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RESUMO

O género Salvia, pertencente a familia Lamiaceae, apresenta mais de 1000
espécies, sendo que muitas dessas sao utilizadas como plantas medicinais em todo o
mundo. Diversas atividades biolégicas ja foram comprovadas para compostos isolados
de espécies de Salvia, tais como, atividades antituberculose, antifungica, antibacteriana,
antiviral, efeitos cardioativos, antitumoral, antiespasmaddica, carminativa, diurética,
hipoglicemiante, anti-inflamatéria, dentre outras. Diterpenos s@8o0 0S compostos
encontrados com maior frequéncia nestas espécies e sdo responsaveis pela maioria
destas atividades. Estes compostos apresentam esqueleto de vinte &tomos de carbono,
sendo que em espécies de Salvia os do tipo abietano, clerodano e icetexano sao 0s mais
frequentemente encontrados, apresentando-se como cristais de cor amarela ao
vermelho. O objetivo deste trabalho foi isolar diterpenos de espécies de Salvia
provenientes do sul do Brasil e avaliar a atividade anti-inflamatoria, pelo método de
antiquimiotaxia. Das partes aéreas de Salvia procurrens Benth. foram isolados dois
diterpenos, os quais ja sao conhecidos como fruticulina A e icetexona. Da espécie Salvia
uliginosa Benth., também foram isolados dois diterpenos, sendo 7-acetoxi-6,7-
diidroicetexona um produto natural conhecido e o composto isoicetexona trata-se de uma
molécula inédita a qual foi identificada por detalhado estudo dos dados
espectroscopicos. Todos os isolados foram identificados por métodos espectroscépicos,
como RMN (400 MHz), e por comparacdo com dados da literatura. Com base nos
resultados da atividade antiquimiotaxica, todas as amostras testadas mostraram uma
inibicdo significativa da migracéo de leucdcitos em comparacdo com o controle negativo
(LPS) (p <0,001). As amostras de exsudato apresentaram atividades que variaram de
33,4 a 54,6% de inibicdo da migracdo e dos compostos isolados, a isoicetexona
apresentou 100% de inibigdo da migragao nas concentragbes de 0,1 e 5 pg/mL e a
icetexona nas concentracbes de 1 e 5 yg/mL demonstrando para estes compostos um

possivel efeito anti-inflamatdrio importante por este mecanismo.

Palavras-chave: Salvia L., diterpenoides, atividade antiquimiotaxica.






ABSTRACT

The genus Salvia, belonging to the family Lamiaceae, has more than 1000
species, many of which are used as medicinal plants around the world. Several biological
activities have already been proven for compounds isolated from Salvia species, such as
antituberculosis, antifungal, antibacterial, antiviral, cardioactive, antitumor,
antispasmolytic, carminative, diuretic, hypoglycemic, anti-inflammatory, among others.
Diterpenes are the compounds most frequently found in these species and they are
responsible for most of these activities. These compounds have a skeleton of twenty
carbon atoms, and in Salvia species the types of abietane, clerodane and icetexane are
the most frequently found, appearing as crystals of yellow to red colors. The aim of this
research was to isolate diterpenes from Salvia species from southern Brazil and to
evaluate the anti-inflammatory activity by antichemotactic assay. From the aerial parts of
Salvia procurrens Benth. two diterpenes have been isolated, which are already known as
fruticulin A and icetexone. From the Salvia uliginosa Benth. specie, two diterpenes have
also been isolated, 7-acetoxy-6,7-dihydroacetexone being a known natural product and
the isoicetexone compound is an unpublished molecule which has been identified by a
detailed study of the spectroscopic data. All isolated were identified by spectroscopic
methods, such as NMR (400 MHz) and by comparison with literature data. Based on the
results of the antichemotactic activity, all samples tested showed a significant inhibition
of leukocyte migration compared to the negative control (LPS) (p <0.001). The exudate
samples showed activities ranging from 33.4 to 54.6% inhibition of migration and of the
isolated compounds, isoicetexone presented 100% inhibition of migration at
concentrations of 0.1 and 5 yg/mL and icetexone at concentrations of 1 and 5 pg/mL
demonstrating for these compounds an important anti-inflammatory effect by this

mechanism.

Keywords: Salvia L., diterpenoids, antichemotactic activity.
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O uso de plantas medicinais para tratar doencas, tem sido uma pratica comum
desde milhares de anos atras (DUTRA et al., 2016). Em tempos mais recentes, observa-
se um crescente interesse pela descoberta de compostos com atividades biologicas a
partir de fontes naturais, especialmente plantas, os quais podem levar ao
desenvolvimento de novos farmacos. Além disso, 0S novos compostos isolados
apresentam-se como uma inspiracao para a semi-sintese de moléculas mais complexas
(KINTZIOS, 2005; DUARTE, 2009; DUTRA et al., 2016; LADEIRAS et al., 2016).

Neste contexto, destaca-se a familia Lamiaceae, a qual compreende cerca de 236
géneros distribuidos ao redor de todo o mundo, representados por plantas perenes e
anuais. Esta familia vem sendo amplamente estudada por apresentar uma quimica
bastante extensa em relac@o aos 6leos volateis e outros constituintes quimicos, sendo
fonte para farmacos com importantes atividades biolégicas, como por exemplo a
forscolina, diterpeno isolado de Coleus forskohlii (Willd.) Brig., que ativa o AMPciclico e
estimula a adenilato ciclase. (WU et al., 2012; MISRA et al., 2016; Flora do Brasil 2020,
2018).

O género Salvia (familia Lamiaceae, subfamilia Nepetoideae, tribo Menthae) é um
dos maiores géneros de Lamiaceae, apresentando cerca de 950 a 1000 espécies
distribuidas por todo o mundo (DIZKIRICI, 2015; MIRZAEIA et al., 2017). Varias de suas
espécies sdo farmacologicamente ativas e tém sido amplamente utilizadas (FIRUZI et
al., 2013; JASSBI et al.,, 2016) por apresentar efeitos cardioativos (TOPCU; TAN;
ULUBELEN 1997), atividade antituberculose (ULUBELEN, 2001), antifangica
(ULUBELEN; TOPCU; JOHANSSON, 1997), antimicrobiana (DARIAS, 1990; PEREDA-
MIRANDA; HERNANDEZ; LOPEZ, 1992; LAKANY, et al., 1995; ULUBELEN, 1996; LI,
2000; FIRUZI et al., 2013; GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017), antiviral (TADA, 1994),
antiespasmaodica, carminativa, diurética, hipoglicemiante (KABOUCHE; KABOUCHE,
2008; GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017), anticancerigena (ULUBELEN, et al. 1992;
GHORBANJ, ESMAEILIZADEH, 2017), anti-inflamatoria,- antinociceptiva,
antimutagénica, antideméncia, hiperlipidémica (GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017),
antioxidante (FIRUZI et al., 2013; GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017) e ansiolitica
(LOBINA et al., 2017).
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A composi¢cdo quimica das espécies de Salvia tem demonstrado a presenca de
muitos compostos bioativos volateis tais como mono e sesquiterpenos, além de
terpenoides nao volateis tais como di e triterpenoides. Além disso, essas plantas
apresentam polifendis, incluindo flavonoides e derivados do acido cafeico. Assim, tém
despertado o interesse na investigacdo de suas atividades biolégicas, levando
diferentes pesquisadores do mundo a examinar seus constituintes (TOPCU, 2006;
FIRUZI et al., 2013; JASSBI et al., 2016).

Dentre estes compostos, mais de 550 diterpenoides foram relatados em diferentes
espécies de Salvia, a maioria dos quais mostrou um amplo espectro de atividades
bioldgicas promissoras, tais como, atividade antimicrobiana, anticancerigena, antiviral,
antioxidante e anti-inflamatéria (KABOUCHE; KABOUCHE, 2008; WU et al., 2012;
GONZALEZ, 2015; JASSBI et al., 2016; LADEIRAS et al., 2016; MIRZAEIA et al., 2017).

Os constituintes diterpénicos pertencem a um grupo bastante vasto de compostos
constituidos de esqueletos com vinte carbonos, os quais surgem do metabolismo de
2E,6E,10E-geranilgeranil pirofosfato (GGPP). A formacao ocorre por adicdo de uma
molécula de isopentil difosfato (IPP), a qual pode originar-se tanto pela via do &cido
mevaldnico (MVA), quanto via desoxixilulose fosfato (DXP) (BRUNETON, 1999;
DUARTE, 2009; WU et al., 2012).

Dentre as categorias de diterpenos, 0os que se destacam por apresentarem
inUmeros isolamentos em espécies de Salvia sdo o0s esqueletos base clerodanos e
abietanos (AL-HAZIMI; MIANA, 1994) os quais demonstram diversas propriedades
terapéuticas (GONZALEZ, 2015; LADEIRAS et al., 2016). Frequentemente, esqueletos
abietanos s&o encontrados em espécies de Salvia nativas da Asia e Europa, enquanto
os clerodanos sdo mais comuns nas espécies da América do Sul (AL-HAZIMI; MIANA,
1994; KABOUCHE; KABOUCHE, 2008).

Os clerodanos, por rearranjo, originam-se de um outro esqueleto conhecido como
labdano, envolvendo migracdo de hidreto e metila, apresentando um esqueleto 6,6-
biciclico (BOONYARATHANAKORNKIT et al., 1988; PAN et al., 2015). Estes compostos
foram primeiramente isolados em 1961, proveniente de uma planta da familia

Verbenaceae, e desde entdo tem atraido muita atencdo devido as atividades biolégicas
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ja confirmadas, sendo elas anti-inflamatoria, antimicrobiana e inseticida (PAN et al.,
2015).

Da mesma forma, os abietanos destacam-se por serem metabdlitos diterpénicos
amplamente distribuidos em espécies de Salvia, especialmente quinonas abietanos, 0s
quais demonstram diversas propriedades terapéuticas (GONZALEZ, 2015; LADEIRAS
et al., 2016).

As quinonas com esqueleto abietano apresentam um esqueleto de carbono 6-6-
6, com um anel quinoide C, um anel A oxidado, frequentemente apresentam um anel B
oxidado e aromaticidade. Grupos funcionais como hidroxila e carbonila ocorrem com
frequéncia em diversas posi¢cées da molécula (LADEIRAS et al., 2016). Além disso,
apresentam-se como estruturas cristalinas de coloracdo amarela a vermelha, possuem
uma alta reatividade quimica e sdo fortemente oxidantes (FALKENBERG, 2001;
GROVE, 2010).

A partir do isolamento e elucidagdo estrutural da icetexona, um abietano
rearranjado que foi extraido da Salvia bellotaeflora Benth. em 1976 (WATSON; TAIRA,
1976), diversos diterpenos com esqueletos quinona abietano com rearranjos 6-7-6 foram
isolados (RODRIGUEZ-HAHN, 1989). Este novo tipo de esqueleto diterpénico foi
nomeado como icetexano, o qual, apresenta um grupo diverso com uma estrutura
principal Unica com o0 nome sisteméatico 9(10->20)-abeo-abietano (SIMMONS;
SARPONG, 2009; GROVE, 2010; CORTEZ et al., 2013).

Apesar das inUmeras pesquisas ja realizadas com o género Salvia, para as
espécies S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth., frequentes no sul do Brasil, ha
poucos estudos sobre a composi¢cao quimica, o que as torna objetos de grande interesse
para a pesquisa (PINTO, 2012).

