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RESUMO

Entre as inimeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-se
as plantas do género Salvia, pertencente a familia Lamiaceae, contendo
aproximadamente 900 espécies, com extensa distribuicdo em todo o mundo.
Desde épocas antigas, muitas espécies deste género despertaram o interesse,

tendo sido usadas freqiientemente com finalidades medicinais.

A Salvia officinalis apresenta inimeros usos na medicina popular, e
apesar disso, sua composi¢cdo quimica foi muito pouco investigada e a literatura
cientifica € pobre em informacdo. Diante desses fatos, este trabalho, teve os
seguintes objetivos: 1. reisolar e identificar os compostos das folhas desta
planta; 2. separacdo dos metabodlicos secundarios presentes no percolado; 3.
enfatizar as técnicas de identificacdo por ressonancia magnética nuclear (RMN)

de 'H e "°C dos constituintes desta espécie vegetal.

Um dos compostos isolados foi reconhecido como sendo um diterpeno
através das analises espectroscépicas de IV, RMN de 'H e °C, HETCOR COSY
e DEPT. A completa elucidacdo estrutural dos demais compostos requer outras

analises espectroscopicas que estdo em andamento.
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O uso do teste da Artemia salina foi utilizado com um primeiro
“screening” para determinar a atividade da fracdo e do extrato da Salvia

officinalis, ou seja, a toxicidade da planta.

O fracionamento do percolado hidroalcéolico das folhas da Salvia
officinalis resultou no isolamento e identificacdo do diterpeno carnosol, do
triterpeno 4cido oleandlico e no isolamento de outros compostos a serem

1dentificados.



1. INTRODUCAO

1.1 Biodiversidade: aspectos bioldgicos, geograficos, legais e éticos.

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a sintese de
substincias bioativas, especialmente firmacos, tem sido amplamente relatado ao
longo do tempo. As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para sintese
de um grande nimero de farmacos. Pesquisadores da area de produtos naturais
mostram-se impressionados pelo fato desses produtos encontrados na natureza
revelarem uma gama quase que inacreditivel de diversidade em termos de

. , . .. . o 1
estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas .

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas, 0s quimicos
organicos tém conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares
complexas de constituintes naturais, at¢ ha pouco tempo dificeis de serem
identificados. A cada momento sdo relatadas na literatura novas moléculas,
algumas de relevante acdo farmacoldgica, como por exemplo, o taxol, a
forscolina, a artemisinina, etc. Neste contexto € importante mencionar que as
plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, t€m
contribuido, ao longo dos anos para a obtenc¢ido de varios farmacos, até hoje
amplamente utilizados na clinica. Como exemplo, podemos citar a morfina, a

emetina, a vincristina, a colchichina, a rutina, etc. Cabe mencionar que dados da



literatura indicaram que, em 1980, os consumidores dos Estados Unidos
pagaram mais de 8 bilhdes de dolares em prescricdoes com produtos naturais
ativos. Em relacdo ao mercado mundial, cerca de 80% das pessoas utilizam

plantas para curar suas enfermidades.

Outro aspecto a ser ressaltado € a quantidade de plantas existente no
planeta, sendo que a maioria é desconhecida sob o ponto de vista cientifico,
onde entre 250-500 mil espécies, somente cerca de 5% té€m sido estudadas
fitoquimicamente e uma porcentagem menor avaliadas sob os aspectos
bioldgicos. A avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de
alguns de seus constituintes, tais como flavondides, alcaldides, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, ligninas, etc, tem sido objeto de incessantes estudos,
onde ja foram comprovadas as ag¢Oes farmacoldgicas através de testes pré-
clinicos com animais. Muitas destas substancias t€ém grandes possibilidades de

. . )
futuramente virem a ser aproveltadas cOomo agentes medicinais”.

O Brasil tem a maior biodiversidade do planeta com cerca de 55 mil
espécies de plantas conhecidas. A maioria € usada pelo ser humano como fonte
de alimento, como matéria-prima para constru¢do, como medicamentos para
cura de enfermidades ou no uso de aromatizantes. O Brasil vem sendo alvo de
um processo de usurpacdo de conhecimento tradicional que grupos étnicos e
comunidades tradicionais possuem no uso das plantas medicinais; a retirada das

plantas medicinais do pais para o exterior, as quais retornam na forma de



produtos patenteados, nos leva a pagar caro por uma riqueza nacional.
Atualmente, o comércio de medicamentos fitoterdpicos brasileiros movimenta

cerca de US$ 260 milhdes de dblares ao ano.

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sio consumidas com
pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacologicas,
propagadas por usudrios ou comerciantes. Muitas vezes essas plantas sdo,
inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos
silvicolas. Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos
convencionais, a toxicidade das plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer
trivial. Isto, entretanto, ndo € verdade. A toxicidade de plantas medicinais € um
problema sério de saude publica e os efeitos adversos dos fitomedicamentos,
possiveis adulteragdes, toxidez, interagdes com outras drogas devem ser tratados
com cautela. As pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterdpicos no Brasil ainda estdo no comeco, assim como O
controle da comercializacdo pelos 6rgdos oficiais em feiras livres, mercados

publicos ou lojas de produtos naturais”.

1.2 O metabolismo vegetal

O metabolismo das plantas € dividido didaticamente em metabolismo

primario e metabolismo secundério, mas, na realidade, ndo existe um limite



definido entre estes dois tipos de metabolismo. LIPfDIOS, proteinas,
carboidratos e acidos nucléicos, metabdlicos comuns aos seres vivos e essenciais
para a manutengao das células, sdo originados do metabolismo primario. E as
substincias originadas a partir de rotas biossintéticas diversas, € que estdo
restritas a determinados grupos de acordo com sua constituicdo genética, sao

produtos do metabolismo secundario’.

