor de proteina utilizando
sulforrodamina B. Os ensaios foram realizados em triplicatas, e os dados foram
tratados utilizando ANOVA e teste-F para determinar qualquer diferengca entre os
grupos avaliados. Os resultados foram expressos em TGl ( Total Growth Inhibition) que
€ a concentragao necessaria para inibir totalmente o crescimento celular. Esses
ensaios foram realizados no Departamento de Biologia Vegetal, localizado no instituto

de Biologia da UNICAMP e supervisionado pelo Prof. Dr, José Marcos Salvador.
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2.5DADOS FiSICOS E ESPECTROMETRICOS DAS SUBSTANCIAS
IDENTIFICADAS

e MS1

Acido clorogénico: sélido amarelo; férmula molecular C1sH1s09 (massa exata:
354,0951); RMN de 'H, HSQC, HMBC, FIGURA 189-FIGURA 192 (p. 267-269);
TABELA 47 (p. 270) (PAULI et al., 1998: LEE et al., 2010).

e MS2

Clorogenato de metila: sélido amarelo; formula molecular: C17H2009 (massa
exata: 368,1107); RMN de 'H, HSQC, HMBC, FIGURA 195-FIGURA 199 (p. 272-275);
TABELA 48 (p. 276) (LEE et al., 2010).

e MS3

Clorogenato de etila: solido amarelo; formula molecular: C1sH2209 (massa exata:
382,1264); RMN de 'H, HSQC, HMBC, FIGURA 201-FIGURA 205 (p. 277-280);
TABELA 49 (p. 281) (YOUN et al., 2015).

e MS4

Neo-clorogenato de etila: solido amarelo; férmula molecular: C1gsH2209 (massa
exata: 382,1264); RMN de '"H, HSQC, HMBC, FIGURA 206-FIGURA 211 (p. 282-285);
TABELA 50 (p. 286) (YOUN et al., 2015).

e MS5

Criptoclorogenato de etila: sélido amarelo; férmula molecular: C1gH2209 (massa
exata: 382,1264); RMN de '"H, HSQC, HMBC: FIGURA 213-FIGURA 217 (p. 287-289);
TABELA 51 (p. 290) (GE et al., 2018).
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e MS6

Quercetina: solido amarelo; formula molecular: C1sH1007 (massa exata:
302,0427); RMN de 'H, HSQC, HMBC, FIGURA 221-FIGURA 224 (p. 293-295);
TABELA 52 (p. 296) (ESPOSITO et al., 2013).

o MS7

Hiperosideo: soélido amarelo; féormula molecular: C21H20012 (massa exata:
464,0955); UV-vis (MeOH) Amax/nm (log €): 207 (3,93), 257 (2,94), 361 (2,08), FIGURA
235 (p. 302); RMN de 'H, BC{'H} HSQC, HMBC, FIGURA 227-FIGURA 234 (p. 297-
301); TABELA 53 (p. 303) (RENDA et al., 2018).

e MSS8

Isoquercitrina: soélido amarelo; férmula molecular: C21H20012 (massa exata:
464,0955); RMN de 'H, HSQC, HMBC, FIGURA 236-FIGURA 241 (p. 304-307);
TABELA 54 (p. 308) (FERNANDEZ et al., 2005).

e MS9

3-0--(6"’-galoil)-galactosilquercetina: solido amarelo; féormula molecular:
C28H24016 (massa exata: 616,1064); RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURA 243-
FIGURA 247 (p. 310-312); TABELA 55 (p. 313) (KADOTA et al., 1990).

e MS10

Canferol: solido amarelo; formula molecular: C1sH100e (Mmassa exata: 286,0477);
RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURA 249-FIGURA 252 (p. 315-317); TABELA 56 (p.
318) (BAEK et al., 2015).

o MS11

Astragalina: solido amarelo; formula molecular: C21H20011 (massa exata:
448,1006); RMN de 'H, HSQC, HMBC: FIGURA 254-FIGURA 258 (p. 319-321);
TABELA 57 (p. 315) (TUYEN et al., 2020).
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o MS12
3-0-B-glicosilramnocitrina: solido amarelo; formula molecular: C22H22011 (massa

exata: 462,1162); RMN de 'H, HSQC, HMBC, FIGURA 261-FIGURA 264 (p. 324-326);
TABELA 58 (p. 327) (NISHINA et al., 2017).

e MS13

Eugeniina: sélido branco; EM-AR: m/z 938,0977 [M]*, FIGURA 275 (p. 335);
formula molecular: C41H30026 (massa exata: 938,6650); [a]o?’: +57,1 (Me2CO), valor
da literatura: [a]p®®: +56,9 (c: 0,15 mg mL", Me2CO); UV-vis (MeOH) Amaxnm (log ¢):
209 (4,87), 297 (2,37), FIGURA 276 (p. 335); RMN de 'H, "®C{'H}, HSQC, HMBC:
FIGURA 267-FIGURA 273 (p. 329-333); TABELA 59 (p. 336) (NONAKA et al., 1980;
LIU et al., 2019).
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2.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das folhas de M. selloi forneceu o isolamento de 13
substancias fenolicas (TABELA 46). Entre elas, cinco sao ésteres do acido quinico
com o acido caféico (MS1-MS5), seis sao flavonoides (dois como aglicona: MS6 e
MS10 e quatro glicosilados: MS7, MS8, MS9, MS11 e MS12), e um tanino: MS13.

TABELA 46 — RELACAO DAS SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS NA ESPECIE M. selloi

Classe Codigo Substancia identificada
MS1 Acido clorogénico
: . MS2 Clorogenato de metila
Derlva(;juol’iigg acido MS3 Clorogenato de etila
MS4 Neoclorogenato de etila
MS5 Criptoclorogenato de etila
MS6 Quercetina
MS7 Hiperosideo
MS8 Isoquercitrina
Flavonoides MS9 3-0-B-(6"-galoil)-galactosilquercetina
MS10 Canferol
MS11 Astragalina
MS12 3-0O-B-glucosilramnocitrina
Tanino MS13 Eugeniina

2.6.1 Identificacao dos ésteres do acido quinico

Como ja mencionado anteriormente, os acidos organicos sdo substancias
frequentes em espécies do género Myrcia. Dentre os acidos fendlicos, destaca-se o
acido caféico que é encontrado em muitas espécies vegetais, incluindo aquelas do
género Myrcia. Geralmente € isolado e/ou identificado na forma livre ou esterificado
com 0 acido quinico, o qual por sua vez também é muito comum no metabolismo
especializado das plantas. Esses dois acidos compartilham a mesma rota biossintética
(via do acido chiquimico). O acido quinico possui quatro hidroxilas (em C-1, C-3, C-4
e C-5) que podem sofrer esterificagao, sendo esta mais comum nas posi¢oes C-3, C-

4 e C-5, gerando os chamados acidos cafeoilquinicos (FIGURA 183).
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FIGURA 183 — ESTRUTURAS QUIMICAS DOS ACIDOS QUINICO E CAFEICO

(@)
O e OH HO \ on
HO—7 5 4"OH
1 3
OH OH HO
acido quinico acido caféico

Considerando o acido quinico livre, os hidrogénios oximetinicos localizados em
C-3, C-4 e C-5 apresentam deslocamentos quimicos entre o1 3,3-4,1. A esterificacao
em qualquer uma destas hidroxilas gera uma desprotecdo do hidrogénio geminal ao
grupo cafeoila, deslocando o sinal para a regido de &4 5,0 a 6,0 ppm. Sendo assim,
para determinar a localizagao do grupo cafeoila deve-se notar qual sinal foi deslocado,
bem como a sua multiplicidade, visto que mesmo ocorrendo uma esterificacao as
constantes de acoplamento permanecem sem e/ou com pouca variagao. Quando é
observado no espectro de RMN de 'H um duplo-tripleto com duas constantes de
acoplamento pequenas (J = 5,3 e 3,4 Hz) a esterificagdo ocorreu na posi¢cdo C-3 do
acido quinico, originando o acido 3-O-cafeoilquinico. Ja quando é observado um
duplo-dupleto com uma constante de acoplamento grande e uma pequena (J = 9,1 e
3,1 Hz) a esterificagdo € em C-4 (acido 4-O-cafeoilquinico). Por outro lado, quando se
observa um duplo-duplo-dupleto com duas constantes de acoplamento grandes e uma
pequena (J=9,7, 8,6 e 4,5 Hz) tem-se o acido 5-O-cafeoilquinico (PAULI et al., 1998).
Na FIGURA 184 estdo apresentados esses dados (metanol-ds, 600 MHz), os quais
sdo aproximados, visto que os mesmos podem sofrer alteragées quando o espectro
de RMN de 'H é realizado em solventes diferentes ou em mistura. Vale enfatizar que
durante muito tempo houve confusdo na numeragéo do acido quinico, principalmente
na inversao das posi¢cées C-3 e C-5. Devido a isto, ha muita incoeréncia nos dados
reportados da literatura. Sendo assim, a numeracao utilizada nesse trabalho esta de
acordo com a recomendacgao da IUPAC (1973) que considera que a posi¢céo C-1 é
aquela que apresenta um grupo hidroxila em axial e um grupo carboxila em equatorial,
e que a posigado C-3 é aquela que possui um grupo hidroxila em axial (PAULI et al.,
1998).
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FIGURA 184 — COMPARAGCAO DOS DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE 'H E CONSTANTES DE
ACOPLAMENTO (J) DOS ACIDOS CAFEOILQUINICOS (METANOL-d4, 600 MHz)

H
O & _OH 0 OH 0 OR
HOWOH HO OR HOWOH

1 3 |
OH OR OH OH oH HoH

dy 5,35 dt (H-3) 5y 5,10 dd (H-4) 8y 5,34 ddd (H-5)
8J3 26q = 5,3 Hz 8J45=9,1Hz 35 gax = 9,7 Hz
3J3,23X= 3,4 Hz 3J4]3= 3,1 Hz 3J5’4= 8,6 Hz
8J34=38,4 Hz 3J5.60q =45 Hz

Fonte: Adaptado de PAULI et al., 1998.

O presente estudo fitoquimico das folhas de Myrcia selloi permitiu o
isolamento de seis acidos cafeoilquinicos, os quais foram codificados como MS1-MS6,

e serao descritos a seguir.

2.6.1.1 Identificagdo de MS1

A substancia MS1 (FIGURA 185) foi isolada, com aspecto de um sélido de cor

amarela, em mistura com outras substancias minoritarias.

FIGURA 185 - ESTRUTURAS QUIMICAS DA SUBSTANCIA MS1

MS1

O espectro de RMN de "H de MS1 (FIGURA 186) evidenciou a presenga de um
grupo cafeoila e do acido quinico, indicando um acido cafeoilquinico. Considerando a
abordagem descrita no subitem anterior, o ponto chave para propor a localizagdo do
grupo cafeoila no acido quinico € por meio da analise da multiplicidade e das

constantes de acoplamento do hidrogénio que se deslocou. Portanto, o sinal atribuido
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ao hidrogénio geminal ao grupo hidroxila esterificado corresponde a um duplo-duplo-
dupleto em 61 5,37, com trés constantes de acoplamento, sendo duas grandes e uma
pequena em J = 10,7, 9,5 e 4,7 Hz. De acordo com as comparagdes citadas, esse
sinal pode ser atribuido para H-5 (PAULI et al., 1998). Através desses dados foi
possivel deduzir que MS1 se tratava do acido clorogénico, o mais comum da série dos
acidos cafeoilquinicos. A fim de confirmar essa identificagao, foi realizado o espectro
de RMN de 'H do padrédo do acido clorogénico (adquirido comercialmente, Acros
Organics), separadamente. Analisando a sobreposi¢ao dos dois espectros (FIGURA
187-189) é possivel verificar que os espectros sdo sobreponiveis, confirmando tratar-
se da mesma substancia. Devido a isto, as demais atribuicdes foram realizadas por
meio dos dados obtidos da amostra-padréo, uma vez que no seu espectro de RMN
de 'H ndo ha sinais de impurezas e a resolugéo esta melhor, facilitando a atribuigéo
dos sinais. Além disso, servira como referéncia para os demais acidos cafeoilquinicos

qgue serao descritos no decorrer desse subitem.

FIGURA 186 —- COMPARACAO DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H DO ACIDO CLOROGENICO (A)
COM MS1 (B) (METANOL-ds, 600 MHz)
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Ampliando a regido de hidrogénios olefinicos, foram observados cinco sinais.

Destes, trés foram atribuidos a hidrogénios de um anel aromatico, em um unico
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sistema de spins, indicado por um duplo-dupleto em &x 7,06 (1H, J = 1,9 Hz, H-2’), um
duplo-dupleto em 6+ 6,97 (1H, J = 8,2 e 1,9 Hz, H-6’) € um dupleto em &1 6,79 (1H, J
= 8,2 Hz, H-5’). Estes dados s&o caracteristicos de acoplamentos meta, orto/meta e
orto, respectivamente, evidenciando um anel aromatico do tipo 1,3,4-trissubstituido.
Ainda na mesma regi&o, foram observados dois dupletos em 61 7,57 (1H, J = 15,8 Hz,
H-7’) e 6,27 (1H, J = 15,8 Hz, H-8’), 0s quais s&o tipicos de hidrogénios olefinicos em
configuracado E. Esse conjunto de sinais indicam a presenca do grupo cafeoila em
MS1 (LEE et al., 2010) (FIGURA 187).

