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RESUMO

Apesar da familia Lamiacese ter sua quimica bem estudada, muitas espécies ainda
s20 inéditas sob esse aspecto. Nesse sentido, foram escolhidas as espécies Hyptis fasciculata,
Hyptis tetracephala, Hyptis heterodon e Hyptis elegans, sem agum estudo quimico, para a
redizacéo deste trabalho que teve por objetivo o isolamento e a caracterizacdo das substancias
metabolizadas por egpécies, bem como a avdiagdo de dgumas propriedades
biodinamicas para os extratos brutos e suas particies de diferentes polaridades.

As particdes do extrato etandlico dos caules de H. fasciculata forneceram, apés
fracionamento cromatogréfico por diferentes técnicas, mistura de sStogteral (1) e estigmasterol (11),
mistura contendo ledal (111), mistura de nanoato de etila (1V), 2H-benzocicloepten2-ona, 1, 44, 5,
6, 7, 8, 9, 9a-octaidro-4a-metil (V), patchoulano (VI), 4, 8, 12, 16-tetrametileptadecan-4-olido
(V1) e ursenal-28 (VIII), &cido caféco (1X) em mistura com esterdides, sesamina (X) misturada
com 3, 5, 6, 12-tetraidroxi-ergosteno-25 (XI) e 3, 5, 6-triidroxi-ergosteno-25 (XI1), mistura de
pentadecano (XI11) com hexadecano (XIV) e oleamida (XV), metilpiperitol (XVI), dém dos
triterpenos &cido betulinico (XVII), acido oleandlico (XVIII), &cido ursdlico (XI1X) e &cido
micromérico (XX) em diversas misturas, com proporgdes variadas, e o &cido rosmarinico (XXI1).

A paticio em hexano do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias de H.
fasciculata forneceu, gpds fracionamento cromatogréfico, stosterol (1) e estigmesteral (1) em
mistura, o isolamento do metilpiperitol (XVI1) e do &cido oleandlico (XVIII).

A particdo em diclorometano/acetato de etila (1:1) do extrato etandlico das partes agreas
de H. tetracephala forneceu, apds fracionamento cromatografico, o &cido rosmarinico (XXI1).

A particdo em diclorometano/metanol (1:1) do extrato etandlico das partes aéreas de
H. heterodon forneceu, apos fracionamento cromatogréfico, o b-stosterol glicoslado (XXI1).

Foram redizados estudos sobre atividades antimicrobiana, analgésica (centrd e

periférica), antiinflamatoria, antioxidante pelo método do DPPH e moluscicida
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A paticdo em acetato de etila do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias da
Hyptis fasciculata apresentou boa resposta nos testes de atividade antimicrobiana frente a
todas as cepas Gram-podtivas testadas, incluindo a de MRSA, nos de atvidade
antiinflamatoria e nos ensaos de andgesia periférica ndo goresentando efeito  Sgnificativo
nos ensaios de andgeda centra espinhal. Neste modelo as partiches em hexano e em n-
butanol foram as mais efetivas, chegando a apresentar melhores resultados do que a morfina,
substéncia usada como controle.

A paticdo em n-butanol do extrato etandlico dos caules de Hyptis fasciculata
apresentou certa atividade moluscicida.

A paticdo em diclorometano do extrato etandlico das partes aéreas da Hyptis
tetracephala demonstrou efeito antimicrobiano frente a diferentes cepas de S. pyogenes e
adguma atividade moluscicida, no entanto, foram as particdes em acetato de etila e n-butanol
que apresentaram maior potencid em matar 0s caramujos vetores do  Schistossoma mansoni.
O extrato etandlico dessa espécie apresentou boa atividade antioxidante, quando testado pelo
método do DPPH.

O extrato em metanol/cloroformio das partes aéreas de Hyptis heterodon foi aivo
frente a cepa de MRSA e a diferentes cepas de S. pyogenes. As particdes em acetato de etilae
em n-butanol do extrato etandlico das partes aéreas goresentaram também interessante
respostamoluscicida.

A particdo em acetato de etila do extrato etandlico das partes aéreas da Hyptis
elegans demongtrou dta atividade antioxidante, apresentando CES50 menor do que a obtida
para o extrato padronizado de Ginkgo biloba (Egb 761%), usado como controle positivo. As
particbes em acetato de etila e em n-butanol do extrato etandlico das partes aéreas

apresentaram também certa atividade moluscicida
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ABSTRACT

Although the chemigdry of Lamiacese family is wdl known, many gpecies ae
dill not studied by this point of view. Because of that, the species Hyptis fasciculata,
Hyptis tetracephala, Hyptis heterodon and Hyptis elegans were chosen for the redization of
this sudy. The am of this work was to isolaie and to identify the main chemicd compounds
of the four mertioned species as wdl as the evduation of some biodynamic properties for the
obtained crude extracts and dso for the partitions of different polarities.

The different partitions of the ethanolic extract of H. fasciculata stem led to a
mixture of gdtogerol (I) and gigmesterol (1), a mixture containing ledol (II1), a mixture
of ethyl ester of nonanoic acid (IV), 2H-benzocyclohepten-2-one-1, 4a, 5, 6, 7, 8, 9, %9a
octahydro-4a-methyl (V), pachoulane (VI), 4, 8, 12, 16-tetramethyl-heptadecan-4-olide
(V1) and ursenal-28 (VIII), caffeic acid (IX) in a mixture with steroids, sesamin (X) mixtured
with 3, 5, 6, 12-tetrahydroxy-ergostene-25 (XI) and 3, 5, Gtrihydroxy-ergostene-25 (XII), a
mixture of pentadecane (XIII) together with hexadecane (XIV) and oleamide (XV),
methylpiperitol (XV1), besdes the triterpenes betulinic acid (XVII), deandlic acid (XVIII),
ursolic acid (XIX) and micromeric acid (XX) in different concentrations and mixtures and the
rosmarinic acid (XXI).

The hexane partition of the ethanolic extract of the leaves and flowerings from H.
fasciculata led to the isolation of dtosterol (I) and digmesteral (I1I) in mixture, the
methylpiperitol (XVI) and the oleanolic acid (XVII1).

The dicloromethane/ethyl acetate (1:1) partition of the etanolic extract from the aerid
partsof H. tetracephala led to the isolation of rosmarinic acid (XXI).

The dicloromethane/methanol (1:1) partition of the etanolic extract from the aerid
parts of H. heterodon led to theisolation of b-glucosyl stosterol (XXII).

The four species were tested againgt antimicrobiane, analgesic (centrd and periferic),

antiinflamatory, antioxidant by the DPPH assay and moluscicide properties.
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The ethyl acetate partition of the ethanolic extract of the leaves and flowerings from
H. fasciculata has shown good activity for the antimicrobiane assay againg dl tested Gram-
postive drans, incuding MRSA. Evduding the andgesc and antiinflanmatory properties,
the results were not good. Usng the analgesic mode for centrd nervous system, the hexane
and n-butanol partitions have shown more activity, being more effective compared with
morfine, used as a pogitive control.

The n-butanol patition of the ethanolic extract of H. fasciculata sem has
shown avery good activity in the moluscicida assay.

The didoromethanelethyl acetate partition of the ethanolic extract from H.
tetracephala aerid parts has shown good effect againg different strains of S. pyogenes and
dso some activity in the moluscicidd assay, however, the ethyl acetate and n-butanol
partitions have shown higher potencid to kill the Schistossoma mansoni’s snail vector (the
intermmediate vector). The ethanolic extract from this species has shown an excelent
antioxidant activity, when testet by the DPPH assay.

The didoromethane/methanol partition of the etanolic extract from the H. heterodon
aerid parts were active agang MRSA and different S pyogenes drains. The ethyl acetate and
n-butanol partitions have aso shown avery interesting activity in the moluscicidal assay.

The ethyl acetate partition of the ethanolic extract of the H. elegans agria parts has
shown high antioxidant activity, with EC50 lower than the concentration obtained for the
Ginkgo biloba standard extract (Egb 761%), used as a positive control. The ethyl acetate and

n-butanol partitions have aso shown some activity in the moluscicida assay.
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INTRODUCAO

Provavdmente, a Terra comegou como uma poera coésmica que mantinha em
movimento correntes de convecgdo em seu interior quando, por volta dos 3000°C, certas
substéncias comecaram a se liquefazer (POPP, 1998).

Primeiro, o ferro liquefeito comegou a formar 0 nlcleo, depois vieram o slicio e os
oxidos metdicos, dando origem a0 manto. Entre 1500 e 800°C, comegou a solidificacéo da
crosta A amosfera terrestre foi se formando pouco a pouco, sendo composta de vapor
d' &gua, ambnia e Oxido de carbono (POPP, 1998).

A croda Slida e a amodera continuaram esfriando progressvamente, aé que a
temperatura de 374°C, temperatura critica da agua, o vapor atmosférico se condensou em
chuva. Apés grandes volumes de chuva, a crodta foi desgastada pelo contato com a égua,
formando assm as primeras depressies que se transformaram nos primeiros mares (POPP,
1998).

A acdo das &guas que caiam e corriam sobre as rochas igness, fragmentava-as em
tamanhos diversos que eram transportadas e depositadas juntamente com lamas mais finas nas
depressies preenchidas pelas aguas, formando assim as rochas sedimentares (POPP, 1998).

Embora a crodta ja estivesse solidificada, a partir de 70 até 700 Km em diregdo ao
centro da Tera, 0 manto magmético ainda edfriava, acarretando modificagdo do volume e
consegliente enrugamento da superficie terrestre. Tal enrugamento produziu fraturas e dobras
das rochas da crosta, por onde o magma subiu formando vulcbes (POPP, 1998). Essas
rupturas na crosta s8o também conhecidas como geoclases (HOFFMANN et al., 1997).

Durante a era MesozOica (225 aé 65 milhdes de anos) ocorreu um enorme
derramamento de massas de magma através de geoclases, originando as rochas basdticas, o

gue hoje é conhecido como “derrame basdtico” (HOFFMANN et al., 1997).
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A lava mesozoica cobriu grande parte da Regido Sul do Brasil, tendo no entanto se
expandido notavelmente pelo Rio Grande do Sul, mais precisamente no nordeste do estado,
onde ocorrem as maiores espessuras do basalto (VIEIRA & RANGEL, 1984).

O tipo de solo oriundo da decomposicdo do basdto criou um solo fértil (SM.E.C.
CAMPO BOM, 1988), onde predomina o feldspato plagiosclaso (VIEIRA & RANGEL,
1984; POPP, 1998) e a augita, podendo ou n&o agparecer a oliving, rico em minerais como a
gpatita e titanomagnetita (VIEIRA & RANGEL, 1984), variando do vermeho escuro ao
preto. Este tipo de solo é portanto, rico em espécies diferentes de argilominerais (POPP,
1998).

O derrame basdtico diminou a antiga cobertura vegetd exisente no Rio Grande do
Sul (VIEIRA & RANGEL, 1984). A idade Cenozbica (65 milhdes de anos até hoje) (POPP,
1998) inaugurou nova colonizacéo vegeta (VIEIRA & RANGEL, 1984).

Nas a@eas de formacdo recente e em processo de consolidacdo, € possive
acompanhar o desenvolvimento da colonizacdo vegetal.

Nas aeas das planicies duviais do rio dos Sinos (onde a paisagem apresenta o
desenvolvimento de um sgema fluvid sSnuoso, com banhedos, pantanos e dagadicos)
(SM.E.C. CAMPO BOM, 1988), entre outras, se instala a vegetacdo pioneira (datada dos
Ultimos 10.000 anos), primeiro estégio do processo de evolucdo sedimentar-pedol Ogica
biolégica, daqua faz parte (VIEIRA & RANGEL, 1984).

As quatro espécies do género Hyptis que foram usadas neste estudo sdo encontradas
em locais com as mesmas caracteristicas das @reas das planicies auviais do rio dos Sinos,
tendo sido coletadas em pantanos e beira de banhados, no municipio de Campo Bom, RS. Séo
das H. fasciculata Bentham ssp. fasciculata, H. tetracephala Bordignon nov. ., H.

heterodon Epling e H. elegans Briquet ex Michdi.



INTRODUGAO

Campo Bom
O Municipio de Campo Bom locdiza-se no norte da regido Metropolitana de Porto
Alegre e pertence a Associagdo dos Municipios do Vae do rio dos Sinos. Campo Bom € um
dos véios municipios da Regido Sul do Brasl encontrado sobre o “derrame basatico”,
gpresentando solo com dto teor de argila e bastante arenoso, principdmente na regido da

baixada (Foto 1).

Foto 1. Vista aérea de Campo Bom.
(Fonte: www.campobom.famurs.com.br - acesso em 06/02/2003)

O nome da cidade provavelmente foi dado pelos tropeiros que viviam na
regiao dos Altos de Cima da Serra. Ao transportarem suas tropas de gado em direcéo a
Porto Alegre e cidades vizinhas do Vale do rio dos Sinos, ai pousavam, porgue havia
pasto e agua abundantes.

No passado, esteve ligado a histéria da Col6nia de Sao Leopoldo. A Colénia foi um
projeto do Governo imperial que, visando ocupar regido fronteirica e em continuo
conflito com os povos do Prata, decidiu trazer imigrantes europeus — no caso aemaes — e fixa
los no solo por meio de uma atividade econdmica, concedendo-lhes pequenos lotes de terra

(SM.E.C. CAMPO BOM, 1988) (Foto 2).
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Em 25 de julho de 1824, os 38 primeiros imigrantes desembarcaram em S&o
Leopoldo (HOFFMANN et al., 1997); em Campo Bom os primeros colonos chegaram
provavelmente a partir de 1825.

Eses colonos se dedicaram basicamente a agricultura, mas em muitos casos

exerciam também atividades artesanais diversas.

Foto 2: Marcas da colonizagcdo ademéa em Campo Bom — Clube XV de novembro.
(Fonte: www.campobom.famurs.com.br/turismo.htm - em 19/02/2003)

Na segunda metade do século XIX, Campo Bom comeca a ter sua economia baseada
na indlgtria oleira (favorecida pela argila gpropriada existente as margens do rio dos Sinos),
mantendo- se significativa até meados da década de 1960.

No ettanto, foi a atividade coureira que marcou a vida econdmica da antiga Colonia
de SZo Leopoldo. Até hoje, € essa atividade que pauta a vida econdmica da regid, em
epecid do Municipio de Campo Bom, que possui projecdo nacional e internaciona no
mercado de cacados, principa mente os model os femininos.

Em Janeiro de 1959, Campo Bom acanca sua emancipacd de S0 Leopoldo

(SM.E.C. CAMPO BOM, 1988).
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Familia Lamiaceae
Segundo a classficacdo taxondmica proposta por Dahlgren, a familia Lamiacese
pertence & ordem Lamides, superordem Lamiiflorae, que conta ainda com mais trés ordens
Scrophularides, Hippuriddes e Hydrogtachydes. Além da Lamiaceae, Lamides é condituida
de duas outras familias, Verbenaceae e Cdlitrichacese.
Segundo a cdlassficagdo de Bentham & Hooker, a familia Lamiacese € dividida em
oito subfamilias e doze tribos, sendo a subfamilia Ocimoideae dividida em trés subtribos

Hyptidineae, Plectranthinae e Moschosminae (Tabelal) (MENEZES, 1994).

Tabelal — Posigéo taxondmica da familia Lamiaceae (MENEZES, 1997).

SUBFAMILIA TRIBO SUBTRIBO GENERO
Ajugoidece
Ajugese
Rosmarinese
Prostantheroidese
Prasioidese
Scutellarioidese
Lavanduloidese
Stachydoideae Pogostemoneae
Marrubiae
Perilomiese
Nepeteae
Stachydese
Glechonese
Sdviese
Meriandreae
Monardeae
Horminese
Lepechinese
Saturejeae
Ocimoidese Hyptidinese Hyptis
Eriope
Raphiodon
Marsypianthes
Peltodon
Eriopidion
Catopheroideae
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Caracteristicas Botanicas

A familia Lamiacese é condituida por ervas, arbustos ou &vores, caules gerdmente
quadrados em corte transversal. P8os glandulares, com Oleos volaeis, e dmples, nédo
glandulares. EStes, quando presentes, S0 gerdmente multicdlulares ou uma mistura de
multicdlulares e unicdulares. As folhas sGo gerdmente opostas espirdadas, smples, dgumas
vezes |obuladas ou dessecadas, ou pinadas ou pamadas, bordas lisas a serradas;, edtipulas
ausentes. Inflorescéncias com indeterminado eixo condutor e determinados cortes laterals,
freqientemente  congetionado em  pseudo-espirdadas, terminais ou  axilares.  Flores
bissexuais, geradmente bilaterais. Sépdas gerdmente em 5, forma de cone, cdice radid para
bilaterd, mais ou menos tubular, em forma de dIno ou de roda, persistente, ocasiondmente
aumentado em fruto. Péadas, gerdmente em 5, forma de cone, bilabiado, os l|6bulos
imbricados. Quatro estames, didinamos mais ou menos igud, agumas vezes reduzidos para 2;
filamentos adnate para corola; gréos de pdlen tricolpato ou hexacolpato. Dois carpelos em
fooma de cone ové&io superior, unilobular subdividido em 4 I[débulos, bi-locular, mas
gparentando  tetra-locular, devido a0 desenvolvimento de um septo faso;  edilete
freqUentemente dividido gpicdmente; dois estigmas, pequencs e iguas no doice do edilete
ramificado. Dois Ovulos por carpelo (um em cada gparente l6culo), presos laterdmente, com
um integumento e um delgado megasporangio. Disco de néctar sempre presente. Frutos
niculas com 1 a 4 carocos, indeiscentes, um sincapico com 4 nozes ou 4 drupdetas,

endosperma escasso ou ausente (JUDD et al., 1999).
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Hyptis Jacquin

Etimologiaz do grego “hyptios’ (retroflexo), em adusdo ao lobo mediano do l&io
inferior da corola, em forma de saco, articulado na base, que se torna deflexo apds a
polinizagio (BORDIGNON, 1990).

O género é composto por ervas, subarbustos, arbustos ou raramente avores
pequenas. Os caules gerdmente sdo quadrangulares, as folhas opostas, smples ou mais
raramente partidas, pecioladas ou sésseis ou curtamente pedunculadas, contendo substancias
aromédticas (BORDIGNON, 1990).

O género Hyptis € composto por cerca de 350 espécies exclusvamente neotropicals,
digtribuidas desde o sul dos Estados Unidos e Caribe até a Argentina, excluindo-se somente o
extremo sul. Algumas espécies invasoras sBo bem estabelecidas na Ada, Africa e norte da
Augrdia. O centro da diversdade do género se encontra nos campos cerrados do Brasl
Central, mais especificamente nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goids (BORDIGNON,
1990).

Apresenta muita variabilidade na forma vegetativa e no habito, no entanto, sua
edrutura flord € extraordinariamente uniforme. A corola tem apresentado muito  pouca
modificacdo durante o decurso da evolucdo. O cdice é completamente uniforme, salvo o que
diz respeito a forma e a digténcia relativa dos seus dentes, mas se diverdfica nos frutos. Quase
toda diversficacdo ocorre em funcéo do desenvolvimento do tubo, que normamente se
darga na parte inferior e resulta em formas modificadas, os dentes conservam quase a mesma
forma, e adisténcia entre eles ndo varia, gpenas aumentam de tamanho (EPLING, 1949).

Esse género pertence a familia Lamiaceae, uma vadta familia com cerca de 250
géneros e 6970 espécies (JUDD et al., 1999), de distribuicdo cosmopolita, mas centrada,
principdmente, na regido mediterranea, onde conditui pate integrante da vegetacdo

(BORDIGNON, 1990).
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A familia Lamiacese é rddivamente bem estudada do ponto de vista quimico. Com
repeito a0 metabolismo especia, apresenta uma grande variedade de classes de
micromoléculas, existindo representantes da via do &cido acético, da via do &cido chiquimico
e provenientes de biossintese mista (MENEZES, 1994).

Essa familia tem grande importancia econdmica por ser fonte de Oleos essencias
aomdticos, volaes e de plantas ornamentais. Muitas espécies sfo  Uutilizadas como
condimentos importantes em culindria, sendo apreciadas pdo aroma ou pelo sabor que
comunicam aos dimentos (MENEZES, 1994).

Um exemplo de espécie desse género é aHyptis emory, natural da regi&o desértica do
Estados Unidos, onde é conhecida popularmente como lavanda-do-deserto. Na Foto 3 pode-se

observar 0 subarbusto dessa espécie em seu hébitat origind (1), o segmento da planta

mostrando o caule quadrangular com as inflorescéncias (11) e o capitulo flord (111).

()

Foto 3. Hyptis emory.
(Fonte: www.swsbm.com/HOMEPAGE/ Genusindex.html- acesso em 10/02/2003)
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Hyptis fasciculata Benth. ssp. fasciculata

Nome popular: marroio-do-Brasil (BORDIGNON, 1990).