A concentracdo de principios ativos na planta depende, naturalmente, do
controle genético e dos estimulos proporcionados pelo meio, como por exemplo,
fatores climaticos, fatores relacionados com o solo, exposicdes a

microrganismos, insetos, outros herbivoros e poluentes.

Dentre os fatores climaticos, o fotoperiodo (nimero de horas de luz por
dia necessdrio para que uma planta possa florescer), a temperatura, o "stress"
hidrico (defici€éncia de 4gua no solo) podem determinar em algumas espécies a
época ideal de colheita onde poderd se obter uma maior quantidade do principio

ativo desejado’.

1.3 Toxicidade vegetal

Muitas toxinas como, por exemplo, os alcaldides, t€ém sabor amargo e
desagraddvel fazendo com que, em algumas situacdes, os herbivoros

reconhecam e evitem as plantas que as contém. Por outro lado, alguns



metabdlicos secundérios atuam de maneira oposta, atraindo insetos, passaros,
morcegos € até mesmo ratos, responsaveis pela polinizacdo de muitas plantas.
Nesse grupo incluem-se os pigmentos (flavondides, antocianinas e betalainas) e

2, e . . . s 7-
6leos volateis (monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanéides)’™.

A avaliacio da bioatividade de compostos organicos, sejam eles
provenientes de plantas ou de sintese, tem sido pouco vidvel em laboratérios
tradicionais de quimica. Geralmente, a ndo ser que existam programas de
colaboracdo com bidlogos ou farmacdlogos, os laboratérios de quimica nao
estdo adequadamente equipados para a realizacdo de bioensaios de rotina
utilizando animais ou tecidos e 6rgdos isolados. A necessidade de realizar

ensaios com procedimentos simples e rdpidos, levou a busca de novos testes.

A letalidade de organismos simples tem sido utilizada para um réapido e
relativamente simples monitoramento da resposta bioldgica, onde existe apenas
um parametro envolvido: morte ou vida. Os resultados podem ser facilmente
tratados estatisticamente. O ensaio de letalidade permite a avaliagdo da
toxicidade geral e, portanto € considerado essencial como bioensaio preliminar
no estudo de compostos com potencial atividade biolégica. Um dos organismos
que tem sido utilizado nestes bioensaios € uma espécie de crusticeo marinho,

Artemia salina Leach’.



Muitos laboratérios de Produtos Naturais t€m inserido dentre
metodologias de isolamento biomonitorado, purificagdo e elucidacao estrutural,
ensaios bioldgicos simples, no intuito de selecionar e monitorar o estudo
fitoquimico de extratos de plantas na procura de substincias bioativas. Dentre
estes bioensaios, encontra-se a toxicidade sobre Artemia salina (TAS), que se
caracteriza por ser de baixo custo, rdpido e ndo exigir técnicas assépticas.
Indmeros constituintes bioativos tém sido obtidos de extratos vegetais utilizando
este teste na monitoragdo de estudos fitoquimicos. Artemia salina é um
microcrustidceo de dgua salgada que € utilizado como alimento vivo para peixes,
sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de aquaristas. A simplicidade
do bioensaio TAS favorece sua utilizagdo rotineira, podendo ser desenvolvido
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no préprio laboratério de fitoquimica .

Figura 1: Artemia salina

1.4 Espécie vegetal Sdlvia officinalis

A Sélvia € uma planta semi-arbustiva, que atinge cerca de 80 cm de altura,

bastante ramificada. As folhas, de coloracdo verde acinzentada, aproximam-se



das da hortela, sendo, no entanto, bem mais compridas do que estas. De
superficie rugosa, possuem um peciolo mais ou menos longo que as une ao
caule. As flores da sdlvia podem ser violdceas, azuis, réseas ou brancas,
surgindo em inflorescéncia na forma de espiga, nas porcdes terminais dos

ramos. Sdo meliferas e muito procuradas pelas abelhas''.

A Salvia officinalis € uma espécie da Familia Labiaceae a qual € rica em
flavondides (3%), triterpenos derivados do ursano (4cido ursélico quase sempre,
acido oleandlico), diterpenos (carnosol, dcido carndsico) e dcidos fenodlicos
(4cido rosmarinico) além de aprecidveis teores de Oleo essencial caracterizado
por ter canfora, cineol e cetonas monoterpénicas biciclicas como as tuionas (sdo
quase 60% do 6leo); limoneno, pineno, humuleno, linanol livre e esterificado,
bornil. A sdlvia de Espanha ndo contém tuionas e o cineol e a canfora sdo os
mais comuns, € a outra salvia citada é rica em linalol (de 10 a 30 %) e esclareol,

. . 2 . 12
um diterpeno usado na industria de perfumes .

Figura 2: Espécie vegetal Sdlvia officinalis



1.5 Terpenos

Os terpenos formam uma diversificada familia de substincias naturais.
Tradicionalmente, considerou-se como derivados do 2-metil-butadieno, mais
conhecido como isopreno. A utilizacdo da regra do isopreno permitiu classifica-
los e estuda-los num primeiro momento, no entanto, com o tempo percebeu-se
que os terpenos ndo derivam do isopreno, uma vez que este nunca foi
encontrado como produto natural. O verdadeiro percusor dos terpenos € o 4cido
mevalonico o qual provém da acetil coenzima A. Em qualquer caso, a divisdo da
estrutura dos terpenos em unidades de isopreno € muito util e se utiliza com

e A - 13
bastante freqiiéncia .