FIGURA 187 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE "H DOS SINAIS DO GRUPO CAFEOILA
DE ACIDO CLOROGENICO (A) E DE MS1 (B)
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Foram observados na regido de o1 5,4 a 2,0 ppm os sinais do acido quinico

(FIGURA 189). O sinal atribuido ao hidrogénio oximetinico geminal a hidroxila
esterificada foi um duplo-duplo-dupleto em 61 5,35 (1H, J = 9,5, 8,5 € 4,5 Hz, H-5); os
demais sinais de hidrogénios oximetinicos foram observados como um duplo-tripleto
em on 4,18 (1H, J = 5,3 e 3,1 Hz, H-3), e um duplo-dupleto em 61 3,74 (1H, J=8,5¢e
3,1 Hz, H-4). Ja os hidrogénios metilénicos foram observados como um duplo-duplo-
dupleto em 61 2,24 (1H, J = 13,4, 4,5 e 2,2 Hz, H-H-6¢4), um duplo-dupleto em 61 2,19
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(1H, J=14,1 e 3,5 Hz, H-24), um duplo-dupleto em &4 2,08 (1H, J = 13,4 e 9,6 Hz, H-
6ax), € um duplo-duplo-dupleto em &1 2,05 (1H, J = 14,1, 5,3 e 2,2 Hz, H-2¢q) (FIGURA
188).

FIGURA 188 — CONSTANTES DE ACOPLAMENTO (J EM Hz) DO ACIDO QUINICO EM MS1

H..
H J2eq,2ax =14,1 J3/4 =3,1
Joeg,3= 9,3 Jg5=8,5
JQeq,Geq =22 Jspax= 9,6
J23X,3= 3,5 J5,Geq= 415

JGax/Geq =134

FIGURA 189 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DOS SINAIS DO ACIDO QUINICO NO
ACIDO CLOROGENICO (A) E MS1 (B)
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Observando os mapas de correlagdo HSQC e HMBC (FIGURAS 191 e 192) foi
possivel confirmar o grupo cafeoila. O sinal em o1 7,06 (H-2') revelou no HSQC estar
ligado ao carbono em 6c 113,6, e no HMBC revelou correlagbes com um carbono
olefinico em &¢c 121,4 (C-6’), e dois carbonos olefinicos oxigenados em d&c 145,8 (C-
3’) e 148,5 (C-4’), os quais indicam dois grupos hidroxila vizinhos. E ainda, o sinal em
dH 6,25 (H-8’) mostrou correlagdes com dois carbonos, sendo um olefinico em ¢ 126,1

(C-1) e uma carbonila de éster em 6c 167,4 (C-9’), indicando um sistema a,f3-
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insaturado. Ja o sinal em o1 6,97 (H-6’) correlacionou com os carbonos em ¢ 114,8

(C-5’) e com os carbonos olefinicos oxigenados em C-3’e C-4’ (FIGURA 190).

FIGURA 190 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES NO HMBC DO GRUPO CAFEOILA DO ACIDO
CLOROGENICO

FIGURA 191 — MAPA DE CORRE[_ACAO A LIGAGAO DIRETA "H-"3C (HSQC) DO ACIDO
CLOROGENICO (METANOL-d4, 600 MHz)
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FIGURA 192 — MAPA DE CORRELAA(}AO A LONGA DISTANCIA "H-"*C (HMBC) DO ACIDO
CLOROGENICO (METANOL-d4, 600 MHz)
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O HMBC ainda mostrou que o sinal em 61 2,08 (H-64x) correlacionava com um
carbono metilénico em ¢ 36,9 (C-2) e dois carbonos oxigenados em &¢ 70,2 (C-5) e
74,5, sendo esse ultimo atribuido a C-1, além de uma carboxila em 6c 175,5,
confirmando tratar-se de um acido organico. Ja o sinal em &x 5,35 (H-5) correlacionou
com os carbonos em &¢ 69,6 (C-3) e 71,7 (C-4) e com a carbonila de éster do grupo
cafeoila em 6¢c 167,4 (C-9’), indicando mais uma vez a esterificagéo na posi¢gao 5-OH
do acido quinico (FIGURA 193).
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FIGURA 193 — PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DO ACIDO QUINICO DO ACIDO
CLOROGENICO

Todos os dados de RMN obtidos e a comparagao com a literatura (TABELA

47) confirmaram MS1 como o acido 5-O-cafeoilquinico (acido clorogénico, PAULI et

al., 1998; LEE et al., 2010), um acido organico muito comum em espécies do género

Myrcia e, que ja havia sido identificado em mistura no extrato de M. selloi (SALVADOR
et al., 2011).

TABELA 47 — DADOS DE RMN DE MS1 (METANOL-ds, 600 MHz) E COMPARAGCAO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA O ACIDO CLOROGENICO (METANOL-d4, 600 MHz, PAULI et al.,
1998; METANOL-d4300 MHz, LEE et al., 2010)

MS1 Acido clorogénico
Posicao Sn mult HMBC . Sn mult
G (J em Hz) (Hovc) | % (J em Hz)**
1 745 - - 76,1 -
2 364 2,19 dd (14,1, 3,5)? 1,5,6,7 382 2,16 dd (14,2 e 3,3)?
’ 2,06 dd (14,1, 5,3 e 2,2)° 1,5,6,7 ’ 2,04 ddd (14,2, 5,1 e 2,3)°
3 69,5 4,18 dt (5,3 e 3,1) 1,2,5 71,3 4,16 dt (5,1 e 3,3)
4 71,7 3,74 dd (8,5 e 3,1) 5,6 73,5 3,72 dd (8,6 € 3,2)
5 70,2 5,34 ddd (9,5, 8,5 € 4,5) 3,49 72,0 5,34 dd (9,7, 8,6 € 4,5)
6 36.9 2,08 d (13,4 e9,5)° 1,2,5,7 388 2,06 dd (13,3 e 9,7)2
’ 2,24 ddd (13,4, 4,5 e 2,2)° 1,2,5,7 ’ 2,23 ddd (13,3 e 4,5¢e 2,3)°
7 175,5 - - 177,0 -
1 126,1 - - 127,8 -
2 113,6 7,06 d (1,9) 3,46 115,2 7,04 d (2,1)
3 145,8 - - 146,8 -
4 148,5 - - 149,6 -
5 114,8 6,79 d (8,1) 1,34 116,5 6,77 d (8,2)
6 121.4 6,97 dd (8,2 e 1,9) 345 | 1230 6,94 dd (8,2 € 2,1)
I 145,3 7,57 d (15,8) 6,89 1471 7,55 d (15,9)
8’ 113,4 6,27 d (15,8) 1,9’ 115,3 6,25 d (15,9)
9’ 167,4 - - 168,7 -

*CHSOH'd4, 300 MHZ, 100 MHZ, **CH3OH'd4, 600 MHZ aHa)(ial, b Hequatorial.
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2.6.1.2 Identificagao de MS2

A substéancia MS2 (FIGURA 194) foi isolada como um solido amorfo, amarelo.
Os dados de RMN obtidos para MS2 revelaram um perfil muito similar ao obtido para

MS1 (acido clorogénico), indicando conter o mesmo esqueleto carbdnico basico.

FIGURA 194 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA MS2

MS2

Observando a sobreposicao dos espectros de RMN de 'H de MS2 com o acido
clorogénico (utilizado para as atribuicbes de MS1) (FIGURAS 195 e 196) foi possivel
observar semelhancas entre os espectros. Alguns sinais revelaram pequenas
diferencas, o que pode ser justificado pelo solvente utilizado para solubilizar MS2
(cloroféormio-d + gotas de metanol-d4), diferentemente do acido clorogénico que foi

solubilizado em metanol-ds puro.
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FIGURA 195 - COMPARAGCAO DOS ESPECTROS DE RMN DEJH DE MS2 (A, CLOROFORMIO-d
+ GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHz) COM O ACIDO CLOROGENICO (B, METANOL-d4, 600 MHZz)
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Os sinais tipicos do grupo cafeoila foram observados em 6+ 7,58 (1H, dd, J =
15,8 Hz, H-7"), 7,06 (1H, d, J = 1,9 Hz, H-2’), 6,93 (1H, dd, J= 8,2 € 1,9 Hz, H-6’), 6,82
(1H, d, J = 8,1 Hz, H-5") e 6,24 (1H, d, J = 15,8 Hz, H-8'). Foram também observados
os sinais do acido quinico. O sinal de diagndéstico para confirmar a posicdo da
esterificacdo foi um duplo-duplo-dupleto em &1 5,34 com duas constantes de
acoplamento grandes e uma pequena (J = 10,8, 9,8 e 3,2 Hz), indicando a
esterificagdo em C-5, como no acido clorogénico (PAULI et al., 1998). Os outros dois
sinais referentes aos hidrogénios oximetinicos foram observados em 6n 4,20 (1H, dd,
J =67 e 3,2 Hz, H-3) e 3,68 (1H, dd, J = 9,8 e 3,2 Hz, H-4), sendo esses
deslocamentos quimicos e multiplicidades compativeis com a auséncia de
esterificacdo em C-3 e C-4. Os dois grupos metilénicos apresentaram sinais em 6H
2,34 (1H, ddd, J = 13,2, 4,5 e 3,0 Hz, H-6¢4), 2,20 (1H, dd, J= 14,5 e 3,0 Hz, H-24),
2,08 (1H, dd, J= 14,5 e 3,0 Hz, H-2¢9) e 1,95 (1H, d, J = 10,8 Hz, H-6.«, parcialmente
sobreposto a um simpleto de uma impureza) (FIGURA 196). Em adigéo, o espectro
ainda revelou um simpleto em 61 3,77 (H-8), com integracao para trés hidrogénios,
que estava ausente no espectro de RMN de 'H de MS1, correspondente a um grupo

metoxila presente em MS2.
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FIGURA 196 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DOS SINAIS DE MS2

3 8 2 ~
i I i i
H-8
H-5 H-3 H-4
|__ _J i _ - __I
o — I &
| i . = a lal
T T T T T T T T T T T T
540 535 530 pPMm 424 422 420 418 ppm 470 368 966 ppm 380 AT5  ppm
I =] 0 s
= & = ]
ol o o] -
| s
H-2ax H-6ax
H-6eq
[N I L o _ b
-F (1] n
| 18] 190
T T T T T T T T T T
240 235 230 225 2.20 215 210 205 2.00 1.85 1.80 ppm

O sinal em 61 5,34 (H-5) revelou pelo HSQC (FIGURA 198) estar ligado ao
carbono em &¢c 70,6. E por meio do HMBC (FIGURA 199) foi possivel atribuir as
correlagdes desse hidrogénio com os carbonos em &¢ 38,7 (C-6), 73,5 (C-4) e com a
carbonila de éster do grupo cafeoila em 6c 168,9 (C-9’). O sinal do grupo metoxila em
OH 3,77 (H-8) indicou no HSQC estar ligado ao carbono em dc 52,3, e correlacionou
com uma carbonila de éster em 6¢c 175,1 (C-7) (FIGURA 197) Por meio desses dados
foi possivel concluir que havia uma segunda esterificacdo na carboxila do acido
quinico. Essas correlagdes, em conjunto com as demais observadas nos mapas
HSQC e HMBC de MS2 (TABELA 48) permitiu identificar MS2 como o clorogenato de
metila, um éster metilico do acido clorogénico (LEE et al., 2010). Apesar de
conhecido e amplamente encontrado em varias espécies vegetais, o clorogenato de

metila esta sendo reportado pela primeira vez no género Myrcia.
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FIGURA 197 — PRINCIPAIS CORRELAGOES OBSERVADAS NO HMBC DE MS2

FIGURA 198 — MAPA DE'CORRELACAO A LIGAGAO DIRETA 'H-"3C (HSQC) DE MS2
(CLOROFORMIO-d +GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)
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FIGURA 199 — MAPA DE QORRELACAO A LONGA DISTANCIA "H-"3C (HMBC) DE MS2
(CLOROFORMIO-d +GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)
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TABELA 48 — DADOS DE RMN DE MS2 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds4, 600 MHz)
E COMPARAGAO COM O CLOROGENATO DE METILA (METANOL-ds, 300 MHz, LEE, et al 2010)

MS2 Clorogenato de metila
Posicao 5 doH mult HMBC 5 SH mult
¢ (J em Hz) ("H-"C) ¢ (J em Hz)
1 75,9 - - 75,8 -
2,20 dd (14,5, 3,0)? n.o 1,98-224 m
2 37,0 2,08 dd (14,5 3,0)° n.o 38,0 1,98-224 m
3 70,7 4,20 dd (6,7 e 3,2) 4 70,3 4,12 quint (3,3)
4 73,5 3,68 dd (9,8 € 3,2) 3,5 72,5 3,72dd (7,5 3,0)
5 70,6 5,34 ddd (10,8, 9,8 € 4,5) 46,9 72,1 5,26 ddd (7,5, 7,2 e 4,8)
1,95 d (10,8)? 5 1,98-224m
6 38,7 2,34 ddd (13,2, 4,5 e 3,0)° 1,4,5 377 1,98-224 m
7 1751 - 175,4 -
8 52,3 3,77 s 7 53,0 3,68 s
1 127,3 - - 127,6 -
2 114,2 7,06 d (1,9) 46 1151 7,03 d(2,1)
3 145,9 - - 146,9 -
4 148,7 - - 149,7 -
5 115,6 6,82 d (8,1) 1,3 116,5 6,77 d (8,1)
6’ 122,6 6,93 dd (8,2¢e1,9) 5 123,0 6,94 dd (8,1 e 2,1)
7 146,6 7,58 d (15,8) 6,89’ 147,2 7,51 d (15,9)
8’ 114,27 6,24 d (15,8) 1,9 115,0 6,20 d (15,9)
9’ 168,9 - - 168,2 -
8 52,3 3,77 s 7 53,0 3,68 s

Nn.0 = ndo observado. Haxial, "Hequatorial.

2.6.1.3 Identificagcdo de MS3 e MS4

As substancias MS3 e MS4 (FIGURA 200) foram isoladas, separadamente,

como solidos amarelos.