Dentro deste contexto, considerando a importancia dos diterpenos como
compostos quimicos que apresentam interessantes atividades bioldgicas, esta pesquisa
objetivou o isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural de compostos quimicos
presentes em exsudatos de S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth. Além disso, foi

investigada a atividade anti-inflamatoria de exsudatos e compostos isolados.






2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL
Os objetivos deste estudo foram isolar e elucidar as estruturas dos compostos
quimicos presentes em exsudatos de Salvia procurrens Benth. e Salvia uliginosa Benth.,

bem como avaliar a atividade anti-inflamatéria in vitro dos exsudatos e compostos

isolados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Localizar e coletar a campo espécies de Salvia procurrens Benth. e Salvia
uliginosa Benth.;

e Obter exsudatos a partir de lavagem da superficie das folhas;

e |solar os compostos majoritarios presentes nos exsudatos das espécies alvo

através de metodologias cromatogréficas;

e Elucidar estruturalmente os compostos isolados de exsudatos das espécies alvo,
a partir de métodos espectrométricos e espectroscépicos;

e Avaliar atividade antiquimiotaxica in vitro dos exsudatos e dos compostos

isolados, pelo método de camara de Boyden.






3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1 FAMILIA LAMIACEAE E O GENERO Salvia

A familia Lamiaceae (Labiatae) € composta por géneros e espécies distribuidas
ao redor do mundo como plantas anuais e perenes. O elevado numero de culturas
conhecidas reflete o crescente interesse em pesquisas voltadas a taxonomia e

etnobotéanica para esta familia (WU et al., 2012).

A composi¢ao quimica dos membros desta familia € amplamente voltada a
presenca de Oleos volateis (principalmente monoterpenos e sesquiterpenos)
encontrados em géneros de grande importancia econdmica. Além destes, a presenca de
diterpenos (principalmente clerodanos e abietanos), triterpenos e compostos fendlicos

destacam-se pelas atividades bioldgicas e relevante papel ecoldgico (WU et al., 2012).

O género Salvia L., um dos maiores e mais importantes desta familia, é
representado por mais de 900 espécies, organizadas em cinco subgéneros (Sclarea,
Audibertia, Jungia, Leonia e Salvia) com plantas amplamente distribuidas em &rea do
Mediterraneo, Africa do Sul, América Central e do Sul e Sudeste Asiatico (TOPCU, 2006;
WU et al., 2012; ALl et al., 2015; DIZKIRICI, 2015; MIRZAEIA et al., 2017). No Brasil, ja
possuem ocorréncias de espécies de Salvia confirmadas nos estados do nordeste,

centro-oeste, sudeste e sul. (Flora do Brasil 2020, 2018).

Tipicamente, as plantas mostram uma grande diversidade podendo apresentar 30
a 150 cm de altura, sendo herbacea, perenes, raramente bienais ou anuais, com flores
atraentes em varias cores, cultivadas para uso ornamental, aromatico e culinario
(TOPCU, 2006; WU et al., 2012; ALI et al., 2015; DIZKIRICI, 2015).

O nome “salvia” vem da palavra latina "salvare”, que significa "curar" e foi assim
denominada, devido a reputacdo histérica no tratamento de diversas doengcas como
alivio de dores de cabeca, dores de estbmago, cancer, infec¢cdes microbianas, malaria,

asma, tosse e outras doencas pulmonares e urinarias (RUSSO et al., 2016).

Devido a producgéo de diversos metabdlitos secundarios, inUmeras espécies de
Salvia tem demonstrado diferentes atividades biologicas como antioxidante (ALIMPIC et
al., 2014; BEN FARHAT et al., 2014), antiproliferativa (KONTOGIANNI et al., 2013;
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ALIMPIC et al, 2015), antimicrobiana (DULGER; HACIOGLU, 2008),
antineurodegenerativa (ORHAN et al., 2012), anti-inflamatoria, imunomoduladora e
cardioprotetora (AKKOL et al.,, 2008; KONTOGIANNI et al.,, 2013), podendo ser
consideradas como potenciais recursos naturais para a producdo de medicamentos,

cosmeéticos ou conservantes de alimentos (ALIMPIC et al., 2017).

Dentre estes metabdlitos, destacam-se o0s constituintes dos 6leos essenciais
produzidos pelas folhas, compreendendo monoterpenos como a e B-tujona, canfora,
cineol e borneol, bem como, os sesquiterpenos a e B- cariofileno e principalmente os
diterpenos presentes nos extratos brutos das espécies (BOSZORMENY!I et al., 2009; FU
etal., 2013; ALl et al., 2015).

De modo geral, os 6leos essenciais estdo estocados em ductos, glandulas ou
tricomas (pelos glandulares) das plantas (Figura 6) (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). Na
familia Lamiaceae, os pelos glandulares representam o mais importante 6rgdo para a
sintese de compostos volateis com propriedades bioativas, desempenhando um
importante papel na atracdo de polinizadores, dispersores de sementes ou para repelir
insetos ou pragas fitéfagos (MAFFEI, 2010). Além disso, essas estruturas especializadas
segregam grandes quantidades de exsudatos, formando uma camada continua na
superficie da planta, que podem regular as interagcdes com a microbiota da filosfera e a
antosfera (WERKER, 2000).

Figura 1. Tricomas (pelos glandulares) e glandulas de Salvia.
Fonte: Sergio Augusto de Loreto Bordignon (UNILASALLE, RS, Brasil)
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3.1.1 Salvia uliginosa Benth.

Salvia uliginosa Benth. (Figura 2), conhecida como sélvia, é uma planta perene,
arbustiva ou subarbustiva, com até dois metros de altura, nativa da América do Sul
(Brasil, nordeste da Argentina e Uruguai) empregada como planta ornamental devido a
suas flores azuis, com linhas brancas nas bordas superiores e inferiores. Atualmente, é
amplamente cultivada nos jardins da Europa, em virtude de sua alta adaptabilidade a
diferentes tipos de solo, resistente a exposi¢do ao sol e regimes de drenagem. Embora
tenha preferéncia as condi¢cbes de pantano, pode muito bem tolerar condicdes secas
(O’'LEARY; MORONI, 2016; GIULIANI et al., 2017).

Além da presenca de flores azuis de tamanho meédio, essa espécie exibe uma
Unica estrutura terminal e € polinizada por abelhas (WESTER; CLABEN-BOCKHOFF,
2007; TURNER, 2009).

Salvia uliginosa tem sido empregada na medicina popular devido as suas

propriedades carminativa, tonica e estimulante (PINTO, 2012).

Um estudo do perfil dos 6leos volateis da espécie foi realizado e mostrou uma
maior complexidade dos 6leos provenientes das folhas em comparagdo com os obtidos
das flores, apresentando 50 versus 27 compostos, respectivamente (GIULIANI et al.,
2017). O perfil em folhas foi caracterizado pela presenca de 30 compostos com
predominéancia do 1,8-cineol (38,4%). O perfil nas flores exibiu sete compostos, entre os
quais o germacreno D (8,65%) foi o composto mais abundante. Os sesquiterpenos
hidrocarbonetos representaram a classe quimica majoritaria para ambos os perfis
(90,13% em folhas e 92,18% em flores) apresentando 20 compostos entre eles, o-
elemeno, B-cariofileno, a-humuleno e bibiclogermacreno, com percentuais relativos na
faixa de 5 a 17% para as folhas e 9 a 31 % para as flores. O principal composto entre os
hidrocarbonetos foi o biciclogermacreno (16,30%) seguido de germacrene D (14,81%),
B-cariofileno (8,57%) e &-cadineno (8,47%). O espatulenol (12,66%) foi 0 composto

predominante entre os sesquiterpenos oxigenados (GIULIANI et al., 2017).
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Figura 2: Partes aéreas de Salvia uliginosa Benth.
Fonte: Sergio Augusto de Loreto Bordignon (UNILASALLE, RS, Brasil)

No entanto, diferentemente da caracterizacdo dos compostos volateis da espécie,
pouco se sabe em relagcéo aos constituintes ndo volateis presentes na mesma, tornando-

a assim, uma importante fonte para a pesquisa.

3.1.2 Salvia procurrens Benth.

A espécie Salvia procurrens Benth. (Figura 3) é também chamada como salvia-
rasteira, por ser uma planta subarbustiva, com até 65 cm de altura e com inflorescéncias
de no maximo 10 cm de altura. Esta espécie € nativa do sul do Brasil, Uruguai e Argentina
(Buenos Aires e Cordoba) estando presente em bordas de matas, preferencialmente em
locais umidos e apresenta ramos com coloracdo verde a castanho, pilosos e longos.
Suas folhas séo verde-claras, opostas, pilosas com margens crenadas. As flores, que
geralmente surgem entre setembro e novembro, apresentam uma coloracao intensa, sao

bilabiadas, sendo que o labio inferior é vivamente azul com manchas brancas na base,
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enquanto que o labio superior é lilas claro (STUMPF; BARBIERI; HEIDEN, 2009;
O’LEARY; MORONI, 2016).

Sérgié Bordignon

Figura 3. Partes aéreas de Salvia procurrens Benth.
Fonte: Sergio Augusto de Loreto Bordignon (UNILASALLE, RS, Brasil)

Diante destas caracteristicas, a planta torna-se um grande potencial ornamental,
podendo ser cultivada em vasos suspensos e floreiras, condicdo em que sé&o
evidenciados os longos ramos pendentes, ou na formacao de forragdes em canteiros a
meia-sombra (STUMPF; BARBIERI; HEIDEN, 2009).

Existem poucos dados na literatura referentes a estudos realizados com a
espécie. Em 2012, uma investigacao referente a caracterizacao do 6leo volatil foi feita,
mostrando que 0 mesmo apresenta sesquiterpenos e 4cidos graxos como componentes

majoritarios.

3.2 DITERPENOS

Diterpenos constituem uma classe de compostos naturais que possuem esqueleto
de 20 carbonos. Sua formacdo pode ser relacionada aos diferentes tipos de ciclizagédo
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de geranilgeranil difosfato (GGPP), e sdo encontrados em muitas familias de plantas e
alguns animais. Sao biossintetizados por duas vias diferentes, a via do acido mevaldnico
(MVA) ou a via do fosfato de desoxixilulose (DOXP). A ciclizacdo € um processo
importante e interessante, na perspectiva da formacéo de uma variedade de esqueletos
de diterpenos. Estes compostos sdo de grande interesse uma vez que muitos ja
demonstraram importantes atividades biologicas; por exemplo, o taxol, cafestol e

kahweol que exibiram propriedades anticancerigenas (WU et al., 2012).

Diterpenos sdo o maior grupo de componentes quimicos isolados de Salvia spp.,
compreendendo 545 dos 791 componentes relatados para o género. De acordo com a
sua estrutura, este grupo € ainda classificado em subgrupos: labdanos, primaranos,
abietanos, clerodanos e icetexanos, sendo que os trés ultimos subgrupos sdo os

esqueletos mais encontrados e isolados de espécies de Salvia (WU et al., 2012).