Z

Figura 3: Isopreno, unidade fundamental dos terpenos.

De acordo com o numero de cadeias de isopreno presentes, 0s terpenos sao

classificados como:

e Cs: hemiterpenos;
e C,p: monoterpenos;
« C,5: sesquiterpenos;

o (Cy até Cyy: diterpenos .
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cabeca
Figura 4: Juncdo de isoprenos

Estes compostos encontram-se em sementes, flores, folhas, raizes e madeira

de plantas superiores assim como no musgo, algas e liquens.

Do ponto de vista quimico, sdo hidrocarbonetos, compostos apenas por
carbono e hidrogénio. Alguns sdo os precursores de certas vitaminas , como A,
K, e E'*. Eles apresentam fungdes variadas nos vegetais. Os monoterpenos sio
constituintes dos Oleos voléteis, atuando na atracdo de polinizadores. Os
sesquiterpenos, em geral, apresentam funcdes protetoras contra fungos e
bactérias, enquanto muitos diterpendides dao origem aos hormoénios de
crescimento vegetal. Os triterpendides e seus derivados, os esterdides,
apresentam uma gama de fun¢des. Muitos t€ém funcdes de protecdo contra
herbivoros, alguns sdo antimitdticos, e outros atuam na germinacdo das

c ey e~ . . 15-16
sementes € na inibi¢dao do crescimento da raiz :

Os membros da familia Labidceas, tais como Salvia officinalis e Salvia
lavandulafolie t€m uma histéria longa de uso como agentes de memorias
acoplados com propriedades choque-energia que podem ser relevantes a

P . , b
melhora dos déficits congénitos associados com a doenca de Alzheimer '.
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O ¢leo essencial da Salvia officinalis € aplicado no tratamento de uma série
de doencas incluindo o sistema nervoso central, sistema hematopoético e
doencgas respiratorias. Embora a infusdo da Salvia officinalis seja obtido
facilmente e wusado geralmente para, efeitos da antiperspiragdo, os
antineuralgicos, os anti-sépticos, os hipoglicemiante € muitos outros usos
terapéuticos. Sua composi¢cao quimica foi investigada muito pouco e a literatura

. e , . - . L, . 18
cientifica € pobre na informacgao a respeito de seus dados quimicos .
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo o estudo fitoquimico da espécie

vegetal Salvia officinalis.

1.6.2 Objetivos especificos

Descrever os métodos e procedimentos utilizados para o isolamento de
compostos do extrato hidroalcéolico das folhas de Salvia officinalis;

Identificagdo e caracterizacao dos compostos isolados utilizando os dados
das andlises fisicas e espectroscOpicas tais como infravermelho, ressonincia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13.

Avaliar a toxicidade frente Artemia salina dos diferentes extratos e

fracdes das folhas de Salvia officinalis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Biodiversidade: aspectos bioldgicos, geograficos, legais e éticos.

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a sintese de
substincias bioativas, especialmente firmacos, tem sido amplamente relatado ao
longo do tempo. As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para sintese
de um grande nimero de farmacos. Pesquisadores da area de produtos naturais
mostram-se impressionados pelo fato desses produtos encontrados na natureza
revelarem uma gama quase que inacreditivel de diversidade em termos de

. , . .. . o 1
estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas .

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas, 0s quimicos
organicos tém conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares
complexas de constituintes naturais, at¢ ha pouco tempo dificeis de serem
identificados. A cada momento sdo relatadas na literatura novas moléculas,
algumas de relevante acdo farmacoldgica, como por exemplo, o taxol, a
forscolina, a artemisinina, etc. Neste contexto € importante mencionar que as
plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, t€m
contribuido, ao longo dos anos para a obtenc¢ido de varios farmacos, até hoje
amplamente utilizados na clinica. Como exemplo, podemos citar a morfina, a

emetina, a vincristina, a colchichina, a rutina, etc. Cabe mencionar que dados da
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literatura indicaram que, em 1980, os consumidores dos Estados Unidos
pagaram mais de 8 bilhdes de dolares em prescricdoes com produtos naturais
ativos. Em relacdo ao mercado mundial, cerca de 80% das pessoas utilizam

plantas para curar suas enfermidades.

Outro aspecto a ser ressaltado € a quantidade de plantas existente no
planeta, sendo que a maioria é desconhecida sob o ponto de vista cientifico,
onde entre 250-500 mil espécies, somente cerca de 5% té€m sido estudadas
fitoquimicamente e uma porcentagem menor avaliadas sob os aspectos
bioldgicos. A avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de
alguns de seus constituintes, tais como flavondides, alcaldides, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, ligninas, etc, tem sido objeto de incessantes estudos,
onde ja foram comprovadas as ag¢Oes farmacoldgicas através de testes pré-
clinicos com animais. Muitas destas substancias t€ém grandes possibilidades de

. . )
futuramente virem a ser aproveltadas cOomo agentes medicinais”.

O Brasil tem a maior biodiversidade do planeta com cerca de 55 mil
espécies de plantas conhecidas. A maioria € usada pelo ser humano como fonte
de alimento, como matéria-prima para constru¢do, como medicamentos para
cura de enfermidades ou no uso de aromatizantes. O Brasil vem sendo alvo de
um processo de usurpacdo de conhecimento tradicional que grupos étnicos e
comunidades tradicionais possuem no uso das plantas medicinais; a retirada das

plantas medicinais do pais para o exterior, as quais retornam na forma de
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produtos patenteados, nos leva a pagar caro por uma riqueza nacional.
Atualmente, o comércio de medicamentos fitoterdpicos brasileiros movimenta

cerca de US$ 260 milhdes de dblares ao ano.