FIGURA 200 — ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS MS3 E MS4

MS3

MS4

Observando a sobreposigédo do espectro de RMN de 'H de MS3 com o acido

clorogénico (FIGURAS 201 e 202) foi possivel identificar semelhangas. Os sinais
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indicativos do grupo cafeoila foram observados em: o4 7,58 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-7’),
7,06 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2), 6,92 (1H, dd, J= 8,2 ¢ 1,8 Hz, H-6"), 6,82 (1H, d, J= 8,2
Hz, H-5") e 6,24 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-8’). Os sinais tipicos do acido quinico também
estavam presentes no espectro. Foi observado um duplo-duplo-dupleto em &1 5,34
(1H, J=11,0, 9,6 e 4,7 Hz), 0 qual esta de acordo com a esterificagdo em C-5 (PAULI
et al., 1998). Os demais sinais do acido quinico foram observados em: &4 4,20 (m, H-
3, sinal parcialmente sobreposto com um quarteto em 6u 4,22 (2H, J = 7,1 Hz, H-8),
3,69 (1H, dd, J = 9,6 e 3,3 Hz, H-4), 2,34 (1H, ddd, J = 13,1, 4,5 e 3,0, H-6¢¢), 2,20
(1H, dd, J= 14,6 e 3,0 Hz, H-24), 2,08 (1H, dd, J = 14,6 e 3,0 Hz, H-2¢¢) € 1,94 (1H,
dd, J=13,1 e 11,0 Hz, H-6.x) (FIGURA 202).

FIGURA 201 - COMPARACAO DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H DE MS3 (A, CLOROFORMIO-d
+ GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHz) COM O ACIDO CLOROGENICO (B, METANOL-d4, 600 MHz)
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FIGURA 202 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DA REGIAO DO ACIDO QUINICO E
DO GRUPO ETILA DE MS3
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Adicionalmente, foram observados dois sinais, os quais permitiram distinguir
MS3 do acido clorogénico. Esses sinais foram: um quarteto com integragéo para dois
hidrogénios em 61 4,22 (J = 7,1 Hz, H-8), 0 qual é caracteristico de um grupo metileno
ligado a um atomo de oxigénio. A mesma constante de acoplamento foi observada
para um tripleto, com integragdo para trés hidrogénios, em on 1,30 (J = 7,1 Hz, H-9),
tipico de uma metila terminal. Esses dados sao condizentes com um grupo etoxila. A
confirmagao, bem como posi¢ao do grupo etoxila foi determinada por meio do HSQC
e HMBC (FIGURAS 204 e 205). O sinal em dn 4,22 (H-8) revelou pelo HSQC estar
ligado ao carbono em &¢ 62,3, e correlacionou no HMBC com o carbono metilico em
dc 14,3 (C-9) e com uma carbonila de éster em on 174,5, tipica de C-7. Por outro lado,
o sinal em 61 1,30 (H-9) esta ligado ao carbono em &c 14,3, e apresentou correlagao
no HMBC com C-8. Em adigao, o H-5 (5,34) correlacionou com um carbono oxigenado
em oc 73,8, tipico de H-4, e com a carbonila de éster do grupo cafeoila em 168,1 (C-
9’) (FIGURA 203).
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FIGURA 203 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADOS NO HMBC DE MS3

FIGURA 204 — MAPA DE'CORRELACAO A LIGAGAO DIRETA 'H-"3C (HSQC) DE MS3
(CLOROFORMIO-d +GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)
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FIGURA 205 — MAPA DE QORRELACAO A LONGA DISTANCIA "H-"3C (HMBC) DE MS3
(CLOROFORMIO-d +GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz)
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Diante dos sinais descritos e das demais correlacdes observadas no HSQC e
HMBC (TABELA 49) foi possivel identificar MS3, como clorogenato de etila, um éster
etilico do acido clorogénico (YOUN et al., 2015). De acordo com a revisao bibliografica

esse € seu primeiro relato no género Myrcia.
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TABELA 49 — DADOS DE RMN DE MS3 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-ds, 600 MHz) E

COMPARACAO COM O CLOROGENATO DE ETILA (DMSO-ds, 600 MHz, YOUN et al., 2015)

MS3 Clorogenato de etila
Posicao 5 on mult HMBC 5 1 mult
© (J em Hz) ("H-"™C) © (J em Hz)
1 75,7 - - 77,6 -
2,20 dd (14,6, 3,0)? n.o 1,96 d (13,2)

2 37,1 2,08 dd (14,6 3,0)° 1 39,7 1,96 d (13,2)

3 70,8 420 m 1 72,1 3,39 dd (4,2 e 3,0)

4 73,7 3,69 dd (9,6 e 3,3) 3,5 74,3 3,60 dd

5 70,7 5,33 ddd (10,8, 9,8 € 4,5) 4,9 74,0 5,01 dt (9,6)

1,94 dd (13,1 e 11,0)2 1,4,5 n.o

6 388 2,34 ddd (13,2, 4,5 e 3,0)° 1,2,4 39,5 2,15 ddd (12,6, 5,4 e 3,6)

7 1749 - - 177,0 -

8 62,1 4,22 q (7,1) 7.9 64,6 3,60 m

9 14,1 1,30t (7,1) 8 16,1 1,67t

1 1271 - - 129,4 -

2 114,2 7,06 d (1,8) 3.6 118,5 7,01d(2,4)

3 147,7 - - 117,0 -

4 147,9 - - 151,4 -

5 115,3 6,82 d (8,2) 1,34 149,2 6,70 d (7,8)

6’ 122,7 6,92 dd (8,2 e 1,8) 2,34 116,8 6,94 dd (8,4 e 2,4)

7 146,5 7,58 d (15,9) 46,89 148,5 7,41 d (15,6)

8’ 114,3 6,24 d (15,9) 1,9 125,0 6,07 d (15,6)

9’ 168,4 - - 170,4 -

aH axial, bHequatorial; n.o = ndo observado.

A substancia MS4 foi isolada em mistura com MS2 (clorogenato de metila).
Devido a isto, alguns sinais no espectro de RMN de 'H (FIGURAS 206 e 207)
apresentaram sobreposi¢céo. Entretanto, foi possivel identificar os principais sinais e
realizar a identificacdo de MS4. Foram identificados os sinais caracteristicos do grupo
cafeoila na regidao de hidrogénios olefinicos, além dos sinais do acido quinico. Foi
também observado um duplo-tripleto em &u 5,37, com duas constantes de
acoplamento pequenas (J = 6,9 e 3,7 Hz), estando coerente com a esterificacdo em
C-3 (diferenciando-se dos demais ésteres descritos até aqui, com esterificagcédo em C-
5) (PAULI et al., 1998). Os outros dois sinais oximetinicos do acido quinico foram
observados como um multipleto em 61 4,12 (H-5) e um duplo-dupleto em ox 3,68 (J =
8,0 e 3,3 Hz), o qual é tipico de H-4. Também estavam presentes os sinais do grupo
etoxila em o1 4,18 (q, J = 7,1 Hz, H-8) e 1,29 (t, J = 7,1 Hz, H-9). Os sinais

caracteristicos dos grupos metilénicos do acido quinico (H-2 e H-6) foram observados
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na faixa de &1 1,95 a 2,23, os quais estavam sobrepostos com os sinais de MS2
(FIGURA 207).

FIGURA 206 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS4 (METANOL-d4, 600 MHz)
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FIGURA 207 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DOS PRINCIPAIS SINAIS DE MS4
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O sinal em &1 5,37 correlacionou no HSQC (FIGURA 209) com o carbono em
dc 72,8. A longa distancia (HMBC, FIGURAS 210 e 211) esse sinal apresentou
correlagdes com os carbonos oxigenados em oc 68,7 (C-5) e 75,2 (C-1) e com a
carbonila de éster do grupo cafeoila em 3¢ 169,1 (C-9’), confirmando a sua posigéao
em C-3. Ja o sinal em &H 4,18 (H-8) correlacionou no HMBC com a metila vizinha a
ele em &¢c 14,5 (C-9) e com a carbonila em 3¢ 176,0 (C-7), confirmando, como em
MS3, um grupo etoxila (FIGURA 208).

FIGURA 208 — PRINCIPAIS CORRELAGOES OBSERVADOS NO HMBC DE MS4
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FIGURA 209 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGAO DIRETA 'H-'3C (HSQC) DE MS4

(METANOL- ds, 600 MHz)
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FIGURA 210 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-"*C (HMBC) DE MS4
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FIGURA 211 — AMPLIAGAO DO HMBC DA REGIAO DO ACIDO QUINICO DE MS4
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Por meio dos dados apresentados e os demais observados no HSQC e HMBC
(TABELA 50) MS4 foi identificada como 3-O-cafeoilquinato de etila (neo-clorogenato
de etila), um isdbmero de MS3 (clorogenato de etila), que se diferencia pela posi¢ao da
esterificacao (MS3: C-5; MS4: C-3) (YOUN et al., 2015). Apesar de conhecido, séo
poucos os relatos de isolamento desse éster que esta sendo descrito pela primeira

vez no género Myrcia.
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TABELA 50 — DADOS DE RMN DE MS4 (METANOL-ds, 600 MHz) E COMPARAGAO COM O NEO-
CLOROGENATO DE ETILA (DMSO-ds, 600 MHz, YOUN et al., 2015)

MS4 Neo-clorogenato de etila
Posicao 5 oH mult HMBC So* oH mult
© (J em Hz) ("H-"™C) ¢ (J em Hz)

1 75,2 - - 77,4 -

2 38,1 1,95-2,23 m n.o 39,5 1,96 m

3 72,8 5,37 dt (6,9 e 3,7) 1,5,9 74,0 5,26 m

4 74,3 3,68 dd (8,0 e 3,3) 5 73,9 3,76-3,61m

5 68,7 4,13 m 4 71,8 3,76-3,61 m

6 41,0 1,95-2,23 m n.o 39,2 2,21 m

7 176,0 - - 176,9 -

8 62,7 4,18 q (7,1) 7,9 64,5 4,18-4,10 m

9 14,5 1,29t (7,1) 8 16,0

1 127,8 - - 129,2 -

2 115,4 7,05d(2,1) 3,46 118,4 7,07 d (2,4)

3 147,0 - - 116,9 -

4 149,9 - - 151,2 -

5 116,4 6,78 d (8,2) 1,34 149,0 6,69 d (8,4)

6’ 123,2 6,94 dd (8,2 e 2,1) 345 116,6 6,81 dd (8,4 e2,4)

7 147 1 7,59 d (15,9) 2,69 148,3 7,53 d (15,6)

8’ 115,9 6,30 d (15,9) 1,9’ 124,8 6,23 d (15,6)

9’ 169,1 - - 170,3 -

n.o = ndo observado.

2.6.1.4 |dentificacdo de MS5

A substancia MS5 (FIGURA 212) foi isolada em mistura com MS4 (neo-

clorogenato de etila), sendo que alguns sinais revelaram estarem sobrepostos.

Contudo, foi possivel extrair os principais sinais e identificar a estrutura quimica de

MSS5.

FIGURA 212 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA MS5

MS5

O espectro de RMN de 'H (FIGURAS 213 e 214) revelou similaridade com os

demais ésteres descritos anteriormente. Foram observados os sinais tipicos do grupo

cafeoila e do acido quinico. Entretanto, foi possivel distinguir MS5 das demais pela
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presenca de um duplo-dupleto em 6+ 4,81, com duas constantes de acoplamento,
sendo uma grande e outra pequena (J = 9,8 e 2,9 Hz). Por meio desse dado foi atribuir
determinar que a esterificagao ocorreu em C-4 (PAULI et al., 1998). O sinal de H-3 foi
atribuido a um duplo-dupleto em 61 4,32 (J = 6,7 e 3,2 Hz), enquanto o sinal de H-5
foi observado como um multiplieto em o+ 4,19. Além disso, foram observados os sinais
do grupo etoxila em dn 4,24 (m, H-8) e 1,30 (¢, J = 7,1 Hz, H-9). Os sinais de H-2 e H-
6 foram detectados na faixa o1 1,86 a 2,3 (FIGURA 214).

FIGURA 213 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS5 (CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-
d+, 600 MHz)
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FIGURA 214 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DOS PRINCIPAIS SINAS DE MS5
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O HSQC (FIGURA 216) revelou que o hidrogénio em o+ 4,81 (H-4) estava

ligado ao carbono em &c 79,3 (C-4), e mostrava correlagbes no HMBC com os

carbonos em ¢ 67,8 (C-5) e com a carbonila de éster do grupo cafeoila em &¢c 169,0

(C-9"), confirmando a localizagao da esterificacdo em C-4 (FIGURA 215).

FIGURA 215 — PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADAS NO HMBC DE MS5




FIGURA 216 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGACAO DIRETA "H-'3C (HSQC) DE MS5
(CLOROFORMIO-d + GOTAS DE METANOL-d4, 600 MHz)
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Os dados apresentados permitiram propor a estrutura de MS5 como um
isdmero de MS3 e MS4, diferenciando-se destes pela posi¢cao da esterificacdo, sendo
agora em C-4 (TABELA 51). Este éster, chamado de 4-O-cafeoilquinato de etila
(criptoclorogenato de etila) é conhecido, porem de ocorréncia rara na natureza (GE et
al., 2018). Seu isolamento esta sendo reportada pela primeira vez no género Myrcia.