Redtrita a uma faixa edtreita ao longo da codta atlantica brasileira, de Pernambuco até
0 Rio Grande do Sul, chegando ao Uruguai (BORDIGNON, 1990). Em gera, pode-se dizer
gue as formas com ramos de inflorescéncias moniliformes e mais adargadas estéo presentes
epecidmente no Rio de Janero, e as formas mas fadtigiadas, com ramos mas curtos,
goaecem no Urugua e Argentina As formas mas tomentosas também gparecem
preferencid mente no Brasl (EPLING, 1949).

Encontrada em lugares densamente vegetados, em beira de banhados, baixadas
Umidas, beira de cursos d' &gua e margens de lagoas e acudes do litordl.

A espécie floresce e frutifica de dezembro a agosto (BORDIGNON, 1990).

Caracteristicas Botanicas

A espécie Hyptis fasciculata se apresenta na forma de erva perene de aé 2,0 metros
de dtura seus tdos sfo agparentemente ramificados principamente ou somente nas
inflorescéncias, mais ou menos pubescentes, com péos estendidos nas partes superiores, até
aterciopelados, raramente glabras, seus internédios quase iguais as folhas, folhas de 3,0 a 7,0
cm de comprimento e 2,0 a 3,0 cm de largura, apice agudo, mais ou menos arredondadas na
base ou aé semicordiformes, bordos irregularmente serrados, a face superior com esparsos
péos ou glabra, verde, a inferior normamente suavemente pubescente, as vezes quase glabra,
as vezes tomentosa; peciolos com 2,0 cm de comprimento ou menos, espigas finas, mais ou
menos folhosas, gerdmente pubescentes, numerosas flores, raramente solitérias, presas nas
axilas das bractéolas reduzidas com aspecto de folhas, presas sobre os ramos laterais e
formando uma espiga fina ou bem separadas, e uma espiga moniliforme interrupta; pedicelos
de 1,0 a 20 mm de comprimento; tubo do cdice na flor de 1,0 a 1,3 mm de comprimento,
pélos esparsos, 0s dentes deltdide-ovalados, o tubo maduro campanulado ou cilindrico, de 2,5
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a 4,0 mm de comprimento, os dentes de quase 1,5 mm de comprimento, eretos ou um pouco
abertos e estendidos, tubo da corola de 2,0 a 25 mm de comprimento; frutos nlculas de 1,0 a

1,2 mm de comprimento (EPLING, 1949) (Figura1).

Fgural: Hyptis fasciculata ssp. fasciculata.
a) Segmento da planta; b) dente do cdlice; ¢) cdlice no fruto; d) corola €) niculaem viga
dorsd; f) nlculaem vigaventra (BORDIGNON, 1990).
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Hyptis tetracephala Bor dignon nov. sp.

Essa egpécie foi descoberta e identificada pelo Dr. Sergio Augusto de Loreto
Bordignon, levando por iSso 0 seu nome.

E uma planta aquética emergente, encontrada em lugares densamente vegetados, em
beiras de lagoas, acudes e margens de cursos d'&gua. Até o momento, sO foi encontrada nos
estados do Rio Grande do Sul (litora norte e Vae do rio dos Sinos) e Santa Catarina (Vde do
rio Itgjai).

As flores e os frutos gparecem de fevereiro a maio. O nome da espécie € devido a
caracteristica de apresentar quatro capitulos saindo aos pares das axilas das folhas superiores
(BORDIGNON, 1992).

Caracteristicas Botanicas

A espécie Hyptis tetracephala é uma erva perene, ereta, de 0,5 a 1,0 metro de dtura,
ramificada, com a base prostrada, da qual partem ramificagOes rastgantes, estoloniferas, que
gpresentam pequenas folhas ovd-arredondadas de 1,5 cm de comprimento por 1,2 cm de
largura e cujo peciolo tem cerca de 0,5 cm de comprimento; seu caule € inflado, devido a
presenca de uma medula bastante desenvolvida, de até 1,0 cm de didmetro, ficando reduzido a
menos de metade de sua espessura em materid herborizado; apresenta faces glabras com
géandulas s8sais e uma mancha roxo-avermehada logo abaixo dos nés, angulos densamente
pubescentes com pélos vilosos, antrorsos, dando um aspecto aveludado as partes jovens.
Apresenta folhas ovais de 5,0 a 9,5 cm de comprimento e 4,0 a 6,5 cm de largura, as basais as
vezes de 13,0 cm de comprimento (incluindo o peciolo) por 8,0 cm de largura; 1amina rugosa,
principdmente nas folhas mais jovens, dpice agudo; base cuneada e truncada, face inferior
com péos restritos as nervuras, tornando-as bastante sdiente e limbo repleto de glandulas
ssseis incongpicuas, afundadas, face superior aparentemente glabra, com pélos curvos e
antrorsos, esparsos, um pouco mais escura no material herborizado; bordos irregularmente

serrados; peciolos de 1,0 a 4,0 cm de comprimento. Apresenta inflorescéncia formada por
11
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capitulos globosos de 1,0 a 1,5 cm de didmetro na maturagéo, verde-claros no materid vivo,
passando a marrom quando secos, geralmente saindo aos pares has axilas das folhas
superiores, as vezes 1 ou 3 por axila; pedinculos de 20 a 5,0 cm de comprimento, delgados,
com péos antrorsos nos angulos e glabros com glandulas sésseis nas faces, bractéolas
lanceoladas a liguladas de 4,5 a 10,0 mm de comprimento por 0,5 a 20 mm de largura, face
superior gparentemente glabra, inferior com péos antrorsos curtos sobre as nervuras, bordos
da metade para 0 pice voltados para a face inferior, ciliados da metade para a base,
bractéolas praticamente escondidas no capitulo maduro. Flores numerosas, séssais, cdice na
antee infundibuliforme, de 20 a 25 mm de comprimento; tubo com cerca de 1,0 mm de
comprimento, externamente glabro, com glandulas sessais inconspicuas mas concentradas na
metade inferior, os dentes de 0,7 a 1,2 mm de comprimento, desiguais, cdice acrescente no
fruto, de 6,0 a 6,5 mm de comprimento, congtrito logo abaixo da fauce, cerca de 1,0 mm
largura e bastante dargado para baixo, 20 a 25 mm de largura, tomando um formato de
lagena, internamente com um and de pdos conicos, moniliformes, multicdulares, com as
paredes finas, trangparentes e lisas, locdizado na regido do afunilamento no cdice maduro,
externamente glabro e repleto de diminutas glandulas sesseis  inconspicuas, dentes de
tamanhos desiguais, de 0,7 a 1,2 mm de comprimento, trés maiores e dois menores, as vezes 1
ou 2 fadtando, ddtdides a subulados, ciliados, com péos curtos no sinus que diminuem de
tamanho para o0 &pice; corola branca com poucas manchas lilases nos lobos do 1&bio superior,
de 2,2 a 25 mm de comprimento, tubo com cerca de 2 mm de comprimento e lobo mediano
do l&io inferior com cerca de 1,0 mm de comprimento; egtilete 35 a 40 mm de
comprimento; estames e egtilete com cerca de 1,0 mm exsertos do tubo da corola apés a
polinizacdo. Frutos ndculas oblongo-ovoides a ovdides, com cerca de 1,0 mm de
comprimento, castanho-escuras, lisas, brilhantes, microscopicamente reticuladas, com cicatriz
de insercéo basal sem “ailo” evidente, ndo mucilaginosas quando Umidas (BORDIGNON,

1992) (Figura 2).
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Figura2: Hyptis tetracephala.

a Segmento da planta; b) corola c) cdice no fruto; d) capitulo maduro; €) cdice frutifero;
f) nicula em vista dorsd; @) nlcula em vista ventrd; h) bractéolas de diferentes tamanhos
(BORDIGNON, 1990).
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Hyptis heterodon Epling

Nome popular: dfazema—braba.

Hyptis heterodon Epling € encontrada somente no Brasil, em dareiras no interior do
meato, orla de mato e capoeiras, nas regides mais elevadas e Umidas, esta presente em dtitudes
quase sempre elevadas, que variam de 1000 a 1700 m, localizadas nos estados de S&o Paulo,
Parang, Santa Catarinae Rio Grande do Sul.

H. heterodon floresce e frutifica de fevereiro amaio (BORDIGNON, 1990).

Caracteristicas Botanicas

A espécie Hyptis heterodon € uma erva perene, com taos finos, com quase 1,0 metro
de dtura Apresenta os internodios as vezes dargados e ultrapassando as folhas, as vezes mais
curtos, com aspecto pouco aveludado e pélos estendidos; folhas ovais, membranosss, finas, de
4,0 a 9,0 cm de comprimento e 3,0 a 6,0 cm de largura, dpice acuminado, arredondadas na
base e abruptamente acuminadas aé os peciolos, bordos irregularmente crenado-serradas,
ambas as faces verdes, quase glabras, com péos redtritos as nervuras, peciolos finos, poucos
péos, quase sempre de 4,0 a 50 cm de comprimento; cimulas ausentes, 1 a 5 flores, com
pedinculos divaricados de 3,0 a 50 mm de comprimento, dispostos em espigas bagtante
difusas, desnudas; brécteas de 2,0 a 3,0 mm de comprimento, membranosas, ciliadas; tubo do
cdliice na flor de 1,5 a 20 mm de comprimento, quase glabro, os dentes um pouco desiguais, 0
pogerior de mais ou menos 05 mm de comprimento, quase ddtdide, os laterais
intermedi&rios, 0 par anterior de mais ou menos 1,0 mm de comprimento, subulado, todos
agudos, quase glabros, eretos, o orificio raro e aguns péos, tubo maduro membranoso, de 3,0
a 3,5 mm de comprimento, de 1,7 mm de largura, escasso e aguns péos, tubo da corola de
15 a 20 mm de comprimento; frutos nlculas negras, semi-globosas, de 1,0 mm de

comprimento (EPLING, 1949) (Figura 3).
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Figura3: Hyptis heterodon.

a) segmento da planta; b) flor; c) inflorescéncia jovem; d) cdice maduro; €) inflorescéncia
com cdices maduros, f) nlcula em viga dorsd; g) nicula em vida ventrd (BORDIGNON,
1990).
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Hyptis elegans (Briquet) Briquet ex Michdli
Nome popular: dfazema-brava

Espécie encontrada em campos, beiras de banhados e solos arenosos do litoral, no
Brasil (de Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul), Argentina, Paraguai e, provavelmente, Urugual.
A espécie floresce e frutifica de janeiro ajunho (BORDIGNON, 1990).

Caracteristicas Botanicas

A Hyptis elegans é um subarbusto de até 20 m de dtura, com cheiro forte e
desagradavel. Caule quadrangular esparso e densamente piloso, com pélos antrorsos e cerdosos de
base endurecida, rigida, Stuados principamente nos angulos, entremeados com glandulas séssais,
e péos glandulares peduncul ados.

Folhas ovais de 3,0 a 9,0 cm de comprimento e 1,5 a 6,0 cm de largura, com &pice
agudo, base cuneada a truncada; face inferior esparsamente provida de péos longos e cerdosos,
locdizados principalmente sobre as nervuras, pélos smples, menores, entremeados com glandulas
s&s1is, e péos glandulares pedunculados ou densamente pilosa com pélos amarelados, macios,
dando-Ihes um aspecto aveludado; face superior com pédos mais curtos, antrorsos, junto com
gléndulas sésseis espahadas; bordos grosseiramente biserrados; peciolos de 1,5 a 6,0 cm de
comprimento, com pélos retos e cerdosos, como nafaceinferior dafolha

Inflorescéncia racemosa em panicula termind, muito ramificada, laxa, flores solitarias
ou em grupos verticilados de 2 a 6, nas axilas de brécteas reduzidas ovais, ova-lanceoladas a
filiformes. Flores com duas bractéolas inconspicuas na base do cdice sobre pediceos
glabrascentes, com raros pélos antrorsos, de 2,0 a 6,0 mm de comprimento, passando a ter entre
50 e 150 mm no cdice frutifero. Cdlice na antese campanulado de 20 a 25 mm de
comprimento; tubo com cerca de 1,5 a 20 mm, agpresentando externamente muitos péos
antrorsos, junto com glandulas sésseis espahadas, e internamente denso tufo de pélos na fauce;
dentes subiguais com cerca de 0,5 mm, ddtdides, esparsamente pilosos; cdlice acrescente no

fruto, campanulado, de 3,0 a 50 mm de comprimento, com dentes triangulares e retos. Corola
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infundibuliforme de 3,5 a 4,5 mm de comprimento, com lobos lilés-claros a lilés e tubo branco,
internamente com péos nos filetes do par de estames menores e nas linhas das nervuras no
interior do tubo, externamente com péos no tubo e lobos na corola

Nuculas ova-oblongas de 1,5 a 20 mm de comprimento, ligeiramente trigonas,
castanho-claras, microscopicamente reticuladas, com dois sacos aéreos na regido dorsa e ventre
achatado ou quilhado, cicatriz de insercdo basd semicircular ou triangular, paredes das nlculas

meduras mucilaginosas quando Umidas (BORDIGNON, 1990) (Figura 4).

Figura4: Hyptis elegans.
a) segmento da planta; b) folha basa; ¢) corola; d) cdice na antese; €) cdlice no fruto aberto
modrando o tufo de pdos f) nlcua em vida ventrd; @) nldcula em visa dorsd
(BORDIGNON, 1990).
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Revisdo Etnofar macol 6gica e Far macol 6gica de Espécies do Géner o Hyptis

A redizacdo de um levantamento bibliogréfico de todos os atigos cientificos
publicados até margco de 2002, relacionados as espécies do género Hyptis, néo revelou
nenhum trabalho sobre qualquer uma das quatro espécies coletadas para a pesquisa em
questdo. No entanto, 25 outras espécies foram estudadas sob varios aspectos, incluindo

etnofarmacologia, farmacologia e até seu potenciad como herbicida

Hyptis € um género rico em espécies de grande importancia econdmica e
etnofarmacolOgica, cujos conhecimentos sd0 transmitidos de geracdo a geracéo aé os
dias de hoje As populagbes as utilizan para fins medicinas, ndo SO no Brasl
(BARBOSA & BARBOSA, 1992), mas também no Meéxico (PEREDA-MIRANDA &
GASCON-FIGUEROA, 1988, PEREDA-MIRANDA & DELGADO, 1990; ROJAS et
al.,, 1992, NOVELO et al.,, 1993, PEREDA-MIRANDA et al.,, 1993; KHUNT,
RIMPLER & HEINRICH, 1994; VEGA-CARRILLO, ISKANDER & MANZANARES-
ACUNA, 1997), india (MISRA et al., 1981; MUKHERJEE, MUKHERJEE & GHOSH,
1984), China (LEE et al., 1988), Equador (ALMTORP, HAZELL & TORSSELL, 1991),
Talandia (ALMTORP, HAZELL & TORSSELL, 1991), Caribe (PORTER et al., 1995),
Panama (GUPTA et al., 1996), Norte da Nigé&ia (ONAYADE et al., 1990) e en outras
localidedes da Africa (MALAN et al., 1988; AYCARD et al., 1993; PORTER et al.,
1995). Os usos etnofarmacolégicos  evidenciados no  levantamento  bibliografico  estéo

descritos na Tabelall, a seguir.
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Tabeall - Usos etnofarmacol 6gicos das espécies de Hyptis.

Espécie

Usos Etnofar macol 6gicos

H. suaveolens

india o cha fedto com as raizes é usado como aperitivo, por suas
propriedades estoméquicas (MISRA et al., 1981); largamente usada em
varias doencas (MUKHERJEE, MUKHERJEE & GHOSH, 1984).

México: propriedades antisépticas comprovadas (ROJAS et al., 1992);
uso das folhas namedicina popular (MENGHINI et al., 1996).

H. capitata

China: usada contra resfriados, febre e asma (LEE et al., 1988).
Equador: doencas fungicas (ALMTORP, HAZELL & TORSSELL,
1991).

Tailandia: gripes, febre e asma (ALMTORP, HAZELL & TORSSELL,
1991).

H. verticillata | -

Meéxico: usada popularmente por suas propriedades antiinfecciosas
comprovadas (ROJAS et al., 1992); populacdo rurad usa por via ord
para dores de cabeca, estdmago e desordens gadrintestinais. A planta
inteira € fervida e friccionada na pele para o tratamento de reumatismos
e infecgdes cutaness. Usada ainda como banhos em doengas néo
diagnosticadas. Atribuemrse também propriedades anti-hemintica e
expectorante (NOVELO et al.,, 1993). Usada em desordens
gastrintestinais e infecgbes cutness pelos indios Oaxaca (KHUNT,
RIMPLER & HEINRICH, 1994).

Africae Caribe: febres e resfriados (PORTER et al., 1995).

H. spicigera

Norte da Nigéria: uso do 6leo essencial em banhos (ONAYADE et al.,
1990).

Em vérios paises africanos. usada no controle de insetos (AY CARD et
al., 1993).

H. pectinata

Oeste da Africa usada como planta medicind por suas propriedades
antibacteriana, antimicotica e antitussigena (MALAN et al., 1988).

México. usada popularmente por suas propriedades antiinfecciosas
comprovadas (ROJAS et al., 1992); usada contra febres, doencas de
pele, distdrbios gédtricos, rinofaringite e congetdo  pulmonar
(PEREDA-MIRANDA et al., 1993).

Familia ou
género

Panama usadas popularmente contra diversas doencas (GUPTA et al.,
1996).
Meéxico: usadas contra diversas doences, dentre elas. edterilidade,
problemas digestivos, fragueza, ansiedade, depressio, queda de cabelo e
tosse (VEGA-CARRILLO, ISKANDER & MANZANARES-ACUNA,
1997).

H. mutabilis

México: usada contra desordens gaedrintestinas e maéia (PEREDA-
MIRANDA & GASCON-FIGUEROA, 1988).
Brasil: uso do cha de folhas frescas no reparo de doencas da mucosa
uterina cervicd, gadrite, Ulcera gédtrica, Ulceras de pee infectadas e
conjurtivite (BARBOSA & BARBOSA, 1992).

H. albida

México: usada no tratamento de doencas do trato gastrintestind e como
repdente de insstos (PEREDA-MIRANDA & DELGADO, 1990). Uso
pela medicina popular por suas propriedades anti-sépticas (ROJAS et al.,
1992).
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Muitos desses usos populares puderam ser comprovados cientificamente. Baseando-

s nos artigos publicados na literatura, pode-se perceber que as espécies desse género se

caracterizam pela presenca de substéncias com potencia farmacoldgico bastante interessante,

principdmente atividades antimicrobiana, antifingica, ditotdxica, antiinflamtdria, anti-HIV e

insgticida. A importancia farmacoldgica desse género € téo grande que muitos grupos de

pesquisa testaram separadamente as aividades dos extratos e dos Oleos essencials, conforme

modgtram as Tabdas |1l elV.

Tabdalll - Atividades farmacol ogicas das espécies de Hyptis.

Espécie

Atividade Far macol6gica

H. umbrosa

Extrao eandlico. Sgnificante atividade antimicrobiana (DELLA-
MONACHE et al., 1990).

H. spicigera

Spicigerolido  gpresentou  efeito  citotoxico frente as cdulas KB
(PEREDA-MIRANDA, FRAGOSO-SERRANO & CERDA-GARCIA-
ROJAS, 2001).

Diterpeno com atividade insdticida frente a0 crescimento de larvas de
European cornborer (FRAGOSO-SERRANO, GONZALEZ-CHIMEO
& PEREDA-MIRANDA, 1999).

H.pectinata

Pectinolideo A: antimicrobiano contra S aureus e B. subtilis
(concentracdo entre 6,25 e 12,5 ng/mL) (FEREDA-MIRANDA & al., 1993).

Os pectinolideos A, B e C foram divos contra bedéias Grampodtives e
gpresentaram  dgnificate  dividede dtadxica (DESO<4 pginl) frate a
vaiaslinhegansde cdulas canoarigenes (PFEREDA-MIRANDA et al ., 1993).

Extrato metandlico: antimicrobiano contra bactérias Gram-postivas e
Gram:-negativas e antifungico contra C. albicans (ROJAS et al., 1992).
Extrato aguoso das folhas: efeito antinociceptivo e antiedematogénico in
vivo (BISPO et al., 2001).

Familiaou
género

Extrato da planta (1%) usado em cosméicos como inibidor de
hiduronidese (SUMITOMO FORESTRY CO. LTD. & SANSEI
PHARMACEUTICAL CO. LTD., 1999).

Uso de extratos de varias plantas do género Hyptis em cosméticos
clareadores da pele (SEDERMA S.A., 1998).

Plantas da familia Lamiacese gpresentam citotoxidade no ensao
clorogénico (GUPTA et al., 1996).

Subgténcias naturais extraidas de diversas espécies do género Hyptis
mostraram importante efeito de protecdo contra a entrada de cercarias
(S mansoni). Esse efeito ocorre gragas ao seu ato teor de terpendides
(GILBERT et al., 1970).