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sio consumidas com
pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacologicas,
propagadas por usudrios ou comerciantes. Muitas vezes essas plantas sdo,
inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos
silvicolas. Comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos
convencionais, a toxicidade das plantas medicinais e fitoterapicos pode parecer
trivial. Isto, entretanto, ndo € verdade. A toxicidade de plantas medicinais € um
problema sério de saude publica e os efeitos adversos dos fitomedicamentos,
possiveis adulteragdes, toxidez, interagdes com outras drogas devem ser tratados
com cautela. As pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterdpicos no Brasil ainda estdo no comeco, assim como o
controle da comercializacdo pelos 6rgdos oficiais em feiras livres, mercados

publicos ou lojas de produtos naturais”.

1.2 O metabolismo vegetal

O metabolismo das plantas € dividido didaticamente em metabolismo

primario e metabolismo secundério, mas, na realidade, ndo existe um limite
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definido entre estes dois tipos de metabolismo. LIPfDIOS, proteinas,
carboidratos e acidos nucléicos, metabdlicos comuns aos seres vivos e essenciais
para a manutengao das células, sdo originados do metabolismo primario. E as
substincias originadas a partir de rotas biossintéticas diversas, € que estdo
restritas a determinados grupos de acordo com sua constituicdo genética, sao

produtos do metabolismo secundario’.

A concentracdo de principios ativos na planta depende, naturalmente, do
controle genético e dos estimulos proporcionados pelo meio, como por exemplo,
fatores climaticos, fatores relacionados com o solo, exposicdes a

microrganismos, insetos, outros herbivoros e poluentes.

Dentre os fatores climaticos, o fotoperiodo (nimero de horas de luz por
dia necessdrio para que uma planta possa florescer), a temperatura, o "stress"
hidrico (defici€éncia de 4gua no solo) podem determinar em algumas espécies a
época ideal de colheita onde poderd se obter uma maior quantidade do principio

ativo desejado’.

1.3 Toxicidade vegetal

Muitas toxinas como, por exemplo, os alcaldides, t€ém sabor amargo e

desagradavel fazendo com que, em algumas situagdes, os herbivoros
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reconhecam e evitem as plantas que as contém. Por outro lado, alguns
metabdlicos secundérios atuam de maneira oposta, atraindo insetos, passaros,
morcegos € até mesmo ratos, responsaveis pela polinizacdo de muitas plantas.
Nesse grupo incluem-se os pigmentos (flavondides, antocianinas e betalainas) e

2, e . . . s 7-
6leos volateis (monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanéides)’™.

A avaliacio da bioatividade de compostos organicos, sejam eles
provenientes de plantas ou de sintese, tem sido pouco vidvel em laboratérios
tradicionais de quimica. Geralmente, a ndo ser que existam programas de
colaboracdo com bidlogos ou farmacdlogos, os laboratérios de quimica nao
estdo adequadamente equipados para a realizacdo de bioensaios de rotina
utilizando animais ou tecidos e 6rgdos isolados. A necessidade de realizar

ensaios com procedimentos simples e rapidos, levou a busca de novos testes.

A letalidade de organismos simples tem sido utilizada para um rdpido e
relativamente simples monitoramento da resposta bioldgica, onde existe apenas
um parametro envolvido: morte ou vida. Os resultados podem ser facilmente
tratados estatisticamente. O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da
toxicidade geral e, portanto € considerado essencial como bioensaio preliminar
no estudo de compostos com potencial atividade biolégica. Um dos organismos
que tem sido utilizado nestes bioensaios é uma espécie de crusticeo marinho,

Artemia salina Leach’.
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Muitos laboratérios de Produtos Naturais t€m inserido dentre
metodologias de isolamento biomonitorado, purificagdo e elucidacao estrutural,
ensaios bioldgicos simples, no intuito de selecionar € monitorar o estudo
fitoquimico de extratos de plantas na procura de substincias bioativas. Dentre
estes bioensaios, encontra-se a toxicidade sobre Artemia salina (TAS), que se
caracteriza por ser de baixo custo, rdpido e ndo exigir técnicas assépticas.
Intimeros constituintes bioativos t€m sido obtidos de extratos vegetais utilizando
este teste na monitoragdo de estudos fitoquimicos. Artemia salina é um
microcrustaceo de dgua salgada que € utilizado como alimento vivo para peixes,
sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de aquaristas. A simplicidade
do bioensaio TAS favorece sua utilizagdo rotineira, podendo ser desenvolvido

2 . s . . , . 1
no préprio laboratério de fitoquimica'.

Figura 1: Artemia salina

1.4 Espécie vegetal Sdlvia officinalis

A Salvia é uma planta semi-arbustiva, que atinge cerca de 80 cm de altura,

bastante ramificada. As folhas, de coloracdo verde acinzentada, aproximam-se
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das da hortela, sendo, no entanto, bem mais compridas do que estas. De
superficie rugosa, possuem um peciolo mais ou menos longo que as une ao
caule. As flores da sdlvia podem ser violdceas, azuis, réseas ou brancas,
surgindo em inflorescéncia na forma de espiga, nas porcdes terminais dos

ramos. Sdo meliferas e muito procuradas pelas abelhas''.