3.2.1 Diterpenos abietanos

Abietanos, cuja estrutura quimica basica esta demonstrada na Figura 7,
representam uma familia de diterpenoides de ocorréncia natural, os quais foram isolados
de uma variedade de plantas terrestres (XU et al., 2016). Durante as ultimas trés
décadas, muitos novos compostos deste grupo foram isolados e descritos em varias
revisdes especificas sobre diterpenoides de origem natural. Estes compostos, bem como
0s seus derivados tem despertado interesse significativo da comunidade cientifica por
apresentarem uma grande variedade de atividades bioldgicas, tais como, atividade anti-
inflamatéria, antiviral, antimicrobiana, neuroprotetora, antioxidante e antitumoral
(JOHNSON, 2011; GONZALEZ, 2014; XU et al., 2016; HELFENSTEIN et al., 2017).

Os abietanos aromaticos compreendem o maior grupo de componentes de
abietanos de ocorréncia natural. Sao caracterizados por um anel aromatico C com graus
de oxigenacao diferentes em varias posi¢cfes. Os primeiros membros conhecidos deste
grupo de terpenoides sao o acido dehidroabiético (2, Figura 7) e o ferruginol (3, Figura
7) (GONZALEZ, 2014) que foram descobertos ha mais de setenta anos (FIESER;
CAMPBELL, 1938; BRANDT; NEUBAUERS, 1939). O acido dehidroabiético (2, Figura
7) foi obtido inicialmente a partir do acido abiético (1, Figura 4), sendo mais tarde,
encontrado em resina ou extratos de coniferas (ULUBELEN; MISKI; MABRY, 1981). O
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ferruginol (3, Figura 4), por sua vez, foi primeiramente isolado da resina da arvore Miro
(Podocarpus ferrugineus), endémica da Nova Zelandia, em 1939 (BRANDT,
NEUBAUERS, 1939). Outro abietano aromatico tipico é o acido carnésico (Figura 5), o
qual é encontrado na familia Lamiaceae, como por exemplo na séalvia (Salvia officinalis)
e no alecrim (Rosmarinus officinalis) (OKAMURA et al., 1994).

Esqueleto dos abietanos

- H

1 ~H
CO,H

TOLH

1, Acido abiético 2, Acido dehidroabiético 3, Ferruginol

Figura 4 - Estrutura quimica dos abietanos e acidos abiéticos
Fonte: Adaptado de GONZALEZ, 2014

Figura 5 — Estrutura quimica do acido carndsico
Fonte: Adaptado de GONZALEZ, 2014

O grupo dos abietanos corresponde ao maior dentre os diterpenos isolados de
espécies do género Salvia, uma vez que, dos 545 diterpenoides isolados, 365 pertencem
a este grupo (GROVE, 2010; WU et al., 2012).
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3.2.2 Diterpenos clerodanos

Diterpenos clerodanos sdo um grande grupo de metabdlitos naturais encontrados
em diversas espécies de plantas e em organismos de varios grupos taxondmicos, como
fungos, bactérias e esponjas marinhas (WANG et al., 2012; LI; MORRIS-NATSCHKE;
LEE, 2016).

Essas substancias tém atraido o interesse nos ultimos anos devido as suas
atividades biolégicas notaveis, particularmente a propriedade disuasoéria alimentar de
insetos (WANG et al., 2012; FAN et al., 2018), além das atividades antiprotozoéria, anti-

inflamatoria, citotoxica e ativadora de fatores de crescimento neurais (FAN et al., 2018).

Além disso, a salvinorina A, um importante diterpenoide clerodano ativo presente
em Salvia divinorum, foi usada como sondas de receptor de opioides, permitindo uma
maior visdo dos fenbmenos mediados por receptores de opioides e a salvihispina A e
seu glicosideo extraidos de Salvia hispanica L. aumentaram a proliferacdo de neurites

de células PC12 mediadas por fatores de crescimento neurais (FAN et al., 2018).

Estruturalmente, os diterpenos clerodanos sao diterpenoides biciclicos. O
esqueleto basico é dividido em dois fragmentos: uma fracdo de decalina de anel fundido
(C-1-C-10) e uma cadeia lateral de seis carbonos em C-9 (C-11-C-16, com C-16 anexado
em C -13, isto €, 3-metilpentilo). Os quatro carbonos restantes (C-17-C-20) estédo ligados
em C-8, C-4, C-5 e C-9, respectivamente, no sistema de decalina (Figura 9) (LI;
MORRIS-NATSCHKE; LEE, 2016).

0" OH

1, esqueletodos 2, columbina 3, clerodina
diterpenos clerodanos

Figura 6 — Sistema numérico dos clerodanos
Fonte: Adaptado de LI; MORRIS-NATSCHKE; LEE, 2016
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Aproximadamente 25% dos clerodanos tém uma fuséo do anel cis 5:10 como
representado pela columbina (Figura 6), a qual apresentou atividade anti-inflamatéria
dependente da dose, bem como atividade quimiopreventiva contra o cancer colorretal
(TOKOROYAMA, 2000; LI; MORRIS-NATSCHKE; LEE, 2016)

Os 75% restantes dos clerodanos tém uma fusao de anel trans 5:10 como
representado pela clerodina (Figura 9). Os clerodanos com juncéo de anel trans de 5: 10
sdo caracteristicos da familia Lamiaceae e, em menor grau, de Compositae
(Asteraceae), enquanto que os clerodanos com juncdo de anel cis de 5: 10 sdo mais
comumente encontrados nas familias Euphorbiaceae, Flacourtiaceae (Salicaceae) e
Menispermaceae (TOKOROYAMA, 2000; LI; MORRIS-NATSCHKE; LEE, 2016).

Além da configuracéo trans ou cis dos anéis fundidos, os clerodanos sdo ainda
classificados por suas configuragdes relativas ao C-8 e ao C-9. Consequentemente, sao
definidos quatro tipos de esqueletos de clerodano em relacdo a conformacéo na fusédo
do anel e dos substituintes em C-8 e C-9: trans-cis (TC), trans-trans (TT), cis- cis (CC) e
cis-trans (CT) (Figura 7). Na maioria dos clerodanos, os substituintes C-17 e C-20 ligados
as posicdes C-8 e C-9 estao na configuracéo cis (TOKOROYAMA, 2000; LI; MORRIS-
NATSCHKE; LEE, 2016).

Tipo TC Tipo TT Tipo CC Tipo CT

Figura 7 — Variedade estereoquimica dos clerodanos. TC: trans-cis; TT: trans-trans; CC: cis-
cis; CT: cis-trans. Fonte: Adaptado de (LI; MORRIS-NATSCHKE; LEE, 2016).

Biossinteticamente, os clerodanos parecem estar relacionados aos labdanos,
através de uma série de deslocamentos de metil e hidretos. O esqueleto labdano é
derivado do geranilgeranilpirofosfato (GGPP) (Figura 8), embora isso represente uma
simplificacéo da rota biogenética global (MERRITT; LEY, 1992; WANG et al., 2012).
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Tipo labdano Tipo halimano Tipo clerodano

Figura 8 — Biossintese dos clerodanos
Fonte: Adaptado de LI; MORRIS-NATSCHKE; LEE, 2016).

Um total de 138 diterpenoides do tipo clerodano isolados de espécies de Salvia ja

possuem atividade biolégica descrita (WANG et al., 2012).

3.2.3 Diterpenos icetexanos

Vérios produtos naturais complexos que apresentam esqueleto icetexano ja foram
reportados, sendo que, os compostos desta familia apresentam diversas atividades
biol6gicas (SIMMONS; SARPONG, 2009).

Acredita-se que esta estrutura molecular surge de um rearranjo de um esqueleto

abietano mais comum, dando origem a um esqueleto de carbonos 6-7-6 triciclico
nomeado como 9(10—>20)-abeo-abietano, como demonstrado na Figura 9 (SIMMONS;

SARPONG, 2009; GROVE, 2010).

13 18

Figura 9 - Esqueleto de diterpenos icetexanos
Fonte: Adaptado de SIMMONS; SARPONG (2009)

Diante deste rearranjo, surge uma diversidade de estruturas com diferentes

atividades biologicas e, desta forma, para um maior entendimento, SIMMONS;
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SARPONG (2009) dividiram as mesmas em subclasses, de acordo com a presenca ou
auséncia de oxigenacéao nos carbonos C3, C11, C14 e C19 (Figura 10).

A primeira subclasse definida pelos autores foi a da pisiferina, sendo esta a mais
simples de todas as outras subclasses por apresentar auséncia de oxigenacdo nos
carbonos C3, C11, C14 e C19. O composto que originou o nome desta familia, pisiferina
(1, Figura 10), foi primeiramente isolada em 1980 a partir das folhas de Chamaecyparis
pisifera (YATAGAY; TAKAHASHI, 1980; SIMMONS; SARPONG, 2009).

OMe
o OO I OMe
0

Classe 3
Familia taxamarin Ae B

Classe 1 Classe 2
Familia pisiferina Familia barbatusol

Classe 4
Familia coulterona

Classe 5
Familia icetexona

Figura 10 - Esquema de classificacéo de icetexanos
Fonte: Adaptado de SIMMONS; SARPONG (2009)

Em 1983, o primeiro composto da segunda subclasse foi isolado da casca e cerne
de uma planta africana, cultivada no Brasil, conhecida como Plectranthus barbatus
Andrews., sendo assim, o composto foi nomeado como barbatusol (2, Figura 10) e, desta
forma, SIMMONS; SARPONG (2009), classificaram esse grupo quimico com 0 mesmo
nome. Os compostos que fazem parte dessa subclasse diferem do grupo pisiferina por
apresentarem uma hidroxila adicional na posicdo C11. Considerando as atividades

bioldgicas destes compostos, testes realizados com o barbatusol mostraram que o
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mesmo apresentou atividade anti-hipertensiva em ratos (KELECOM, 1983; SIMMONS;
SARPONG, 2009).

Devido a oxigenacdo no C11 e C3, compostos da terceira subclasse (taxamarin)
sdo considerados diterpenos icetexanos altamente insaturados. Taxamarin A e B (3,
Figura 10) foram os primeiros isolados deste grupo (1987), sendo ambos extraidos da
planta Taxus mairei, do mesmo género que produz o agente anticancerigeno taxol.
Dessa forma, estudos iniciais foram realizados e mostraram que estes dois isolados
apresentam atividade contra hepatocarcinoma (LIANG et al, 1987; SIMMONS;
SARPONG, 2009).

Apesar da similaridade com o barbatusol, 0 composto coulterona (4, Figura 10)
apresenta uma oxigenacao adicional no C14, e assim, deu origem a uma quarta
subclasse, nomeada pelos autores como coulterona. Este composto foi isolado
primeiramente das raizes de Salvia couteri em 1994, sendo posteriormente encontrado
nas raizes de Hyptis platanifolia, uma espécie brasileira (FRONTANA; CARDENAS,;
RODRIGUEZ-HAHN, 1994; ARAUJO et al., 2005; SIMMONS; SARPONG, 2009).

Por fim, SIMMONS; SARPONG (2009) nomearam a quinta subclasse
considerando as caracteristicas observadas no composto icetexona (5, Figura 10). Este,
foi o primeiro produto natural 9(10—=>20)-abeo-abietano a ser isolado em 1976 a partir das
partes aéreas da espécie mexicana Salvia ballotaeflora Benth. Compostos que fazem
parte deste grupo quimico apresentam uma oxigenag¢do no C18 e uma subsequente
formacao de lactona ou éter nas posi¢cdes C10, C6 ou entre elas (WATSON; TAIRA,
1976; SANCHEZ et al., 1989; UCHIYAMA et al., 2005).