Atividade citotoxica de cinco espécies de Lamiaceae, usando-se cdulas
Hela e Hep-2; 26,5% mostraram CI50<100 pg/mL contra um dos tipos
de culturas, 53% mostraram atividede antimicrobiana significante frente
a, pelo menos, dois organismos testados (Tota = 15) (GONZALEZ et
al., 1994).
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H. emoryi

Vaios componentes quimicos tém ddo examinados por Suas
propriedades carcinogénica, antifertilidade, micotoxica e fitotoxica
(TANOWITZ, JUNAK & SMITH, 1984).

Extraco cloroférmico inibiu no dgema 5WA16 do “Cancer
Chemotherapy Nationad Service Center” — USA. O responsaved pea
aca0 deve ser 0 &cido betulinico (SHETH et al., 1972).

H. crenata

Extrato foi ativo no tratamento de doencas de pele e de pele enrugada
causadas por detergentes, entre outros, por um mecanismo de inibicdo
de serina protease (SHISEIDO CO. LTD., 2001 B).

Extrato preveniu a degradacdo de dadting, lamina e membrana basd
dérmica, por um mecanismo de inibicdo da gelatinase (SHISEIDO CO.
LTD., 2001 A).

H. suaveolens

Extraidas das sementes fitoaglutininas correspondentes a0 Antigeno A
de eritrécitos humanos (POTAPOV, 1968).

Raizes possuem propriedades estomaquicas (MISRA et al., 1981).

Extrato benzénico das raizes inibiu o creximento do fungo
Helminthosporium orizae (MISRA et al., 1981).

Agente anti-infeccioso (ROJAS et al., 1992).

Extrato metandlico: atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-
postivas e Gramnegativas e dividade antifingica contra Candida
albicans (ROJAS et al., 1992).

Atividade antimicrobiana das folhas (MENGHINI et al., 1996).

Atividades carcinogénica, antifertilidade, micotdxica, fitotdxica e
inseticida (PEERZADA, 1997).

Protege 0 trigo de Cowpea weevil durante o0 amazenamento
(PEERZADA, 1997).

H. capitata

Acido oleandlico: extrato de toda a plantainibiu areplicagio de HIV-1

em células H9 com infeccdo aguda com CE50=1,7 pg/mL einibiu o
crescimento de cdulas H9 com C150=21,8 pg/mL (1T=12,8)
(KASHIWADA et al., 1998).

Acido pomdlico: aco anti-HIV com CE50=1,4 pg/mL (IT= 16,6)
(KASHIWADA et al., 1998).

Acido ursdlico: agBo anti-HIV com CE50=2 pug/mL mas com certa
toxidez CI50=6,50pg/mL (1T=3,3) (KASHIWADA et al., 1998).
Citotoxidade em cdulas de leucemia linfocitica P-388 (também in vivo)
e L-1210, bem como em células humanas de carcinoma de puméo A
549. Certa atividade em células KB, HCT-8 (colon humano) e tumor
mamaio (MCF-7), sendo no entanto para edas Ultimas com DESO
acima do exigido. Quando edterificado nas posiches 3 e 17, apresentou
aividede semdhante ou maor frente a0 crexcimento de cdulas
leucémicas L-1210 e P-388 (LEE et al.,, 1988). Propriedades
antiinflamatoria, antiartritica, antidiabética, antillcera, hipolipidémica e
antiarteroesclerdtica (LEE et al., 1988).

Acido betulinico: aggo anti-HIV (KASHIWADA et al., 1998).

Ac. Oleandlico 3-O-(3',3-dimetil) succinato: acdo anti-HIV  ainda
maior, CE50=0,0005 pg/mL elT=22,4 (KASHIWADA et al., 1998).
Acido hyptdico A e &ido 2-a-hidroxiursdlico demongraram
citotoxidade in vitro em cdulas HCT-8 de tumor de colon
(YAMAGISHI et al., 1988).

N&o foi obtida atividade relevante dos extratos em testes contra fungos e
insetos (ALMTORP, HAZELL & TORSSELL, 1991).
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H. rombdides |~

Acido 2a, 3a, 24-trihidroxiolean 12 en-28-6ico apresentou
citotoxicidade in vitro frente a céulas de hepatoma humano (HS-G2)
(LIN et al., 1993).

H. albida

Extrato metandlico: antimicrobiano frente a bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas e antifungico frente aC. albicans (ROJAS et al., 1992).

H. salzmanii

Extrato metandlico: efeito antibacteriano contra S. aureus, B. subitilise M.
smegmatis e antifingico contra C. albicans (MESSANA et al., 1990).

H. fructicosa

Extraao metandlico de raizes inibiu germes Gram-podtivos e Gram
negativos resstentes a acido (de ARAUJO et al., 1974).

Duas substancias de natureza quindide isoladas do extrato metandlico:
uma delas inibiu 90,3% de cdulas tumorais do carcinoma de Erlich (na
forma ascitica) e a outra mostrou resultados positivos contra 0 sarcoma
180 em camundongos abinos suigos (de ARAUJO et al., 1974).

Taxodiona (diterpeno quinondide): atividade contra sarcoma Walker
(MARLETTI et al., 1976).

H. verticillata |~

Squamulosona isolada e incubada com o fungo Curwvularia lunata
produziu metabdlitos novos que tiveram sua atividade insdticida testada
(COLLINSEet al., 2001).

Extrato de glicerina : &gua (80:20) das partes aéreas inibiu a tirosnase
em 99%%, usando-se apenas 0,1% do extrato. Usado em cosméticos
clareadores da pele (SEDERMA SA., 1998).

Isolado Cadina-4,10(15)-dien-3-ona demonstrou atividede acaricida
frente a Boophilus microplus (PORTER et al., 1995).

Isolado Cadina-4,10(15)-dien-3-ona demongrou atividade inseticida
toxico frente a Cylas formicarius (PORTER et al., 1995).

Acido rosmarinico; estabilizante capilar sanguineo (KHUNT et al., 1995).
Sdertoflavona inibiu  a sSintee  de prostaglandines  (efeito
antiinflamatorio semehante & indometacing) e efeito  anti-secretor
(semelhante ao do NPPB) (KHUNT et al., 1995).

Extrato aguoso agpresentou citotoxidade frente células KB e HT29
(talvez com relevancia toxicolégica em casos de gplicacdo interna)
(KHUNT et al., 1995).

5-metoxidesdropodofilotoxina:  eividade frente as cdulas de leucemia
linfocitica P-388 (DES0 = 4 ug/mL) (NOVELO et al., 1993).
Desidro-3-petatina metil éer: ativo frente as cdulas p388 (DE5S0 = 1,8
png/mL) (NOVELO et al., 1993).

5-metoxides dropodofilotoxina + desidro-3- pdtatinametil é&er +
desidropodofilotoxina + desoxidesdropodofilotoxina: Certa  atividade
em cdulas de cancer de mama, colon, pulméo, prédata, fibrosarcoma,
KB eKBIV (NOVELO et al., 1993).

(-)-yateina, 4 -dimetil-desoxipodofilotoxina, isodesoxipodofilotoxing,
desoxipicropodofilina e [>-apopicropodofilina  atividade gerd néo
especifica semelhante a podofilotoxina (DE50<10-2 pg/mL) (NOVELO
et al., 1993).

Sideritoflavona: ativa contra cdulas KB (DES0 = 1,6pug/mL) (NOVELO
et al., 1993).

4 -dimetil-desoxipodofilotoxina e R—pdtaina  acdo  antimitdtica
(NOVELO et al., 1993) e citotoxica (GERMAN, 1971).

Acdo antimicrobiana do extrato metandlico frente a bactérias Gram
postivas e Gramnegatives e efeto antifingico contra C. albicans
(ROJAS et al., 1992).
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TabdalV - Atividades farmacol 6gicas dos 6leos essenciai's das espécies de Hypitis.

Espécie Atividade far macol 6gica do 6leo essencial

H. pectinata Timol: propriedade antiséptica (PEREDA-MIRANDA et al., 1993).

H. mutabilis Atividade antiulcerogénica (BARBOSA & BARBOSA, 1992).

H. lanceolata |~ Atividade antifingica (ZOLLO et al., 1998).

H.verticillata |~ Oleo essencid + &cido rosmarinico + desidropodofilotoxina + (R )-5-
hidroxi pirrolidina —2-ona = contribuem com o efeito antibiético contra
B. subtilis (KHUNT et al., 1995).

H. suaveolens Contra Salmonella typhi, Proteus vulgaris, S albus e S hemolyticus

(RAO & ADINARAYANA, 1970).
Potencial antibacteriano, principdmente contra bactérias do trato
gadtrintestind. Util em administragdo ora e em gargargos (JAIN, JAIN
& JAIN, 1974).
Atividade antibacteriana (5mg/mL) contra duas bactérias Gram
postivas e quatro Gram-negativas (ASEKUN, EKUNDAYO &
ADENIYI, 1999; IWU et al., 1990).
Acéo frente avarios fungos (IWU et al., 1990; ZOLLO et al., 1998).
Atividede larvicida contra Aedes aegypti no 4° estagio (NOEGROHO,
SRIMULYANI & MULYANINGSIH, 1997).
Atividede antifingica P fungo “sclerotid” do gréo de soja, Rhizoctonia
solani, sclerotium rolfsi, sclerotinia  sclerotiorum (SINGH &
HANDIQUE, 1997).
Reduziu a germinacéo de esporos de sclerotinia sclerotiorum (SINGH
& HANDIQUE, 1997).
Oleo essencid em combinagio com Trichoderma harzianum controlou
doencas causadas por S sclerotiorum em Brassica caulorapa pasg.
(Knol-khol) (SINGH & HANDIQUE, 1997).
Atividade fungitoxica (efeito termoestével) (SINGH, UPADHYAY &
RAO, 1992).
Oleo essencid sam  fitotoxidede contra Vigna radiata (SINGH,
UPADHYAY & RAO, 1992).
Oleo essncid mais potente que os fungicidas comerciais sintéticos
comparados (SINGH, UPADHYAY & RAO, 1992).
Alta dividade nematicida, gracas a presenca de D-limoneno e mentol
(BABU & SUKUL, 1990).
Matou Meloidogyne incognita em 80 minutos (BABU & SUKUL,
1990).
Ativo contra S aureus (FUN & SVENDSEN, 1990).
Bacteriogtdico contra Corynebacterium diphtherial e Pseudomonas
solanacearum (KAR & JAIN, 1971).
Em misturas 1:1 com outros 0leos essenciais (KAR & JAIN, 1971):

Com Piper cubeba, efeito contra Bacillus subtilis, Vibron

choleraee S faecalis.

Com Colubrina asiatica, efeito contra Vibron cholerae,

Salmonella typhi e S. pyogenes.

Com Litsea chinensis, efeito contra B. subtilis, C. diphteriae,

Bacillus, pumulus, S. pyogenes, e P. solanacearum.

Com Acoruscalamus deto contraS aureus, S faecalise S pyogenes

23




INTRODUGCAO

Familiaou |~ Pipeitona: seu vapor promoveu completa inibicdo de fungos, acdo
género fungitoxica. Essa fragdo mais ativa foi descrita como tendo potencia

uperior a0 de muitos fungicidas comerciais, podendo ser usada em

sementes de cana-de-aclicar, pois ndo promove efeito toxico na mesma

(SINGH et al., 1999).

Tedte de fungitoxidade contra Aspergillus flavus e A. niger (TIWARI,

1997).

Oleo essencid das plantas dessa familia apresentaram  sSignificante

efeito antibacteriano e antifungico (BEGUM et al., 1993).

Revisdo Quimica de Espécies do Género Hyptis

A espécie mais estudada do ponto ce vida quimico € a H. suaveolens, que em muitos
paises € condderada uma erva daninha (BAILAC et al., 1999), como no norte da Augtrdia
(PEERZADA, 1997), por exemplo, pois € capaz de se regenerar apds ser destruida pelo fogo
(BANERJEE et al., 1996). E a (nica das 25 espécies de Hyptis cuja composicio da mucilagem
da casca da semente foi estudada, tendo Sdo identificados como principals condtituintes os
seguintes glicideos:  L-fuco-4-O-méil-D-glicurono-D-xylano  (ASPINALL et al., 1991), L-
fucose, D-xilose, D-manose, D-gdactose, D-glicose e &ido 4-O-méil-D-glicurdnico
(GOWDA, 1984). Além dos aclcares, os é&cidos aminados também foram pesquisados,
chegando-se a presenca de treonina, vdina, agining, serina, metioning, danina, glutaming,
leucina e isoleucina nas folhas e caules (TIWARI, RAWAR & RAWAT, 1979); e fenildaning,
glicing, triptofano, lisna e prolina nos frutos (TIWARI, RAWAR & RAWAT, 1979), no
entanto, néo foram encontrados fenilaanina nem treonina nas sementes (RAO & NIGAM, 1971).

A pesquisa na literatura nos permite conhecer melhor o género e prever como devem
Se comportar as quatro espécies a serem estudadas.

Os principais responsaveis pelas aividades citotoxica e anti-HIV, principdmente,
parecem ser os metabdlicos terpenoidicos. De acordo com a quimica caracteristica da familia
Lamiaceae, a ocorréncia dessa classe é redmente muito grande, sendo os triterpenos
encontrados mgjoritariamente (MENEZES, 1994). Na Tabela V, abaixo, encontram-se todos

os triterpenos identificados nas epécies de Hyptis.
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TabelaV - Triterpenos das espécies de Hyptis.

Espécie

Triterpenos

H. suaveolens

Acido urs-12-en-3R-0l-29-6ico (MUKHERJEE, MUKHERJEE &
GHOSH, 1984).

Acido ursdlico, écido betulinico e &cido 3R-hidroxilup-12-en-27-
6ico (MISRA, SINGH & UPADHYAY, 1983 A).

Acido 3R-hidroxilup-12-en-28-6ico (MISRA, SINGH &
UPADHYAY, 1983 B).

Acido hyptadiénico (RAO, RAO & RAO, 1990).

Acido suavedlico e &cido suaveolol (MANCHAND et al., 1974).
Acido oleandlico (MISRA et al., 1981).

Friedelina e lupeol (UPADHYAY, SINGH & MISRA, 1982;
SALUJA & SANTANI, 1984).

Acetato de lupeol (UPADHYAY, SINGH & MISRA, 1982;

SALUJA & SANTANI, 1984).

a-amirina (MISRA, SINGH & UPADHYAY, 1983 B).

Z-amirina (RAO & NIGAM, 1972; MISRA, SINGH &
UPADHYAY, 1983 B).

H.capitata

Acido oleandlico (ALMTORP, HAZELL & TORSSELL, 1991;
KASHIWADA et al., 1998).

Acido pomdlico (KASHIWADA et al., 1998).

Acido ursdlico (LEE et al.,, 1988; ALMTORP, HAZELL &
TORSSELL, 1991; KASHIWADA et al., 1998).

Acido betulinico e &cido oleandlico 3-O-(3', 3'-dimetil) succinato
(KASHIWADA et al., 1998).

Acido 2a-hidroxiursdlico, &cido torméntico, &ido madinico, &cido
hyptético A e &ido hyptético B (YAMAGISHI et al., 1988).

H.verticillata

Acido ursdlico, &cido madinico, &cido 2a - hidroxiursolico e &cido
oleandlico (NOVELO et al., 1993).

H.emoryi

Acido betulinico (SHETH et al., 1972).

H.oblongifolia

Acido ursdlico, &cido madinico, &cido 2a - hidroxiursdlico, &cido
pomdlico e &cido 2a, 3a -dihidroxioleandlico (PEREDA-
MIRANDA, GARCIA & DELGADO, 1990).

H.mutabilis

Metil betulinato, acetato do acido oleandlico, &cido ursolico, écido
oleandlico, &cido madinico, é&cido 3a-19a-dihidroxiurs 12en-28-
0ico e J3-acetoxi-oleanan-13(3, 28-olideo (PEREDA-MIRANDA &
GASCON-FIGUEROA, 1988).

H.romboides

Acido betulinico, &cido ursolico, &cido 2a-hidroxiursdlico, &cido
2a, 3a, 24-trihidroxi oleart 12en-28-0ico e 6-desidroleanona (LIN
et al., 1993).

H.albida

Acido betulinico, &ido ursdlico, &cido oleandlico, &cido 3R-acetil-
oleandlico, 3f%-hidroxiolean-28, 13R-olido, 3f3-hidroxi-11a, 12a-
epoxiolean28, 13(3-olido e 3f%-hidroxiolean-11-en-28, 13[3-olido
(PEREDA-MIRANDA & DELGADO, 1990).

H.urticoides

Acido ursdlico (de VIVAR, VIDALES & PEREZ, 1991).
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Muito embora a grande predominancia dos tipos terpenoidicos sga de triterpenos,
um grande nimero de diterpenos também foi identificado, principdmente com o esqueleto

|abdanico, como mostraa Tabda V1.

Tabela VI - Diterpenos das espécies de Hyptis.

Espécie Diter penos

19-acetoxi-2a ,7a ,15-trihidroxilabda-8(17),(132)-dieno.
15,19-diacetoxi- 2a ,7a -dihidroxilabda: 8(17),(13Z)-dieno.

7a ,15,19-triacetoxi- 2a - hidroxilabda- 8(17),(13Z)-dieno.
19-acetoxi-2a ,7a -dihidroxilabda- 8(17),(132)-dien-15- al.

19- acetoxi- 7a ,15-dihidroxilabda: 8(17),(132)- dien-2-ona.
19-acetoxi-2a ,7a -dihidroxilabda: 14,15-dinorlabd-8(17)-en- 13-ona.
2a ,7a,15,19-tetrahidroxi-ent-1abda-8(17),(13Z)-dieno (FRAGOSO-
SERRANO, GONZALEZ-CHIMEO & PEREDA-MIRANDA, 1999).

H. spicigera

H.dilatata |~ Epimetil rosmanol, Epietil rosmanol e Esguiroim B (URONES et al.,
1998).

H. salzmanii |~ (-) - sdzol (MESSANA et al., 1990).

H. fructicosa|”~ Horminona e 14-metoxi taxodiona (MARLETTI et al., 1976; DELLA-
MONACHE et al., 1977).
Hyptol (DELLA-MONACHE et al., 1977).

H.umbrosa |© Umbrosona (DELLA-MONACHE et al., 1990).

Assm como foi dito anteriormente, as plantas da familia Lamiaceae sGo de grande
importancia econdmica gracas a0 seu dto teor de Oleos essenciais aromaticos. Estes 6leos
volaeis tém também muito vaor junto a diversass sociedades que 0s usam por suas
propriedades terapéuticas ja comprovadas (Tabela V). Baseados neste fato, diversos grupos
de pesquisa s interessaram em investigar a composicdo quimica desses Oleos, identificando
assm uma enorme gama de monoterpenos e sesquiterpenos que estdo relacionados nas
Tabdas VIl e VI, respectivamente.

Tabda VIl - Monoterpenos do 6leo essencia das espécies de Hyptis.

Espécie M onoter penos do Oleo Essencial

H. spicigera " a-pineno (SIDIBE et al., 2001; KINI et al., 1993).

" pineno (SIDIBE et al., 2001; CHALCHAT et al., 1997).

Sabineno (KINI et al., 1993; JROVETZ et al., 2000;
CHALCHAT et al., 1997).

1,8—cineol (CHALCHAT et al., 1997).

Terpinoleno, a-thujeno, limoneno e terpinent4-ol (JROVETZ et
al., 2000).

26




INTRODUCAO

H. suaveolens

Canfeno (FLORES & MEDINA, 1970; PEERZADA, 1997).
p-cimeno (NGASSOUM, JROVETZ & BUCHBAUER, 1999).
Fenchol (PEERZADA, 1997).

Fenchona (FLORES & MEDINA, 1970; MALONIANGA, KOLIE
& CAMARA, 1996; CHALCHAT et al., 1997).

Mentol (NAYAK & GUHA, 1952; MALONIANGA, KOLIE &
CAMARA, 1996; CHALCHAT et al., 1997).

[3-felandreno (AZEVEDO et al., 2001).

p-menta 2, 4 (8) — dieno (AZEVEDO et al., 2001).

a — felandreno (IWU et al., 1990; NOEGROHO, SRIMULYANI &
MULYANINGSIH, 1997; PEERZADA, 1997).

Lindol (MALONIANGA, KOLIE & CAMARA, 1996
PEERZADA, 1997).

Acetato de citrondila, Oxido de piperitona e acetato de geranila
(THOPPIL & JOSE, 1995).

Thujano (IWU et al., 1990, PEERZADA, 1997).

Felandreno (GOTTLIEB et al., 1981).

a-pineno (GOTTLIEB et al., 1981; LUZ et al., 1984; IWU et al.,
1990; AHMED, SCORA & TING, 1994; SINGH,
MALLAVRAPU & RAMESH, 1994; PEERZADA, 1997).

Mirceno (LUZ et al., 1984; AHMED, SCORA & TING, 1994,
PEERZADA, 1997).

?-terpineno (FLORES & MEDINA, 1970; AHMED, SCORA &
TING, 1994; SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 1994;
NOEGROHO, SRIMULYANI & MULYANINGSIH, 1997;
PEERZADA, 1997; AZEVEDO et al., 2001).