A Salvia officinalis € uma espécie da Familia Labiaceae a qual € rica em
flavondides (3%), triterpenos derivados do ursano (4cido ursélico quase sempre,
acido oleandlico), diterpenos (carnosol, dcido carndsico) e dcidos fenodlicos
(4cido rosmarinico) além de aprecidveis teores de Oleo essencial caracterizado
por ter canfora, cineol e cetonas monoterpénicas biciclicas como as tuionas (sdo
quase 60% do 6leo); limoneno, pineno, humuleno, linanol livre e esterificado,
bornil. A sdlvia de Espanha ndo contém tuionas e o cineol e a canfora sdo os
mais comuns, € a outra salvia citada é rica em linalol (de 10 a 30 %) e esclareol,

. . 2 . 12
um diterpeno usado na industria de perfumes .

Figura 2: Espécie vegetal Sdlvia officinalis
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1.5 Terpenos

Os terpenos formam uma diversificada familia de substincias naturais.
Tradicionalmente, considerou-se como derivados do 2-metil-butadieno, mais
conhecido como isopreno. A utilizacdo da regra do isopreno permitiu classifica-
los e estuda-los num primeiro momento, no entanto, com o tempo percebeu-se
que os terpenos ndo derivam do isopreno, uma vez que este nunca foi
encontrado como produto natural. O verdadeiro percusor dos terpenos € o 4cido
mevalonico o qual provém da acetil coenzima A. Em qualquer caso, a divisdo da
estrutura dos terpenos em unidades de isopreno € muito util e se utiliza com

e A - 13
bastante freqiiéncia .

Z

Figura 3: Isopreno, unidade fundamental dos terpenos.

De acordo com o numero de cadeias de isopreno presentes, 0s terpenos sao

classificados como:

e Cs: hemiterpenos;
e C,p: monoterpenos;
« C,5: sesquiterpenos;

o (Cy até Cyy: diterpenos .
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cauda

N

L

cabeca
Figura 4: Juncdo de isoprenos

Estes compostos encontram-se em sementes, flores, folhas, raizes e madeira

de plantas superiores assim como no musgo, algas e liquens.

Do ponto de vista quimico, sdo hidrocarbonetos, compostos apenas por
carbono e hidrogénio. Alguns sdo os precursores de certas vitaminas , como A,
K, e E'*. Eles apresentam fungdes variadas nos vegetais. Os monoterpenos sio
constituintes dos Oleos voléteis, atuando na atracdo de polinizadores. Os
sesquiterpenos, em geral, apresentam funcdes protetoras contra fungos e
bactérias, enquanto muitos diterpendides dao origem aos hormoénios de
crescimento vegetal. Os triterpendides e seus derivados, os esterdides,
apresentam uma gama de fun¢des. Muitos t€ém funcdes de protecdo contra
herbivoros, alguns sdo antimitdticos, e outros atuam na germinacdo das

c ey e~ . . 15-16
sementes € na inibi¢dao do crescimento da raiz :

Os membros da familia Labidceas, tais como Salvia officinalis e Salvia
lavandulafolie t€m uma histéria longa de uso como agentes de memorias
acoplados com propriedades choque-energia que podem ser relevantes a

P . , b
melhora dos déficits congénitos associados com a doenca de Alzheimer '.
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O ¢leo essencial da Salvia officinalis € aplicado no tratamento de uma série
de doencas incluindo o sistema nervoso central, sistema hematopoético e
doencgas respiratorias. Embora a infusdo da Salvia officinalis seja obtido
facilmente e wusado geralmente para, efeitos da antiperspiragdo, os
antineuralgicos, os anti-sépticos, os hipoglicemiante € muitos outros usos
terapéuticos. Sua composi¢cao quimica foi investigada muito pouco e a literatura

. e , . - . L, . 18
cientifica € pobre na informacgao a respeito de seus dados quimicos .
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo o estudo fitoquimico da espécie

vegetal Salvia officinalis.

1.6.2 Objetivos especificos

Descrever os métodos e procedimentos utilizados para o isolamento de
compostos do extrato hidroalcéolico das folhas de Salvia officinalis;

Identificagdo e caracterizacdo dos compostos isolados utilizando os dados
das andlises fisicas e espectroscOpicas tais como infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13.

Avaliar a toxicidade frente Artemia salina dos diferentes extratos e

fracdes das folhas de Salvia officinalis.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Estudo fitoquimico da espécie vegetal Salvia officinalis

2.1.1 Materiais

Os solventes foram adquiridos de fontes comerciais € usados sem prévia
purificacdo. As misturas de solventes foram feitas a volume por volume (v/v) e
devidamente recuperados para posterior reutilizacao.

Nos fracionamentos e separacdes cromatograficas foi usado gel de silica
de granulometria 0,063-0,2 mm como adsorvente. Assim como, na
cromatografia em coluna. Para cromatografia em camada fina (CCF) foram
usadas cromatoplacas de aluminio revestidas com gel de silica 60 de 0,2 mm de
espessura da marca Merck.

Os pontos de fusdo (PF) foram determinados em um aparelho da
Microquimica APF-301 e ndo foram corrigidos.

No teste de toxicidade foi utilizada uma espécie de crusticeo marinho,
Artemia salina Leach, em solucdes do percolado e do extrato bruto em
concentracoes diferentes.