TABELA 51 — DADOS DE RMN DE MS5 (METANOL-ds, 600 MHz) E COMPARACAO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA O CRIPTOCLOROGENATO DE ETILA (DMSO-ds, 400 MHz, GE et

al., 2018)
MS5 Criptoclorogenato de etila
Posicdo 5 8H mult HMBC 5c dH mult
(J em Hz) ("H—>"C) (Jem Hz)

1 76,2 - - 73,0 -

2 37,1 1,86-2,31 m n.o 35,2 211177 m

3 69,9 4,32 dd (6,7 e 3,2) 4 67,0 3,58 m

4 79,3 4,81dd (9,8e2,9) 5,9 71,0 5,02 d (3,7)

5 76,2 4,19 m 1 69,5 3,89 m

6 41,1 1,86-2,31 m n.o 37,1 211177 m

7 175,2 - - 173,0 -

8 62,8 4,24 q (7,1) 7,9 60,3 4,00 m

9 14,8 1,30 £ (7,1) 8 13,8 1,12 t(7,1)

1 127,8 - - 125,4 -

2’ 114,6 7,06 s/ 3,46 115,8 7,02 s/

3 148,3 - - 148,5

4 145,8 - - 145,6

5 116,3 6,80 d (8,4) 1,34 114,5 6,77 d (8,0)

6’ 123,2 6,89 dl (8,4) 3,45 121,3 6,96 d (8,0)

7 147,2 7,62 d (15,8) 26,9 145,0 7,39 d (15,9)

8 115,0 6,33 d (15,8) 1,9 113,8 6,11d (15,9)

9’ 169,0 - - 165,4

n.o = nao observado.

2.6.2 |dentificag&do dos flavonoides

Os flavonoides, como ja mencionado, sdo muito comuns no metabolismo
secundario do organismo vegetal. Esses produtos naturais sdo subdivididos em
subclasses de acordo com o grau de oxidagao do anel pirano (anel C). Nesse trabalho
todos os flavonoides isolados foram da subclasse dos flavondis, a qual apresenta uma
oxigenagao em C-3 (FIGURA 218).
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FIGURA 218 — ESQUELETO BASICO DOS FLAVONOIS

flavonol

De modo geral, os flavonoides podem ocorrer na forma livre (agliconas) ou
como glicosideos (uma ou mais unidades de agucar ligado a aglicona). A grande
maioria dos flavonoides presentes em plantas ocorre como substancias glicosiladas,
as quais podem ser consideradas como O-glicosideos (quando o agucar esta ligado a
aglicona através do oxigénio) ou C-glicosideos (quando o agucar esta ligado a
aglicona através de uma ligagdo carbono-carbono). Os principais flavonoides
reportados para o género Myrcia sao glicosilados. As principais unidades de agucar
encontradas nesses flavonoides sdo: galactose, glucose, ramnose e arabinose
(CASCAES et al., 2015) (FIGURA 219).

Alguns sinais no espectro de RMN de 'H sdo cruciais para diferenciagao e
determinagdo das unidades glicosidicas. Um sinal na regido de 61 5,0 indica a
presenga de um hidrogénio anomérico; ja os demais sinais dessa unidade sao
observados na faixa de 61 3,0-4,0. O sinal tipico do hidrogénio anomérico aparece no
espectro como um dupleto, sendo que a sua constante de acoplamento permite
distinguir os a-glicosideos dos B-glicosideos. Ou seja, um dupleto com uma constante
de acoplamento grande (J = 7-10 Hz), implica um acoplamento do tipo Jaxiar-axial (Angulo
diedro: 180°), caracterizando um B-glicosideo. Por outro lado, uma constante de
acoplamento pequena (J = 2-5 Hz), é compativel com um acoplamento do tipo Jequatorial-
axial (&ngulo diedro: 60°), indicando os a-glicosideos (FIGURA 219) (JACOBSEN,
2007).
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FIGURA 219 — ESTRUTURAS QUiMICA§ DAS PRINCIPAIS UNIDADES GLICOSIDICAS DO
GENERO Myrcia
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O presente estudo fitoquimico permitiu a identificagcdo de sete flavonoides.
Destes, dois (MS6 e MS10) foram identificados na forma livre, ou seja, como
agliconas, enquanto que os sete restantes (MS7, MS8, MS9, MS11, MS12) foram

identificados como glicosideos. A sua identificagao sera discutida a seguir.

2.6.2.1 ldentificagcao de MS6

FIGURA 220 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA MS6

A substéncia MS6 (FIGURA 220) foi isolada como um sdlido amarelo. O seu
espectro de RMN de 'H (FIGURA 221) revelou ser relativamente simples,
apresentando apenas cinco sinais, quais foram atribuidos a hidrogénios de anéis
aromaticos, distribuidos em dois sistemas de spins. O primeiro sistema de spins é
formado por trés sinais, observados como um dupleto em &4 7,79 (J = 2,1 Hz, H-2'),
um duplo-dupleto em 61 7,69 (J = 8,5 e 2,1 Hz, H-6") € um dupleto em &1 6,99 (J = 8,5

Hz, H-5’). Esses dados sédo condizentes com hidrogénios em acoplamentos do tipo
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meta, orto/meta e meta, caracteristicos de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido
(anel B). Por outro lado, o segundo sistema de spins consiste de dois dupletos com a
mesma constante de acoplamento em 6+ 6,53 (J = 2,0 Hz, H-8) € 6,26 (J = 2,0 Hz, H-
6), 0s quais s&o sinais tipicos de acoplamento meta, indicando um segundo anel

aromatico 1,2,3,5-tetrassubstituido (anel A).

FIGURA 221 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS6 (ACETONA-ds, 600 MHz)
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Os sinais em o6n 7,79 (H-2'), 7,69 (H-6’) e 6,99 (H-5’), revelaram no HSQC
(FIGURA 223) estarem ligados aos carbonos em 6c 115,6 (C-2’), 116,5 (C-6’) e 121,4
(C-5"), respectivamente. Ja no HMBC (FIGURA 224) o H-2’ correlacionou com C-6’e
com um carbono olefinico oxigenado em &c 148,0 (C-2), enquanto o H-6’correlacionou
com C-2’e com um segundo carbono oxigenado em &c 148,1, atribuido ao C-4’. Ja H-
5’ indicou correlagdes com os carbonos em éc 123,5 (C-1’) e com um terceiro carbono
olefinico oxigenado em &¢c 145,9 (C-3’). Esses dados sdo condizentes com o anel B
da quercetina, o qual esta ligado ao carbono C-2 do anel pirano (anel C), e possui
duas hidroxilas fendlicas. Por sua vez, o HSQC mostrou que os hidrogénios presentes

no anel A em &4 6,53 (H-8) e 6,26 (H-6) estavam ligados aos carbonos em &c 94,8 e
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99,6, respectivamente; no HMBC H-8 apresentou correlagbes com C-6, com o
carbono em 103,5 (C-10) e com os carbonos oxigenados em 157,6 (C-9) e 165,9 (C-
7) (FIGURA 222).

FIGURA 222 — CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE MS6

FIGURA 223 — MAPA DE CORRELACAO A LIGACAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DE MS6 (ACETONA-
ds, 600 MHz)
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FIGURA 224 — MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-13C (HMBC) DE MS6
(ACETONA-ds, 600 MHz)
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Os deslocamentos quimicos observados para C-6 (6¢c 99,6), C-8 (dc 94,8) e C-
10 (6¢c 103,5) estdo mais protegidos que o comum para carbonos aromaticos. Isso se
deve a presenca de grupos oxigenados em uma relagao orto/para a essas posigoes.
Uma vez que os elétrons do atomo de oxigénio (ndo ligantes) podem migrar por
deslocalizacao eletronica para a ligagao C-O, resultando em cargas parciais negativas
nas posi¢oes orto/para do anel aromatico, os nucleos ficam mais protegidos, e em
consequéncia, os deslocamentos quimicos apresentam valores menores que 0
esperado. Esse efeito € ainda mais intenso quando trés grupos oxigenados estdo em
posicao tal que reforcam o efeito de protecdo. A FIGURA 225 apresenta esse efeito
com uma das hidroxilas, o mesmo podendo ocorrer com 0s demais grupos

oxigenados.
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FIGURA 225 — REPRESENTAQAQ DO EFEITO DE RESSONANCIA RESPONSAVEL PELOS
DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE C-6, C-8 E C-10 DO ANEL A DE MS6
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Os dados descritos, bem como a comparagao com aqueles encontrados na

literatura (TABELA 52) confirmam a estrutura quimica de MS6 como sendo o flavonol
quercetina (ESPOSITO et al 2013). Este € um flavonoide muito recorrente em
espécies vegetais, tendo ja sido isolado e descrito anteriormente em Myrcia tomentosa
(SA et al., 2017) e em outras espécies de Myrcia (SANTOS et al., 2018; CASCAES et
al., 2015).

TABELA 52 — DADOS DE RMN DE MS6 (ACETONA-ds, 600 MHz) COM COMPARAGCAO COM 0OS
DADOS DA LITERATURA PARA QUERCETINA (METANOL-ds, 300 MHz, ESPOSITO et al., 2013)

MS6 Quercetina
Posicédo 5 Sn mult HMBC 5 Sn mult
¢ (J em Hz) ('H-™3C) ¢ (J em Hz)

2 148,0 - - 146,1 -

3 n.o - - 133,5 -

4 n.o - - 178,9 -

5 n.o - - 159,9 -

6 99,6 6,26 d (2,0) 10 100,0 6,20 d (1,8)
7 165,9 - - 166,3 -

8 94,8 6,53 d (2,0) 6,7,9,10 94,9 6,41 d (1,8)
9 157,6 - - 158,5 -

10 103,5 - - 100,5 -

1’ 123,5 - - 122,8 -

2’ 115,6 7,79d (2,2) 2,6’ 116,3 7,67 d (2,0)
3 145,9 - - 146,2 -

4 148,1 - - 150,3 -

5’ 116,4 6,99 d (8,5) 1,3 117,2 6,87 d (7,2)
6’ 121,4 7,69 3(1258’5 © 2’4 123,5 7,66 dd (7,2 e 2,0)

n.o = nao observado.
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2.6.2.2 ldentificacdo de MS7 e MS8

FIGURA 226 — ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS MS7 E MS8

MS7 MS8

Observando o espectro de RMN de 'H de MS7 (FIGURAS 227 e 228) foram
identificados cinco sinais de hidrogénios aromaticos, caracteristicos da quercetina em
on 8,06 (1H, d, J = 2,2 Hz, H-2'), 7,62 (1H, dd, J = 8,4 e 2,2 Hz, H-6’), 6,96 (1H, dd, J
= 8,4 Hz, H-5), 6,55 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8) € 6,30 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-6) (FIGURA
228).

FIGURA 227 — ESPECTRO DE RMN DE '"H DE MS7 (ACETONA-ds, 600 MHz)
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FIGURA 228 — AMPLIAGAO DO DOS SINAIS DA AGLICONA QUERCETINA DE MS7
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Ampliando-se a regido alifatica do espectro de RMN de 'H (FIGURA 230) foi
possivel observar sinais caracteristicos de unidade glicosidica. O hidrogénio
anomérico foi observado como um dupleto em 64 5,22 (1H, J = 7,8 Hz, H-1"); a
constante de acoplamento indica que H-1" esta na posi¢ao axial, cujo acoplamento
remete a um B-glicosideo, compativel com um acoplamento Jaxiar-axia. A mesma
constante de acoplamento (J = 7,8 Hz) também foi observada para um duplo-dupleto
emoH 3,89 (1H, J=9,5 e 7,8 Hz, H-2”); a segunda constante de acoplamento (J = 9,5
Hz) informou que o hidrogénio H-3” também esta em axial. Por sua vez, o sinal de H-
3” foi observado como um duplo-dupleto em 61 3,66 (1H, J = 9,5 e 3,4 HZ'). Neste
caso, a constante de acoplamento de 3,4 Hz indica um acoplamento do tipo Jaxiai-
equatorial €ntre H-3” e H-4”, cujo sinal pode ser atribuido a um dupleto-largo em &1 3,97
(1H, J = 3,4 Hz, H-4”). Foi observado ainda um duplo-duplo-dupleto em 61 3,57 (1H,
J=64, 56 e 1,1 Hz, H-5"), sendo que a constante de J = 5,6 Hz foi encontrada
também em um duplo-dupleto em &4 3,55 (1H, J = 10,2 e 6,4 Hz, H-6b”). Neste sinal,
a maior constante sugere um acoplamento vicinal entre os hidrogénios de um grupo
metileno, o qual € comum em algumas unidades glicosidica. O hidrogénio H-6a” nao
foi observado no espectro de RMN de 'H. Por meio desse conjunto de sinais foi
possivel sugerir que a unidade glicosidica é a [3-galactose, a qual apresenta um grupo
hidroxila em axial em C-4” (FIGURA 229).
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FIGURA 229 — CONSTANTES DE ACOPLAMENTO DOS HIDROGENIOS DA B-GALACTOSE DE
MS7

FIGURA 230 — AMPLIAGAO DOS SINAIS DA B-GALACTOSE DE MS7
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O espectro de RMN de "C{'H} (FIGURA 231) revelou 21 sinais. Destes 15
sinais foram atribuidos a carbonos sp? da aglicona quercetina, sendo sete oxigenados
e os demais sinais de carbonos hidrogenados ou quaternarios dos anéis aromaticos.
A carbonila o,B-insaturada tipica de C-4 foi localizada em 6c 179,1 e o carbono
olefinico oxigenado em C-3 foi observado em d&c 135,4. Outros cinco sinais foram
atribuidos aos carbonos oximetinicos da -galactose, os quais foram observados em

8c 76,5 (C-5), 74,5 (C-3”), 72,7 (C-2"), 69,0 (C-4") e 61,0 (C-6").
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FIGURA 231 — ESPECTRO DE RMN DE 13C{1H} DE MS7 (ACETONA-ds, 50 MHz)
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O hidrogénio anomérico em dH 5,22 (H-17) apresentou no HSQC (FIGURA 233)
correlagao com o carbono em 6¢ 105,2, e no HMBC (FIGURA 234) correlacionou com
os carbonos em 6c 74,5 (C-3") e com o carbono em &¢c 135,4, o qual corresponde ao
carbono C-3 da aglicona quercetina. Esta correlagdo permitiu localizar a unidade de
galactose em C-3. Ja o sinal em &4 3,89 (H-2") correlacionou no HMBC com C-1” e
com o carbono em o6c 74,5 (C-3”). Por outro lado, o sinal em 61 3,57 (H-5") exibiu
correlagbes no HMBC com os carbonos em 6c 61,1(C-6"), 69,0 (C-4") e com o
anomerico C-1”. O hidrogénio H-6b” (6n 3,55), incialmente atribuido ao grupo metileno
da B-galactose, revelou no HSQC estar ligado ao carbono em 61,1 (C-6"), que por sua
vez, foi correlacionado com outro sinal em 3,69, que seria H-6a" (FIGURA 232). Esse
sinal estava ausente no espectro de RMN de 'H, pois o mesmo foi encoberto pelo
sinal da agua (HDO, 6n 3,74) presente na amostra. Este sinal estava muito intenso,
tornando necessaria a sua pré-saturagcédo, o que causou o desaparecimento do sinal

de H-6a" e a atenuagao de H-3" no espectro de RMN de "H.