3.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Estudos farmacoldgicos ja realizados com o género Salvia demonstraram que a
espécie S. officinalis apresenta afeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo e que o0s
terpenoides manool, carnosol e acido ursélico sdo os responsaveis pelas atividades
(GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017). Além disso, diterpenos isolados de outras
espécies também demonstraram resultados preliminares positivos para esta atividade
(KABOUCHE; KABOUCHE; 2008; GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017).
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A inflamacdo é uma resposta normal de protecdo as lesdes teciduais causadas
por trauma fisico, agentes quimicos ou microbiolégicos nocivos (WALEN; FINKEL,;
PAVANELLI, 2016).

A resposta a inflamacgéo provoca dilatacdo vascular, maior permeabilidade dos
capilares, aumento do fluxo sanguineo e recrutamento de leucocitos (HANSEL; DINITZ
2007; MITTAL et al., 2014). As manifestacdes externas da inflamacéo caracterizam-se
pela presenca dos seguintes sinais cardinais: calor, rubor, tumor, dor e perda de fungéo.
Quando o agente € eliminado o processo cessa e o0s tecidos retornam ao seu
funcionamento normal, contudo, se o0 agente nao for eliminado rapidamente, o processo
evolui para uma inflamacédo crénica (PEREZ, 2014). O processo de cronificacdo esta
associado ao desenvolvimento de algumas doencas tais como a artrite, alergia,
aterosclerose, cancer, asma e doenca inflamatdria do intestino (DEVI; RAJAKUMARA;

AHMED et al., 2015; GILROY; DE MAEYER, 2015).

Em nivel molecular, a inflamacdo e as doencas relacionadas envolvem o0s
seguintes mecanismos: a producéo e/ou a acao de varios mediadores inflamatérios (por
exemplo, quininas, citocinas, aminas vasoativas e eicosanoides), células mensageiras
(por exemplo, proteinas cinases, NO, cAMP e cGMP), a ativacdo das vias NF-kB29 e
MAPK 30, a expressao de moléculas pré-inflamatérias (por exemplo, COX-2 e iNOS),
proteases e neuropeptideos. A inflamacéo e os processos bioquimicos que o cercam séo
rigorosamente regulados por trés caminhos complexos principais a via NF-kB, oxido
nitrico e metabdlito do acido araquidénico (TRAN; WONG; CHAI, 2017).

Assim, 0s eventos vasculares presentes na resposta inflamatéria sao resultantes
da participacdo de mediadores inflamatérios, que agem em um ou mais receptores
especificos presentes na membrana de diferentes tipos celulares (CALICH; VAZ, 2009).
Dentre estes mediadores quimicos, destaca-se a histamina, que esta presente na fase
inicial da resposta inflamatoria e as prostaglandinas (PG) que séo potentes
vasodilatadores, aumentando a permeabilidade vascular (POON et al., 2015; LEE et al.,
2016).

Somado a isso, na fase inicial das rea¢des inflamatorias verifica-se a migracéo de

células sanguineas no tecido lesado, principalmente de leucécitos circulantes, chamados
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de neutrdfilos ou leucdcitos polimorfonucleares (PMN), seguido dos monécitos e
linfécitos (BURTON et al., 2011), em um processo chamado de quimiotaxia (WEDEPOHL
et al., 2012). Estas células migram para o local da inflamacéo para desempenhar um
papel importante de defesa do hospedeiro, que inclui fagocitose de fragmentos de células
e microrganismos invasores, producédo de agentes reativos derivados do oxigénio e a
liberacdo de enzimas proteoliticas (ONGE et al., 2009) com o principal objetivo de
eliminar o gatilho inflamatério primario e contribuir para o reparo tecidual
(NOURSHARGH; ALON, 2014). O passo primario na migracdo dos PNM é o
estabelecimento de interacfes adesivas fracas e transitorias entre leucécitos e células
endoteliais da parede vascular préximas aos tecidos inflamados (WEDEPOHL et al.,
2012; NOURSHARGH; ALON, 2014). Os produtos bacterianos e os mediadores
inflamatorios, principalmente citocinas, regulam esse processo atuando como agentes
quimiotaticos ou aumentando as proteinas na superficie celular das células endoteliais
que promovem a aderéncia e a migracdo dos PMN (GRUTKOSKI et al.,, 2003;
WEDEPOHL et al., 2012).

Farmacos anti-inflamatorios, além de propriedades anti-inflamatérias, apresentam
acdo analgésica e antipirética as quais decorrem da inibicdo da sintese de
prostaglandinas (PG), mediante inibicdo das enzimas ciclooxigenasel (COX-1) e
ciclooxigenase2 (COX-2). A via das cicloxigenase (COX) converte acido araquidénico
em prostaglandina, que exercem uma variedade de efeitos sobre vasos sanguineos,
terminacdes nervosas e células envolvidas na inflamacao. A COX possui duas isoformas
a COX-1 e a COX-2; aisoforma COX-1 tende a desempenhar uma funcao homeostética,
ja a COX-2 é induzida durante a inflamacédo e tende a facilitar a resposta inflamatoria
(BOER, 2001; KATZUNG, 2008).

Os corticosteroides e os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE’s) continuam a
ser a terapéutica mais eficaz para uma ampla gama de doencas inflamatérias. Contudo,
0 uso clinico destes farmacos esta associado a efeitos adversos importantes, como
efeitos gastrointestinais e complicacbes cardiovasculares (BOER, 2001; BRUNE;
PATRIGNANI, 2015; GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017).

Neste sentido, a busca por novas fontes de agentes anti-inflamatérios que possam
dar origem a novos farmacos € uma importante area de interesse na pesquisa
(SHAHEEN et al., 2013; SAYAH et al., 2017; GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017).
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Neste contexto, os produtos naturais tém fornecido uma fonte de inspiragdo no
desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios, tais como os ricos em diterpenos
(TRAN; WONG; CHAI, 2017).






4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 MATERIAL VEGETAL

Partes aéreas de Salvia procurrens Benth. e Salvia uliginosa Benth. foram
coletadas em abril de 2016, na cidade de Serrinha Velha-RS/Brasil e identificadas pelo
botanico Sergio Augusto de Loreto Bordignon (UNILASALLE, RS, Brasil).
Posteriormente, o material testemunha foi depositado no Herbario do Departamento de
Botanica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN-UFRGS).

4.2 EXTRACAO DO MATERIAL VEGETAL E TRATAMENTO PRELIMINAR

Os materiais vegetais foram secos a temperatura ambiente (£ 25 °C), e
posteriormente, seguiu-se um protocolo previamente publicado para obtengcdo dos
exsudatos (BISIO et al., 2008).

A fim de investigar a composicdo quimica presente nas glandulas (tricomas)
observados nas superficies das folhas e caules das espécies, a extracdo dos
constituintes foi realizada através de imersao das folhas de S. procurrens Benth. (163 g)

e S. uliginosa Benth. (235 g) por 30 segundos em diclorometano.

Dessa forma, evitou-se extracdo de componentes da parede celular, obtendo-se
apenas material secretado, misturado com componentes cuticulares. Os exsudatos
resultantes foram concentrados em evaporador rotatdrio (temperatura inferior a 45 °C) e

armazenados para uso posterior.

4.3 ISOLAMENTO DE COMPOSTOS DE Salvia procurrens Benth.

Do exsudato obtido de S. procurrens Benth., cerca de 4 g foram submetidos a
coluna cromatografica utilizando Silica gel 60 (0.035-0.07 mm; Acros Organics, New
Jersey, USA) como fase estacionaria.

O extrato foi adicionado sobre o topo da coluna e em seguida iniciou-se a eluicdo
empregando misturas de n-hexano:CH2Cl2 em proporgdes que variavam de acordo com

a polaridade dos produtos.
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4.4 ISOLAMENTO DE COMPOSTOS DE Salvia uliginosa Benth.

O exsudato obtido de S. uliginosa Benth. (cerca de 1,4 g) foi submetido a
cromatografia liquida a vacuo, utilizando Silica gel 60 (0.035-0.07 mm; Acros Organics,
New Jersey, USA) como fase estacionaria. O extrato foi adicionado sobre o topo da
coluna e em seguida iniciou-se a eluicdo empregando misturas de n-hexano: CH2Cl2 com
ordem crescente de polaridade. Algumas fracbes eluidas na proporcdo 3:7 foram
reunidas (221 mg) e submetidas a uma nova purificacdo cromatografica em coluna,

utilizando os mesmos solventes com ordem crescente de polaridade.

4.5 ANALISE E IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES ISOLADOS

Os resultados do processo de purificacdo, assim como a marcha fitoquimica
inicial, foram monitorados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando
placas revestidas com silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadt, Alemanha) como fase
estacionaria e CH2Cl2:MeOH (99:1) como fase movel. Apés eluicdo, as placas foram
visualizadas sob luz ultravioleta (265 e 354 nm) e utilizou-se de reagente cromogénico

(anisaldeido-sulfarico) com posterior aquecimento a 100 °C.

A elucidagédo estrutural dos constituintes isolados foi realizada através dos
métodos espectroscopicos e espectrométricos, ressonancia magnética nuclear (RMN)
de 'H, 13C, APT, HMBC, COSY e NOESY, infravermelho e espectrometria de massas.

Para as analises de RMN utilizou-se o equipamento Ascend 400 MHz. Todas as
amostras foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCI3) e deslocamentos
quimicos reportados em partes por milhdo (8) utilizando o sinal residual do cloroférmio
como padrao interno (8H 7,26, 8C 77,2). Constantes de acoplamento (J) foram

demonstradas em Hz.

Espectrometria de massas (UHPLC-QTOF-MS) foi adquirida em modo ion
positivo em um espectrometro Bruker/Impact Il. A avaliagdo da rotacao oOptica foi obtida
através de um polarimetro Perkin EImer model 341 e o ponto de fusédo foi determinado

em um equipamento Fisatom, modelo 431.
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

O experimento foi realizado de acordo com o método da camara de Boyden,
descrito por Suyenaga et al. (2011), com modificacdes. Antes do teste, os leucdcitos
foram tratados com os compostos isolados em concentracdes que variavam de 0,001 a
5 pg/mL, dissolvidas em polissorbato 80 e solugédo de sal equilibrada de Hanks (HBSS
pH 7,4) a 37 °C durante 30 min. Indometacina foi utilizada como controle positivo na
concentracéo de 10 pg/mL dissolvida em HBSS. A concentragao de polissorbato 80 em
todas as solucdes de trabalho finais foi inferior a 0,01%. O HBSS juntamente com o

polissorbato 80 foi utilizada como controle negativo.

Neste ensaio foram utilizadas cémaras cilindricas, construidas em acrilico
transparente e divididas em dois compartimentos (0,5 mL cada). Os leucdcitos/amostras
foram adicionados nos pocos superiores da camara, separados por um filtro de
nitrocelulose de 8,0 um (Millipore, EUA) do estimulante quimiotaxico 60 (Escherichia coli
- LPS - solucdo de lipopolissacarideo Sigma-Aldrich®) presente no compartimento

inferior.

Posteriormente, a camara foi mantida em 37 °C por 1 hora. A migracdo dos
leucécitos através do filtro foi medida utilizando microscépio éptico. A distancia da parte
superior do filtro para o plano de foco mais distante contendo duas células, em cinco
campos microscopicos de filtros duplicados, permitiu a avaliagdo da migracdo de

leucocitos.