O primeiro critério de pureza adotado foi a obtencdo de uma tnica

mancha na CCF analitica usando-se diferentes sistemas de elui¢ao e revelado em
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Anisaldeido, sob aquecimento e visualizagdo das cromatoplacas em camara de

luz ultravioleta em comprimento de onda de 254 e 365 nm.

2.1.2 Métodos e instrumentacao

2.1.2.1 Espectroscopia de infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos em pastilhas de KBr grau
espectroscépico, com leituras na regidio de 4000 a 400 cm’' em um
espectrometro Perkin Elmer FT 16PC, na Central de Andlises do Departamento

de Quimica — UFSC.

2.1.2.2 Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos a 400 MHz em aparelho
Brucker DRX400. Os deslocamentos quimicos foram medidos em valores
adimensionais 6 (ppm), usando-se tetrametilsilano como referencial interno e
MeOD como solvente. As dreas relativas dos picos foram obtidas por integracao
eletronica e suas multiplicidades descritas como: s (singlete), d (duplete), t

(triplete), e m (multiplete).
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Os espectros de RMN de "C foram obtidos a 100 MHz em aparelho
Brucker DRX400, utilizando tetrametilsilano como referencial interno e MeOD
como solvente, ¢ com os deslocamentos quimicos medidos em unidades

adimensionais o (ppm).

2.1.3 Obtencgao dos extratos

As folhas de Salvia officinalis (2,000Kg) ja secas e trituradas, foram
submetidas a extracdo por percolacdo com EtOH a temperatura ambiente. O
percolado foi filtrado e concentrado em rotavapor sob pressdo reduzida a 50°C
até 1/3 de seu volume inicial, de forma que o solvente evaporado durante o
processo fosse recuperado e retornado ao percolador onde o material foi deixado
extrair por maceracao durante uma semana para obtencdo do extrato bruto. O
extrato bruto assim obtido foi concentrado e rotaevaporado até 1/3 de seu
volume e deixado em repouso por 24 horas em geladeira, onde ocorre a

precipitacao das ceras e graxas, removidas posteriormente por filtragdo.

2.1.4 Isolamento dos compostos das folhas de Salvia officinalis

O percolado (154,8g) foi submetido ao fracionamento cromatografico em

coluna (CC) de silica gel usando como eluente o sistema n-hexano/AcOEt na

forma gradiente com polaridade crescente (Tabela 1). Com o objetivo de evitar a
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polui¢do do meio ambiente no descarte dos solventes utilizados e por motivo de
economia, executa-se o reaproveitamento destes por evaporagao no rotavapor.
Assim, numa coluna cromatografica, a primeira fracdo colhida € reciclada
indefinidamente mediante o ajuste do gradiente de polaridade. Utilizou-se uma
coluna de diametro 6,0 cm com altura de fase estacionaria 11,0 cm e pastilha ou
amostra adsorvida em silica de 3,0 cm. Foram coletadas 62 fracdes de 150 mL, e
reunidas conforme semelhanca de seus perfis cromatograficos (CCD).

As fragdes coletadas de menor polaridade 1-21 ndo obtiveram boa
resolucdo em cromatografia em camada delgada (CCD) por serem ésteres de
cadeia longa, acidos graxos e pigmentos clorofilicos.

A partir da fracdo 22 até 30 com eluente na propor¢cdo de 15/85 AcOEt /
n-hexano o composto carnosol (1) (70 mg) foi isolado e submetido a purificacao
por sucessivas recristalizagcdes com AcOEt.

As fracoes 31-52 reunidas pelo mesmo método forneceram o &cido
oleandlico (2) (500 mg), o qual foi identificado por comparacdo com uma
amostra auténtica através de CCD.

A pureza dos compostos foi baseada na comparacdo dos seus perfis
cromatograficos em relacdo a padrdes isolados e identificados neste mesmo
grupo de pesquisa. Outra forma utilizada para certificacio de pureza foi o
método fisico de ponto de fusdo, baseando-se em valores com pouca variacdo na
temperatura de mudanca do estado fisico dos compostos. Além de métodos

praticos de CCD e PF para se determinar a pureza de uma amostra utilizou-se
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também técnicas sofisticadas de cromatografia liquida de alta eficiéncia IV, e

RMN 'He “C.

Tabela 1: Sistema de eluicdo utilizado para coluna cromatogrifica do

Percolado.

Hexano AcOEt EtOH Fracgdes
100 0 - 0
95 5 - 1-8
90 10 - 9-13
85 15 - 14-29
80 20 - 30-38
75 25 - 39-44
70 30 - 45-49
60 40 - 50-54
50 50 - 55-60
60 40 - 61

- 50 50 62
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Fluxograma 1

Percolado da

S.0. 154,8¢
Cromatografia em coluna
de silica usando-se como
eluente n-hexano/AcOEt
com polaridade crescente.
Fr. 1-21 Fr. 22-30 Fr. 31-52 Fr. 52-62
v h 4 4 A 4
. Composto 1 Composto 2 Compostos
Pigmentos polares
e gorduras

Andlises: PF. CCD. IV. RMN: 'He °C

Fluxograma 1: Representacdo esquemadtica do isolamento dos compostos do

Percolado.
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2.1.5 Teste de toxicidade frente Artemia salina.

Foram realizados os testes de toxicidade do percolado, precipitado e
extrato bruto, em trés concentragcdes diferentes (100,0; 500,0; 1000,0 ppm) e em
triplicata.

Os ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em dgua do mar
artificial (solu¢ao NaCl 3,8%) e deixados em temperatura ambiente por 48 horas
com forte aeracao e sob continua luminosidade.