-pineno (FLORES & MEDINA, 1970; ASEKUN &
EKUNDAYO, 2000; NGASSOUM, JROVETZ &
BUCHBAUER, 1999; NOEGROHO, SRIMULYANI &
MULYANINGSIH, 1997; AHMED, SCORA & TING, 1994,
SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 1994; PANT et al., 1992,
GOTTLIEB et al., 1981; PEERZADA, 1997).

Limoneno (FLORES & MEDINA, 1970; AZEVEDO et al., 2001;
NGASSOUM, JJROVETZ & BUCHBAUER, 1999;
MALONIANGA, KOLIE & CAMARA, 1996; AHMED, SCORA

& TING, 1994; SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 1994,
PANT et al., 1992; IWU et al., 1990).

Sabineno (AZEVEDO et al., 2001; SIDIBE et al., 2001; ASEKUN

& EKUNDAY O, 2000; NGASSOUM, JROVETZ &
BUCHBAUER, 1999; PEERZADA, 1997; CHALCHAT et al.,

1997; MENGHINI et al., 1996; AHMED, SCORA & TING, 1994;
SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 1994; PANT et al., 1992;
FUN & SVENDSEN, 1990; DIN et al., 1988; AZEVEDO et al.,
2002).

1,8 — cinedl (AZEVEDO et al., 2001; AHMED, SCORA & TING,
1994; MALLAVARAPU et al.,1993; FUN & SVENDSEN, 1990;
DIN et al., 1988; GOTTLIEB et al., 1981; AZEVEDO et al., 2002;
PEERZADA, 1997).

Tepinen4-ol  (ASEKUN & EKUNDAYO, 2000; AHMED,
SCORA & TING, 1994; SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH,
1994; DIN et al., 1988; PEERZADA, 1997).

27




INTRODUGCAO

Terpinoleno  (AHMED, SCORA & TING, 1994; SINGH,
MALLAVRAPU & RAMESH, 1994; PEERZADA, 1997).
a-terpineol (PEERZADA, 1997).

Cineol (CHALCHAT et al., 1997).

l-sabineno, D-limoneno e Acido ssbeneico (NAYAK & GUHA,
1952).

a-terpineno (SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 1994).

H.verticillata a-pineno, R-pineno etimol (KHUNT et al., 1995).
H. polyantha Sabineno e 1-mentol (PAREDES, 1973).
H. recurvata 1,8—cineol (LECLERCQ et al., 2000).
H. capitata Acetato de citrondila, éxido de piperitona e aceteto de geranila
(THOPPIL & JOSE, 1995).
H. mutabilis Canfora, mircenona, ds-diidrocarvona e  trans-diidrocarvona
(VELASCO-NEGUERUELA et al., 1995).
H. goyazensis R-pineno, canfora a-pineno e 18-cineol (GOTTLIEB et al.,
1981).
H. pectinata a-thujeno, 2terpineno e p-cimeno (MALAN et al., 1989; MALAN
et al., 1988).
a-pineno (MALAN et al., 1989).
Mirceno etimol (MALAN et al., 1988).
H. crenata a-pineno,  R-pineno e 1,8—cineol (SCRAMIN et al., 2000;
ZOGHBI et al., 2002).
Limoneno, terpinoleno e borneol (ZOGHBI et al., 2002).
Canfora (SCRAMIN et al., 2000).
H.emoryi Neral, citronda, borneol, geraniol, carveol, piperitenol, acetato de

bornila, geranid, |-carvona, R-felandreno, piperitenona, canfeno,
piperitona, canfora, lindol, a-felandreno, ?-terpineno, mirceno,
terpinent4-ol, [3-pineno, limoneno, a-pineno, 1,8—cineol, a-thujeno,
sabineno e terpinoleno (TANOWITZ, JUNAK & SMITH, 1984).

Tabela VIl - Sesquiterpenos do 6leo essencia das espécies de Hyptis.

Espéecie Sesquiter penos do Oleo Essencial
H.capitata R-cariofileno (THOPPIL & JOSE, 1995).
H. crenata R-cariofileno (SCRAMIN et al., 2000; ZOGHBI et al., 2002).
H. glomerata R-cariofileno, ?-cadineno, guaiol e ds-calameneno (SILVA et al., 2000).
H. floribunda |~ a-copaeno (DELLACASSA et al., 1997).
H. emoryi " R-caidfileno, a-humuleno, trans-I3-farneseno, d-cadineno, ?-cadineno,
elemoal e acetato de linacila (TANOWITZ, JUNAK & SMITH, 1984).
H. spicigera R-cariofileno (CHALCHAT et al., 1997; KINI et al., 1993; ONAYADE
et al., 1990; SIDIBE et al., 2001).
Oxido de cariofileno (CHALCHAT et al., 1997).
H. pectinata R-cariofileno (MALAN et al., 1989; JROVETZ & NGASSOUM, 1999;
BROPHY & LASSAK, 1987).
Oxido de caricfileno (JROVETZ & NGASSOUM, 1999).
Germacreno D, hiciclogermacreno e Relemeno (BROPHY & LASSAK,
1987).
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H. mutabilis R-cariofileno (BARBOSA & BARBOSA, 1992; BAILAC et al., 1999).
Germacreno D e biciclogermacreno (BAILAC et al., 1999).
-humuleno, a-cubebeno, a-copaeno, [-burbureno, [-demeno,
[3-cubebeno e calameneno (BARBOSA & BARBOSA, 1992).

H. suaveolens " a-humuleno (SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 1994,

PEERZADA, 1997).

Z-caidfileno (LUZ et al., 1984; SIDIBE et al., 2001; ASEKUN &
EKUNDAY O, 2000; NGASSOUM, JROVETZ & BUCHBAUER, 1999;
NOEGROHO, SRIMULYANI & MULYANINGSIH, 1997; CHALCHAT
et al., 1997; MENGHINI et al., 1996; THOPPIL & JOSE, 1995; AHMED,
SCORA & TING, 1994; SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 1994,
PANT et al., 1992; DIN et al., 1988; PEERZADA, 1997).

Oxido de cariofileno (SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 199%:
PANT et al., 1992).

Biciclogermacreno (AZEVEDO et al., 2001).

Germacreno D (AZEVEDO et al., 2001; HAC et al., 1996).

a—cariofileno (NOEGROHO, SRIMULYANI & MULYANINGSH, 1997).
Germacreno B (AHMED, SCORA & TING, 1994).

Elemeno (IWU et al., 1990).

b-demeno (PEERZADA, 1997).

Guaa—1(5)—en-11-ol (SINGH & UPADHYAY, 1994).

(E)—caridfileno (AZEVEDO et al., 2002).

Trans-a-bergamoteno (SIDIBE et al., 2001; ASEKUN & EKUNDAYO,
2000; SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 1994 ).

Cis-a-bergamoteno  (NGASSOUM, JROVETZ & BUCHBAUER,
1999).

a-copaeno (DIN et al., 1988; PEERZADA, 1997).

a-bergamoteno (DIN et al., 1988; PEERZADA, 1997).

Spathulenol (AZEVEDO et al., 2002).

(3-bourboneno (AZEVEDO et al., 2002).

a-bulneseno (AZEVEDO et al., 2002).

d-cadineno (PEERZADA, 1997).

g-cadineno (PEERZADA, 1997).

Embora 0s monoterpenos e sesquiterpenos sgam 0s componentes principais dos

Olecs essencials, vaias substancias foram identificadas, tais como hidrocarbonetos, acidos

graxos, eterdides, entre outras e estéo descritas na Tabeal X.

Tabda IX - Outros condituintes quimicos presentes nos Oleos essenciais das espécies de

Hyptis.
Espéecie Composicio Quimica do Oleo Essencial
H. pectinata Fenol (MALAN et al., 1989).
H. emoryi Acetato de decila(TANOWITZ, JUNAK & SMITH, 1984).
H. glomerata Globulol (SILVA et al., 2000).
H. recurvata Eugenol (LECLERCQ et al., 2000).
H. mutabilis Curzereno (BAILAC et al., 1999).
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H. spicigera |° Metil pamitato (KINI et al., 1993).
" Acidos graxos Cy¢ e C1g esterificados (ONAYADE et al., 1990).

a-nitrosocloreto (NAYAK & GUHA, 1952).

Ar-abietatrieno  (NGASSOUM, JROVETZ & BUCHBAUER,
1999; PANT et al., 1992).

Ar-abietatrien-19-ol  (NGASSOUM, JROVETZ & BUCHBAUER,
1999).

Abietinol (NGASSOUM, JROVETZ & BUCHBAUER, 1999).

Rico em hidrocarbonetos (ZOLLO et al., 1998).

Biddo-3, 1, 1-hexano (NOEGROHO, SRIMULYANI &
MULYANINGSIH, 1997).

3—ciclohexen-1-ol (IWU et al., 1990; NOEGROHO,

SRIMULYANI & MULYANINGSIH, 1997).

Aromadendreno (PEERZADA, 1997; CHALCHAT et al., 1997).
Eugenol (HAC et al.,, 1996; MALONIANGA, KOLIE &
CAMARA, 1996; PEERZADA, 1997).

a-salineno (SINGH, MALLAVRAPU & RAMESH, 19949).
Ar-abietatrienol (PANT et al., 1992).

(2)—a—trans bergamotol (PANT et al., 1992).

4-metil- 1- (1- metil etil)-3—ciclohexen-1-ol (IWU et al., 1990).

3- ciclohexen-1-carboxiadeido (IWU et al., 1990).

metil chavical (SRIVASTAVA, ASAI & KUMAR, 1996).

4,11, 11-trimetil-8—metilencbiciclo [ 7, 2, 0] undec-4-eno,

octahidro-1, 4—dimetil azuleno, 5a, 8(3, H-913, H-10a—cabd-14—eno,
5a-androst-9 (11)-en-12-ona e 5a-androstan-2, 11-diona (IWU et

al., 1990).

H. suaveolens

Ainda sobre as micromoléculas originadas pela via do &cido acético, foram isoladas
lactonas a-pirdnicas, agumas inéditas no género, como, por exemplo, o hyptolido e a

hypurticina, que estdo relacionadas na Tabela X.

TabdaX - Lactonas das espécies de Hyptis.

Espécie L actonas
H.urticoides |~ Hypurticina(de VIVAR, VIDALES & PEREZ, 1991).
H. spicigera " Spicigera-dactona(AYCARD et al., 1993).

Spicigerdlido  (PEREDA-MIRANDA, FRAGOSO-SERRANO &
CERDA-GARCIA-ROJAS, 2001).

H. oblongifolia |~  4-desacetoxi-10-epi-olguina (DELGADO, PEREDA -MIRANDA &
de VIVAR, 1985; PEREDA-MIRANDA, GARCIA & DELGADO,
1990).

Derivado da 4 desacetoxi-10-epi-olguina com R1 = OH, R2 = OMe
e deivado da 4-desacetoxi-10-epi-olguina com R1=R2=0H
(PEREDA-MIRANDA, GARCIA & DELGADO, 1990).
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Familiaou |°~ Anamaina(ALEMANY et al., 1979 A).
género " Olguina(ALEMANY et al., 1979 B).
H.pectinata |° Hyptolido (ACHMAD et al., 1987; PEREDA-MIRANDA et al., 1993).
" Pectinolido A, pectinolido B e pectinolido C (PEREDA-MIRANDA
et al., 1993).

Da mesma origem biossintética foram identificados representantes da quimica
esteroidica: R-sitosterol (MISRA et al., 1981; RAO & NIGAM, 1972), sitosterol-B3, 3-
glicosilado (MISRA, SINGH & UPADHYAY, 1983 A) e campesterol (UPADHYAY,
SINGH & MISRA, 1982) daH. suaveolens; estigmasterol daH. capitata (ALMTORP,
HAZELL & TORSSELL, 1991) e da H. romboides (LIN et al., 1993); R-sitosterol
glicosilado, estigmasterol glicosilado e 3-sitosterol daH. romboides (LIN et al., 1993).

Estdo presentes ainda nas plantas do género Hyptis substancias de origem
biossintética mista, os flavonéides, mesmo que em menor ocorréncia, conforme mostra

a Tabela XI.

TabdaXI - Flavondides das espécies de Hyptis.

Espécie Flavonoides
- Apigenina-4', 7-dimetil é&er (ALMTORP, HAZELL &
H. capitata TORSSELL, 1991).
Kaempferol-3-rhamnoglicosideo, 5, 7, 4 -trimetilkeempferol, 4'-
hidroxi—-3, 5, 7-trimetoxiflavona, 4 -benziloxi—3—metoxi-5, 7-
diidroxiflavona e 3, 5, 7-trimetoxi derivado do 4 -benziloxi—3—
metoxi—5, 7—diidroxiflavona (KOBAY ASHI, 1952).
H.verticillata |° Sdeitoflavona (KHUNT et al., 1995, KHUNT, RIMPLER &
HEINRICH, 1994; NOVELO et al., 1993).
H.tomentosa |° 5-hidroxi-4', 6, 7, 8-tetrametoxiflavona, 5-hidroxi-3', 4, 6, 7—
tetrametoxiflavona e eupatorina (KINGSTON, RAO & ZUCKER,
1979).
H. romboides |° Kaempferol e kaempferol-3-O-rutinosideo (LIN et al., 1993).
H.albida " Apigenina-7, 4- dimetil éer, kaempferol 3, 7, 4'- trimetil éer,
emanina, nevadensna A e gardeninga B (PEREDA-MIRANDA
& DELGADO, 1990).
H. urticoides |~ Savigenina(deVIVAR, VIDALES& PEREZ, 1991).
H.salzmanii | 4, 2, 6, trihidroxi- 4'- metoxichacona e (+)—naringenina—7, 4 -
dimetil é&er (MESSANA et al., 1990).

Assim como o descrito em relagdo a quimica da familia Lamiaceae, 0 metabolismo
especid das plantas do género Hyptis € de notédve variabilidade, gpresentando predominancia
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da quimica herbécea (via do acetato) sobre a lenhosa (via do chiqgumato) (MENEZES, 1994).
No entanto, mesmo havendo ta discrepancia, foram evidenciados diversos metabdlicos da via
do &cido chiquimico.

Da classe dos dcaldides, apenas o (R)-5-hidroxipirrolidina—2-ona foi isolado da H.
verticillata (KHUNT et al., 1995).

Alguns derivados fendlicos, como o &cido p-metoxicindmico (da H. salzmanii)
(MESSANA et al.,, 1990), fenilpropandides glicosilados, &cido clorogénico, &cido
protocatequinico, hidroquinona e timohidroquinona (PEDERSEN, 2000), foram encontrados
em plantas dessa espécie.

Um derivado do &cido caféico, o é&cido rosmarinico, foi encontrado nas espécies H.
capitata (ALMTORP, HAZELL & TORSSELL, 1991) e H. verticillata(KHUNT et al., 1995;
KHUNT, RIMPLER & HEINRICH, 1994).

Outra classe de micromoléculas da via do chiquimato presente no género Hyptis é a
das lignanas, responsaveis por boa parte das aividades citotOxicas apresentadas por agumas

dessas plantas. Na Tabela X1 estéo relacionadas as lignanas presentes nas espécies estudadas.

Tabda Xl - Lignanas das espécies de Hyptis.

Espécie Lignanas

2, 3-di-(3, 4- mdilenedioxibenzil) 2-buten-4-olido e 10-epi-olguina

H. capitata (ALMTORP, HAZELL & TORSSELL, 1991).

H.verticillata |* Dehidropodofilotoxina (KHUNT et al., 1995; KHUNT, RIMPLER &
HEINRICH, 1994; NOVELO et al., 1993).

Hyptinina (KHUNT, RIMPLER & HEINRICH, 1994).
Desidrodesoxipodofilotoxina (KHUNT, RIMPLER & HEINRICH,

1994; NOVELO et al., 1993).

4’ - demetil desoxi podofilotoxina ( KHUNT, RIMPLER &

HEINRICH, 1994; NOVELO et al., 1993; GERMAN, 1971).
Podofilotoxina, podorhizol e epipodorhizol (KHUNT, RIMPLER &
HEINRICH, 1994).

5-metoxi  desidropodofilotoxing, desdro-(3-pdtatin - metil  éer, i
desoxipodofilotoxina,  (-)-yateina,  desoxipicropodofilina e I3
apopicropodofilina (NOVELO et al., 1993).

(3-peltatina (GERMAN, 1971; NOVELO et al., 1993).

H. tomentosa |~ Sesaminaedesoxipoddfilotoxina(KINGSTON, RAO & ZUCKER, 1979).

H. salzmanii |~ (+) — sesamina, ¢) — cubebina, ¢) — hinokining, () — isosakuranetin e
() — sekuranetin (MESSANA et al., 1990).
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Na Tabela X1l sdo mostrados os diversos &cidos graxos de Hyptis.

TabdaXIll - Acidos graxos das espécies de Hyptis.

Espécie Acidos graxos

" Acido linoléico (MIRALLES & PARES, 1980; RAO &
NIGAM, 1972; MIRALLES, 1983).

Acido pamitoléico, &cido oléico, &cido pamitico e &cido
estedrico (RAO & NIGAM, 1972).

Acido octadeca— 9, 12 — diendico (linoléco) (UZZAN, 1961).
H.spicigera " Acido linolénico, &cido lindléico, &cido oléico e &cido

pamitico (GRINDLEY, 1950; BARKER, DUNN &
HILDITCH, 1950).

Acido estedrico (GRINDLEY, 1950).

Acido araguidonico (BARKER, DUNN & HILDITCH, 1950).

H. suaveolens

Baseando-se nas classes quimicas encortradas nas espécies de Hyptis estudadas,
podemos prever que a quimica das H. fasciculata, H. tetracephala, H. heterodon e H. elegans
Seguird o mesmo padrdo da familia Lamiacese, ou sgja, predominéncia de metabdlitos da via do
acetato-mevaonato, mas com agumas substancias de origem biossintética mista e da via do acido
chiquimico.

A importancia deste estudo se da pelo fato das espécies a serem estudadas serem
completamente inéditas do ponto de vigta cientifico, mas com grande gama de usos populares,
trazendo assm imensa contribuicdo para a ciéncia, principdmente para a &ea de produtos
naturais. Alia-se a esse fato o ineditismo quimico e farmacoldgico dessas espécies, fazendo
com que estas possam servir de protétipos produtores de moléculas — avo para aplicagbes

farmacol bgicas.
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Objetivos
Redlizar 0 estudo quimico e farmacoldgico das partes aéreas das quatro espécies do

género Hyptis, até entdo inéditas sob esses aspectos.

Obj etivos especificos
Isolar, identificar e purificar 0 maior nUmero de slbstancias presentes nas particoes
em hexano, diclorometano e acetato de etila do extrato etandlico dos caules da Hyptis
fasciculata; na particio hexanica do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias da Hyptis
fasciculata; na particdo em diclorometano/acetato de etila do extrato etandlico das partes

aéreas da Hyptis tetracephala; e no extrato em diclorometano/metanol das partes aéreas da

Hyptis heterodon.

Redizar a triagem das atividades farmacolGgicas dos extratos e particbes de
diferentes polaridades das quatro espécies:

Hyptis fasciculata: atividades antimicrobiana, antinociceptiva centrd e periférica,
antiinflamatdria e moluscicida

Hyptis tetracephala: atividades antimicrobiana, antioxidante pdo méodo do
DPPH e moluscicida

Hyptis heterodon: atividades antimicrobiana e moluscicida.

Hyptis elegans. atividades antimicrobiana, antioxidante pdo méodo do DPPH e

moluscicida
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PARTE EXPERIMENTAL

|. Fitoquimica

M aterial e M étodos

As cromatografias com fase gasosa foram redizadas utilizando-se um cromatografo
Varian Star 3400 e as analises por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas foram redizades utilizando-se um cromatdégrafo HP5890 SII acoplado a um
espectrometro de massas VG Autospect (IE 70 eV). Os resultados obtidos foram todos
comparados com o catdogo de espectro de massas de McL afferty, sendo consideradas apenas
aquelas acerca das quais 0 banco de dados do computador forneceu indice de certeza superior
ou igud a 90%, podendo-se dessa forma sugerir a identidade das substancias (McLAFFERTY
& STAUFFER, 1989).

Os espectros de RMN H (200 MHz) e de RMN 3C (50 MHz) foram registrados em
gpardho Varian Star-200, utilizando-se solventes deuterados e TMS como padréo interno.

As separagOes cromatogréficas foram efetuadas em colunas de gd de silica Merck 60
(70-230 mesh) e em camada fina com cromatoplacas de gdl de silica 60 F54 sobre placa de
aduminio Merck, de 0,2 mm de espessura. Para as cromatografias preparativas foram usadas
cromatoplacas com gel de silica 60 Fys4 sobre placa de vidro de 20 x 20 cm. A visudizacdo
das substancias em camada fina foi feita, quando possivel, sob luz U.V. a 254 e 365 nm e,
principamente, com solugéo de acido sulfdrico a 5% em etanol, seguida de aguecimento. Os

reagentes usados foram sempre de grau P.A., assm como os solventes utilizados para as

purificagoes.
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ColetaePreparodo Material

Partes aéreas de Hyptis fasciculata, Hyptis tetracephala, Hyptis heterodon e Hyptis
elegans foram coletadas pelo Prof. Dr. Sérgio Augusto de Loreto Bordignon, da Universidade
Luterana do Brasl (RS), e pelo Prof. Dr. Fébio de Sousa Menezes, da Universdade Federa
do Rio de Janeiro (RJ), em abril de 1998, em Campo Bom, nas cercanias de Porto Alegre, RS.