FIGURA 232 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE MS7




FIGURA 233 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA "H-3C (HMBC) DE MS7
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FIGURA 234 — MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA "H-"*C (HMBC) DE MS7
(ACETONA-ds, 600 MHz)
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Apods a analise dos dados descritos e dos demais observados no HSQC e
HMBC (TABELA 53) foi possivel identificar a substancia MS7 como um flavonol
glicosilado, conhecido como 3-O-B-galactosilquercetina (RENDA et al., 2018), também
denominado hiperosideo. Apesar de conhecido, esse flavonoide esta sendo reportado
pela primeira vez no género Myrcia.

A aglicona quercetina presente em MS7 também pode ser identificada pelo
espectro de absor¢do no UV-Vis (FIGURA 235), que € muito caracteristico desses
flavondis. No espectro de MS7 foram observadas trés bandas com maximos de
absor¢cao em Amax 207, 257 e 361 nm, indicando transi¢des do tipo © — m*, tipicas dos
anéis aromaticos em MS7. As duas primeiras bandas (207 e 257 nm) estdo
associadas a conjugacgédo do sistema benzoila, entre o anel A e a carbonila ao,f3-
insaturada (anel C), enquanto que a absorcdo maxima em Amax 361 nm esta
relacionada com a conjugacéao entre o anel B e a carbonila a,p-insaturada do anel C
(MARKHAN, 1982).

FIGURA 235 — ESPECTRO DE ABSORGAO NA REGIAO DO UV-VIS de MS7 (MEOH)
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TABELA 53 — DADOS DE RMN DE MS7 (ACETONA-ds, 600 MHz) E COMPARAGCAO COM 0S
DADOS DA LITERATURA PARA O HIPEROSIDEO (METANOL-ds4, 600 MHz, RENDA et al., 2018)

MS7 Hiperosideo
Grupo | Pos. 5c SH mult SH mult HMBC 5 1 mult
(J em Hz) (J em Hz)* ("H-"™C) (J em Hz)
2 | 1583 - - - 158,9 -
3 | 1356 - - - 135,6 -
4 | 179,1 - - - 179,4 -
5 | 1623 - - - 163,0 -
© 6 | 99,9 6,30 d (2,1) 6,199d (2,00 5,7,8,10 | 99,9 6,19 d (2,1)
£ 7 | 1656 - - - 166,2 -
3 8 | 949 6,55 d (2,1) 6,39d(2,0) 67,910 | 94,7 6,37 d (2,1)
% 9 | 157,9 - - - 158,0 -
© 10 | 104,9 - - - 105,0 -
§ 1" | 1225 - - - 122,8 -
= 2 | 1179 8,06 d (2,2) 783d(21) 2346 | 117,7  7,84d(2,2)
< 3 | 1455 5 2 2 145,8 5
&4 | 1497 - - - 150,0 -
5 | 116,2 6,96 d (8,4) 6,88 d (8,5) 1734 | 1161  6,86d(8,4)
, 7,62 dd 7,58 dd (8,5 e 7,58 dd
& | 1224 (8,2e22) 2,1) i 122.9 (8,5e22)
17 | 105,2 5,22 d (7,8) 5,16 d (7,8) 3,2 1055 5,15 d (7,8)
. 3,89 dd 3,81dd(9,5e . 3,82 dd
2 2.1 (9,5 7,8) 7,8) 1.3 732 (9,7e7,8)
., 3,66 dd 3,55 dd (9,5 e , 3,56 dd
p 3 745 (9,5 e 3,4) 3,4) 2 751 (9,7 e 3,4)
] . 3,97 dl 3,84 dl o 3,85 dd
E 4 69,0 (3.4) (3.2) 2,3 70,0 (34012)
8 ., 3,57 ddd (6,4, 3,57 ddd (6,4, o 3,47 ddd (6,5,
A S 765 5,6, 1,1) 6,1¢€1,3) 13 7.2 6,0e 1,2)
3,64 dd , 3,64 dd
& | 611 3,69 m (11,2 € 6,1) S s1g (1120607
’ 3,55 dd (10,2 e 3,55 dd 25 ’ 3,55 dd
6,4)° (11,2 € 6,4) ’ (11,2 € 6,5)°

*sinais observados para a mistura de MS7 + MS8 (METANOL-ds, 600 MHz); ** posicao central dada
pelo HSQC. 2Ha; "Hb.

A substancia MS8 revelou em seu espectro de RMN de 'H (FIGURA 226, p.

296) sinais na regido de hidrogénios aromaticos e alifaticos muito proximos aos

obtidos para o flavonoide anterior (MS7). Pela duplicacao dos sinais encontrada em

algumas regides do espectro, principalmente na regido glicosidica, deduziu-se a
existéncia de uma mistura de dois flavonoides glicosilados. E de fato, isto foi
comprovado pela presenca de dois dupletos em on 5,25 (J=7,8 Hz) e 5,16 (J = 7,8
Hz) com integragao de 1:3, respectivamente, os quais indicaram a presenca de dois

hidrogénios anoméricos, apontando para uma mistura de dois flavonoides



304

glicosilados. De acordo com a literatura, o sinal em 61 5,16 esta muito préximo para
H-1" de MS7 (TABELA 53; metanol-ds, RENDA et al., 2018). Por sua vez, o segundo
sinal em 81 5,25 foi atribuido ao H-1” de MS8. Adicionalmente, foram observados os
sinais de uma aglicona quercetina em on 7,71 (1H, d, J = 2,1, H-2"), 7,59 (dd, J = 8,7
e 2,1, H-6’, sinal em sobreposicdo com H-6’de MS7), 6,86 (m, H-5, sinal em
sobreposigdao com H-5'de MS7), 6,39 (d, J = 2,2 Hz, H-8) e 6,20 (m, H-6, sinal em
sobreposicao com H-6 de MS7) (FIGURA 237). As sobreposigcdes puderam ser
confirmadas pelo HSQC (FIGURA 240).

FIGURA 236 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS7 + MS8 (METANOL-ds, 600 MHz)
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FIGURA 237 — AMPLIAGAO DOS SINAS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS7 + MS8
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Com ja mencionado, a substancia MS8 apresenta uma unidade B-glicosidica,
confirmada pelo hidrogénio anomérico em 6n 5,25 (J = 7,8 Hz, H-1”). Em adigéo, os
demais sinais dessa unidade foram observados como um duplo-dupleto én 3,71 (J =
11,9 e 2,3 Hz), sendo que a maior constante observada sugere acoplamento geminal,
tipico dos hidrogénios metilénicos (H-6a" e H-6b”). Por outro lado, a menor constante
(J = 2,3 Hz) também foi observada em um duplo-duplo-dupleto em éx 3,22 (J = 9,7,
5,3 e 2,3 Hz, H-5"). A constante de 9,7 Hz também foi observada em um tripleto em
on 3,34 (J = 9,7 Hz, H-4"). Além destes, outro tripleto foi observado em o1 3,42 (J =
9,0 Hz, H-3") e um multipleto em &1 3,48 (H-2"). Uma vez que todos os sinais
observados apresentaram constantes de acoplamento em torno de Jaxiar-axiai = 9,0 Hz,
pode-se afirmar que a unidade glicosidica apresenta todos os hidrogénios do anel

pirano em posigao axial, 0 que caracteriza uma unidade de B-glucose (FIGURA 238).
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FIGURA 238 — CONSTANTES DE ACOPLAMENTO DOS HIDROGENIOS DA B-GLUCOSE DE MS8

Observando o HSQC (FIGURA 240) foi possivel determinar que o hidrogénio
anomérico em o1 5,25 (H-1") esta ligado ao carbono em &c 104,1, e revelou
correlagdes no HMBC com o carbono olefinico em &¢ 135,4, tipico de C-3 da aglicona
quercetina, confirmando que a unidade B-glucose esta ligada nessa posi¢ao. Por outro
lado, H-3” (61 3,42) revelou correlagdo com o carbono em éc 75,3 (C-2”) e H-4” (6n

3,34) com o carbono em ¢ 78,5 (C-57) (FIGURA 239).

FIGURA 239 — PRINCIPAIS CORRELAGOES OBSERVADAS NO HMBC DE MS8

Com base nos dados citados, bem como nos demais observados nos mapas
de correlagées HSQC e HMBC (TABELA 54) foi possivel atribuir a estrutura de MS8
como o flavonoide 3-O-B-glucosilquercetina (isoquercitrina) (FERNANDEZ et al.,
2003), amplamente distribuido em espécies vegetais. Apesar de sua ocorréncia ser

comum, esse flavonoide esta sendo descrito pela primeira vez no género Myrcia.
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FIGURA 240 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGAO DIRETA 'H-"°C (HSQC) DE MS7 + MS8

(METANOL-ds, 600 MHz)
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FIGURA 241 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-"3C (HMBC) DE MS7 + MS8
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TABELA 54 - DADOS DE RMN DE MS8 (METANOL-d4, 600 MHz) E COMPARAGCAO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA A ISOQUERCITRINA (METANOL-ds, 300 MHz, FERNANDEZ et al.,

2005)
MS8 Isoquercitrina
Grupo | Pos. 5 SH mult HMBC 5 SH mult
(Jem Hz) ("H-"C) (J em Hz)

2 159,2 - - 159,1 -

3 135,7 - - 135,7 -

4 n.o - - 179,6 -

5 n.o - - 163,2 -
s 6 100,0 6,20 m* 5,7,8,10 | 100,0 6,20 d (1,4)
8 7 | 1656 - - 166,1 -
5 8 | 948 6,39 d (2,2) 7,8,9,10 | 94,8 6,39 d (1,4)
& 9 | 1584 - - 158,6 -
e 10 | 1049 - - 105,8 -
S | 1 | 1235 i . 123,2 }
2 2 | 1176 7.714d(2,1) 4| 1171 7,71 d (2,1)

3 146,5 - - 146,0 -

4 149,3 - - 150,0 -

5 116,3 6,86 m* 1,34 116,1 6,87 d (8,5)

6’ 123,1 7,59 m* 2,24 123,3 7,58 dd (8,5 e 2,1)

17 | 104,1 5,25 d (7,8) 3 104,4 5,23 d (8,2)
° 2” 75,3 3,48 m* 3” 75,8 348 t(9,5¢€ 8,2)
g 3”7 78,0 3,42 t (9,0) 2”.6” 78,2 3,43 t(9,5)
g 4 | 712 3,34 1(9,7) 5’ 71,3 3,35 ¢ (9,8)
Q 5” 78,5 3,22 ddd (9,7, 5,3 € 2,3) n.o 78,5 3,22 ddd (9,8, 5,5 € 2,3)
= & | 625 3,71 dd (11,9 e 2,3)° 4 7 371dd(119e23y

’ 3,57 m*P n.o ’ 3,57 dd (11,9 e 5,4)°

*Sinais em sobreposigédo. O valor de deslocamento quimico corresponde a posi¢cao central do sinal,

dada por HSQC; @Ha, PHb; n.o = n&o observado.