5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 RENDIMENTO DOS EXSUDATOS

O rendimento dos exsudatos obtidos para cada espécie de Salvia estudada pode

ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento dos exsudatos obtidos das espécies de S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth.

Planta Rendimento (%)
Salvia procurrens Benth. 6,5
Salvia uliginosa Benth. 3,3

Levando-se em consideracdo que os exsudatos foram obtidos através de uma
breve lavagem de 30 segundos em diclorometano, os rendimentos obtidos para S.
procurrens Benth. (6,5%) e para S. uliginosa Benth. (3,3%) condizem com o esperado,
de apenas extrair material secretado, misturado com componentes cuticulares, evitando

extracdo de componentes das paredes celulares.

5.2 PERFIL 'H-RMN DO EXSUDATO DE Salvia procurrens Benth.

A fim de visualizar a diversidade quimica de constituintes presentes no exsudato
de S. procurrens Benth., realizou-se a obtencdo do espectro de *H-RMN (400 MHz,
CDCIs). Diante disso, o espectro (Figura 11) mostrou os sinais tipicos dos grupos metil
(1) e metilenos (2) (entre 8H 0,7 e 2,2), evidenciando assim, a presenca de diterpenos

na composicao.

Além disso, uma visualizacdo mais detalhada do espectro foi realizada apds o
isolamento dos principais constituintes do exsudato desta espécie. Dessa forma,
observou-se que os demais sinais evidentes apontam como principal constituinte do
exsudato desta espécie, a fruticulina A, composto cuja elucidacdo estrutural esta
detalhada no item 5.4.3.
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a) 1

T T T T T T T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

b)

.J . J AL B S

T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.c
f1 (ppm)

Figura 11 — Perfil 'TH-RMN do exsudato de Salvia procurrens Benth. Em a) Espectro de 'H-RMN do
exsudato de Salvia procurrens Benth.; b) Espectro de *H-RMN de fruticulina A.

Os principais sinais sao o singleto atribuido ao hidrogénio H-20 (8H 8,18) (3), o
multipleto entre 6H 7,0 e 6,88 (H-1, 3 e 7) referente ao anel aroméatico (4), o dubleto
referente ao metileno em 8H 3,16 (H-6) (5). E também observado o caracteristico
septupleto do metino do grupo isopropil em 8H 3,45 (H-15) (6). Além disso, também séo
observados os sinais atribuidos a metoxila em 8H 3,81 (7) e ao grupo metil ligado ao anel

aromatico em 8H 2,45 (8).
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5.3 PERFIL 'H-RMN DO EXSUDATO DE Salvia uliginosa Benth.

Assim como para o exsudato de S. procurrens Benth., a diversidade quimica de
S. uliginosa Benth. foi verificada via espectro de 'H-RMN (400 MHz, CDCIs), onde

também foi possivel verificar sinais caracteristicos de diterpenos.

a) 1
T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

CDCLs

T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.
f1 (ppm)
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d)

CDCLs

T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 12 — Perfil IH-RMN do exsudato de Salvia uliginosa Benth. Em a) Espectro de *H-RMN do exsudato
de Salvia uliginosa Benth.; b) Espectro de 'H-RMN de 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona; c) Espectro de 'H-
RMN de isoicetexona; d) Espectro de *H-RMN de icetexona.

Uma visualizacdo mais detalhada do espectro foi realizada ap6s o isolamento dos
principais constituintes do exsudato desta espécie. Dessa forma, na comparacdo de
dados espectrais do exsudato de S. uliginosa Benth. observa-se sinais de trés dos
compostos isolados, sendo eles, 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona, isoicetexona e icetexona,

cuja elucidacao estrutural esta detalhada no item 5.4.4, 5.4.1 e 5.4.2, respectivamente.

Neste caso, também foi possivel visualizar (Figura 12) os sinais de metilas (1) e
metilenos (2) entre dH 1,12 e 2,15; o sinal referente ao grupo metil do acetato do
composto 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona em oH 2,11 (3) e os duplo-dubletos referentes a
H-20 na regido entre d6H 2,55 e 3,44 (4) dos compostos 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona e

icetexona. O H-20 da isoicetexona também é visualizado em 8H 7,37 (8).

Além disso, visualiza-se o septupleto de H-15 na regido de 6H 3,15 (5), sendo

este préton presente em todos 0os compostos isolados.

O dubleto de H-7 do composto 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona em oH 6,23 (6), 0s
prétons H-6 e H-7 da icetexona em 6H 6,44 e 6,86, bem como o H-6’ da isoicetexona em

OH 2,7 (9) também aparecem no espectro do exsudato.

Por fim, sinais de H-5 e H-1 do composto 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona também

sao observados na regido de oH 2,39 e 2,28 (10).
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5.4 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE S. procurrens Benth. e S.
uliginosa Benth.

Das partes aéreas de Salvia procurrens Benth. e Salvia uliginosa Benth. foram
isolados quatro diterpenos 1-4 (Tabela 2, Figura 13). Estes compostos apresentam
esqueletos icetexanos bastante peculiares, ou seja, com anel C contendo um cromoforo
de hidroxiquinona e anel A apoiando um quarto anel heterociclico. Dessa forma,
necessita-se informacdes bastante detalhadas de atribuicbes estruturais e
estereoquimica dos mesmos. Assim sendo, cada composto foi identificado por anélise
espectrométrica de RMN, incluindo experimentos como 'H, 13C, APT, COSY, HSQC,
HMBC e NOESY, e suas estruturas confirmadas por analise UHPLC-QTOF-MS. Todos
0S espectros estdo apresentados em anexo.

Tabela 2 Isolamento dos compostos de S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth. por coluna
cromatografica.

Planta Isolado (rendimento mg) Polaridade* Aspecto
Salvia procurrens Benth. Fruticulina A (18) 1.1 Cristal avermelhado
Icetexona (25) 1.4 P6 amorfo alaranjado
Salvia uliginosa Benth. Isoicetexona (20) 1:9 P6 amorfo amarelado
7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (10) 0:10 P6 amorfo amarelado

* Polaridade em que o composto foi isolado (hexano:diclorometano)

O espectro de 'H-RMN de cada composto isolado mostrou o septupleto
caracteristico do grupo metino isopropilico da porcao a-hidroxi-p-isopropil-benzoquinona
em 6H 3,38 (1), 6H 3,24 (2), 6H 3,4 (3) e 8H 3,22 (4) (H-15), ja destacados no *H-RMN

dos exsudatos.

As metilas do grupo isopropil foram observadas como duplo-dubletos (6H) nos

compostos 1, 2 e 4 e dubleto simples (6H) no composto 3.

Além disso, a correlacdo de HMBC entre os carbonos aromaticos C-12, C-13 e a
carbonila C-14 com o H-15 e o hidrogénio da hidroxila (OH-12) confirmou a presenca de

um anel a-hidréxi-p-isopropil-benzoquinona (anel C) em todos os diterpenos isolados.



65

©) 4)

Figura 13. Compostos isolados de S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth. — 1. Isoicetexona; 2.
Icetexona; 3. Fruticulina A; 4. 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona.

Os diterpenoides 2-4 sao produtos naturais conhecidos e foram identificados por
métodos espectroscopicos, principalmente RMN (400 MHz), e por comparacdo com
dados da literatura. Icetexona (2) e 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4) foram anteriormente
obtidos das partes aéreas de S. bellotaeflora (WATSON; TAIRA, 1976; ESQUIVEL et al.,
2017), bem como, fruticulina A (3) de S. fruticulosa (RODRIGUEZ-HAHN, 1986).

O outro a-hidréxi-B-isopropil-benzoquinona (1) isolado trata-se de uma molécula
inédita a qual foi identificada por detalhado estudo dos dados espectroscépicos. O
composto recebeu o nome trivial de isoicetexona.

5.4.1 Isoicetexona (1)

Composto 1 (Figura 14), foi isolado do exsudato de S. uliginosa Benth. como um
po amarelo amorfo com ponto de fusdo 248 - 250 °C. O UHPLC-QTOF-MS de 1, em
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modo ion positivo, exibiu um [M+H] em m/z 343,1540. Isto sugere um peso molecular de
342,391 correspondente a formula molecular de C20H220s.

16

17

O//lg \9

Figura 14. Estrutura molecular da isoicetexona (1)

O espectro de **C-RMN analisado com a ajuda dos experimentos APT, HSQC e
HMBC mostraram a presenca de trés grupos carbonilicos, dois carbonos olefinicos,

quatro grupos metilenos, trés grupos metilicos, dois metinos sp3, dois carbonos
quaternarios sp3 e quatro carbonos quaternarios sp2.

No espectro de 'H-RMN de 1, sinais caracteristicos de um grupo isopropilico
foram observados em &H 3,38 (1H, sept, J =7,1 Hz) e 6H1,26 (6H, m,J=1,6 € 2,12 Hz),

0s quais se referem ao H-15 e aos grupos metilicos C-16/C-17, respectivamente (Tabela
3).

O grupo isopropilico na posicdo C-13 é frequentemente encontrado em diterpenos
isolados de espécies de Salvia (ESQUIVEL et al., 2017) sendo que os dados do espectro

de 3C-RMN foram consistentes com a presenca deste, a partir da observagdo dos sinais
esperados em 8C 128,25 (C-13); 25,09 (C-15); 19,49 (C-16) e 19,33 (C-17).

Além disso, sinais em 8C 132,65 (C-8); 132,20 (C-9); 181,91 (C-11); 154,71 (C-
12) e 183,84 (C-14) também mostram a presenca de um sistema orto-hidroxi-para-
benzoquinona na molécula. O sinal em 8C 177,96 foi atribuido a carbonila de y-lactona,

como observado no composto 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (ESQUIVEL et al., 2017).
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Tabela 3. Dados espectroscopicos de *H RMN (400 MHz, CDCls) e *3C RMN (100 MHz, CDClz) do

isolado 1
Posicdo  8C, mult. 8H (J/ Hz) HMBC
1 35,34; CHz 1,45-1,57 m 3,4,5,18
2 34,36; CHz 1,75-1,83 dd (3,1; 13,4; 5,8) 3,4,5
3 19,54; CH2 1,84-1,95m 2,4,5,10
4 47,97; C - -
5 57,25; CH 2,06 dd (2,5; 4,7; 8,7) 1,3,7,10, 18, 20
6 25,21; CH2 2,14 dd (6,3; 14,3; 5,4) 1,5,8,9, 14, 20
2,68 m
7 142,69; CH 7,37 m 5, 6,13, 14, 15
132,65; C - -
9 132,20; C - -
10 85,51; C - -
11 181,91; C - -
12 154,71; C - -
13 128,25; C - -
14 183,84; C - -
15 25,09; CH 3,38 sept (7) 8,12, 14, 16, 17
16 19,49; CHs 1,26 m (1,6; 2,1) 14, 15, 17
17 19,33; CHs 1,26 m (1,6; 2,1) 14, 15, 16
18 177,96; C - -
19 17,30; CHs 1,28 d (1,6) 4,5,10, 18
20 140,28; CH 7,29 s 1,5,7,9,10, 11, 14
OH - 7,62 s -

Considerando a proximidade com a lactona, o sinal do metileno H-6 (Anel B) foi
observado em 8H 2,14 e 2,68, mostrando correlagdo nos dados de HMBC com 8C 35,34
(C-1) e 57,25 (C-5), pertencentes ao anel A. Por outro lado, o anel quinona adjacente (C)

influencia H-7 e H-20 para um deslocamento quimico mais baixo de 8H 7,37 e 8H 7,29,

respectivamente.