A identificacdo botanica do materid foi redizada pedo Prof. Dr. Sérgio Augusto de
Loreto Bordignon, tendo sido depositada uma amostra de cada espécie no Herb&io do
Departamento de Botanica — Ingituto de Biociéncias, da Universidade Federd do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, sob os nimeros de vouchers 537 (H. fasciculata), 657 (H.
tetracephala), 86816 (H. heterodon) e 517 (H. elegans)

Todas as espécies foram tratadas de forma igud. O materia vegetd foi seco em

temperatura ambiente e moido em moinho de facas.

Preparacéo dos Extratos

Hyptis fasciculata - As partes aéreas (1010,00g) coletadas foram separadas em dois
grupos. caules e folhas com inflorescéncias. Estes foram secos, moidos e submetidos a
extragdo com etanol 96° GL por maceragdo estética. O extrato etandlico total foi concentrado
sob presséo reduzida, fornecendo um total de 36,119 do extrato dos caules e 40,259 do extrato
das folhas e inflorescéncias. Ambos os extratos etandlicos foram suspendidos em 500 mL de
&gua degtilada e, em seguida, submetidos a particdo por solventes de polaridades crescentes,
rendendo as particdes em hexano (3,639 dos caules e 17,30g das folhas e inflorescéncias),
diclorometano (3,00g dos caules e 10,669 das folhas e inflorescéncias), acetato de etila (1,969
dos caules e 4,88g das folhas e inflorescéncias) e butanol (5,569 dos caules e 4,629 das folhas

e inflorescéncias) (Esquemasl| ell).

36



PARTE EXPERIMENTAL

Hyptis fasciculata
Caules

Extrac&o com etanol

Extrato Etandlico
(36,119)

[ Extracdo com hexano

Extrato hexanico Residuo |
(3,639)
| Extracao com diclorometano
[ |
Extrato diclorometano Residuo Il
(3,009)
| | Extracao com a|cetato de etila
Extrato em acetato de etila Residuo Il
(1,969)
| | Extracao com butanol
Extrato butandlico Residuo IV
(5,569)

Esquema |: Preparacdo do Extrato em Etanol e Respectivas Particbes em Hexano,
Diclorometano, Acetato de Etila e n-butanol dos Caules de Hyptis fasciculata.

Hyptis fasciculata
Folhas e Inflorescéncias

Extracdo com etanol

Extrato Etandlico
(40,259)
[ Extracao com h(|exano

|
Extrato hexanico Residuo |
(17,309)

| Extracao com diclorometano

| |
Extrato diclorometano Residuo Il
(10,669)

| Extracao com acetato de etila

\ |
Extrato em acetato de etila Residuo Il
(4,880)

[ Extracao com butanol

| |
Extrato butandlico Residuo IV
(4,629)

Esquema |l: Preparacdo do Extrato em Etanol e Respectivas Particbes em Hexano,
Diclorometano, Acetato de Etila e n-butanol das Folhas com as Inflorescéncias de Hyptis
fasciculata.

37



PARTE EXPERIMENTAL

Hyptis teracephala - As partes aéreas (220,00 g) foram secas, moidas e submetidas a extracdo
com etanol 96° GL por maceracdo estéatica. O extrato etandlico total foi concentrado sob
pressio reduzida, fornecendo um tota de 15,63g. Esse extrato foi entdo suspendido em 500
mL de &gua dedilada e, em seguida, submetido a particdo por solventes de polaridades
crescentes, rendendo as particies em hexano (5,55g), em diclorometano (2,38g), em acetato

de etila (0,78g) e em butanol (1,499) (Esquemalll).

Hyptis tetracephala
Partes Aéreas
(2209)

Extrac&o com etanol

Extrato Etanélico
(15,639)

[Extracdo com helxano

Extrato hexanico Residuo |
(5,559)

| [ Extracdo com diclorometano

Extrato diclorometano Residuo Il
(2,389)
‘ [ Extracdo com a<|:etato de etila
Extrato em acetato de etila Residuo Il
(0,789)
| [ Extracdo co|m butanol
Extrato butandlico Residuo IV
(1,499)
Extrato em

diclorometano / acetato de etila

(3,169)

Esquema Ill: Preparacdo do Extrato em Etanol e Respectivas Particdes em Hexano,
Diclorometano, Acetato de Etila e n-butanol das Partes Aéreas de Hyptis tetracephal a.
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Hyptis heterodon - As partes aéreas foram secas (168,00 g), moidas e submetidas & extragdo
com uma mistura de diclorometano e metanol (1:1) por maceracéo edtédica. O extrato totd foi

concentrado sob pressdo reduzida, fornecendo um total de 22,79g (EsquemalV).

Hyptis heterodon

Partes Aéreas

Extragdo com
Diclorometano/M etanol

Extrato Totd
22,799

Esquema 1V: Preparacdo do Extrato em Diclorometano/Metanol (1:1) das Partes Aéreas de
Hyptis heterodon.
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Hyptis elegans - As partes aéreas (44,48 g) foram secas, moidas e submetidas a extracdo com
etanol 96° GL por maceracdo estética. O extrato etandlico total foi concentrado sob presséo
reduzida, fornecendo um total de 2,30 g. Esse extrato foi entdo suspendido em 500 mL de
&gua dedtilada e, em seguida, submetido a particdo por solventes de polaridades crescentes,
rendendo as particdes em hexano (20,00 mg), em diclorometano (12,60 mg), em acetato de

etila (7,30 mg) e em butanol (1,05 mg) (EsquemaV).

Hyptis elegans
Partes Aéreas
(44,48 g)

Extracéo com etanol

Extrato Etanélico
(2,30 9)

[Extracao com hexano

[ |
Extrato hexanico Residuo |
(20,00 mq)

| Extracao com diclorometano

|
Extrato diclorometano Residuo Il
(12,60 mg)

| Extracao com acetato de etila
\ |

Extrato em acetato de etila Residuo Il
(7,30 mg)

| Extracao com butanol

\ |
Extrato butandlico Residuo IV
(1,05 mg)

Esquema V: Preparacdo do Extrato em Etanol e as Respectivas Partiches em Hexano, em
Diclorometano, em Acetato de Etilae em n-butanol das Partes Aéreas de Hyptis elegans.
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Estudo da Particdo em Hexano do Extrato Etandlico dos Caules de Hyptis

fasciculata.

A paticdo hexénica (3,00g) do extrato etandlico dos caules de H. fasciculata foi

cromatografada em coluna de gel de dlica duida em hexano, gradientes crescentes de

hexano/acetato de etila, acetato de etila, gradientes crescentes de acetato de etilaimetanol até

metanol puro, rendendo um total de 103 fragOes (Esquema VI).

Particdo em hexano do extrato etandlico
dos caulesde Hyptisfasciculata

Colunaem gel desilica

17-24 2732 336 ||
Colunaem gel desilica

| Colunaem gel desilica

811 12-18 | 50-61

57-72 |

Filtracdo com carvao ativo
Cromatografia preparativa

Acido Acido

Betulinico | Ursglico ) Acido Oleandlico
3 Y A i - Acido
] ) Acido Oleandlico Acido Betulinico Ursdlico
Sitosterol Estigmasterol Metilpiperitol
1-59 60-80 81-141 I 142-180 || | 348-378
CG/EM v v
[EstigmasterdlAcido Caféicq
Pentadecanq
Ledol v \J
Sitosterol Hexadecano
CG/EM Oleamida
Sesamina 3, 5, 6-triidroxi-ergosteno-25
]
CG/IEM 3,5, 6, 12-tetraidroxi-ergosteno-25
Nanoato deetila | | edol 4,8,12,16
tetrametileptadecan-4-olido
Patchoulano Ursenol-28

\J
2H-benzocicloepten-2-ona,
1,485, 6,7, 8, 9, 9a-octaidro-4a-metil

Esquema VI: Fracionamento da Particio em Hexano do Extrato Etandlico dos Caules de
Hyptis fasciculata.
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I solamento da mistura de Esterdides - A jungdo das fragbes 17-24 da coluna da particéo
hexénica do extrato etandlico dos caules de H. fasciculata, eluida em gradiente crescente de
hexano/acetato de etila 5% até hexano/acetato de etila 10%, foi cromatografada em coluna de
ge de dlica, duida em gradientes de hexano, acetato de dtila e metanol, rendendo um tota de
270 fraghes. A juncéo das fragbes 57-72 (HF 01) dessa coluna, eluida em hexano/acetato de
dila 10%, foi andisada por RMN *H e mostrou ser uma mistura dos esterdides sitosterol e

esigmagterol (EsquemaVIl).

Sitosterol:
RMN *H (200 MHz, CDCkL, TMS): d (ppm) 0,64-1,01 (envelope de sinais de metilas; Hs,

H1g, H21, Has, H27 € Hag), 3,45 (M, Hz), 5,30 (d, J 4,8 Hz; H).

Estigmasterol:
RMN *H (200 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 0,64-1,01 (envelope de sinais de metilas; Hsg,

Hie, H21, H2s, Ho7 € Hag), 3,45 (M, Hz), 5,00 (M, Hyz), 5,20 (m, Hy2), 5,30 (d, J 4,8 Hz; Hs).

Particdo hexanica
do extrato etanélico
dos caules de H. fasciculata

Coluna em gel de silica
: ‘ ‘ ‘ Coluna err‘1 gel de silica ‘ ‘ ‘
118 || 19-36 || 37-56 || 5772 || 73-80 ||| 81-104 ||| 105-132 ||| 133-270 |

HF 01

| Sitosterol I|Estigmastero||

Esquema VII: Isolamento de Sitosterol e Etigmasterol em Mistura.
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Identificacdo de Sesquiterpeno - A juncdo das fragdes 37-56 da coluna da juncdo das
fraches 17-24, provenientes da coluna da particdo em hexano do extrato etandlico dos caules
de Hyptis fasciculata, €uida em hexano/acetato de etila 7,5%, foi cromatografada em coluna
de gd de dilica, duida em gradientes de hexano, acetato de etila e metanol, rendendo um total
de 430 fragbes. A juncéo das fragbes 159 (HF 02) dessa coluna, euida em hexano puro, foi
andisada por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. O
sesquiterpeno ledol apresentou um sind no cromatograma com tempo de retencéo de 36,055

minutos (Esquema V111).

Ledal:
EM-IE m/z (%):222 [M]" (2,5); 205 (3,8); 204 (25); 189 (18,1); 164 (6,2); 161 (20); 135

(38,1); 121 (21,9); 109 (37,5); 95 (43,8); 81 (100); 71 (95,6); 55 (80).

Particdo hexanica
do extrato etanélico
dos caules de H. fasciculata

Coluna em gel de silica
17-24
Coluna em gel de silica

37-56

| Coluna em gel de silica

| [ [ [ \ [ [ [ |
1-59 60-80 81-141 142-180] |181-237 ] [238-307| [308-347| |348-378] |379-430

HF02 |
‘CG/EM

Ledol

Esquema VIII: Identificagdo do ledal.
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|dentificagdio de Um Ester, Uma Lactona, Dois Sesquiterpenos, Um Triterpeno e 2H-
Benzocicloepten-2-ona, 1,4a,5,6,7,8,9,9a-octaidro-4a-metil - A juncdo das fragbes 37-56 da
coluna da juncdo das fragbes 17-24, provenientes da coluna da particdo em hexano do extrato
etandlico dos caules da Hyptis fasciculata, €uida em hexano/acetato de etila 7,5%, foi
cromatografada em coluna de gd de silica, €luida em gradientes de hexano, acetato de etila e
metanol, rendendo um tota de 430 fragdes. A juncdo das fragbes 60-80 (HF 03) dessa coluna,
euida em hexano puro, foi andisada por cromaografia com fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Da juncéo HFO3, foram identificadas as seguintes substancias com
Seus respectivos tempos de retencd na cromatografia com fase gasosa: Nanoato de etila
(30,742 min.), 2H-Benzocicloepten-2-ona,1,4a,5,6,7,8,9,9a-octaidro-4a-metil (352 min.),
Ledol (35,867 min.), Patchoulano (36,179 min.), 4, 8, 12, 16-tetrametileptadecan-4-olido

(53,057 min.) e Ursenal-28 (92,953 min.) (Esquema | X).

Nanoato de etila:
EM-IE m/z (%): 200 [M]*; 172 (3,7); 157 (15,6); 129 (6,2); 111 (25); 101 (30,6); 88 (50,6);

67 (37,5); 55 (100).

2H - Benzocicloepten - 2-ona, 1, 44, 5, 6, 7, 8, 9, 9a- octaidro - 4a- metil:

EM-IE m/z (%): 178 [M]*: 177 (3,1); 163 (3,8); 149 (8,1); 136 (84,4): 121 (15); 109 (28,1);
93 (37,5); 79 (61,9); 69 (100); 55 (76,9).

Ledol:
EM-IE mvz (%): 222 [M]™; (2,5); 205 (3,8); 204 (25); 189 (18,1); 164 (6,2); 161 (20); 135

(38,1); 121 (21,9); 109 (37,5); 95 (43,8); 81 (100); 71 (95,6); 55 (80).
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Patchoulano:
EM-IE m/z (%): 206 [M]™ (3,1); 202 (2,5); 187 (7,5); 164 (7,5); 149 (15); 135 (16,2); 121

(25); 107 (44,4); 93 (62,5); 79 (72,5); 69 (65,6): 55 (100).

4,8, 12, 16-tetrametileptadecan-4-olido:
EM-IE m/z (%): 324 [M]™; 151 (1,9); 140 (1,2); 126 (7,5); 114 (11,2); 99 (100); 83 (20); 69

(48,1); 55 (76,9).

Ursenol-28:
EM-IE m/z (%): 426 [M]™; 219 (11,9); 218 (63,1); 203 (30,6); 189 (12,5); 175 (6,2); 149

(6,2); 135 (13,1); 121 (15,6); 109 (21,9); 95 (40,6): 81 (44,4); 69 (77,5): 55 (100).

Particdo hexanica
do extrato etandlico
dos caules de H. fasciculata

Coluna em gel de silica

| ‘ | | ] Coluna em gel de silica | | ‘
1-59 || | 60-80 || | 81-141 || | 142-180 | | 181-237 | | 238-307 | | 308-347 | | 348378 | | 379-430
CG/EM
I I I I I ]
Nanoato Benzociclo Ledol Patchoulano tetra metil Ursenol-28
de hepten-2-ona heptadecan
etila octaidro metil -4 - olido

Esquema IX: Isolamento de Mistura de Nanoato de etila, 2H-Benzocicloepten-2-ona, 1, 4a,
5 6, 7, 8, 9, 9a—octadro4a-metil, Ledol, Patchoulano, 4, 8, 12, 16-tetrametileptadecan4-
olido e Ursenal-28.
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I solamento da Mistura de Estigmasterol, Sitosterol e Acido Caféico - A juncio das fragbes
37-56 da coluna da juncdo das fraghes 17-24, provenientes da coluna da particdo em hexano
do extrato etandlico dos caules da Hyptis fasciculata, uida em hexano/acetato de etila 7,5%,
fol cromatografada em coluna de ge de silica, euida em gradientes de hexano, acetato de
etila e metanol, rendendo um total de 430 fraghes. A juncéo das fragdes 81-141 (HF 04) dessa
coluna, eluida em hexano/acetato de etila 10%, foi andisada por RMN H e RMN 3C,

mostrando ser uma mistura de Estigmasterol, Sitosterol e Acido Caféico (Esquema X).

Estigmasterol:
RMN H (200 MHz, CDCkL, TMS): d (ppm) 0,66-1,00 (envelope de sinais de metilas; Hs,

Hig, H21, Has, H27 € Hao), 3,44 (M, Hg), 4,95 (M, Hyz), 5,10 (M, Hy2), 5,30 (d, J 5,1 Hz; Hs).

RMN 3C (50 MHz, CDCh, TMS): d (ppm) 11,9 (C1s), 12,1 (C29), 18,9 (C27), 19,3 (C10), 21,0
(C26), 21,1 (Cll e C21), 24,2 (C15), 25,3 (ng), 28,8 (Cle), 31,5 (Cz), 31,8 (C7, Cg e C25), 36,4
(C10), 37,1 (C1), 39,7 (C12), 40,4 (Cz0), 42,1 (C4 € Ci3), 50,0 (Co), 51,1 (C24), 55,9 (C17), 56,7

(C14), 71,7 (C3), 121,6 (Cs), 129,1 (C23), 138,2 (C22), 140,6 (Cs).

Sitosterol:
RMN *H (200 MHz, CDCk, TMS): d (ppm) 0,66-1,00 (envelope de sinais de metilas, Hsg,

ng, Ho1, H26, H,; e H29)1 3,44 (m, H3), 5,30 (d, J51Hz HG).

RMN *3C (50 MHz, CDClz, TMS): d (ppm) 11,9 (C1s), 12,1 (C29), 18,7 (C21), 18,9 (C27), 19,3
(C19), 19,7 (C26), 21,1 (C11), 22,9 (C2s), 24,2 (C15), 26,0 (C23), 28,8 (C16), 29,2 (C25) 31,5 (Co),
31,8 (C7 e Cg), 33,8 (sz), 36,0 (Czo), 36,4 (Clo), 37,1 (C]_), 39,7 (Clz), 42,1 (C4 e C]_s), 45,7

(C24), 50,0 (Co), 55,9 (C17), 56,7 (C1a), 71,7 (C3), 121,6 (Cs), 140,6 (Cs).
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Acido Caféico:

RMN *H (200 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 6,25 (d, J 15,9 Hz, H;), 6,89 (d, J 8,0 Hz, Hs),
7,04 (d, Hy), 7,04 (dd, J 2,0; 8,0 Hz, Hs), 7,56 (d, J 15,9 Hz, Hg).

RMN 3C (50 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 114,6 (C» e Gs), 1155 (Cs), 122,9 (Ce), 144,5

(C;), 147,8 (C3€Cy).

Particdo hexanica
do extrato etandlico
dos caules de H. fasciculata

Coluna em gel de silica

Coluna em gel de silica

1-59 || eo-lso || 81-|141 || 142—|180 || 181-237 || 238-307 || 308-347 || 348l—378 || 379-|430 ||
| I \
|Estigmastero| || | Sitosterol || |Acido Caféico ||

Esquema X: Isolamento de Estigmasterol, Sitosterol e Acido Caféico em Mistura.

| solamento da Mistura de Ester6ides com Lignana: A juncéo das fracBes 37-56 da coluna
da juncdo das fragches 17-24 da coluna da particdo em hexano do extrato etandlico dos caules
da Hyptis fasciculata, duida em hexano/acetato de etila 7,5%, foi cromatografada em coluna
de gd de dilica, duida em gradientes de hexano, acetato de etila e metanol, rendendo um total

de 430 fragbes. A juncdo das fragbes 142-180 (HF 05) dessa coluna, €uida em hexano/acetato
de eila 10%, foi andisada por RMN 'H e cromatografia com fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas € mostrou ser uma misura de Sesamina, 3, 5, 6, 12-tetraidroxi-
ergosgeno-25 e 3, 5, 6-triidroxi-ergosteno-25. Os Snals gpareceram Nno cromatograma com

tempos de retencdo em minutos de 78,51, 85,62 e 90,31 respectivamente. (Esquema X1).
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Sesamina;

RMN H (200 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 3,06 (m, Hs e Hg'), 3,88 (dd, He € Hg'), 4,25 (dd,

Ho e Hy'), 4,73 (d, H7 e H7), 5,95 (s, 4H, OMeO), 6,75 (m, 6H, Hz, Hx>, Hs, Hs, Hs € Hg').

EM-IE miz (%): 354 [M]* (12,5); 204 (1,2); 203 (9,4); 178 (5,6); 162 (4,3); 149 (100); 135

(40,3): 131 (26,7); 115 (17,4); 103 (18,6); 91 (13); 65 (40,3); 63 (30,4).

3, 5, 6, 12-tetraidroxi- er gosteno-25:
EM — IE mVz (%): 448 [M]"; 412 (2,5); 300 (1,9); 271 (3,8); 255 (3,8); 213 (0,6); 199 (0,6); 185

(0,6); 173 (1,3); 159 (5,6); 145 (6,9); 133 (7,5); 109 (6,2); 95 (14,4); 81 (33,8); 69 (43,1); 55 (100).

3, 5, 6-triidroxi-er gosteno-25:

EM — IE miz (%): 432 [M]*: 414 (6,2): 396 (1,2); 382 (1,2); 329 (3,1); 303 (3,1); 255 (2,5):
231 (1,9); 213 (6,2); 199 (1,9); 187 (1,9); 173 (3,1); 159 (9,4); 145 (12,5); 133 (10); 119

(13,8); 105 (26,9): 81 (33,1); 69 (40); 57 (100).