2.6.2.3 ldentificagcao de MS9

FIGURA 242 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA MS9

MS9

A substancia MS9 (FIGURA 242) foi isolada como o constituinte majoritario

em uma mistura com outros constituintes nao identificados. Analisando o seu espectro
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de RMN de 'H (FIGURAS 243 e 244) foi possivel identificar os sinais caracteristicos
da aglicona quercetina na regido de hidrogénios de anéis aromaticos em d&n 7,95 (1H,
d, J = 2,2 Hz, H-2'), 7,63 (1H, dd, J = 8,5 e 2,2 Hz, H-6"), 6,97 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-
5, 6,49 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8) e 6,25 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-6). Ainda na mesma
regido foi observado um simpleto com integragao para dois hidrogénios em &1 6,97
(H-27/6”), indicando dois hidrogénios equivalentes, tipicos de um grupo galoila.
Também foram observados sinais tipicos de um p-glicosideo. O sinal referente ao
hidrogénio anomérico apresentou-se no espectro como um dupleto em 61 5,19 (1H, J
= 7,8 Hz, H-1"). A mesma constante de acoplamento foi observada para um duplo-
dupleto em 61 3,95 (1H, J=9,7 e 7,8 Hz, H-2"). Por outro lado, a constante em J = 9,7
Hz (caracteristico de acoplamento Jaxiai-axiar) também foi observada para um duplo-
dupleto em 61 3,73 (1H, J = 9,7 e 3,4 Hz, H-3”). J& a menor constante observada para
H-3" implica em um acoplamento Jaxia-equatoriar, indicando que H-4" esta em posigéo
equatorial, compativel com uma unidade de B-galactose. Os sinais caracteristicos do
grupo metileno em C-6 foram observados como dois duplos-dupletos em &1 4,30 (1H,
J =111 e 59 Hz, H-6a") e 4,26 (1H, J = 11,1 e 6,5 Hz, H-6b"). Os sinais dos
hidrogénios do grupo metileno (C-6") da B-galactose sao observados no espectro de
RMN de 'H em torno de &1 3,5-3,7, mas no caso do espectro de RMN de 'H de MS9

esses sinais estdo mais desprotegidos, sugerindo uma esterificagdo na posigcéo C-6".
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FIGURA 243 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS9 (ACETONA-ds + GOTAS DE D20)
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FIGURA 244 — AMPLIAGAO DO SINAS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS9
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No espectro de RMN de '"H de MS9 o sinal de H-4" ndo foi encontrado.
Entretanto, ao analisar o HSQC (FIGURA 246) foi possivel localizar esse sinal, pois
estava encoberto pelo sinal da agua (HDO, 61 4,05), que foi pré-saturado, resultando
no desaparecimento do sinal de H-4". Diante disso, o sinal de H-4" foi observado
através do HSQC em &1 4,02, pela sua correlagdo com um carbono em d¢ 69,2, e
pelas correlagdes a longa distancia (HMBC, FIGURA 247) com o carbono em 8¢ 72,6
(C-27). O hidrogénio anomérico em 5,19 (H-1") correlacionou no HMBC com o carbono
em d&c 135,2 (C-3), confirmando a posicdo da P-galactose em C-3 da aglicona
quercetina. Ja o sinal em d&n 3,95 (H-2") correlacionou com os carbonos em d¢ 74,2 (C-
3”) e C-1". Os hidrogénios em o+ 4,30 (H-6a") e 4,26 (H-6b”) revelaram estarem ligados
ao mesmo carbono em 63,4 (C-6"), confirmando um grupo metileno. O valor de
deslocamento quimico apresentado por C-6” indica mais uma vez a esterificacao
nessa posicao, ja que esta mais desprotegido do que o esperado (6¢c 61). Ja o H-5”
(61 3,87) correlacionou com os carbonos em C-4” e C-6". E por fim, os hidrogénios do
grupo galoila em dn 6,98 (H-27/6”) revelaram através do HSQC estarem ligados ao
carbono em &6c 109,4, e correlacionaram no HMBC com um carbono olefinico
oxigenado em o&c 140,2 (C-4”) e com uma carbonila de éster em 167,3 (C-7")
(FIGURA 245).

FIGURA 245 — PRINCIPAIS CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE MS9
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FIGURA 246 — MAPA DE CORRELAGAO A LIGAGAO DIRETA 'H-"3C (HSQC) DE MS9 (ACETONA-

de + GOTAS DE D20)
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FIGURA 247 — MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA "H-"3C (HMBC) DE MS9
(ACETONA-ds + GOTAS DE D;0)
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Por meio da comparacao destes e dos demais dados com a literatura (TABELA
55), MS9 foi identificado como o flavonoide 3-O-B-(6”-galoil)-galactosilquercetina
(KADOTA et al., 1990), isolado anteriormente da espécie Myrcia bella (SALDANHA et
al., 2013).

TABELA 55 — DADOS DE RMN DE MS9 (ACETONA-ds + GOTAS DE D20, 600 MHz) EM
COMPARAGCAO COM OS DADOS DA LITERATURA PARA A 3-O-B-(6"-GALOIL)-
GALACTOSILQUERCETINA (METANOL-ds, 300 MHz, KADOTA et al., 1990)

. 3-0-B~(6-galoil)-
Frps | e galactosilquercetina
5 31 mult HMBC 5c 31 mult
(J em Hz) ("TH—™C) (Jem Hz)
2 n.o - - 159,7 -
3 135,0 - - 136,4 -
4 n.o - - 180,3 -
5 n.o - - 163,6 -
© 6 100,0 6,25 d (2,1) n.o 100,8 6,18 d (2,0)
"§ 7 n.o - : 166,8 -
5 8 94,9 6,49 d (2,1) n.o 95,6 6,37 d (2,0)
& 9 n.o - - 159,2 -
g 10 n.o - - 106,3 -
2 1 n.o - - 123,6 -
2 2’ 117,2 7,95 d (2,2) 4 118,5 7,78 d (2,0)
3 145,9 - - 146,5 -
4 150,4 - - 150,7 -
5’ 116,0 6,94 d (8,5) 3.6 116,8 6,81 d (8,5)
6’ 122,6 7,63 dd (8,5e2,2) 2’4 123,8 7,56 m
17 104,9 5,19 d (7,8) 3 106,3 5,10 d (8,0)
o 27 72,6 3,96 dd (9,7 € 7,8) 17,3” 73,8 3,84 dd (9,5 e 8,0)
8 3’ 74,2 3,73 dd (9,7 e 3,4) n.o 75,7 3,59 dd (9,5 e 3,5)
8 47 69,6 4,02 m* 2" 70,8 3,88 d (3,5)
(_r,‘:’ 5” 73,9 3,87 dd (6,5 € 5,9) 4”.6” 75,3 3,79 t(6,5)
= . 4,30 dd (11,1 e 5,9)° n.o 4,31 dd (11,0 e 7,0)?
6 634 4,26 dd (11,1 € 6,5)° n.o 64.6 4,21 dd (11,0 e 6,0)°
o 17 n.o - - 121,9 -
S 2’716 | 109,4 6,98 s 477" 110,9 6,89 s
g 3715” n.o - - 147 1 -
4’ 140,2 - - 140,2 -
7 167,2 - - 168,7 -

* posicéo central dada por HSQC; 2Ha, "Hb; n.o = ndo observado.
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2.6.2.4 |dentificacdo de MS10

FIGURA 248 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA MS10

O espectro de RMN de 'H de MS10 (FIGURA 249) apresentou certa
similaridade com a substancia MS9 (quercetina). Entretanto, agora foram observados
apenas quatro sinais, tipicos de hidrogénios aromaticos, ao invés de cinco como em
MS6. Foram observados dois dupletos em on 6,37 (1H, J = 2,1 Hz, H-8) € 6,16 (1H, J
= 2,1 Hz, H-6), cuja constante de acoplamento indica uma relacdo meta entre elas,
confirmando a presengca de um anel 1,2,3-5-tetrassubstituido (anel A), como foi
observado para MS6. A principal diferenca no espectro residiu nos sinais do anel B de
MS10. Para esse anel foram encontrados dois sinais, como dois dupletos, com
integracao para dois hidrogénios cada, em &+ 8,06 (2H, J = 8,6 Hz, H-2'/6’) € 6,88 (2H,
J = 8,6 Hz, H-3'/5’). Os dados apontaram para um anel 1,4-dissubstituido, com
hidrogénios em acoplamento orto, quimicamente equivalentes. Esses dados
sugeriram um flavonoide apresentando em seu anel B apenas um grupo hidroxila (C-
4.
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FIGURA 249 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS10 (METANOL-d4, 400 MHz)
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Analisando o HSQC (FIGURA 251), os sinais em 61 8,06 (H-2'/6’), 6,88 (H-3'/5’),
6,37 (H-8) e 6,16 (H-6) apresentaram correlagdo com os carbonos em o+ 130,3, 115,9,
94,1 e 98,9, respectivamente. De acordo com o HMBC (FIGURA 252), o sinal em 6H
8,06 (H-2'/6") correlacionou com trés carbonos sp?, sendo um hidrogenado em &c
115,9 (C-2'/6’), e dois oxigenados em oc 148,1 (C-2) e 160,7 (C-4’). Por outro lado, os
hidrogénios H-3’/5’ (61 6,88) correlacionaram a longa distancia com os carbonos em
dc 121,2 (C-1') e C-4’. Ja o sinal em on 6,37 (H-8) apresentou correlagcbes com os
carbonos C-6, em 6¢ 105,1 (C-10), além de dois carbonos oxigenados em &c 158,4
(C-9) e 165,8 (C-7). E por fim, o hidrogénio H-6 (61 6,16) apresentou correlagdes com
os carbonos C-8, C-10, em &¢c 162,7 (C-5) e C-7 (FIGURA 250).
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FIGURA 250 - CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC DE MS10

FIGURA 251 — MAPA DE CORRELACAO A LIGACAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DE MS10
(METANOL-ds, 400 MHz)
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FIGURA 252 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-"*C (HMBC) DE MS10
(METANOL-d4, 400 MHz)
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Diante dos dados citados a substancia MS10 foi identificada como canferol
(TABELA 56; BAEK et al., 2015), um flavonoide muito comum em espécies vegetais,
incluindo o género Myrcia, tendo ja sido anteriormente isolada de Myrcia tomentosa
(SA et al., 2017).
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TABELA 56 — DADOS DE RMN DE M10 (METANOL-d4, 400 MHZ) E COMPARAGCAO COM OS

DADOS DA LITERATURA PARA O CANFEROL (METANOL-d4, 600 MHz, BAEK et al., 2015)

MS10 Canferol
Posicao 5 SH mult HMBC 5 31 mult
¢ (J em Hz) ("H—"3C) ¢ (J em Hz)
2 148,1 - - 147 1 -
3 n.o - - 136,7 -
4 n.o - - 177,3 -
5 162,7 - - 160,0 -
6 98,9 6,16 d (2,1) 10 99,2 6,16 d (2,0)
7 165,8 - - 166,4 -
8 94,1 6,37 d (2,1) 6,7,9,10 94,4 6,36 d (2,0)
9 158,4 - - 157,8 -
10 105,1 - - 104,5 -
1 124,2 - - 123,3 -
2 130,3 8,06 d (8,6) 2,6 130,5 8,06 d (8,8)
3 115,9 6,88 d (8,6) - 116,3 6,90 d (8,8)
4 160,7 - - 160,1 -
5 115,9 6,88 d (8,6) 1,3 116,3 6,90 d (8,8)
6’ 130,3 8,06 d (8,6) 2’4 130,5 8,06 d (8,8)

n.o = ndo observado.

2.6.2.5 Identificagdo de MS11

FIGURA 253 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA MS11

A substancia MS11 (FIGURA 253) foi isolada em mistura com outros

constituintes minoritarios ndo identificados. Ampliando o seu espectro de RMN de 'H

(FIGURAS 254 e 255) foram identificados os sinais tipicos da aglicona canferol na

regidao hidrogénios aromaticos, distribuidos em quatro sinais em 61 8,13 (d, J = 8,9 Hz,
H-2’ e H-6), 7,00 (d, J = 8,9 Hz, H-3'e H-5’), 6,47 (d, J = 2,1 Hz, H-8) € 6,25 (d, J = 2,1

Hz, H-6).
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FIGURA 254 — ESPECTRO DE RMN DE '"H DE MS11 (ACETONA-ds, 600 MHz)
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FIGURA 255 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DOS SINAIS DE MS11

[i] [=] [ ['x]
o =] e o
o P~ L= Li=]
| | |
H-2'/6' H-3'/4'
H-8 H-6

e J U

84 B3 82 B1 BO 79 V8 77 V6 75 T4 VI T2 71 TO 69 68 67 66 65 64 63 ppm

—5.22
365
3.58
3.53
3.45
3.29

H

1
—_—

N T e e T e e e e [ I

5.25 ppm 3.70 365 a.e0 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30 325 ppm




320

Além do dos sinais da aglicona canferol, o espectro de RMN de 'H também
apresentou sinais de uma unidade B-glicosidica, devido a presenga de um dupleto em
oH 5,22 (J = 7,6 Hz, H-1"), tipico de um hidrogénio anomérico. Os demais sinais da
unidade B-glicosidica foram observados através dos sinais em o1 3,65 (dd, J =119 e
2,5 Hz, H-6a"), 3,58 (dd, J = 11,9 e 5,2 Hz, H-6b”), 3,53 (dd, J = 8,8 e 7,6 Hz, H-2"),
3,45 (t, J = 9,6 Hz, H-4") e 3,29 (ddd, J = 9,6, 5,2 e 2,5 Hz, H-5"). O sinal de H-4"
revelou uma constante de acoplamento tipica de Jaxiai-axiai, indicando uma unidade de
B-glucose.

O hidrogénio anomérico (6n 5,22, H-1") revelou estar ligado ao carbono em
105,5 (HSQC, FIGURA 257) e apresentou correlagdo no HMBC (FIGURA 258) com
um carbono olefinico em éc 134,9, tipico de C-3 da aglicona canferol, confirmando a
sua localizacdo (FIGURA 256).

Com base nos dados expostos, bem como os demais observados nos mapas
de correlagdes HSQC e HMBC (TABELA 57) foi possivel atribuir a estrutura de MS11
como o flavonoide 3-O-B-glucosilcanferol (astragalina) (TUYEN et al., 2020). Esse

flavonoide possui ocorréncia frequente em diversas espécies vegetais, incluindo em
Myrcia rubella (LIMA et al., 2018).