Outros sinais relevantes observados no espectro de 'H-RMN de 1 sdo dois
metilenos meta-acoplados (H-3 e H-1), um grupo metila (H-19) e um amplo sinal entre
8H 1,75 e 1,83 (8C 34,36) os quais foram atribuidos aos atomos de hidrogénio do

metileno C-2. Além disso, um carbono ndo protonado observado em 8C 85,51 foi

atribuido para C-10. Todas estas caracteristicas sdo referentes ao anel A.
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As correlagbes de HMBC dos hidrogénios do anel B (H-20 com C-1 (anel A); H-
20 com C-11 e C-9 (anel C); H-6 com C-5 (anel A) permitiram caracterizar totalmente o

anel B e para sustentar o esqueleto icetexano proposto para o composto 1.

Por fim, a estereoquimica relativa de 1 (Figura 15), foi estabelecida com o auxilio
dos espectros bidimensionais COSY, HMBC e NOESY.

Figura 15. Correlacéo de COSY, HMBC e NOESY da isoicetexona.

No espectro de COSY foi possivel visualizar uma correlacdo entre o proton H5
com os protons H1, H6 e H7, sendo que, este também mostra correlacdo com H-20 nos
dados de NOESY.

Considerando o grupo isopropilico, foi observado em todos o0s espectros
analisados uma correlacdo entre H-15 com Me-16 e Me-17, sendo proposto, dessa
forma, estarem na mesma orientacao. Além disso, a correlacdo dos hidrogénios H6 e H7
também foi visualizada.

O composto 1, denominado como isoicetexona, € um derivado icetexano de

estrutura inédita.

5.4.2 Icetexona (2)

O composto 2 (Figura 16), identificado como icetexona, teve seu primeiro
isolamento cerca de 40 anos atras, das partes aéreas de Salvia bellotaeflora, sendo

posteriormente isolado de diversas espécies de Salvia. Este composto foi o primeiro

9(10—>20)-abeo-abietano a ser descoberto, originando um novo grupo de diterpenos
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nomeado classe dos icetexanos. Esté classe é caracterizada por apresentar uma ligacédo
éter ou lactona e uma oxigenacao adicional na posicdo C18 (GROVE, 2010).

No entanto, a configuracdo absoluta deste composto natural ainda néo havia sido
rigorosamente provada (WATSON; TAIRA, 1976; ESQUIVEL et al., 2018). Muita
controvérsia ha na literatura, sendo que alguns trabalhos relatam dados bastante
diferentes tanto para os deslocamentos quimico quanto para as constantes fisico-
quimicas. Segundo um trabalho muito recente (ESQUIVEL et al., 2018), a possibilidade
de o composto apresentar polimorfismo justificaria tais diferengas. Varias publicacdes
relatam o composto como epi-icetexona, que apresentaria o hidrogénio da posi¢cado 5 em
B. No estudo de Esquivel e colaboradores, de 2018, entretanto, os autores concluiram

gue no composto natural, o hidrogénio da posig¢ao 5 tem configuracao a.

Neste trabalho, o composto foi isolado como um p6 amorfo alaranjado, das partes
aereas de S. procurrens Benth. Todavia, através de cromatografia de camada delgada
(CCD) observou-se que o0 mesmo também esta presente no exsudato de S. uliginosa
Benth. Por recristalizagdo em diclorometano, 0 composto apresentou-se como cristais

vermelho-alaranjados.

Figura 16. Estrutura molecular da icetexona (2)

A rotacdo Optica observada para o composto isolado foi negativa, [a]*°p -90.46°, e
0 mesmo apresentou um ponto de fusdo de 254-258 °C. Estes dados estdo de acordo
com os dados obtidos para icetexona, descritos por Esquivel et al. (2018). O espectro de
infravermelho revelou bandas de hidroxila (3364 cm™) e carbonila para-quinoide (1643,
1628 cm™).
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Além disso, dados de 'H RMN e ¥C RMN também foram comparados com a
literatura, como pode ser observado na Tabela 4 (ESQUIVEL, 2018). Nesta tabela
apresenta-se também os dados da literatura obtido para a denominada “epi-icetexona”
(GROVE, 2010).

Tabela 4. Dados espectroscopicos de 'H RMN (400 MHz, CDCls) e 3C RMN (100 MHz, CDClz) do
isolado 2, icetexona da literatura e do epimero 5-epi-icetexona.

Posicdo Icetexona Icetexona 5-epi-
isolada Literatura icetexona
8C, mult 8H, mult (J/Hz)  8C. mult S8H. mult (J/Hz) 3C 6H
1 35,56; CH2 2,04 - 1,56; m 35,6; CH2 2,01;m 27,8; CH2 1,51-1,71; m
19,48; CH2 2,04 -1,56; m 19,5; CHz 1,81;m 1,51-1,71; m
3 35,95; CH2 2,04 - 1,56; m 35,9; CH2 1,62; m 38,8; CH2 1,51-1,71; m
1,77, m
4 47,67; C - 47,7; C - 46,9; C -
5 57,7, CH 2,56; dd (4; 1) 57,7; CH 2,55; dd (5; 2) 54,7, CH 2,86;s
6 138,7; CH 6,44; dd (4; 8) 138,7; CH 6,43; dd (12,3; 5) 133,7; CH 6,18; dd (14; 2)
7 125,36; CH 6,86; dd (4; 12) 125,4; CH 6,86; dd (12,3; 2) 125,5; CH 7,14; dd (10; 2,8)
8 140,53; C - 140,5; C - 137,8; C -
9 133,64; C - 133,6; C - 133,0; C -
10 92,36; C - 92,3;C - 82,1;C -
11 182,8; C - 182,8; C - 184,0; C -
12 150,82; C - 150,8; C - 150,8; C -
13 125,13; C - 125,1;C - 124,1; C -
14 185,65; C - 185,6; C - 185,8; C -
15 24,38; CH 3,22; sept (6) 24.,4; CH 3,22; sept (7) 25,0; CH 3,24; sept (5,6)
16 19,85;CHs  1,24;dd (4; 8) 19,9; CHs 1,24;d (7) 20,1; CHs 1,25; dd (5,6; 0,8)
17 19,88; CH3 1,24; dd (4; 8) 19,8; CHs 1,24;d (7) 19,3; CHs 1,25; dd (5.6; 0,8)
18 178,78; C - 178,8; C - 179,0; C -
19 18,17; CHs 1,27; s 18,2; CHs 1,26; s 18,9; CHs 1,27;s
20 32,7; CHz 2,8;d(12) 32,7; CH2 2,79;d (13,9) 27,5; CH2 2,94; (15,6)
3,15; d (12) 3,16; d (13,9) 3,568;d (15,6)
OH - 7,14; s - 7,11;s - 7,20;s
PF 254 +258 °C 260 £264 °C 219 223 °C

Fonte: ESQUIVEL et al., 2018; GROVE, 2010.
PF: ponto de fuséo

O espectro de *H RMN (400 MHz, CDCIs) da icetexona revelou um grupo isopropil
ligado a um anel benzoquinona (8 1,26; 6H; dd; J=4 e 8 Hz; e & 3,24; septupleto; 1H,;
J=6), bem como, indicou a presenca de sinais de metilenos nas regides entre 6 1,56 e
2,04, os quais foram atribuidos a H-1, H-2 e H-3. Além disso, em & 2,82 observa-se o

sinal de H-20, o qual também é metileno. Um singleto observado em ¢ 7,16 foi atribuido
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a um hidrogénio ligado ao grupo hidroxila e dois dubletos observados em

0 6,87 e 6,45 séo correspondentes ao H-7 e H-6.

Icetexona (2) é uma molécula bastante complexa, exibindo oxigenacdo nas
posi¢cdes C11, C12 e C14, bem como um sistema lactona entre 0 C4 e o C10. Além disso,
quatro grupos metilenos séo visualizados, sendo que somente os hidrogénios do C-20
aparecem como um sistema ABX. Os trés metilenos restantes (C-1, C-2 e C-3)
pertencentes ao anel A, devem estar acoplados devido a vizinhanca (CORTEZ et al.,
2013).

Dessa forma, os espectros dimensionais (1D) *H, 13C RMN e APT em combinacéo
com o bidimensional (2D) gHSQC e NOESY forneceram dados onde cada carbono é
atribuido individualmente, bem como a avalia¢do dos hidrogénios e seus deslocamentos

quimicos.

Como citado anteriormente, em estudos previamente realizados, 0os quais
apresentaram isolamento de icetexona, foi possivel verificar que esta molécula
apresenta ambiguidade quanto aos dados de caracterizacdo, como por exemplo, ponto
de fusédo e indice de rotacdo. Esquivel et al. (2018) explica a ocorréncia devido ao fato
de a molécula apresentar polimorfismo, podendo ser isolada na forma de cristais
vermelho-alaranjados (TAIRA; WATSON; DOMINGUEZ, 1976), cristais alaranjados
(WATSON; TAIRA, 1976), cristais amarelos (DOMINGUEZ, et al., 1976) ou p6 amorfo.

5.4.3 Fruticulina A (3)

O composto 3 (Figura 17), fruticulina A, teve sua estrutura estabelecida em 1986,
a partir do primeiro isolamento das partes aéreas de Salvia fruticulosa. Além disso, foi o
primeiro exemplo de um diterpeno abietanoquinona com um anel A aromatico e um anel
B de sete membros a ser isolado, sendo biogeneticamente relacionada a icetexona
(RODRIGUEZ-HAHN, 1986). Posteriormente, assim como a icetexona, fruticulina A foi

obtida de partes aéreas de diferentes espécies de Salvia estudadas.
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Considerando que este composto apresenta-se como 0 mais abundante no
espectro de 'H RMN do exsudato de Salvia procurrens Benth., o isolamento foi realizado
a partir do exsudato desta espécie. Através de CCD foi possivel verificar que o0 mesmo

também esta presente, minoritariamente, no exsudato de Salvia uliginosa Benth.

O composto isolado apresenta um ponto de fusdo de 175-178 °C e uma férmula
molecular C20H2004 (m/z, 324 M+), o que indica um alto grau de insaturagao
(RODRIGUEZ-HAHN, 1986). De acordo com o espectro de infravermelho foi possivel
verificar que a molécula apresenta um sistema quinonoide altamente conjugado (1660,9;
1600,7; 1558 cm™) e um hidrogénio ligado a um grupo hidroxila (3301,9 cm™)
(RODRIGUEZ-HAHN et al, 1986; RODRIGUEZ-HAHN et al, 1989).

Figura 17. Estrutura molecular da fruticulina A (3)

Sua elucidagéo estrutural foi estabelecida a partir dos dados apresentados na
Tabela 5 confrontados com dados da literatura.