Ap6s a eclosdao dos ovos adicionou-se as larvas de Artemia salina no
pocinho juntamente com o extrato e deixou-se incubar por 24 horas para cada

experimento.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo fitoquimico da espécie vegetal Salvia officinalis

Os sucessivos fracionamentos cromatograficos sobre silica gel
acompanhado de recristalizacdes do percolado das folhas de Salvia officinalis
levaram ao isolamento do diterpeno carnosol (1) e ao 4cido oleandlico (2).

As estruturas e purezas dos constituintes quimicos foram estabelecidas
com base em cromatografia em camada delgada (CCD), e evidéncias
espectroscopicas, principalmente espectroscopia de infravermelho (IV) e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (‘H) e carbono (*°C), envolvendo

inclusive comparacdo com dados encontrados na literatura e com padrdes.

dsolvente

[
-
£

damostra

Figura 5: CCD das substancias isoladas.

Rf = dam/dsolv

Mancha 1: carnosol

Mancha 2: acido oleanodlico
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3.1.1 Identificacao do Carnosol

O composto 1, foi isolado como cristais incolores com ponto de fusdo
234-235 °C, muito préximo ao encontrado na literatura (237°C). O Rf obtido foi
de aproximadamente 0,6; sendo o eluente n-hexano/AcOEt - 60:40 (Figura 5).

No espectro de infravermelho foi observada, entre outras, a absor¢do em
3488 cm’' referente ao estiramento da ligacdo O-H de um grupo hidroxila livre e
em 3291 cm™ estiramento de ligagio O-H de um grupo hidroxila envolvido em
ligacdo de hidrogénio, em 2952 cm’' estiramento de ligacio C-H, que pela
intensidade sugere a presenca de varios grupos CH;, CH,, e CH. A intensa
absor¢cdo em 1713 cm’' refere-se a carbonila de uma lactona. O padrio de
absorcdo do espectro de IV e a relacdo das intensidades dos estiramentos C-H e
C=0 sao tipicos de diterpenos (banda da carbonila mais intensa que a de ligacao
C-H).

Comparando os espectros de RMN de 'H e RMN de ">C com os valores
encontrados na literatura foi possivel identificar este diterpeno como sendo o
abietano carnosol. Cujas atribui¢cdes dos deslocamentos quimicos do RMN de
'H e "°C estdo apresentados na Tabela 2.

De fato, o espectro de RMN de "°C apresentou 20 sinais que juntamente
com os espectros DEPT e RMN de 'H pode-se calcular uma férmula molecular
C,0 Hy6 Oy, compativel com um diterpeno. Calculando o nimero de insaturacoes

temos 8 insaturagdes, das quais, uma € devido a carbonila que aparece em
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179,40 ppm, quatro sdo devido a um anel aromatico que estd caracterizado pela
presenca dos seis sinais para carbono sp” entre 112 e 145 ppm e as trés restantes
sdo atribuidas a presenca de mais trés anéis na estrutura. Estes dados sugerem se
tratar de um diterpeno lactona do tipo abietano ou cleistantano.

Os sinais de carbono em 144,7 ppm e 144,5 ppm da regido de aromaticos
indicam que a estrutura apresenta dois grupos OH vicinais, que juntamente com
a presenca de apenas um singlete (6,688 ppm) na regido de prétons aromaticos,
indica que o anel aromdtico desta estrutura € pentassubstituido (dois OH
vicinais, fusdo com o anel B e um grupo isopropil, confirmando assim o
esqueleto abietano). O grupo isopropil como substituinte do anel aromatico pode
ser visto nos espectros de RMN de 'H e *C através dos sinais: 1,19 ppm (2H, d,
J=7,2 Hz), 1,20 ppm (2H, d, J=7,2 Hz), e 3,24 ppm (1H, hepteto, J=7,2 Hz) e
20,01 ppm (CHs;), 20,057 ppm (CH3) e 27,93 ppm (CH). O carbono em 79,7
ppm (CH) que estd correlacionado ao hidrogénio 5,4 ppm (1H, dd, J=4,0 e 1,2
Hz) indica a presenca de um carbono sp’ oxigenado ligado a um CH, (H, 2,19;
Hy 1,84) que por sua vez estd conectado a um CH (H 1,69) conforme mostra o
espectro Cosy. Estes dados indicam que o anel lactona fecha no carbono 7 do
anel B.

Com uma andlise mais detalhada dos demais sinais dos RMN de 'He "°C,
juntamente com a andlise dos espectros bidimensionais € comparagao com 0s
dados da literatura, foi possivel confirmar a estrutura deste diterpeno como

sendo o abietano carnosol.



Tabela 2: Dados experimentais de RMN 'H e °C do carnosol registrados em

MeOD usando aparelho de 400 MHz para Hidrogénio e 100 MHz para carbono-

13.

Figura 6: Estrutura quimica do composto 1 (carnosol).

C S 3
1 2.56(td, J=14 e 4,8 Hz); 2.80(dd) 30.12
2 1.50(m); 1,91(dt, J=3,2 ¢ 13 Hz) 20.01
3 1.31(dd, J=3,2 13,3 Hz); 1.59(dt) 42.17
4 35.47
5 1.69(q) 47.01
6 2.19(m); 1.84(td, J=1,2 ¢ 10,8 Hz) 30.85
7 5.42(dd, J=1,2 ¢ 4,0 Hz) 79.73
8 136.02
9 122.96
10 49.77
11 144.72
12 144.50
13 133.31
14 6.69(s) 112.50
15 3.05(hept., J=6,8 Hz) 27.93
16 1.19(d, J=7,2 Hz) 23.20
17 1.20(d, J=7,2 Hz) 20.05
B 0.87(3H,3) 32.14
19 0.87(3H,3) 23.20
20 179.40
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3.1.2 Identificacao do acido oleandlico

O composto 2 obtido como sélido branco com ponto de fusdo 254-256
°C, PF este idéntico ao do acido oleandlico isolado em nosso laboratério de
pesquisa da espécie vegetal Baccharia ilinita. O Rf obtido foi de
aproximadamente 0,6; sendo o eluente n-hexano/AcOEt - 60:40 (Figura 5)..