Particio hexanica
do extrato etandlico
dos caules de H. fasciculata

Coluna em gel de silica

1
1-59 | 60-80 ] | 81-141 I 142-180 ] | 181-237 ] 238-307 | 308-347 ] | 348-378 ] | 379-430

CG/EM
HF 05
[ I
3, 5, 6, 12-tetraidroxi

]
| Sesamina | 3, 5, 6-triidroxi |

ergosteno-25

ergosteno-25

Esquema XI: Isolamento de Mistura de Sesamina, 3, 5, 6, 12-tetraidroxi-ergosteno-25 e 3, 5,
6-triidroxi- ergosteno- 25.
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| solamento de Mistura de Dois Acidos Graxos e Uma Amida - A juncio das fragdes 37-56
da coluna da juncdo das fragbes 17-24 provenientes da coluna da particio em hexano do
extrato etandlico dos caules da Hyptis fasciculata, duida em hexano/acetato de etila 7,5%, foi
cromatografada em coluna de gd de silica, duida em gradientes de hexano, acetato eila e
metanol, rendendo um total de 430 fragcbes. A juncdo das fraghes 348-378 (HF 06) dessa
colung, eluida em hexano/aceteto de etila 50% e acetato puro, foi analisada por cromatografia
com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas e modstrou ser uma mistura de
Pentadecano, Hexadecano e Oleamida. Os sinais gpareceram no cromatograma com tempos

de retencdo em minutos de 36,56; 39,36 e 62,37 respectivamente (Esquema XII).

Pentadecano:

EM —IEmiz(94): 212[M]*; 141 (1.2); 127 (19); 113(38); 99 (94); 85(269); 71 (606); 57 (100).

Hexadecano:

EM — IE m/z (%): 226 [M]*; 127 (1,9); 113 (3,1); 99 (6,2); 85 (23,1); 71 (50,6); 57 (100).

Oleamida:

EM — IE miz (%): 281 [M]* (2,4); 126 (3,8); 112 (3,1); 97 (6,9); 83 (11,9); 72 (53,1); 59 (100).

Particdo hexanica
do extrato etandlico
dos caules de H. fasciculata

Coluna em gel de silica

Coluna em gel de silica

I I I ‘ ‘ Coluna em gel de silica. I I I
159 || 6080 || sr1a1 || 142180 || 181237 || 238307 || 308347 || 348378 || 379430 |
CG/EM
|Pentadecano| | Hexadecano | | Oleamida

Esguema X11: 1solamento de Pentadecano, Hexadecano e Oleamidaem Mistura.
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| solamento de Lignana e Triter peno Acido - A juncéo das fragdes 27-32 da coluna da parti 3o
hexénica do extrato etandlico dos caules de Hyptis fasciculata, duida em hexano/acetato de etila
20%, foi cromatografada em coluna de gd de silica eluida em gradientes de hexano, acetato de
etila e metanol, rendendo um total de 153 fragbes. A juncdo das fragdes 12-18 (HF 08) dessa
coluna, duida em hexano/acetato de etila 50%, foi filtrada com cloroformio/acetona em presenca
de carvdo ativo e andlisada por RMN *H e RMN 3C, mostrando ser uma mistura de lignana,
triterpeno e &cidos graxos. Foi entéo redizada uma cromatografia preparativa com HF 08,
rendendo um tota de 5 fragBes, sendo possivel isolar o Métilpiperitol (HF 08A) e o Acido
Betulinico (HF 08B). Ambas as estruturas foram confirmadas através de andise por RMN *H

(Esquema XI11).

Metilpiperitol:
RMN H (200 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 3,04 (M, Hs € Hg), 3,84 (S, Huo), 3,84 (d, Ho €
Hg'), 3,88 (S, HMe), 421 (m, Hg € Hgv), 470 (d, H; e H7*), 5,96 (S, HOMeO), 6,78 (dd, Hs € He*),

6,82 (d, Hz, Hz) €6,90 (dd, Hs e Hs: ).

Acido Betulinico:
RMN *H (200 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 0,77 — 1,00 (s, 5X 3H; Hos, Haa, Has, Has € Ha7),

1,68 (S, 3H, H30), 2,25 (m, H]_g), 3,20 (m, H3), 4,60 (Sl, Hng), 4,70 (Sl, Hzga).

Particdo hexanica
do extrato etandlico
dos caules de H. fasciculata
Coluna em gel de silica
27-32
Coluna em gel de silica

1-7 | 8-11 || 1218 || 1928 || 24120 || 121125 || 126153 |
Filtragcéo com carvéo ativo
Cromatografia preparativa
| nrosa || Hrose |
|
| Metilpiperitol || |Acido Betulinicol

Esquema X|11: Isolamento do Metilpiperitol e Acido Betulinico.
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| solamento de Mistura de Acido Betulinico, Acido Oleandlico e Acido Ursdlico - A juncio
das fragbes 27-32 da coluna da particio hexanica do extrato etandlico dos caules de Hyptis
fasciculata, €luida em hexano/ecetato de etila 20%, foi cromatografada em coluna de gel de
dlica duida em gradientes de hexano, acetato de etila e metanol, rendendo um total de 153
fraches. A juncéo das fragbes 8-11 (HF 09) dessa coluna, duida em hexano/acetato de etila
50%, foi andlisada por métodos fisicos e mostrou ser uma mistura de triterpenos écidos,

Acido Betulinico, Acido Oleandlico e Acido Ursdlico (Esquema XIV).

Acido Betulinico:
RMN H (200 MHz, CDCl;, TMS): d (ppm) 0,74 — 1,00 (envelope de sinais de metila; Hs,
H24, H25, H26 e H27), 1,68 (S, 3H, H30), 2,24 (m, ng), 3,16 (dd, J 5,9; 15,7 HZ, Hg), 4,56 (Sl,

Haoap), 4,70 (9, Hoga).

RMN 13C (50 MHz, CDC|3, TMS)Z d (ppm) 145 (C27), 15,2 (C24), 16,0 (C25 e Cze), 18,2 (Ce),
19,2 (C3p), 20,8 (C11), 25,8 (C12), 27,5 (C»), 27,8 (C23), 29,6 (C21), 30,5 (C15), 32,0 (C16), 34,2
(C7), 37,1 (Clo e C22), 38,6 (C1 e C13), 38,7 (C4), 40,5 (Cg), 423 (C14), 46,8 (C]_s), 50,4 (Cg e

C1o), 55,1 (Cs), 56,3 (C17), 79,0 (C3), 109,5 (Ca9), 150,3 (C20), 182,2 (C2s).

Acido Oleandlico:
RMN *H (200 MHz, CDCk, TMS): d (ppm) 0,74 — 1,00 (envelope de sinai's de metila; Hzs, Haa,

Has, Has, Ha7, Hag €Ha30), 2,76 (dd, J4,5; 14 Hz, Hig), 3,16 (dd, J5,9; 15,7 Hz, H3), 5,24 (m, H12).

RMN 13C (50 MHz, CDC|3, ™ S)Z d (ppm) 154 (C24 e C25), 16,7 (Cze), 18,2 (Ce), 233 (Cll e
Ci6), 23,5 (Cao), 25,8 (Ca7), 27,5 (C2 € Cis), 28,0 (Ca3), 30,6 (Ca0), 32,3 (Ca2), 32,5 (C+), 33,0
(Ca9), 33,9 (C21), 37,0 (C1p), 38,6 (C1), 38,7 (C4), 39,2 (Cg), 40,8 (C13), 41,8 (C14), 45,7 (C19),

46,4 (C17), 47,5 (Co), 55,2 (Cs), 79,0 (C3), 122,5 (C12), 143,4 (C13), 183,9 (Cas).

51



PARTE EXPERIMENTAL
Acido Ursdlico:
RMN H (200 MHz, CDClL, TMS): d (ppm) 0,74 — 1,00 (envelope de sinais de metila; Hs,

Haza, Has, Has, Ha7, Hog € Hao), 1,84 (m, Hisg), 3,16 (dd, J 5,9; 15,7 Hz, Hg), 5,24 (M, H1o).

RMN 3C (50 MHz, CDCh, TMS): d (ppm) 15,4 (C24.¢ Cas), 16,7 (Ca6), 18,2 (Ce), 21,2 (C30),
23,3 (C]_]_), 23,5 (C27 e ng), 24,6 (Cle), 27,5 (Cz), 28,0 (C15 e C23), 29,6 (Czo), 30,5 (C21), 32,5
(C7), 37,0 (C1o € Cz2), 38,7 (C1 € Ca), 39,2 (C1o), 39,4 (Cs), 41,5 (C1a), 47,5 (Co), 47,8 (C17),

52,4 (C1s), 55,2 (Cs), 79,0 (Cs), 1257 (C12), 138,0 (C13), 179,4 (Cas).

Particdo hexanica
do extrato etandlico
dos caules de H. fasciculata
Coluna em gel de silica
27-32
Coluna em gel de silica

| 1-7 || | 8-11 || | 12-18 | | 19-23 I | 24-120 I | 121-125 I | 126-153

HF 09
I

I
Acido Betulinicol |Acido OIeanéIicoI | Acido Ursélico I

Esquema XIV: Isolamento do Acido Betulinico, Acido Oleandlico e Acido Ursdlico em
Mistura

| solamento de Mistura de Acido Ursdlico e Acido Oleandlico - A juncio das fragdes 33-36
da coluna da particdo hexanica do extrato etandlico dos caules de Hyptis fasciculata, duida
em hexano/acetato de etila 30%, foi cromatografada em coluna de gd de silica €uida em
gradientes de hexano, acetato de etila e metanol, rendendo um total de 142 fragbes. A juncéo
das fragbes 50-61 (HF 10) dessa coluna, duida em hexano/acetato de etila 30%, foi andisada
por RMN *H e RMN *C e mostrou ser uma mistura de Acido Ursdlico com Acido Oleandlico
(Esquema XV).
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Acido Ursdlico:
RMN H (200 MHz, CDCl;, TMS): d (ppm) 0,74 — 1,00 (envelope de sinais de metila; Hs,

Hz4, Hzs, Hos, Ha7, Hag € Hao), 2,18 (4, His), 3,18 (dd, J 5,6; 15,6 Hz, Hs), 5,22 (m, H1y).

RMN 3C (50 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 14,7 (C27), 15,4 (C24 € Cys), 16,7 (C26), 18,2 (Ce),
21,1 (C30), 23,2 (C11), 23,5 (C27 € Cag), 24,8 (C16), 27,1 (C2), 28,0 (C23), 30,5 (C21), 32,3 (C7),
36,6 (sz), 37,0 (C]_o), 38,6 (Cl e C4), 38,9 (Cg e Clg), 41,8 (C14), 475 (Cg), 47,8 (C17), 52,5

(C1s), 55,1 (Cs), 78,9 (C3), 125,7 (C12), 140,9 (C13).

Acido Oleandlico:
RMN H (200 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 0,74 — 1,00 (envelope de sinais de metila; Hs,
Hoa, Hos, Hos, Ho7, Hog € Hao), 2,74 (dd, J 4,9; 13,9 Hz, His), 3,18 (dd, J 5,6; 15,6 Hz, Hy),

5,22 (m, H12).

RMN 3C (50 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 15,4 (C24 € Css), 16,9 (Ca), 18,2 (Ce), 23,2 (C11 €
Ci6), 23,5 (Ca0), 27,1 (C2), 27,7 (C1s), 28,0 (C23), 30,6 (C20), 32,3 (C7 € Caz), 33,6 (C21), 37,0
(C10), 38,6 (C1 € C4), 38,9 (Cg), 40,9 (C1g), 41,8 (C14), 45,8 (C17 € C1q), 47,5 (Cs), 55,1 (Cs),

78,9 (C3), 122,5 (C12), 143,5 (C13), 182,7 (Cyg).

Particdo hexanica
do extrato etandlico
dos caules de H. fasciculata

Coluna em gel de silica
33-36
oluna em gel de silica

1-49 | | 50-61 | | 62-65 || | 66-69 || | 70-73 | | 74-93 | | 94-142

HF 10

| Acido Ursélico || |Acid0 Oleanélicol

Esquema XV: Isolamento do Acido Ursdlico e Acido Oleandlico em Mistura.
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Estudo da Particédo em Diclorometano do Extrato Etandlico dos Caules de Hyptis
fasciculata.

A paticdo em diclorometano (2,60 g) do extrato etandlico dos caules de Hyptis
fasciculata foi cromatografada em coluna de gd de silica duida em gradientes de hexano,

acetato de etila e metanol, rendendo um total de 429 fragtes (Esquema XV1).

Particao em diclorometano do extrato
etandlico dos caulesde Hyptisfasciculata

Colunaem gd desilica

107- 155| 156- l76|

' ! ’ |

Acido Betulinico ’ Acido Ursdlico Acido Oleandlico ' Acido Micromérico

Acido Oleandlico Acido Ursdlico

Esquema XVI: Fracionamento da Particdo em Diclorometano do Extrato Etandlico dos Caules
de Hyptis fascicul ata.

| solamento de Mistura de Acido Betulinico, Acido Oleandlico e Acido Ursdlico - A juncio
das fracbes 107-155 (HF 11) da coluna da particdo em diclorometano do extrato etandlico dos
caules de Hyptis fasciculata, duida em acetato puro, foi andisada por RMN H e 3C e
mostrou ser uma mistura de Acido Betulinico, Acido Oleandlico e Acido Ursdlico (Esquema

XVI).

Acido Betulinico:

RMN H (200 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 0,64 — 0,90 (envelope de sinais de metila
Hos, Hpa, Hzs, Hos € Hz7), 1,62 (S, 3H, Hao), 2,12 (M, Hys), 2,92 (M, Ha), 4,52 (d, Haep), 4,66

(d, Haga).
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RMN 3C (50 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 15,1 (C24), 15,9 (C25), 16,8 (C26), 17,9 (Cs),
19,2 (C30), 25,5 (C12), 27,4 (C2), 28,1 (C23), 28,9 (C21), 30,2 (C15), 32,0 (C16), 33,3 (C7), 36,4
(C10 € Cyp2), 38,2 (C13), 38,7 (C1 € Cy), 40,4 (Cg), 47,0 (C1g), 52,3 (Cy), 54,7 (Cs), 76,8 (C3),
109,5 (Czg), 178,3 (C2s).

Acido Oleandlico:

RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 0,64 — 0,90 (envelope de sinais de metila

Hos, Haa, Has, Hae, Ha7, Hag € Hao), 2,70 (dd, J 9,4 Hz, Hig), 2,92 (M, H3), 5,10 (M, H12).

RMN 3C (50 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 15,1 (C2s), 15,9 (C24), 16,9 (C26), 17,9 (Cs),
22,8 (C11 € C16), 23,2 (Cao), 25,5 (C27), 27,4 (C2 € C1s), 28,1 (C23), 30,2 (C20), 32,0 (C7 eC20),
33,3 (C21), 36,4 (C10), 38,7 (C1 € Cy), 39,5 (Cs), 41,6 (C14), 45,6 (C19), 46,7 (C17), 47,0 (Co),
54,7 (Cs), 76,8 (C3), 121,4 (C12), 143,7 (C13), 178,3 (Cas).

Acido Ursdlico:

RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 0,64 — 0,90 (envelope de sinais de metila;

Hos, Ha4, Has, Hae, H27, Hag € Hao), 2,06 (d, His), 2,92 (M, Hz), 5,10 (M, Hyo).

RMN 3C (50 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 15,1 (C24), 15,9 (C2s), 16,8 (C2s), 17,9 (Ce),
20,9 (C30), 22,8 (C11), 23,2 (C27 € Cag), 23,7 (C16), 27,4 (C2 € C1s), 28,1 (C23), 30,2 (C21), 32,0
(C7), 36,4 (C]_o e sz), 384 (Clg), 38,7 (Cl e C4), 39,5 (Cg), 41,6 (C14), 47,0 (Cg), 52,3 (Clg),

54,7 (Cs), 76,8 (C3), 124,5 (C12), 138,1 (C13), 178,0 (Cys).

(2,60 9)

| Coluna em gel de silica

Particdo em diclorometano
do extrato etanélico
dos caules de H. fasciculata

1-106 || 107-155 || 156—|l76 ||| 177-‘190 ||| 191-266 || 267[323 || 324-364 || 365-429

HF 11
]

Acido Betulinico I |Acido Oleanélicol | Acido Ursoélico |

Esquema XVII: Isolamento do Acido Betulinico, Acido Oleandlico e Acido Ursdlico em
Mistura.
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Isolamento de Mistura de Acido Oleandlico, Acido Ursdlico e Acido Micromérico - A
juncdo das fracbes 156-176 (HF 12) da coluna da particdo em diclorometano do extrato
gtandlico dos caules de Hyptis fasciculata, €uida em acetato de etilalmetanol 5%, foi
andlisada por RMN 'H e RMN *C e mostrou ser uma mistura de Acido Oleandlico e Acido

Ursdlico (Esquema X VI11).

Acido Oleandlico:
RMN *H (200 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 0,66 — 0,90 (envelope de sinais de netila;

Has, Ha4, Has, Hae, H27, Hog € Hao), 2,70 (dd, J 9,6 Hz, Hig), 2,94 (M, Hz), 5,10 (M, Hi2).

RMN 13C (50 MHz, DMSO-Ds, TMS): d (ppm) 15,1 (Css), 159 (Caa), 16,8 (Cas), 17,9 (Ce),
22,7 (C11 € C1g), 232 (Cag), 26,0 (Ca7), 269 (Cis), 274 (Cs), 28,1 (Cz3), 30,0 (Ca0), 32,6 (C7 €
C22), 33,0 (Cy9), 33,3 (C21), 36,4 (C10), 38,7 (C1 €Cy), 39,5(Csg), 40,8 (C14), 46,7 (C17 € C19),

46,9 (Co), 54,7 (Cs), 77,8 (C3), 121,4 (C12), 143,7 (C13), 178,3 (Cas).

Acido Ursdlico:
RMN H (200 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 0,66 — 0,90 (envelope de sinais de metila;

Has, Haa, H2s, Hos, Ho7, Hoo € Hap), 2,12 (d, Hig), 2,94 (M, H3), 5,10 (M, H1y).

RMN 23C (50 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 15,1 (Cz4), 15,9 (C2s), 16,8 (Ca6), 17,9 (Ce),
20,9 (Ca0), 22,7 (C11), 23,1 (C27), 23,7 (Cas), 27,4 (C2 €Cas), 28,1 (Ca3), 29,4 (C20), 30,7 (C21),
32,6 (C7), 36,4 (C10 € Ca2), 38,4 (C1o), 38,7 (C1 € Cu), 39,5 (Csg), 41,6 (C14), 46,7 (C17), 47,0

(Co), 52,3 (C1s), 54,7 (Cs), 77,8 (C3), 124,4 (C12), 138,0 (C13), 178,0 (C2s).

Acido Micromérico:
RMN H (200 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 0,66 — 0,90 (envelope de sinais de metila; Hys,

Haa, Has, Has, Ha7, Hag €Hao), 2,12 (4, His), 2,94 (M, Ha), 3,98 (M, Hao), 4,14 (M, Hzy),510(m, Hy).

RMN 3C (50 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 16,1 (Cas e Cyg), 16,8 (Co6), 17,9 (Cs), 20,9
(C24), 22,7 (C11), 23,1 (C27), 23,7 (C16), 27,4 (C2 € Cs5), 28,1 (C23), 32,6 (C7 €C21), 37,1 (Ca9),
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38,2 (C4 € Cio), 38,7 (C22), 39,1 (Cg), 41,6 (Cy € Cya), 47,0 (Cs € Cg), 54,7 (C1s), 76,7 (Ca),
104,8 (Cao), 1244 (C12), 138,0 (C13), 153,0 (C20), 178,0 (C2s).

Particdo em diclorometano
do extrato etandlico
dos caules de H. fasciculata

(2,60 )
| ‘ | | I Colunaem ale\ de silica ‘ ‘ |
1-106 | | 107-155 || | 156-176 | | 177-190 | | 191-266 | | 267-323 || | 324-364 | | 365-429
| Acido Oleandélico I | Acido L,llrsélico I |Acido Micromérico ||

Esquema XVIII: Isolamento do Acido Oleandlico, Acido Ursdlico e Acido Microméico em
Mistura

Estudo da Particdo em Acetato de Etila do Extrato Etandlico dos Caules de
Hyptis fasciculata.

A particdo em acetato de etila (1,50 g) do extrato etandlico dos caules de Hyptis
fasciculata foi cromatografada em coluna de gd de silica duida em gradientes de hexano,
acetato de etila e metanol e metanol/acido sulfdrico 0,5%, rendendo um total de 245 fragOes

(Esquema XIX).

Particdo em acetato de etila do extrato
etandlico dos caules de Hyptis fasciculata

Colunaem gel desilica

Acido Rosmarinico

Esquema XIX: Fracionamento da Particdo em Acetaio de Etila do Extrato Etandlico dos
Caules de Hyptis fascicul ata.
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Isolamento do Acido Rosmarinico - A juncio das fragbes 96-99 (HF 13) de coluna da
particdo em acetato de etila do extrato etandlico dos caules de Hyptis fasciculata, uida em
acetato de etila/metanol 10%, foi andisada por métodos fisicos e mostrou ser o Acido

Rosmarinico (Esquema X X).