O espectro de *H RMN (400 MHz, CDCls) indica a presenca de um grupo isopropil
ligado ao anel benzoquinona (5 1,25; 6H, d, J=8 Hz; e & 3,40; septupleto, 1H, J=8). Além
disso, foi possivel observar um grupo metil aromatico (6 2,45; 3H, s), uma funcdo metoxi
aromatica (6 3,81; 3H, s) e dois hidrogénios aromaticos em posicédo meta (5 6,88 e 6,99;
dd, 1H cada, J=3 Hz).

Um tripleto em 8 6,99 esta conjugado a um dubleto observado em & 3,16, sendo
assim, atribui-se para os hidrogénios H-7 e para os hidrogénios do metileno C-6, devido

0S mesmos estarem proximo na estrutura da molécula. Um singleto observado em & 7,69



foi atribuido a um hidrogénio ligado ao grupo hidroxila e um singleto em & 8,18 a um

hidrogénio vinilico (H-20) em uma ligagdo dupla altamente conjugada.

Tabela 5. Dados espectroscopicos de *H RMN (400 MHz, CDCls) e 3C RMN (100 MHz, CDCIs) do isolado

3

Fruticulina A Isolada

Fruticulina A da literatura

Posicdo §C mult 8H (J em Hz) &6C SH
1 111,97; CH 6,88; dd (3) 112,25; CH 6,82; dd (3)
2 157,37; C - 157,58; C -
3 121,47; CH 6,99; dd (3) 121,55; CH 6,97; dd (3)
4 136,17; C - 136,14; C -
5 129,54; C - 129,7; C -
6 28,34; CH: 3,16; dd (8) 28,42; CH: 3,1;d(7)
7 140,87; CH 6,99; t (7) 140,80; CH 6,95; t (7)
8 133,05; C - 133,27; C -
9 132,05; C - 132,18; C -
10 135,60; C - 135,78; C -
11 183,15; C - 183,23; C -
12 154,68; C - 154,7; C -
13 127,07; C - 127,14; C -
14 184,05; C - 183,95; C -
15 24,95; CH 3,4; sept (8) 25,2; CH 3,35; sept (7)
16 19,55; CHs 1,25;d (8) 19,62; CHs 1,25;d (7)
17 19,55; CHs 1,25;d (8) 19,62; CHs 1,25;d (7)
18 20,26; CHs 245;s 20,14; CHs 2,35; s
19 55,39; CHs 3,81;s 55,39; CHs 3,8;s
20 133,94; CH 8,18; s 133,81; CHs 81;s
OH - 7,69;s 7,6;s

Fonte: RODRIGUEZ-HAHN, 1986; GIACOMELLI et al., 2012

O espectro de 3C RMN (100 MHz, CDClIs) de fruticulina A esta de acordo com a
estrutura proposta, considerando que os valores obtidos sdo muito proximos aos dados
do primeiro isolamento realizado por RODRIGUEZ-HAHN, 1986 (Tabela 5).
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5.4.4 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4)

O composto isolado 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4) (Figura 18) foi obtido do
exsudato de Salvia uliginosa Benth. como p6 amarelo amorfo de ponto de fusdo 110-115
°C, que apresentou [M+H] em m/z= 403,1751, correspondente a formula molecular
C22H260e.

Esta molécula, isolada de partes aéreas da Salvia ballotaeflora teve sua estrutura
elucidada recentemente (ESQUIVEL et al., 2017).

Figura 18. Estrutura molecular da 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4)

Dessa forma, os dados de 'H RMN (400 MHz, CDCIs) foram analisados e
comparados com os dados da literatura (Tabela 6). Assim, foi possivel verificar a
presenca de septupleto em 8H 3,23 e um sinal em éH 1,26 (6H, dd, J =7 and 2 Hz, H-16

e H-17), o que indica a presenca de um anel C isopropil-orto-hidroxi-para-benzoquinona.

Além disso, espectros de 3C RMN (100 MHz, CDCIz) APT e HSQC revelaram
sinais para 22 carbonos, contabilizando a presenca de um acetato (8C 169,50, C-21; 8C
20,58, C-22), trés grupos metil (C 17,10; 19,77; 19,87), grupos oxigenados (metino em
8C 65,81 e seis carbonos quaternarios em 86C 49,51; 81,67; 150,24; 179,50; 183,33 e
184,22), cinco metilenos (8C 27,10; 19,61; 35,30; 37,21 e 30,06), dois metinos nao
oxigenados (6C 50,90; 24,51) e trés carbonos quaternarios ndo oxigenados (8C 125,46;
135,32; 144,27).
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Sinais relevantes que aparecem no espectro de 3C RMN (100 MHz, CDCIz) em
6C 179,50 (C-18); 81,67 (C-10) e 17,10 (C-19) foram atribuidos ao sistema lactona
presente no anel A e um sinal em 8C 30,06 para o grupo metileno C-20 do anel B. Essas

caracteristicas séo tipicas de um derivado icetexano (ESQUIVEL et al., 2017).

Tabela 6. Dados espectroscopicos de *H RMN (400 MHz, CDCls) e *3C RMN (100 MHz, CDClz) do
isolado 4

7-acetoxi-6,7-diidroicetexona 7-acetoxi-6,7 diidroicetexona
Isolada da literatura
Posicdo  §C, mult S8H mult (J em Hz) HMBC 8C SH
1 37,21; CH> 1,78 s 2,3,5,10, 20 37,4; CH> 1,77;d (12,0; 5,4)
20s 1,98; dd (12,6; 4,9)
2 19,61; CH2 1,68 m 1,4, 10,18 20,0; CH> 1,65; m
1,86 m 1,84; m
3 35,30; CH2 1,74 d (4) 2,5,10 35,5; CH> 1,66; dd (12,9; 6,1)
1,73; m
4 49,51; C - - 49,6; C -
5 50,90; CH 2,39 m 3,4,6,18 51,0; CH 2,37;dd (12,0; 5,4)
6 27,10; CH. 1,45dd (12; 2,6; 14,8)  4,5,7,8,10 27,2; CHz 1,43; dd (15,0; 12,0)
2,28 m 2,27; ddd (15,0; 7,2;
5,5)
7 65,81; CH 6,23 d (6,88) 5,6,8,9, 14,21 65,9; CH 6,21;d (7,0)
8 144,27; C - - 144.,4; C -
9 135,32; C - - 135,4;C -
10 81,67; C - - 81,8; C -
11 183,33; C - - 183,5; C -
12 150,24; C - - 150,4; C -
13 125,46; C - - 125,6; C -
14 184,22; C - - 184,3; C -
15 24,51; CH 3,23 11, 12, 13, 14,16, 24,7;CH 3,21; sept (7,0)
17
16 19,77; CHs 1,26 dd (4; 1,8) 13, 15, 17 19,9; CHs 1,24;d (7,0)
17 19,87; CHs3 1,26 dd (4; 1,8) 13, 15, 16 19,8; CHs 1,27;d (7,0)
18 179,50; C - - 179,6 -
19 17,10; CHs3 1,12 s 3,4,5,18 17,2; CHs 1,11;s
20 30,06; CH2 3,03d (15,7) 1,5,8,9, 10,11 30,2; CH2 3,01;d (15,7)
3,44 d (15,7) 3,43;d (15,7)
21 169,50; C - - 169,6; C -
22 20,58; CH3 2,11s 21 20,7; CH3 2,09; s
OH - 7,06 s 11, 12,13 - 7,01;s

Fonte: ESQUIVEL et al., 2017

Além disso, dubletos no espectro de 'H RMN (400 MHz, CDCI3) em &H 3,03 e
3,44 (J=15,68 Hz) sao atribuidos aos hidrogénios do C-20 e um singleto em 8H 1,12 aos

hidrogénios do metil C-19, confirmando, assim, as conclusées acima citadas.

Confirmando a presenca de grupo acetato na molécula, visualiza-se um singleto
em 8H 2,11 pertencente aos hidrogénios do metil C-22. Também, pela analise do
espectro de COSY da molécula, observa-se uma correlacdo dos hidrogénios H-22 com

o hidrogénio geminal H-7 (8H 6,23). A correlacdo entre C-21 e H-7 é vista no espectro
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de HMBC, onde também € possivel visualizar correlagdo entre H-7 com C-5, C-6, C-8,
C-9 e C-14. O sinal de H-5 mostrou correlagbes com o C-3, C-4, C-6 e C-18.

Na elucidacéo estrutural do primeiro isolamento de 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona,
0s autores citam que pelo espectro de COSY é possivel visualizar o hidrogénio H-7
correlacionado com um dos hidrogénios do metileno H-6 (6H 2,27; 1H; ddd, J = 15,0; 7,2;
5,5 Hz), sendo que este sinal de H-6 também esta correlacionado ao seu hidrogénio
geminal em 8H 1,43 (1H; brdd; J = 15,0; 12,0 Hz). Além disso, os hidrogénios de H-6
também estdo correlacionados ao duplo dubleto em 8H 2,37 (1H; J = 12,0; 5,4 Hz)
referente ao hidrogénio H-5. Os autores também consideraram que o atomo de
hidrogénio de H-7 esta correlacionado apenas a um dos atomos de hidrogénio de H-6
(6H 2,27) e dessa forma, sugerem que este hidrogénio forme um angulo de 90 graus
com o outro atomo de hidrogénio do metileno H-6 (8H 1,43) (ESQUIVEL et al., 2017).
Todas estas caracteristicas citadas também foram observadas nos espectros do

composto isolado nesta pesquisa, garantindo assim, confirmacao da estrutura molecular.

Para a configuracéo relativa, utilizou-se dados de espectros de COSY e NOESY.
Dessa forma, com a obtencdo do deslocamento quimico de H-7 e suas correlacdes
observadas no espectro de COSY foi possivel localizar o grupo éster com uma
orientacdo pseudo-axial, e também uma orientacdo axial para o préton H-5 em relacao

aos protons de H-6.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIQUIMIOTAXICA

Uma reviséo recente da literatura feita por Bonesi, et al., (2017), indicou agao anti-
inflamatoria ja comprovada para os principais constituintes de mais espécies de Salvia,
sendo elas, S. ceratophylla, S. chloroleuca, S. fruticosa, S. lachostachys, S.

lavandulifolia, S. miltiorrhiza, S. mirzayanii, S. plebeia, S. verbenaca, e S. virgata.

Assim, a fim de avaliar o potencial anti-inflamatério in vitro dos exsudatos e
compostos isolados de S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth. no controle da
inflamacé&o através da inibicdo da migracdo de leucocitos polimorfonucleares (PMN),
empregou-se 0 ensaio de quimiotaxia, onde se verifica a migracdo de neutrofilos em
direcdo a um fator quimiotaxico. Os exsudatos de S. procurrens Benth. e S. uliginosa

Benth. foram testados em concentragdes de 0,01 a 0,1 yg/mL, enquanto os compostos
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isolados foram testados nas concentragbes de 0,001 a 5 pyg/mL. Os resultados da
atividade antiquimiotaxica estdo demostrados na Tabela 7 expressos como porcentagem
maxima de inibicdo de migracdo em comparagcao com o controle negativo (LPS). A Figura
19 apresenta os resultados expressos em porcentagem de migracéao. A indometacina foi
utilizada como controle positivo e mostrou 60,9% da inibicdo da migracao de leucocitos

a uma concentracéo de 10 pg/mL.

Tabela 7. Efeito in vitro de compostos isolados e exsudato de S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth.
na migracédo de neutréfilos em comparacéo com o controle positivo e negativo.