No espectro de infravermelho, que também se mostrou idéntico ao do
acido oleandlico isolado de B. ilinita, observa-se entre outras, a fun¢do 4cido
carboxilico que € caracterizada pela presenca da forte banda de absorcdo em
1695 cm™ juntamente com a absorcdo larga e intensa de OH em 3434 cm™ e a
presenca de uma ligacio dupla C=C deduzida do estiramento em 1635 cm’.

Finalmente, o presente composto foi comparado com uma amostra
auténtica de acido oleandlico em camada delgada com diferentes sistemas de
solvente, observando-se em todos os casos a coeluicao.

Deste modo, o 4cido oleandlico foi identificado através da comparacgao de

suas propriedades fisicas e espectroscopicas de IV.

OH

HO

Figura 7: Estrutura quimica do composto 2 (4cido oleandlico).
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3.1.3 Andlise da atividade do Percolado, Extrato bruto e Precipitado.

O resultado da atividade foi obtido contando-se o numero de larvas de
Artemia salina, mortas e vivas em cada pocinho através de visualizacio
macroscopica e a andlise estatistica foi feita da contagem do numero de
sobreviventes contando-se a porcentagem de mortos (concentragdo para matar
50% das larvas apds o tempo de exposicao, a DLs, cronica).

Os compostos pra serem considerados com atividade t€m que possuir um
DLs, até 1000 ppm. Desta maneira, tanto o precipitado (310,65 ppm), extrato
bruto (694,54 ppm), como o percolado (239,42 ppm) apresentaram atividade.

O percolado, por apresentar uma menor DLsy, € o que apresenta melhor
atividade. Sendo assim, necessita-se de uma dose menor pra matar 50% da

populacdo de Artemia salina presente no meio.

Tabela 3: Quantidades de Artemia salina que sobreviveram e nao sobreviveram

ao teste de toxicidade para o precipitado das folhas de Salvia officinalis.

100,0 ppm 500,0 ppm 1000,0 ppm

A | 6 (4 vivos e 2 mortos)

9 (6 vivos e 3 mortos)

5 (1 vivos e 4 mortos)

5 (1 vivo e 4 mortos)

5 (2 vivos e 3 mortos)

7 (7 mortos)

8 (7 vivos e 1 mortos)

6 (2 vivos e 4 mortos)

6 (6 mortos)

OK

OK

1 morto
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Tabela 4: quantidades de Artemia salina que sobreviveram e ndo sobreviveram

ao teste de toxicidade para o extrato bruto das folhas de Salvia officinalis.

100,0 ppm

500,0 ppm

1000,0 ppm

6 (4 vivos e 2 mortos)

6 (4 vivos e 2 mortos)

5 (4 vivos e 1 mortos)

5 (5 vivos)

5 (2 vivos e 3 mortos)

5 ( 3 vivos e 2 mortos)

7 (6 vivos e 1 mortos)

7 (5 vivos e 2 mortos)

5 (1 vivo e 4 mortos)

OK

OK

OK

Tabela 5: quantidades de Artemia salina que sobreviveram e nao sobreviveram

ao teste de toxicidade para o percolado das folhas de Salvia officinalis.

100,0 ppm

500,0 ppm

1000,0 ppm

6 (2 vivos e 4 mortos)

8 (1 vivos e 7 mortos)

6 (1 vivos e 5 mortos)

5 (3 vivos e 2 mortos)

5 (2 vivos e 3 mortos)

5 (4 vivos e 1 mortos)

6 (4 vivos e 2 mortos)

5 (2 vivos e 3 mortos)

6 (6 mortos)

OK

OK

OK
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4. CONSIDERA COES FINAIS

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlicos secundarios,
apenas os compostos presentes em maior concentragdo sao geralmente isolados
e estudados pela fitoquimica cldssica. A andlise das substincias ativas € muito
mais complexa e longa, j4 que geralmente os compostos presentes em menor
propor¢ao na planta podem apresentar efeitos biologicos mais intensos.

Os resultados obtidos do estudo fitoquimico da espécie vegetal Salvia
officinalis foram o isolamento do carnosol (70mg) e dcido oleandico (500mg).

Demonstrou-se que procedimentos cromatograficos simples sao
ferramentas eficientes para isolamento e purificacdo de compostos de produtos
naturais.

Estudos de toxicidade auxiliam na triagem de uma grande variedade de
compostos com atividade biolégica para definir seu potencial de aplicacao
terap€utica mensurando a toxicidade apresentada dos possiveis futuros
farmacos.

Na Salvia officinalis, tanto o precipitado (310,65 ppm), extrato bruto
(694,54 ppm), como o percolado (239,42 ppm) apresentaram atividade. Sendo o
percolado, por apresentar uma menor DLs,;, 0 que apresenta melhor atividade.
Ou seja, necessita-se de uma dose menor pra matar 50% da populacdo de

Artemia salina presente no meio.
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