Acido Rosmarinico:
RMN H (200 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 2,92 (dd, J 7.8; 14,2 Hz, Hrp), 5,00 (M, Hg),

6,20 (d, J 15,8 Hz, Hy), 6,62 (S He), 6,64 (d, J 2,2, Hs), 6,71 (S, Hy), 6,74 (d, J 8,0 Hz, Hs),

6,86 (d, J 6,7, He), 7,04 (d, Hy), 7,42 (d, J 15,8 Hz, Hg).

Particdo em acetato de etila
do extrato etandlico
dos caules de H. fasciculata

oluna em gel de silica

I I I I I I \
1-80 | | 81-84 | | 85-95 | | 96-99 || 100100 || 110151 ||  152-245

Acido Rosmarinico

Esguema X X: Isolamento do Acido Rosmarinico.
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Estudo da Particdo em Hexano do Extrato Etandlico das Folhas e I nflorescéncias
de Hyptisfasciculata.

A particdo hexénica (15,00g) do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias de H.

fasciculata foi cromaografada em coluna de gd de slica duida em gradientes de hexano,

acetato de etila e metanol, rendendo um total de 38 fragtes (Esquema X XI).

Particdo em hexano do extrato etandlico
dasfolhas e inflorescéncias deHyptis fasciculata

Colunaem gel desilica

3

Colunaem | gel desilica

o0

Colunaem| gel desilica

20-24

Colunaem | gel desilica

7-11

]

Sitosterol Estigmasterol

3

Colunaem gel desilica

71-79 |I

Colunaem gel desilica

33-37

Microcolunaem gel desilica

Metil piperitol

21

Sy

22 |

Colunaem | gel desilica

Acido Oleandlico
4554

Filtracéo
com carvao ativ

Metilpiperitol

Esquema XXI: Fracionamento da Particio em Hexano do Extrato Etandlico das Folhas e
Inflorescéncias de Hyptis fascicul ata.

| solamento de Triterpeno Acido - Uma parte da fragdo 21, eluida em hexano/acetato de etila

20%, foi separada e filtrada, usando acetato de etila como solvente, o que originou um po

branco. Esse po6 foi andlisado por métodos fisicos e mostrou ser o Acido Oleandlico (HF 14)

(Esquema XXI1I).

59



PARTE EXPERIMENTAL
Acido Oleandlico:
RMN 1H (200 MHz, CDC|3, TMS)I d (ppm) 0,72-0,98 (S, 7X 3H; Hoz, Hoa, Hos, H26| H27, Hoo e

Hao), 2,72 (dd, J 10 Hz, Hys), 3,14 (dd, 3 5,7; 9,9 Hz, Ha), 5,21 (m, Hyo).

Particdo Hexanica do extrato etanélico
das folhas e inflorescéncias de H. fasciculata.
| Coluna em geTde silica

\ I I I I I I |
1-7 | | 8-12 || 1314 || 520 || 21 | 2122 || 2329 || 30-38

Esquema X X I1: Isolamento de Acido Oleandlico.

I solamento de Esterdides em Mistura - A juncéo das fragdes 20-24 da coluna da juncéo das
fracbes 91-100, originada da coluna da juncdo das fragbes 8-12 da particdo em hexano do
extrato etandlico das folhas e inflorescéncias da Hyptis fasciculata, duida em hexano/acetato
de etila 30%, foi cromatografada em coluna de gel de silica, duida em gradientes de hexano,
acetato de etila e metanol, rendendo um total de 28 fragBes. A jungdo das fragbes 711 (HF
15) dessa coluna, duida em hexano/acetato de etila 30%, foi andisada por RMN *H e mostrou

Ser uma mistura de Sitogterol e Estigmasterol (Esquema X XI11).

Sitosterol:
RMN *H (200 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 0,66-1,00 (envelope de sinais de metilas; Hs,

H191 H21, H267 H27 e H29)7 3a40 (m’ H3)a 5130 (d! J 5a1 HZ, H6)

Estigmasterol:
RMN H (200 MHz, CDCkL, TMS): d (ppm) 0,66-1,00 (envelope de sinais de metilas; Hs,

H1g, H21, Has, H27 € Hag), 3,40 (M, H3), 4,97 (M, Hyz), 5,10 (M, Hy2), 5,30 (d, J 5,1 Hz; Hs).
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Particdo Hexanica do extrato etanélico
das folhas e inflorescéncias de H. fasciculata.

Coluna em gel de silica

Coluna de gel de silica

Coluna de gel de silica

Coluna de gel de silica

| \ |
16 || 71 || 1219 || 2024 || 2528 |
| Sitosterol || |Estigmastero|||

Esguema XXI11: Isolamento de Sitosterol e Estigmasterol em Mistura

| solamento de Lignana - A juncdo das fragdes 21-22 da coluna da particio em hexano do
extrato etandlico das folhas e inflorescéncias da Hyptis fasciculata, €uida em hexano/acetato
de etila 30%, foi cromatografada em coluna de gel de silica, €uida em gradientes de hexano,
acetato de etila e metanol, rendendo um total de 109 fragbes. A juncéo das fragdes 45-54 (HF
16) dessa coluna foi €uida em hexano/acetato de etila 50%. HF 16 foi entdo filtrada com
cloroformio, na presenca de carvéo ativo para extracdo da clorofila A amodtra livre da

clorofilafoi analisada por métodos fisicos e mostrou ser 0 Metilpiperitol (Esquema XXIV).

Metilpiperitol:
RMN H (200 MHz, CDCl;, TMS): d (ppm) 3,04 (m, Hg e Hg'), 3,82 (dd, Hy € Ho), 3,84 (s,
Hwme), 3,86 (S, Hue), 4,20 (M, Ho € Hy'), 4,70 (d, J 2,2 Hz, H; e H7'), 5,95 (S, Homeo), 6,78 (dd,

J1,8;80Hz Hs e He’), 6,85 (d, J1,8Hz Hy e Hz') €6,90 ( d, J8,0Hz Hs e H5*).

RMN 13C (50 MHz, CDClk, TMS): d (ppm) 54,0 (Cg), 54,1 (Cs), 55,8 (OMe 3 e 4), 71,5
(Co), 71,6 (Cy), 85,6 (C7), 85,7 (C7), 100,9 (OMeO), 106,3 (C»), 108,0 (Cs), 109,0 (C2),
110,8 (Cs), 118,1 (Cg), 119,2 (Cs), 133,3 (C1), 1349 (Cy), 146,9 (Cs), 147,8 (Cs), 1485

(Cs), 149,0 (Ca).
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Particdo Hexanica do extrato etanolico
das folhas e inflorescéncias de H. fasciculata.

Coluna em gel de silica
21-22
Coluna de gel de silica
[ I I [ [ I |
1-20 21-27 28-39 40-44 45-54 55-69 70-109

HF 16

|
Filtracdo com carvao ativo

Metilpiperitol

Esquema X XIV: Isolamento de Metilpiperitol.

I solamento de Lignana - A juncéo das fragbes 71-79 da coluna da juncdo das fragbes 15-20
da coluna da particdo em hexano do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias da Hyptis
fasciculata, duida em hexano/acetato de etila 40%, foi cromatografada em coluna de gd de
dlica, duida em gradientes de hexano, acetato de etila e metanol, rendendo um total de 63
fragbes. A juncdo das fragBes 33-37 (HF 17) dessa coluna, eluida em hexano/acetato de etila
40%, foi andisada por méodos fiscos e mostrou ser uma mistura de Metilpiperitol com
&cidos graxos. HF 17 foi novamente cromatografada em microcoluna de gd de silica, duida
em hexano e metanol. A lignana isolada foi recolhida na fracdo euida em metanol (Esquema

XXV).

Metilpiperitol:
RMN H (200 MHz, CDCls, TMS): d (ppm) 3,04 (m, Hg e Hg'), 3,85 (dd, Ho € Hy), 3,87 (s,
Hwme), 3,89 (S, Hwe), 4,20 (M, Ho e Hy), 4,72 (dd, J 2,3; 4,4 Hz, H; e Hz'), 5,95 (S, Homeo), 6,78

(dd, J 1,8; 8,0 Hz, Hs e Hg'), 6,85 (d, J 1,8 Hz, Hp e Hp) 6,90 (d, J 8,0 Hz, Hs € Hs).

RMN 3C (50 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 54,0 (Cg), 54,2 (Cg), 55,8 (OMe g € ), 71,5
(Ce), 71,6 (Co), 856 (C7), 85,7 (C7), 100,9 (OMeO), 106,3 (C»), 108,0 (Cs), 109,1 (Cz),
1109 (Cs), 118,1 (Ce), 1192 (Ce), 1333 (Cy1), 134,9 (C1), 146,9 (Cs), 147,8 (C4), 1485
(Cs), 149,1 (Cs).
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Particdo Hexanica do extrato etandlico
das folhas e inflorescéncias de H. fasciculata.

-
|_Coluna em gel de silica

| \ [ | | \ \
1-7 8-12 13-14 15-20 21-22 23-29 30-38
| | | | | 1 |

| Coluna de gel de silica

| 1-25 | 26-44 | 45-70 || 71-79 80-90 | 91-162 |
|(,0Iunaemge e Sllica

| | | | |
| 1-21 || 22-32 | 33-37 | 38-48 | 49-63

HF 17 I

Microcoluna em gel de silica

Metilpiperitol

Esquema X XV: |solamento de Metilpiperitol.

Estudo da Particdo em Diclorometano/Acetato de Etila (1:1) do Extrato Etandlico
de Partes Aéreas de Hyptis tetracephala.

A paticdo em diclorometano/acetato de etila (2,50 g) do extrato etandlico de partes
a&reas de Hyptis tetracephala foi cromatografada em coluna de g de dlica duida em
gradientes de hexano, cloroférmio e metanol, rendendo um tota de 60 fragdbes (Esguema

XXVI).

Particdo em diclorometano/acetato de etila
do extrato etandlico das partes aéreas
de Hyptistetracephala

Colunaem gel desilica

Acido Rosmarinico

Esquema XXVI: Fracionamento da Particdo em Diclorometano/Acetato de Etila do Extrato
Etandlico das Partes Aéreas de H. tetracephala.

63



PARTE EXPERIMENTAL

Isolamento do Acido Rosmarinico - A juncio das fragbes 55-57 (HT 01) da coluna da
particdo em diclorometano/acetato de etila (1:1) do extrato etandlico de partes aéreas de
Hyptis tetracephala, duida em doroférmio/metanol (50%), foi andisada por RMN 'H e
mostrou-se tratar do &cido rosmarinico (Esgquema X XVII).

Acido Rosmarinico:

RMN *H (200 MHz, DMSO-Dg, TMS): d (ppm) 3,0 (d, J 15,0 Hz, Hy4), 5,04 (dd, J 3,0; 6,4
Hz, H), 6,25 (d, J 15,8, H;), 645 (d, J 8,0 Hz, H), 6,60 (d, J 8,0 Hz, H), 6,65 (d, Hy),

6,75 (d, J 8,1 Hz, Hs), 6,90 (d, J 8,5, He), 7,05 (3, H2), 7,30 (d, J 15,8 Hz, Hs).

Particdo em Diclorometano/Acetato de Etila
do extrato etandlico de H. tetracephala

| Coluna em gel de silica

| I | I |
1-22 || | 23-42 | | 43-54 | | 55.57 | | 58-60 |

| HT 01 |

|Acido Rosmarinico |

Esquema XX VI1: Isolamento do Acido Rosmarinico.

Estudo do Extrato em Diclorometano/Metanol (1:1) de Partes Aéreas de Hyptis
heterodon.

O extrato em diclorometano/metanol (22,79g) de partes aéreas de H. heterodon foi
cromatografado em coluna de gel de dlica duida em gradientes de hexano, cloroférmio,

acetona e metanol, rendendo um total de 54 fragdes (Esquema XX VIII).

Extrato em diclorometano/metanol
das partes aéreas de Hyptis heterodon

Colunaem gel desilica
36

Filtracdo com
metanol/cloroférmio

R - Sstosterol Glicoslado

Esquema XXVIII: Fracionamento do Extrato em Diclorometano/Metanol (1:1) de Partes
Aéreas de Hyptis heterodon.
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Isolamento do b-stosterol Glicoslado - A fragd 36 da coluna do extrato em
diclorometano/metanol, euida em hexano (37,5 %)/cloroférmio (37,5 %)/ecetona (25 %),
foram filtradas, utilizando-se metandl/cloroformio  (1:1) para limpar o Sdlido branco
precipitado. Esse processo rendeu 12,3 mg de HH Ol puro, identificado como b-sStosterol

glicoslado (Esguema X XI1X).

b -sitoster ol glicosilado:
RMN H (200 MHz, CDCl, TMS): d (ppm) 0,68 — 1,10 (envelope de sinais de metilas; His,
Hio, H21, H2s, H27 € Hag), 3,00 — 4,00 (envelope de snas de hidrogénios da glicose +

hidrogénio carbindlico Hs), 4,20 (d, J 7,7 Hz, Hy Gli), 5,30 (4, He).

Extrato em
diclorometano/metanol
de H. heterodon.

| Coluna em gel de silica

I I [ I I I [ I I |
| 13 || 4 || 5 ||| 6-15 ||| 16-20 ||| 2135 | | 36 37-41 || 42-45 || 46-54 |

Filtragdo com
metanol / cloroférmio
HH 01

sitosterol
glicosilado

Esguema X X1X: Isolamento do b-Sitogterol Glicosilado
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II. Ensaios Farmacol6gicos

Atividade Antimicrobiana - Esses testes foram redizados no Laboratorio de Cocos
Patogénicos do Ingtituto de Microbiologia Professor Paulo de Goes da UFRJ, supervisonado
pela doutoranda lvi Cristina Menezes de Oliveirae pelo Prof. Dr. Ledie Benchetrit.

Apos a obtencdo dos extratos etandlicos totais, estes foram evaporados, suspendidos
em &ua e submetidos a particdo com solventes de polaridades crescentes (hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol). Amostras contendo 1,0 mg de cada extrato ou
paticdo foram testadas em duplicaa frente a cada um dos seguintes microorganismos.
Saphylococcus aureus ATCC 25923, Saphylococcus aureus resgtente a meticilina (MRSA),
Streptococcus pyogenes 75194 CDC (Centers for Disease Control and Prevention) #55-91,
Sreptococcus pyogenes isolado de infeccdo de faringe, Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli entero-hemorragica (EHEC), Pseudomonas aeruginosa ATCC 15422 e
Pseudomonas aeruginosa oriunda de catéter, cujas cepas foram provenientes da colecdo de
cultura do Laboratério de Cocos Patogénicos do Ingtituto de Microbiologia Professor Paulo de
Gobes da UFRJ. As amodtras na concentracdo de 20mg foram dissolvidas em 400ni de

solvente apropriado, conforme descrito na Tabela X1V a seguir:

Tabda XIV - Solventes usados nos extratos ou partiches para o teste de atividade
antimicrobiana.

Extrato ou Particdo Solvente

Paticdo em acetato de etila do extrato etandlico das folhas e Acetato
inflorescéncias de Hyptis fascicul ata. dedila
Paticio em diclorometano do extrato eandlico das folhas e Metanol
inflorescéncias de Hyptis fascicul ata.
Particdo em butanol do extrato etandlico dos caules de Hyptis fasciculata. Metanol
Particdo em butanol do extrato etandlico das folhas de Hyptis fascicul ata. Metanol
Particio em metanol/cloroférmio do extrato etandlico das partes aéreas de

; Metanol
Hyptis heterodon.
ParticBo em diclorometano do extrato etandlico das partes aéreas de Hyptis

Metanol

tetracephala.
Particio em acetato de etila do extrato etandlico das partes agreas de

: Metanol
Hypitis tetracephala.
Extrato etandlico das partes agreas de Hyptis elegans. Metanol
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Apbs solubilizadas as amostras, 20nL. de cada uma dedas foram impregnadas em
discos estéreis “Sensbiodisc” (Cecon) e estes foram deixados em ambiente estéril durante 24
horas para total evaporacdo do solvente. Os discos foram colocados sobre placas de Petri,
contendo agar Muller Hinton, semeadas com um indculo (0,5 Mc Farland) de cada cepa de
bactéria com auxilio de swab estéril e, entdo, incubadas em estufa a 37°C, em aegrobiose por
18 horas. ApGs 0 periodo de incubacdo, mediu-se o tamanho do hao formado em volta de
cada disco, para determinar a senshilidade relativa aos extratos. Com esse dstema um
microorganismo pode ser dito sensive ou ressente. Um microorganismo sensivel  goresenta
um halo claro em volta do disco, 0 que representa auséncia de crescimento bacteriano. Por
outro lado, o resistente ndo apresenta inibicdo do crescimento, por isso ndo ha formacdo de
hao em volta do disco. Exigem ainda resultados atipicos que sfo freglientes em testes com
cepas mutantes ou resistentes, sendo portanto um resultado passivel de ocorrer com as cepas
de Saphylococcus aureus, resstentes a meticilina (MRSA). Neste caso atipico, é observado
um halo de inibicdo em torno do disco, mas com a presenca de algumeas coldnias bacterianas
nesta regido; aisso da se o nome de pseudo-halo (KONEMAN et al., 1983) (Figura ).
Os testes foram redlizados em duplicata
Figura 5: Resultados de &tividade antimicrobiana;

1) Medicdo do hao deinibicao; 11) Resultado atipico, formacéo de pseudo-hado
(KONEMAN et al., 1983).
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Atividades Antinociceptiva e Antiinflamatéria - As paticdes de diferentes
polaridades do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias de Hyptis fasciculata foram testadas
no que se refere a atividade andgésica periférica e centrd espinhd e a aividade antiinflamatéria
Os trés ensaios foram redlizados em colaboracéo com a equipe da Dra. Patricia Dias Fernandes,
pesquisadora do Departamento de Farmacologia Basica e Clinicada UFRJ.

Em todos os testes foram utilizados camundongos Swiss 44, machos, pesando entre 17 e
20 gramas. Os animais foram fornecidos pelo Bioté&rio Centrd do Ingtituto de Microbiologia
Paulo de Goes, da Universdade Federal do Rio de Janeiro, e mantidos no bioté&io do
Departamento de Farmacologia Bésica e Clinica da UFRJ, com livre acesso aragéo e &gua e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Em torno de 12 horas antes de cada experimento, 0s animais eram
deixados em jgjum, tendo livre acesso somente a &gua. As particdes de diferentes polaridades
foram diluidas em DMSO aé uma concentracdo find de 100 mg/mL e amazenadas a
temperatura de 8°C até o experimento. No dia de cada ensaio, os extratos foram diluidos com PBS
(tampéo fosfato-sding) estéril. As doses de 50 e 100 mg/kg foram administradas por via ord, com
um volume find de 0,1 mL. Cada grupo experimenta foi congtituido de, pelo menos, 10 animais.
Os grupos tratados com os extratos foram comparados com grupos controle compostos por
animais que receberam somente o veiculo utilizado para solubilizar os extratos. Os vaores foram
expressos como média + desvio padrdo, para cada grupo. Aos grupos foi aplicado teste T de

Student. Um valor p < 0,05 foi considerado significativo (SNEDECOR, 1953).

A atividade antinociceptivafoi testada pelas metodol ogias descritas a seguir:

Contor¢do induzida por &cido acético: para avdiar uma possivel dividade andgésica
periférica das particfes de Hyptis fasciculata, redizou-se esse teste, que consiste na
administracdo, intraperitoneal, de 0,1 mL de &cido acético a 2%. Apds 5 minutos e pelos 20
minutos subseqlientes, contarse 0 nimero de contorgdes redizadas pelo anima. Os vaores
S80 expressos como média + desvio padrdo do nimero total de contorgdes. Para a redlizacdo
do teste, os camundongos receberam as particdes em duas doses de 50 e 100 mg/kg, e a

diminuicéo do nimero de contorgdes foi comparada com o controle positivo.
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“Retirada da cauda’: a propriedade antinociceptiva centra espinhd foi andisada pelo
teste de retirada da cauda. Esse teste consste de um banho-maria cuja temperatura da @ua
deve aingir 50 = 1°C. Os animais foram colocados no interior de um pequeno cilindro, na
intencdo de que apenas a cauda do anima permanecesse do lado de fora A cauda do anima
fol imersa no banho-maria e, concomitantemente, um crondmetro foi acionado, sendo travado
goenas N0 momento em que 0 anima retirava a cauda do banho, determinando-se assm o
tempo de laténcia (em segundos). S&o feitas marcagOes nos tempos de 20, 40, 60, 80, 100 e

120 minutos apds a administracéo da amostra.

Os limiares de resposta a0 teste foram normdizados aravés do indice de
antinocicepcdo da retirada da cauda (IARC) (KURAISHI et d., 1983), caculado de acordo
com a férmula IARC = (vdor medido — linha de basg)/(cut-off — linha de base), sendo a linha
de base a média dos grupos controle e o cut-off 3 vezes o vaor da linha de base. Nesse ensaio

também se avalia aumento do tempo de resposta dos animais.