FIGURA 256 — CORRELACOES OBSERVADOS NO HMBC DE MS11




FIGURA 257 — MAPA DE CORRELACAO A LIGACAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DE MS11
(ACETONA-ds, 600 MHz)
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FIGURA 258 — MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-'3C (HMBC) DE MS11
(ACETONA-ds, 600 MHz)
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TABELA 57 — DADOS DE RMN DE MS11 (ACETONA-ds, 600 MHz) EM COMPARAGAO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA A ASTRAGALINA (ACETONA-ds, 500 MHz, TUYEN et al., 2020)

MS11 Astragalina
Grupo | Pos. 5c dH mult HMBC 5c SoH mult
(J em Hz) ("H-"™C) (J em Hz)
2 | 1585 - - 157,9 -
3 | 1349 - - 135,4 -
4 n.o - - 179,1 -
5 | 1625 - - 162,9 -
- 6 | 1006 6,24 d (2,1) 58,10 | 99,7 6,28 d (2,0)
E 7 n.o = = 165,2 -
< 8 | 953 6,47 d (2,1) 6,910 | 946 6,52 d (2,0)
o 9 | 1581 - - 158,6 -
5 10 | 1046 - - 105,5 -
2 | 1| 1244 - ; 122,6 -
< 20 | 1322 8,13 d (8,9) 2,4 132,1 8,14 d (8,0)
3 | 1164 6,99 d (8,9) 14 115,8 6,97 d (8,0)
4 | 161,0 - - 161,0 -
5 | 1164 6,99 d (8,9) 14 115,8 6,97 d (8,0)
6 | 132,2 8,13 d (8,9) 2,4 132,1 8,14 d (8,0)
17 | 104,3 5,22 d (7,5) 3 104,8 5,23 d (7,5)
o 27 | 753 3,53 dd (8,8 e 7,5) 17,3" 75,4 3,31-3,22 m
@ 3" | 776 3,52 m* n.o 77,8 3,31-322 m
g 4" | 703 3,44 1 (9,6) 5 71,2 3,31-3,22 m
o 57 | 779  3,29ddd (9,652 e 2,5) n.o 78,0 3,31-3,22 m
= & | 6241 3,64 dd (11,9 e 2,5)° 45 627 3,31-322 m
’ 3,58 dd (11,9 e 5,2)° 5 ’ 3,31-3,22 m

*sinal em sobreposicdo, posi¢éo central dada por HSQC; 2Ha, PHb; n.o = ndo observado.

2.6.2.6 Identificagdo de MS12

FIGURA 259 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA MS12

O espectro de RMN de 'H de MS12 (FIGURAS 261 e 262) revelou sinais
similares para uma aglicona canferol, devido a presencga de quatro sinais na regidao de
hidrogénios de anéis aromaticos em du 8,03 (d, J = 8,9 Hz, H-2’ e H-6’), 6,91 (d, J =
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8,9 Hz, H-3’e H-5’), 6,26 (d, J = 1,9 Hz, H-8) € 6,10 (d, J = 1,9 Hz, H-6). Entretanto, foi
observado um simpleto em &1 3,87 (7-OCHBs), o qual foi atribuido a um grupo metoxila
em C-7, o que é comum em diversos flavonoides. De acordo com a literatura os
flavonoides com a aglicona canferol metoxilados na posigao C-7 sdo denominados de
ramnocitrinas (HARBONE, 1975). O sinal em 61 3,87 revelou no HSQC (FIGURA 261)
estar ligado ao carbono em &c 56,8, confirmando se tratar de uma metoxila. Ja no
HMBC (FIGURA 262) esse sinal correlacionou com o carbono em 6c 150,5, que deve
ser C-7.

Também foi observada a presenga de uma unidade B-glicosidica. Os sinais
para essa unidade foram: 61 5,06 (d, J = 7,5 Hz, H-17), 3,67 (dd, J= 11,9 € 2,4 Hz, H-
6a"), 3,55 (dd, J = 11,9 e 5,2 Hz, H-6b”), 3,55 (dd, J = 9,6 e 8,6 Hz, H-4"), 3,48 (dd, J
=9,1e7,5Hz, H-2"), 3,43 (t, J= 9,1 Hz, H-3"), 3,35 (dd, J = 9,6 e 8,6 Hz) e 3,20 (ddd,
J=9,6,5,2e 2,4 Hz, H-5"). Esses sinais sdo condizentes para uma unidade B-glucose,
uma vez que as todas as constantes de acoplamento sdo compativeis com a relagcao
axial-axial entre os hidrogénios vizinhos.

O sinal do hidrogénio anomérico foi observado em o6+ 5,06 (H-17), o qual
apresentou correlagao a longa distancia (HMBC) com o carbono olefinico em &¢ 135,2,

tipico de C-3 da aglicona ramnocitrina, confirmando a sua localizagao nessa posi¢cao
(FIGURA 260).

FIGURA 260 — PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADAS DO HMBC DE MS12

Diante dos dados apesentados e das demais correlagbes observadas nos

mapas de correlagbes HSQC e HMBC (TABELA 58) foi possivel atribuir a estrutura
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quimica de MS12 como sendo o flavonoide 3-O-B-glucosilramnocitrina (NISHINA et

al., 2017), um flavonoide conhecido, mas inédito no género Myrcia.

FIGURA 261 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS12 (ACETONA-ds +GOTAS DE D20, 600 MHz)
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FIGURA 262 - AMPLIAGAO DOS SINAIS DO ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS12

S & g 2
e o i o
| |
H-2'/6’ H-375’
H-6

81 80 79 7B F7¥ V6 TS5 T4 F3I V2 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 pom

s & 5 2 g2 9 B &
S ] m o ] ] m
Te]
H-1"
H-5"
T T T T T T T T T
508 506 ppm 3.9 3.8 a7 36 as 3.4 3.3 pom

FIGURA 263 — MAPA DE CORRELAGCAO A LIGACAO DIRETA 'H-"3C (HSQC) DE MS12
(ACETONA-ds + GOTAS DE D20, 600 MHz)
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FIGURA 264 — MAPA DE CORRELAGAO A LONGA DISTANCIA 'H-"*C (HMBC) DE MS12
(ACETONA-ds + GOTAS DE D20, 600 MHz)
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TABELA 58 — DADOS DE RMN DE MS12 (ACETONA-ds + GOTAS DE D20, 600 MHz) EM
COMPARACAO COM OS DADOS DA LITERATURA PARA 3-O-B-GLICOSILRAMNOCITRINA

(METANOL-d4, 400 MHz, NISHINA et al., 2017)
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MS12 3-0-B-glicosilramnocitrina
Grupo | Posicéao SH mult HMBC oH mult
e (J em Hz) (Ho®C) | % (J em Hz)
2 158,7 - - 158,0 -
3 135,2 - - 134,3 -
4 n.o - - 178,3 -
5 163,1 - - 166,0 -
6 102,3 6,10 d (1,9) 5,8,9 97,7 6,32 d (2,3)
o 7 150,5 - - 157,1 -
£ 8 96,5 6,26 d (1,9) 6,10 91,8 6,59 d (2,3)
5 9 104,1 - - 105,3 -
2 10 159,0 - - 160,3 -
£ 1’ 123,1 - - 121.4 ;
o 2 132,2 8,03 d (8,9) 2.4 131,0 8,08 d (8,7)
3 116,1 6,91 d (8,9) 1.4 114,8 6,88 d (8,7)
'y 161,6 - - 161,5 -
5 116,1 6,91 d (8,9) 14 114,8 6,88 d (8,7)
6’ 132,2 8,03 d (8,9) 2.4 131,0 8,08 d (8,7)
7-OCH; | 56,8 3,87s 7 55,2 3,88s
1”7 104,3 5,06 d (7,5) 3 102,6 5,26 d (7,2)
o 2” 75,3 3,47 dd (9,1 e7,5) 17,3” 74,4 3,49-3,40 m
2 3” 77,6 3,43 t(9,1) 2" 4 77,1 3,49-3,40 m
s 4” 70,3 3,35 dd (9,6 e 8,6) 3 70,0 3,35-3,19 m
o 5” 77,9 3,20 ddd (9,6, 5,2 e 2,4) n.o 76,7 3,35-3,19 m
= & 62 1 3,67 dd (11,9 e 2,4) 4 613 369dd(119e23)
’ 3,55 dd (11,9 e 5,2)° 5 ™~ 321dd(11,9e5,5)>

a8Ha, "Hb; n.o = n&o observado.

2.6.3 Identificacao do tanino

Os taninos sao substancias polifendlicas, comumente encontradas em

extratos vegetais de maior polaridade. Os taninos podem ser divididos em dois

subgrupos: condensados que sao polimeros de flavonoides, e hidrolisaveis, os quais

possuem uma unidade de agucar central (comumente a -glucose), cujas hidroxilas

estdo esterificadas com uma ou mais unidades do acido galico. Esse subgrupo pode

ainda ser classificado em galotaninos e elagitaninos (DEWICK, 2009). Os elagitaninos

séo substancias que possuem unidades do acido galico ligadas a -glucose, além de

uma ou mais unidade do grupo hexaidroxidifenoila (HHDF) (FIGURA 265). O presente



328

estudo fitoquimico permitiu o isolamento de um elagitanino (MS13), cuja identificagcao

sera apresentada a seguir.

FIGURA 265 - ESTRUTURA QUiMIQA DAS UNIDADES PRESENTES NOS TANINOS
HIDROLISAVEIS (ELAGITANINOS)

OH OH O o>\
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B-glucose Aacido galico hexaidroxidifenoila (HHDF)

2.6.3.1 ldentificagdo de MS13

FIGURA 266 — ESTRUTURA QUIMICA DA SUBSTANCIA MS13

A substancia MS13 (FIGURA 266) foi isolada como um solido amorfo, branco.
O seu espectro de RMN de 'H (FIGURA 267) revelou sinais de hidrogénios aromaticos
e oximetinicos. Na regi&o de hidrogénios aromaticos (FIGURA 268) foram observados
cinco sinais. Destes, trés simpletos, com integragao para dois hidrogénios cada, em
o1 7,13 (H-2°/6’), 7,02 (H-2"/3") e 6,99 (H-2""/6""). Estes sinais apontaram para trés

grupos galoila. Ainda na mesma regiao foram observados dois simpletos integrando
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para um hidrogénio cada em 61 6,68 (H-2"""") e 6,49 (H-2""), sugerindo a presenca de
um grupo hexaidroxidifenoila (HHDF).

FIGURA 267 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE MS13 (ACETONA-ds, 600 MHz)
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FIGURA 268 — AMPLIAGAO DO ESPECTRO DE RMN DE "H NA REGIAO DOS HIDROGENIOS
AROMATICOS DE MS13
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Na regido de hidrogénios oximetinicos (FIGURA 269) foram observados sete

sinais que indicaram uma unidade glicosidica. O hidrogénio anomérico foi visto no
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espectro como um dupleto em on 6,22 (1H, J = 8,3 Hz, H-1). A constante de
acoplamento indica uma relagéo frans-diaxial com o hidrogénio vizinho, compativel
com um B-glicosideo. Os demais sinais foram observados como um tripleto em 61 5,86
(1H, J = 9,8 Hz, H-3), um duplo-dupleto em 64 5,62 (1H, J=9,8 e J= 8,3 Hz, H-2), um
tripleto em 61 5,24 (1H, J= 10,3 Hz, H-4) e um duplo-dupleto em 614,57 (1H, J= 10,3
e J=6,6 Hz, H-5). O grupo metileno foi observado como um duplo-dupleto em 61 5,39
(1H, J= 13,5 e6,6 Hz, H-6a) e um dupleto em 6+ 3,91 (1H, J= 13,5 Hz, H-6b). Por meio
desses sinais foi possivel deduzir que a unidade glicosidica era a p-glucose, uma vez
que todas as constantes de acoplamento foram compativeis com acoplamentos trans-
diaxiais entre os hidrogénios vizinhos. Os valores observados para os hidrogénios
oximetinicos da B-glucose estdo mais desprotegidos do que aqueles observados nos
flavonoides (descritos anteriormente), indicando que houve esterificagdo em todos os

grupos hidroxila.

FIGURA 269 — AMPLIAGAO DA REGIAO DOS HIDROGENIOS DA B-GLUCOSE DE MS13
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No espectro de RMN de 3C{'H} de MS13 (FIGURA 270) foram observados 35
sinais. Destes, cinco sinais foram atribuidos aos grupos carbonila de ésteres, em 6c
167,7 (C-7"), 167,3 (C-7""), 165,9 (C-7"") e 165,2 (C-7") e 164,6 (C-7’), e 24 sinais
foram considerados carbonos do tipo sp? sendo 12 oxigenados, que podem ser
atribuidos aos carbonos ligados a grupos hidroxila das diferentes unidades galoila.
Dentre estes, seis sinais destacam-se no espectro, apresentando uma intensidade
maior do que os demais oxigenados. E de fato € de se esperar, devido a simetria do
grupo galoila, que estes sinais representem dois carbonos equivalentes. Esses sinais
foram observados em 6c 145,8 (C-3/5’), 145,6 (C-3"/5"), 145,4 (C-3"’/5"”), 109,9 (C-
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2'/6’), 109,8 (C-2""/6"") e 109,7 (C-2"/6"). E ainda, os 12 carbonos sp? restantes foram
atribuidos os carbonos aromaticos do grupo galoila. Os demais (seis sinais) sinais
foram atribuidos a unidade da p-glucose em ¢ 93,3 (carbono anomérico, C-1), 72,8
(C-3), 72,7 (C-5), 71,4 (C-2), 70,3 (C-4) e 62,7 (C-6). Por meio dessa analise foi

possivel atribuir o total de 41 atomos de carbono para MS15.
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Considerando a presenga de trés grupos galoila, uma analise por HSQC e
HMBC (FIGURAS 272 e 273) torna-se imprescindivel para determinar a localizagcéo
de cada grupo galoila esterificando a B-glucose. O hidrogénio anomérico em &H 6,22
(H-1) indicou, através do HSQC, estar ligado ao carbono em d&c 93,3 que é
caracteristico do carbono anomérico. No HMBC este hidrogénio correlacionou com
uma carbonila de éster em &c 164,3 (C-7’), enquanto que o sinal em dn 5,62 (H-2)
correlacionou com &c 165,2 (C-7"), e o sinal em 61 5,86 (H-3) tinha correlagdo com a
carbonila em &c 165,9 (C-7""). Diante disso, a localizagdo de cada grupo galoila foi
determinada pelas correlagbes dos hidrogénios aromaticos presentes em cada grupo
galoila. O sinal em 61 7,14 (H-2’/6’) correlacionou com o carbono em 6¢ 109,9 (C-2°/6’),
correspondente aos dois carbonos hidrogenados equivalentes, e também com o
carbono em &c 119,4 (C-1'), e com dois carbonos sp? oxigenados (confirmando os
grupos hidroxila) em oc 139,5 (C-4’) e 145,8 (C-3'/5’). Além disso, esse sinal e o
hidrogénio anomérico (on 6,22) apresentaram correlagdo com o mesmo grupo

carbonila, em dc 164,3, indicando que esse grupo galoila estava ligado ao carbono
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anomérico. De modo semelhante, foi determinado que os grupos galoila
representados pelos sinais em on 7,02 (H-27/6”) e 6,99 (H-27/6) estavam,
respectivamente, em C-2 e C-3 da unidade de glucose (FIGURA 271).