Amostra Concentracdo Migragao Inibicdo da
(Hg/mL) (Um) migracéo (%)
Exsudato S. procurrens Benth. 0,1 17,321 46,6 ###
0,01 21,5+2,8 33, 4% *fHtt
Exsudato S. uliginosa Benth. 0,1 14,7+2,4 54,6%**
0,01 15,7£1,5 51,5**##
Isoicetexona 5 SM 100*** ¢
1 SM 100***##H#
0,1 SM 100***###
0,01 18,4+1,3 42 9%+t
0,001 25,3+1,8 21, 8%
Icetexona 5 SM 100***###
1 SM 100***###
0,1 17,8+1,9 45,0% g
0,01 18,9+1,5 41 5% i#
0,001 20,3+1,3 37,3 fHtt
Controle negativo - 100 0
Indometacina 10 31,616.4 60,9

A quimiotaxia é representada como média + desvio padrao da migracdo de leucdcitos. ***, ### p <0,001 e ## p<0,01
indicam os niveis de significancia em relagdo aos grupos controle: controle negativo (lipopolissacarideo -LPS) e
controle positivo (indometacina), respectivamente (ANOVA seguido do teste de Tukey). SM: ndo houve migracéo

Com base nos resultados, todas as amostras testadas mostraram uma inibicéo
significativa da migracao de leucdcitos em compara¢cdo com o controle negativo (p
<0,001) e esta inibicdo foi dose dependente. As amostras de exsudato apresentaram
atividades que variaram de 33,4 a 54,6% de inibicdo da migracdo, com destaque para o
exsudato de S. uliginosa Benth. que apresentou atividade semelhante a indometacina,
nao apresentando diferenca significativa (p>0,001). Dos compostos isolados, a
isoicetexona apresentou 100% de inibicdo da migracdo nas concentracfes de 0,1 e 5
Mg/mL e a icetexona nas concentracbes de 1 e 5 ug/mL demonstrando para estes
compostos um possivel efeito anti-inflamatorio importante por este mecanismo. No
entanto, torna-se necessario um teste de citotoxicidade para garantir o resultado positivo

deste ensaio.
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Figura 19. Efeito in vitro de compostos isolados e exsudato de S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth.
na migracao de neutréfilos em comparacdo com o controle positivo e negativo. ***, ### p <0,001 e ##
p<0,01 indicam os niveis de significAncia em relacdo aos grupos controle: controle negativo
(lipopolissacarideo -LPS) e controle positivo (INDO 10), respectivamente. ExP: Exsudato de S.
procurrens, ExU: Exsudato de S. uliginosa, ISO: isoicetexona, IC: icetexona. (ANOVA seguido do teste
de Tukey).

De acordo com a literatura, muitos extratos vegetais podem apresentar
mecanismos capazes de inibir a migragéo leucocitaria (ANDRADE et al., 2011; ENECHI;
ODO; ONYEKWELU, 2013; DRESCH et al.,, 2014), especialmente 0s ricos em

terpenoides.

De acordo com Simén-Arceo et al. (2017) os terpenoides sdo moléculas
estreitamente relacionadas aos compostos esteroides, o que pode explicar as
propriedades inflamatorias e analgésicas, as quais sdo mediadas pela inibicdo de ciclo
e lipo-oxigenases - os principais fatores inflamatérios envolvidos na via do &cido

araquidonico.

Além disso, os diterpenoides parecem estar envolvidos na modulacéo das vias de
sinalizacdo celular da resposta inflamatoria, como a ativacdo do fator de transcri¢cao
nuclear-kappaB (NF-kB). NF-kB desempenha um papel importante na regulacédo das
respostas imunes e inflamatérias (LAS HERAS; HORTELANO, 2009).
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Em estudos realizados por Poeckel et al. (2016), o acido carndsico (CA) e o
carnosol (CS), diterpenos fendlicos presentes em Rosmarinus officinalis e Salvia
officinalis, os autores descobriram que (I), CA e CS inibem a formacé&o de leucotrienos
pré-inflamatérios em leucocitos polimorfonucleares (ICso = 15-20 yM [CA] e 7 uM [CS],
respectivamente), bem como as 5-lipoxigenase (ICso = 1 uM [CA] e 0,1 pM [CS],
respectivamente); (Il) tanto CA quanto CS antagonizam potencialmente a mobilidade
intracelular de Ca?* induzida por um estimulo quimioestatico, e (lll) CA e CS atenuam a
formacdo de espécies reativas de oxigénio e a secrecdo de elastase de leucdcitos

humanos.

Assim, considerando que o efeito anti-inflamatério obtido foi significativo para os
exsudatos e que tal atividade foi intensificada apds o isolamento dos compostos, pode-
se sugerir que, a atividade anti-inflamatéria das espécies de Salvia estudadas esta
relacionada a presenca de terpenoides, mais especificamente, diterpenos conforme
previamente citado pela literatura (MELO, et al., 2012; PIERRE et al., 2017).

A acao anti-inflamatéria inicial € caracterizada por vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade. Dessa forma, a acdo desses compostos ocorre nesta fase, devido os
mesmos demonstrarem potencialidade de inibir os alvos moleculares (células migratérias
do tecido perivascular), em respostas inflamatérias. Essa inibicdo da migracdo pode
estar parcialmente relacionada com a reducdo da expressdo de moléculas de adesao,
sintese de prostaglandinas, liberacdo de citocinas e outros mediadores. (MIGUEL, 2010;
BEG, 2011; MELO, et al., 2012; BONESI, et al., 2017).
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- As amostras apresentaram rendimentos para os exsudatos de 3,3% para S. procurrens
Benth. e 5,9% S. uliginosa Benth.;

- A visualizacdo da diversidade quimica de constituintes presentes no exsudato de S.
procurrens Benth., obtida via *H-RMN (400 MHz, CDCIz) demonstrou a presenca de
fruticulina A e para S. uliginosa Benth., os sinais dos compostos 7-acetoxi-6,7-

diidroicetexona, isoicetexona e icetexona foram mais relevantes;

- Das partes aéreas de S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth. foram isolados quatro
diterpenos que apresentaram esqueletos icetexanos bastante peculiares, ou seja, com
anel C contendo um cromoforo de hidroxiquinona e anel A apoiando um quarto anel

heterociclico;

- Destes quatro compostos, identificados por métodos espectroscépicos, principalmente
RMN (400 MHz), e por comparagdo com dados da literatura, icetexona e fruticulina A
isoladas da espécie S. procurrens Benth. sdo produtos naturais conhecidos. Da espécie
S. uliginosa Benth. foi isolado o composto também ja descrito na literatura 7-acetoxi-6,7-
diidroicetexona e o composto isoicetexona, o qual trata-se de uma molécula inédita que

foi identificada por detalhado estudo dos dados espectroscopicos;

- Para o ensaio de avaliacao de efeito antiquimiotaxico, determinado através do método
da camara de Boyden, verificou-se significativa redugéo da migracdo de neutréfilos para
todas as amostras testadas de S. procurrens Benth. e S. uliginosa Benth., especialmente

para 0s compostos isolados isoicetexona e icetexona.
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Espectro de *H-RMN (400 MHz, CDCIs) da fruticulina A (3)
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Espectro de **C-RMN (100 MHz, CDCIs) da fruticulina A (3)
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Espectro de APT-RMN (100 MHz, CDCI3) da fruticulina A (3)
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Espectro de HSQC-RMN (400 MHz, CDCIs) da fruticulina A (3)
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Espectro de infravermelho da icetexona (2)
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Espectro de *H-RMN (400 MHz, CDCIs) da icetexona (2)
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Espectro de 3*C-RMN (100 MHz, CDCIs) da icetexona (2)
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Espectro de APT-RMN (100 MHz, CDCI3s) da icetexona (2)
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Espectro de HSQC-RMN (400 MHz, CDCIs) da icetexona (2)
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Espectro de NOESY-RMN (400 MHz, CDCls) da icetexona (2)
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UHPLC-QTOF-MS da isoicetexona (1)

Condicdes da analise

Marca Modelo

QTOF

Bruker Impact Il

Condicoes do QTOF na infusédo direta

Sourceflon Polarity ESI+
End Plate Offset Voltage 500V
Capillary Voltage 4500 v
Nebulizer Pressure 0.3 Bar
Dry Gas 4 L min™?

Dry Gas temperafure 200 °C
Mass Range (m/z) B0-1000

Calibration

Sodium formate

Intens.

xlo:_ sesgsas +MS, 0.1-0.5min #7-28
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64

N
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”085 | 243.1540
N
PERFIL ISOTOPICO TEORICO

4

24 344.11+574
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Espectro de *H-RMN (400 MHz, CDCIs) da isoicetexona (1)
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Espectro de *C-RMN (100 MHz, CDCIs) da isoicetexona (1)
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Espectro de APT-RMN (100 MHz, CDCIl3) da isoicetexona (1)
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Espectro de HSQC-RMN (400 MHz, CDClIs) da isoicetexona (1)
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Espectro de HMBC-RMN (400 MHz, CDCls) da isoicetexona (1)
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Espectro de COSY-RMN (400 MHz, CDCls) da isoicetexona (1)
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Espectro de NOESY-RMN (400 MHz, CDCls) da isoicetexona (1)
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UHPLC-QTOF-MS de 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4)

Condicoes da analise

Marca

Modelo

QATOF

Bruker

Impact Il

Condigies do QTOF na infusdo direta

Sourceflon Polarity ESli+
End Plate Offzet Voltage a00V
Capillary Voltage 4500V
Mebulizer Pressure 0.3 Bar
Dry Gas 4 L min?

Dry Gas temperafure 200 °C
Mass Range (méz) A0-1000

Calibration

Sodium formate

Intens. |

+MS, 0.1-0.5min #7-29
x]_05: 4034750
44
] M + H*ESI +
3:
2:
15 404.1785
403.0 403.5 404.0 404.5 405.0 4055 mz
Intens. 1 Ca2H2707,403.1751
X109 403.1751
4- P P
PERFIL ISOTOPICO TEORICO
3
2.
1+
1] 404.1785
1+
405.1810
0 T T T T T A T
403.0 4035 404.0 404.5 405.0 4055 mz
Meas. lon err e
m/z Formula m/z [ppm] | mSigma | Rdb Conf | N-Rule
403,1750 | CxH»7O; | 403,1751 0.4 21.3 9.5 even Ok




Espectro de *H-RMN (400 MHz, CDCIs) de 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4)
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Espectro de **C-RMN (100 MHz, CDCIs) de 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4)
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Espectro de APT-RMN (100 MHz, CDCIl3) de 7-acetoxi-6,7-dihidroicetexona (4)
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Espectro de HSQC-RMN (400 MHz, CDCIs) de 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4)

I |

C22/H22 C16-17/H16-17 e

o
] C15/H15 ‘.. * L —_—

QM2 coH2 C19/H19
. ' ___.

\*. w Q\Im\i. cofrs”
Qo\_._s \‘\.‘. _ nw\_._w

C1/H1 C1/H1

C20/H20

f1 (ppm)

3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8

C7/H7

f1 (ppm)




Espectro de COSY-RMN (400 MHz, CDCI3) de 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4)
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Espectro de HMBC-RMN (400 MHz, CDCl3) de 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4)
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Espectro de NOESY-RMN (400 MHz, CDClzs) de 7-acetoxi-6,7-diidroicetexona (4)
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