FIGURA 271 — PRINCIPAIS CORRELACOES NO HMBC DA B-GLUCOSE COM OS GRUPOS
GALOILA DE Ms13

FIGURA 272 — MAPA DE CORRELACAO A LIGACAO DIRETA 'H-13C (HSQC) DE MS13
(ACETONA- ds, 600 MHz)
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FIGURA 273 — MAPA DE CORRELACAO A LONGA DISTANCIA 'H-"3C (HMBC) DE MS13
(ACETONA-ds, 600 MHz)
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Os dois hidrogénios em 61 6,49 (H-2""") € 6,68 (H-2"""), com integragao para um
hidrogénio cada, os quais foram inicialmente atribuidos ao grupo HHDF, revelaram no
HSQC estarem ligados aos carbonos em &¢c 107,4 e 107,8, respectivamente. O sinal
em o6n 6,49 (H-2"") correlacionou no HMBC com os carbonos em 6c 115,2 (C-6""),
144,91 (C-3"”), 144,85 (C-5"") e com uma carbonila de éster em 167,7 (C-7""). O
outro sinal em dn 6,68 (H-2""") revelou correlagdes com os carbonos em 115,3 (C-
6""), 136,2 (C-4"""), 144,10 (C-3""), 144,09 (C-5"") e 167,3 (C-7""). Entretanto, o
HMBC nao revelou o deslocamento quimico de C-1""e C-1""", pois os hidrogénios
estdo adjacentes a esta posigdo; porém no espectro de RMN de '3C{'H} foram
observados dois sinais em 125,5 e 126,1, os quais foram atribuidos a C-1""" e C-1"",
respectivamente. Em adicao, as correlagcbes no HMBC dos hidrogénios H-4 e H-6b
confirmaram a posi¢ao do grupo HHDF em C-4 e C-6, pois H-4 correlacionou com a

carbonila de éster em &¢c 167,3 (C-7

carbono em 6c 167,7 (C-7""") (FIGURA 274).

), enquanto que H-6b mostrou correlagdo com o
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FIGURA 274 — CORRELACOES DO HMBC DO GRUPO HHDF DE MS13

Por meio das correlacbes descritas e das demais observadas no HMBC
(TABELA 59) foi possivel determinar a estrutura de MS13 como sendo um tanino
elagico, conhecido e presente em diversas espécies vegetais, chamado de eugeniina.
Esse tanino ja foi descrito na familia Myrtaceae, sendo que seu primeiro isolamento
foi em Eugenia caryophyllata (NONAKA et al., 1980; LIU et al., 2019). Apesar de
conhecido esse € o primeiro relato no género Myrcia.

Foi determinada a rotacao especifica desse tanino. O valor experimental obtido
foi de [a]p®* + 56,9 (c = 0,15, acetona), o qual esta de acordo com o valor encontrado
na literatura de [o]o?*+ 57,1 (acetona) (NONAKA et al., 1980).

Também foi obtido o espectro de massas de alta resolugcao (FIGURA 275) que
apresentou um pico de m/z de 938,0977 [M]*, compativel para a formula molecular de
C41H30026 (massa exata: 938,6650), a qual esta de acordo com a estrutura proposta
por RMN para MS13.
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FIGURA 275 — ESPECTRO DE MASSAS DE ALTA RESOLUGCAO DE MS13
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E por fim, o espectro de absorgao na regido do UV-Vis de MS13 (FIGURA 276)

revelou duas bandas de absorgdo, sendo uma mais intensa com absor¢do maxima

em Amax209 nm e outra menos intensa em Amax 297 nm. O perfil observado é

condizente para transi¢gdes do tipo © — w*, tipicas dos anéis aromaticos, confirmando

a presenca dos grupos galoila e hexaidroxidifenoila (HHDF).

FIGURA 276 — ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DO UV-VIS (ACETONA)
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TABELA 59 — DADOS DE RMN DE MS15 (ACETONA-ds, 600 MHz) EM COMPARAGAO COM OS
DADOS DA LITERATURA PARA EUGENIINA (ACETONA-ds, 100 MHz, NONAKA et al., 1980;

DMSO-ds, 600 MHz, LIU et al., 2019)

MS15 Eugeniina
Grupo | Pos. Oon mult HMBC - Sn mult
Be (J em Hz) (TH—>13C) c (J em Hz)**
1 933 6,22 d (8,3) 7 98.8 6.21 d (8,0)
o 2 714 562dd (9,8 € 8,3) 1,3,7" 72.1 5,50 ¢ (8,0)
4 3 72.7 5,86 d (9,8) 27" 73.5 5,85 ¢(9.0)
E 4 70.3 5,24 t (10,3) 7 706 5,42 £ (10,0)
o 5 72.8 457 dd (10,3 e 6,6) 1,4,6 727 453 dd (10,0 € 6,0)
= 5,38 dd (13,5 € 6,6)° 7 5,38 dd (14,0 e 6,0)?
6 o2 3,91 d (13,5)° 5,7 Y 3,88 d (14,0)°
T | 1194 5 - 119,2 -
- 12,34,
2/6' | 109,9 714 s g 109,3 712's
5 | 1458 ; . 146,1 -
& | 1395 ; ] 139.4 -
7 | 1646 ; ; 167.4 -
17 | 1201 ; ; 118.9 -
s | 276" | 1097 7.03 s ! 5’? é?f 74 » | 1093 7.00 s
o 0,
s | 375" | 1456 ; - 146,0 -
© 4" | 1388 ; ; 139,2 -
77 | 1652 ; ; 165,9 -
1 | 1200 ; 118.,8 -
2716 | 109,8 6,99 s 1 é%, éf, 7’?? © | 109,3 6,96 s
3757 | 1454 ] ; 145,9 ;
4 | 13838 ; ; 139,2 -
7 | 1659 ; ; 165,7 .
177 | 1261 - - 124.8 -
27 | 107,5 6,49 s : G’ff, 7',‘?, © | 115,8 6,48 s
37| 144,13 ; . 145,7 -
4 | 1362 ; 135.9 -
57 | 144,02 ; ; 145.7 -
6" | 1152 ; ; 106,1 ;
- 77 | 167.3 - ] 168.1 -
£ | 1 | 1261 ; ; 1242 ;
S R 37 g g
107,8 6,68 s s 7 115,7 6,65 s
37 | 149,91 ; . 145,7 -
4 | 1361 ; ; 135.7 ;
577 | 14985 ] ; 145.7 -
6" | 1153 ; ; 105.8 -
| 167.7 ; 168.1 ;

*DMSO-ds, 600 MHz, **acetona-ds, 100 MHz.

aHa, "Hb
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2.6.4 Ensaios de atividade bioldgica

2.6.4.1 Ensaios de atividade citotdxica

Os ensaios de atividade citotoxica foram realizados para o extrato etandlico,
e a atividade foi medida em valores de TGl (Total Growth Inhibition), a qual
corresponde a concentragdo necessaria para inibir completamente o crescimento
celular. Para ser considerada ativa, a amostra deve exibir valores de TGl inferiores a
50 ng mL-', sendo considerada fracamente ativa quando TGl varia entre 15-50 ug mL-
' moderadamente ativa para valores entre 6,25-15 ng mL-', e fortemente ativa para
valores abaixo de 6,25 pg mL' (FOUCHE et al., 2008; SANTOS et al., 2018).

O extrato etandlico das folhas de M. selloi (ML) apresentou valores de TGl
superiores a 50 pg mL-"! para todas as linhagens de células tumorais avaliadas, exceto
para a linhagem de leucemia (K562), cujo valor de TGl foi de 11,76 ng mL-'. Portanto
o extrato etandlico de M. selloi apresenta uma atividade citotoxica moderada apenas
contra a linhagem celular K562. Dentre as substancias isoladas de M. selloi neste
trabalho, MS9 (3-O-B-(6"-galoil)-galactosilquercetina) (FIGURA 277) foi anteriormente
reportada como tendo atividade citotoxica contra células de leucemia (linhagens
CCRF-CEM e Kasumi-1) (VITEK et al., 2016), e deve ser, ao menos em parte,

responsavel pela atividade observada.

FIGURA 277 — ESTRUTURA QUIMICA DE MS9 ISOLADA DAS FOLHAS DE M. selloi

3-0O-p-(6"-galoil)-galactosilquercetina) (MS9)
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TABELA 60 — ATIVIDADE CITOTOXICA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE M. selloi

. i TGl (ug mL™")
Linhagens de células ML Doxorrubicina

UACC-62 126,86 0,56
MCF-7 216,65 2,58
NCI-ADR/RES 217,55 10,11
786-0 222,52 2,71
NCI-H460 >250,0 0,57
PC-3 211,34 0,78
OVCAR-3 >250,0 >25,0
HT-29 >250,0 >25,0
K562 11,76 0,009

ML - extratato etandlico das folhas de M. selloi; Doxorrubicina — controle positivo; UACC-62 —
melanoma; MCF-7 — mama; NCI-ADR/RES - ovario resistente a multiplos farmacos; 786-0 — rim; NCI-
H460 — pulmao, tipo ndo pequenas células; PC-3 — prostata; OVCAR-3 - ovario; HT-29 — colon; K562
— leucemia.
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CONCLUSAO GERAL

Alguns estudos quimicos ja haviam sido realizados anteriormente com as
espécies descritas nesse trabalho: Salvia lachnostachys, S. melissiflora e Myrcia
selloi. Para S. lachnostachys o estudo anterior ficou restrito as fragdées menos polares
de suas folhas. Por outro lado, em S. melissiflora foram avaliados somente os
constituintes volateis presentes em suas partes aéreas. Ja para M. selloi foi relatada
a composicao quimica dos volateis de suas folhas, frutos e flores e também foi
verificada a presenga de algumas substancias fendlicas.

O presente estudo fitoquimico investigou pela primeira vez as fragbes mais
polares de S. lachnostachys, além de relatar os principais constituintes quimicos fixos
das partes aéreas de S. melissiflora. Foi também descrito o fracionamento
cromatografico das folhas de M. selloi. Como resultado, foram identificados 33
metabdlitos especializados, incluindo terpenoides (19) e substancias fendlicas (14).
Destas, nove estdo sendo descritas pela primeira vez na literatura.

A continuidade do estudo das folhas de S. lachnostachys forneceu o
isolamento de 20 substancias, das quais seis foram re-isoladas na espécie, tendo ja
sido descritas em um estudo anterior, sete sdo inéditas na literatura e sete sao
substancias conhecidas, mas relatadas pela primeira vez na espécie. Os caules nao
forneceram nenhuma substancia diferente das folhas mostrando que ndo havia
necessidade de separar folhas e caules para o estudo fitoquimico.

Foi verificado que o extrato etandlico das folhas de S. lachnostachys
apresenta elevada atividade antioxidante, a qual esta relacionada principalmente a
presenca do acido rosmarinico. Os diterpenos também contribuem para a atividade
antioxidante do extrato, pois exibiram atividade antioxidante quando testados puros.

Ja o estudo fitoquimico com as partes aéreas de S. melissiflora forneceu até
o momento a identificacdo de sete substincias, sendo duas inéditas e cinco
conhecidas. Destas, trés também estavam presentes nas folhas e caules de S.
lachnostachys: os triterpenos acido oleandlico, acido ursdlico e acido rosmarinico.
Essas substancias sao muito comuns, sendo encontradas em diversas espécies do
género. Por outro lado, os quatro diterpenos encontrados em S. melissilfora
apresentam um esqueleto diferente daquele de S. lachnostachys, que por sua vez
produz diterpenos derivados do esqueleto abietano, enquanto S. melissiflora produz

ditepenos com esqueleto clerodano.
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O extrato etandlico de S. melissiflora também apresentou elevada atividade
antioxidante, similar a de S. lachnostachys, mas a atividade citotoxica nao foi
encontrada em seus extratos.

E por fim, o estudo fitoquimico das folhas de Myrcia selloi levou a identificagcao
de 13 substancias fendlicas, sendo todas conhecidas, as quais estdo sendo descritas
pela primeira vez na espécie. E ainda, o estudo indicou uma semelhanga quimica
muito grande com as demais espécies do género, uma vez que algumas de suas
substancias fendlicas identificadas nesse trabalho também foram isoladas de outras
espécies do género.

O extrato etandlico das folhas de M. selloi revelou atividade citotdxica
moderada somente contra a linhagem de células tumorais de leucemia (K562), o que
pode estar relacionado a presenca de flavonoides, incluindo o 3-O-B-(6"-galoil)-
galactosilquercetina que apresentou em estudos anteriores atividade citotdxica contra

algumas linhagens de células de leucemia.
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