Nesse moddo foi feito um grupo controle com morfing, via ord, na dose de 1 mg/kg.
Foram redlizadas oito marcagbes com esse grupo, sendo duas antes da administracéo da droga
- Que serdo usadas para cacular a média do grupo controle no caculo do IARC - e as demais
nos mesmos tempos que 0s grupos tratados com as amostras, 20, 40, 60, 80, 100 e 120

minutos.

A dividade antiinflamatériafoi testada pela metodol ogia descrita a seguir:
Teste da formaina esse teste condste na administracdo de uma injecéo subplantar de
0,05 mL de formdina (0,2%) em uma das patas traseiras do anima. O processo agésico se
desenvolve em duas fase didintas. A primeira em um intervalo de tempo de 5 minutos gpds a
aplicacdo da injegdo, sendo esta fase caracterizada pela ativacéo direta das terminagOes
nervosss. A segunda fase se desenvolve 30 minutos apds a administracdo da injecéo

subplantar, como resposta a liberacd de mediadores enddgenos (substéncia P, bradicining,
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prostaglanding). Quantificorse o tempo no qua o anima permaneceu lambendo a pata

traseira em cada fase, ou sgja, nos 5 primeiros minutos e 30 minutos apds ainjegéo.

Atividade Antioxidante — Essa atividade foi redlizada no Lagud, laboratério do Prof.
Dr. Fébio de Sousa Menezes, com o radica livre estdvel DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) na
concentracdo de 0,3 mM em eanol. Td procedimento é redizado rotineiramente nesse
laboratorio.

Foram utilizados para avdiar uma possivd aividade antioxidante os extraos
etandlicos das partes aéreas de Hyptis tetracephala e Hyptis elegans e as particdes em hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol do extrato etandlico das partes aéreas de Hyptis
elegans.

Nesse modelo 1 mL da solucdo de DPPH foi adicionado a 2,5 mL de uma solucéo do
extrato suspendido em etanol nas concentragdes de 250, 125, 50, 25, 10 e 5 ng/mL. Essareagdo
transcorreu em temperatura ambiente, por 30 min, e em seguida a absorbancia foi lida em 518
nm. Foi usado como branco 1 mL de etanol + 2,5mL de amostra. A solugéo de DPPH (1 mL a
0,3 mM) + 25 mL de etanol foi usada como controle. Dessa forma, pode-se obter a atividade
antioxidante percentua para os extratos testados e a concentracéo efetiva 50% para obter um
efeito maximo estimado em 100% (CEsp). Como controles positivos foram utilizados o extrato
padronizado comercid de Ginkgo biloba (Egb 761%) e rutina (um flavondide com reconhecida

atividade antioxidante). Os testes foram feitos em duplicata

Atividade Moluscicida - Os teste moluscicidas foram redizados no Laboratorio de
Parastologia do Depatamento de Andises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de
Farmécia da UFRJ, supervisonado pela Prof2 Dr2 Cdia Santos da Silva.

Foram utilizadas para avdiar uma possivd dividade moluscicida as particdes em
hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol dos extratos etandlicos dos caules de Hyptis
fasciculata, das folhas e inflorescéncias de Hyptis fasciculata e das partes aéreas de Hyptis

tetracephala, Hyptis heterodon e Hyptis elegans.
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Esse modelo foi redlizado utilizando- se caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, obtidos
do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmécia da UFRJ. Os
ensaios foram redizados em agua, em triplicata, usando-se nove caramujos para cada teste. As
particOes dos extratos etandlicos foram inicid mente dissolvidas em quantidades minimeas de etanol e
diluidas em &gua, afim de se obter uma concentracéo final de cerca de 10 ppm. Os caramujos foram
expostos a solucdo por imersdo durante um periodo de 3 horas (3 caramujos), 6 horas (3
caramujos) e 24 horas (3 caramujos). Depois de retirados da solucdo teste, foram lavados e
colocados em outro recipiente, para um periodo de recuperacdo de 24 horas. O controle positivo
para esse teste foi feito com extrato etandlico de Phytollaca dodecandra que garante 100% de
morte, e o controle negativo foi feito com agua e etanol 10 ppm, 0 que garante 100% de
sobrevivéncia

Andise edatidica os testes farmacoldgicos foram redizados em triplicata, e os dados

obtidos foram avaiados por método ANOV A, seguido pelo teste de Tukey.

71



RESULTADOS E DISCUSSAO

RESULTADOSE DISCUSSAO

|. Fitoquimica

Parte| — Caules de Hyptis fasciculata.

Particdo em Hexano do Extrato Etandlico dos Caules de Hyptis fasciculata.

HF 01 Sitosterol (1) e Estigmasterol (I1) — O extrato bruto dos caules em hexano foi
fracionado por cromatografia de adsorcdo em coluna, utilizando-se gel de silica Merck 60. A
eluicdo constou de misturas de polaridades crescentes de hexano, acetato de etila e metanal.
As fragbes 17-24 da coluna cromatogréfica da particio em hexano, duidas em gradiente
crescente de hexano/aceteto de etila 5% até hexano/acetato de etila 10%, foram reunidas e
recromatografadas em coluna de gel de silica As fragbes 57-72 dessa segunda coluna, eluidas
em hexano/acetato de etila 10%, foram reunidas e, apos a evaporacdo do solvente, forneceram
um materid sdlido esverdeado, que foi enviado para andise por RMN *H. A cromatografia
em camada fina de HF 01 gpresentou uma mancha que sugeriu a identidade da subgtancia
isolada. A confirmacéo foi feita pda comparacdo dos sinais especificos das duas substancias
encontrados no espectro de RMN *H (Espectro 1) obtidos para HF 01 e por dados colhidos da
literatura referente ao dtosterol (1) e ao estigmasterol (11) (HUNG & YEN, 2001). O espectro
da mistura dessas duas substéncias gpresenta snais peculiares d (ppm) 3,45 (multipleto)
referente a0 hidrogénio da posi¢éo 3 e 5,30 (dubleto) relativo ao hidrogénio ligado ao &omo
de carbono 6, anbos os snais do sitosteral (I) e estigmasteral (11); 5,00 (multipleto) relativo
a0 hidrogénio da posicdo 23 e 5,20 (multipleto) pertencente ao hidrogénio ligado ao &omo de
carbono 22, ambos os snais caracteriticos da ligacéo dupla do estigmagterol (1), dém de

outros sinais de metila dos dois esterdides.
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Espectro 1 — Espectro de RMN *H (200 MHz) de HFO1 em CDCl.

b - Sitosteral (1) Estigmasterol (11)

73



RESULTADOS E DISCUSSAO
HF 02 Ledol (I11) — As fragdes 17-24 da coluna cromatogréfica da particdo em hexano,
eluidas em gradiente crescente de hexano/acetato de etila 5% até hexano/acetato de etila 10%,
foram reunidas e recromatografadas em coluna de gel de silica As fragdes 37-56 dessa
coluna, duides em hexanolacetato de ela 7,5%, foram reunides e novamente
recromatografadas em coluna de gel de silica. As fraches 1-59 dessa terceira coluna, €uida
em hexano puro, foram reunidas e, gpds a evaporacdo do solvente, forneceram um Sdlido
amorfo que foi enviado para andlise por cromatografia com fase gasosa (Cromatograma 1)
acoplado a espectrometria de massas (Espectro 2). O cromatograma evidenciou uma mistura
de substéncias, sendo possivel identificar a substancia de TR=36,055 min. através do espectro

de massas como sendo 0 sesquiterpeno Ledol, que possui massa molecular 222.
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Cromatograma 1 — Cromatograma em coluna DB-1 de HF 02.
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Espectro 2 — Espectro de massas da substéncia com TR=36,055 min. de HF 02.

HF 03 Nanoato de Etila (1V), 2H-Benzocicloepten-2-ona, 1, 4a, 5, 6, 7, 8, 9, 9a—octaidro—
4a-metil (V), Ledal (111), Patchoulano (VI), 4, 8, 12, 16-tetrametileptadecan—4-olido (V1)
e Ursenol-28 (VIII) - As fragbes 17-24 da coluna cromatografica da particdo em hexano,
euidas em gradiente crescente de hexano/ecetato de etila 5% até hexano/acetato de etila 10%,
foram reunidas erecromatografadas em coluna de gd de silica As fragBes 37-56 dessa coluna,
eluidas em hexano/acetato de etila 7,5%, foram reunidas e novamente recromatografadas em
coluna de gd de silica As fraghes 60-80 dessa terceira coluna, duidas em hexano puro, foram
reunidas e, apos aevaporacdo do solvente, forneceram um olido que foi enviado para andise
por cromatografia com fase gasosa (Cromatograma 2) acoplada a espectrometria de massas. O
cromatograma evidenciou uma mistura sendo possivel identificar seis dessas  substancias,
inclusve a que se gpresenta em maior quantidade (TR=35,867 min.). Os espectros de massas
obtidos para essas substéncias evidenciaramnas com 0s seguintes pesos moleculares. 200
(TR=30,742 min.); 178 (TR=35,200 min.); 222 (TR=35,867 min.); 206 (TR=36,179 min.); 324

(TR=53,057 min.); 426 (TR=92,953 min.).
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Cromatograma 2 — Cromatograma em coluna DB-1 de HF 03.
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" Ursenol-28 (V111

48 175

Espectro 3 (a-f) — Espectros de massas das substancias identificadas na mistura HF 03.

HF 04 Sitosterol (1), Estigmasterol (I1) e Acido Caféico (IX) - As fracdes 17-24 da coluna
cromatografica da particdo em hexano, €luidas em gradiente crescente de hexano/acetato de
etila 5% até hexano/acetato de etila 10%, foram reunidas e recromatografadas em coluna de
ge de silica As fragbes 37-56 dessa coluna, duidas em hexano/acetato de etila 7,5%, foram
reunidas e novamente recromatografadas em coluna de gel de silica As fraghes 81-141 dessa
terceira coluna, duidas em hexano/acetato de etila 10%, foram reunidas e apls a evaporacdo
do solvente, obteve-se um solido verde. A cromatografia em camada fina redlizada para esse
solido demonstrava a presenca de uma mistura com cor caracteristica de esterides apés a
revelacdo por &cido sulfdrico 5% em etanol. Com base nos dados de RMN *H e RMN 3C, foi
possivel identificar os trés componentes da mistura: Sitosterol (1), Estigmesterol (I1) e Acido

Caféico (IX).
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b - Sitosteral (1) Estigmasterol (11)

5
Acido Caféico (1X)

O espectro de RMN H (Espectro 4) mostrou sinais carcteristicos das ligagdes duplas
dos dois esterdides. d (ppm) 3,44 (multipleto) referente ao hidrogénio da posicdo 3 e 5,30
(dubleto) relativo ao hidrogénio ligado a0 &omo de carbono 6, ambos os sinais do Stosterol
() e edigmasteral (I1); 4,95 (multipleto) referente ao hidrogénio da posicdo 23 e 5,10
(multipleto) referente ao hidrogénio ligado ao @omo de carbono 22, dém de outros sinais de
metila dos dois esterdides; Acido Caféico (IX) = d (ppm) 6,25 (dubleto) referente ao
hidrogénio ligado ao carbono 7 da ligacdo dupla, 7,56 (dubleto) pertencente ao hidrogénio
ligado a0 carbono da posicdo 8 também da ligagdo dupla e os sinais entre 6,89-7,04 referentes

aos hidrogénios arométicos (Ha, Hs e Hg).
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Espectro 4 — Espectro de RMN *H (200 MHz) de HF 04 em CDCk.

O Espectro de RMN *C de HF 04 (Espectro 5) confirma a presenca das trés
substncias na mistura apés comparacd0 dos dados obtidos com os colhidos na literatura
referentes a0 stogteral (1), ao estigmasterol (1) (HUNG & YEN, 2001) e ao &cido caféico

(IX) (KHUNT, RIMPLER & HEIRINCH, 1994) (TabelaXV).

T | e | » ; i .MI;‘ “\-J-‘\..L,Jwb L_. i \L. HJJM
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Espectro 5 - Espectro de RMN *3C (50 MHz) de HF 04 em CDCls.
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A multiplicidade dos sinais referentes aos &omos de carbono foi obtida pela técnica
APT (Espectro 6) e serviu como parametro para comparacdo entre snais de mesma
multiplicidade, a fim de se sugerir a propor¢do das substancias na mistura, sendo portanto:

Sitosteral (64,7%), Estigmasterol (20,6%) e Acido Caféico (14,7%).

Tabda XV — Comparaco dos dados de RMN 3C obtidos para o sitosterol (1), para o
edigmasterol (I1) e para o &cido caféico (IX) em HF 04 com dados colhidos na literatura
(HUNG & YEN, 2001; KHUNT, RIMPLER & HEIRINCH, 1994).

DADOSDA LITERATURA* HF 04*

C | [l IX | [l IX
1 37,2 37,2 127,9 37,1 37,1 -

2 31,6 31,6 115,6 31,5 31,5 114,6
3 71,8 71,8 149,4 71,7 71,7 147,8
4 42,3 42,3 146,7 42,1 42,1 147,8
5 140,8 140,7 116,5 140,6 140,6 115,5
6 121,7 121,7 122,9 121,6 121,6 122,9
7 31,8 31,9 146,7 31,8 31,8 144,5
8 31,9 31,9 115,6 31,8 31,8 114,6
9 50,1 50,1 169,1 50,0 50,0 -
10 36,5 36,5 - 36,4 36,4 -
11 21,1 21,2 - 21,1 21,1 -
12 39,7 39,6 - 39,7 39,7 -
13 42,3 42,3 - 42,1 42,1 -
14 56,8 56,8 - 56,7 56,7 -
15 24,3 24,3 - 24,2 24,2 -
16 28,2 28,9 - 28,8 28,8 -
17 56,1 55,9 - 55,9 55,9 -
18 11,9 12,0 - 11,9 11,9 -
19 19,4 19,4 - 19,3 19,3 -
20 36,1 40,5 - 36,0 40,4 -
21 18,9 21,2 - 18,7 21,1 -
22 33,9 138,3 - 33,8 138,2 -
23 26,0 129,2 - 26,0 129,1 -
24 45,8 51,2 - 45,7 51,1 -
25 29,1 31,9 - 29,2 31,8 -
26 19,8 21,0 - 19,7 21,0 -
27 19,0 19,0 - 18,9 18,9 -
28 23,0 25,4 - 22,9 25,3 -
29 12,0 12,2 - 12,1 12,1 -

*CDCl;
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! C22C2 \ &
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Espectro 6 - Espectro de RMN **C (50 MHz) de HF 04 em CDCl; natécnica APT.

HF 05 Sesamina (X), 3,5, 6, 12-tetraidr oxi-er gosteno-25 (X1) e 3, 5, 6-triidr oxi-er gosteno-25
(XI11) - As fragbes 17-24 da coluna cromatografica da particdo em hexano, euidas em gradiente
crescente de hexano/acetato de etila 5% até hexano/acetato de etila 10%, foram reunidas e
recromatografadas em coluna de gd de silica As fragbes 37-56 dessa coluna, euidas em
hexano/acetato de etila 7,5%, foram reunidas e novamente recromatografadas em coluna de gd de
slica. As fracOes 142-180 dessa terceira coluna, eluidas em hexano/acetato de etila 10%, foram
reunidas e, apds a evaporacdo do solvente, obteve-se um solido que foi andisado por cromatografia
com fase gasosa (Cromatograma 3), demonstrando ser uma mistura de substancias das quais, com o
auxilio do espectro de massas (Espectro 7), pdde-se identificar os ions moleculares de trés

componentes, 354 (TR=78,510 min.), 448 (TR=85,620 min.), 432 (TR=90,310 min.).

> Sesamina (X)
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Cromatograma 3 - Cromatograma em coluna DB-1 de HF 05.
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OH
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Espectro 7 (a-¢) — Espectros de massas das substancias identificadas na mistura HF 05.

ApGs a identificacdo da lignana sesamina (X) através do espectro de massas, tornou
s f&il confirmé-la com o auxilio do espectro de RMN *H (Espectro 8), sendo possive
confrontar os resultados obtidos com os da literatura (GREGER & HOFER, 1980). Sesamina
d (ppm) 3,06 (multipleto) referente aos sinais dos hidrogénios da posicéo 8 e 8'; 3,88 (duplo
sna duplo) pertencente a um dos hidrogénios ligados ao carbono na posicdo 9 e a um dos
hidrogénios ligados a0 carbono na posicdo 9, os outros 2 hidrogénios ligados a
carbonos (9 e 9') aparecem no espectro em 4,25 (duplo sina duplo); 4,73 (dubleto) relativo
aos hidrogénios das posicoes 7 e 7'; 595 (dngleto) referente aos 4 hidrogénios dos dois
metilenos dos anéis dioxano; 6,75 (multipleto) relativo aos sinais dos hidrogénios arométicos

dos dois anéis (Hz, Hz', Hs, Hs', Hs € Hg').
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Espectro 8 — Espectro de RMN *H (200 MHz) de HF 05 em CDCl.

HF 06 Pentadecano (XIII), Hexadecano (XIV) e Oleamida (XV) - As fragdes 17-24 da
coluna cromaogréfica da paticdo em hexano, €duidas em gradiente crescente de
hexano/acetato de etila 5% &aé hexano/ecetato de etila 10%, foram reunides e
recromatografadas em coluna de gd de slica As fragbes 37-56 dessa coluna, euidas em
hexano/acetato de etila 7,5%, foram reunidas e novamente recromatografadas em coluna de
gd de silica As fragbes 348-378 dessa terceira coluna, euidas em hexano/ecetato de etila
50% e acetato de etila puro, foram reunidas e, apds a evaporagdo do solvente, obteve-seum
solido que foi andisado por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas. O cromatograma (Cromatograma 4) evidenciou a presenca de uma midura de
substéncias das quais quatro puderam ser identificadas com o auxilio dos espectros de massas
(Espectro 9) e seus pesos moleculares: 212 (TR=36,560 min.); 226 (TR=39,360 min.); 281

(TR=62,370 min.).
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Cromatograma 4 - Cromatograma em coluna DB-1 de HF 06.
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Espectro 9 (a-d) — Espectros de massas das substancias identificadas na mistura HF 06.
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HF 07 Metilpiperitol (XVI) e Acido Betulinico (XVII) — As fragdes 27-32 da coluna
cromatografica da particdo em hexano, duidas em hexano/acetato de dila 20%, foram
reunidas e recromatografadas em coluna de gel de silica As fragbes 12-18 dessa segunda
colung, duidas em hexano/acetato de etila 50%, foram reunidas e, apds a evaporacdo do
lvente, forneceram um materid verde. Esse Sdlido foi entdo  solubilizado em
cloroformio/acetona, e a solucdo restante foi aguecida em presenca de carvéo ativado e
filtrada. Dessa forma foi possivel a obtencdo de um pd branco. A cromatografia em camada
fina redizada para esse materia evidenciava a presenca de uma mistura de quatro manchas.
Com base nos dados de RMN H (Espectro 10) e RMN 3C (Espectro 11), foi possivel propor
a identidade dos componentes da mistura como sendo metilpiperitol (XVI), acido betulinico

(XVII) e &cidos graxos.

Metilpiperitol (XVI)

Acido Betulinico (XVI1)
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Espectro 10 — Espectro de RMN *H (200 MHz) da mistura de HF 07 em CDCl.
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Espectro 11 — Espectro de RMN 3C (200 MHz) da mistura de HF 07 em CDCk.

Paa sgparar as substéncias e confirmar suas identidades, foi redizada uma
cromatografia preparativa, rendendo um totd de cinco fraghes. As fracbes foram novamente
cromatografadas e pbde-se observar 0 isolamento das substancias, ficando uma das placas
com uma mancha de cor rosa, caracterigtica de triterpeno, e outra placa com mancha marrom,
caracterigica de lignana, apds revelacd com é&cido sulflrico 5% em etanol. Suas identidades
foram entd confirmadas comparando-se os dados obtidos por RMN *H com os dados obtidos
na literatura referentes & duas substéncias, metilpiperitol (XVI) (GREGER & HOFER, 1980)
e &cido betulinico (XVI11) (SIDDIQUI et al., 1988).

O espectro do metilpiperitol (XVI) (Espectro 12) apresenta todos os sinais dessa
lignana, d (ppm) 3,04 (multipleto) relativo aos hidrogénios das posicbes 8 e 8'; 3,84 e 3,88
dois sngletos referentes aos hidrogénios das metilas ligados a0 &omo de oxigénio; 3,84
(dubleto) sinal dos hidrogénios das posicoes 9 e 9 coberto pelo sina das metilas ligadas a0
oxigénio; 4,21 (multipleto) referente aos outros dois hidrogénios das posicies 9 e 9'; 4,70
(dubleto) relativo aos hidrogénios ligados aos @omos de carbono 7 e 7; 5,96 (singleto)

hidrogénio do metileno do and dioxano; 6,78 (duplo sind duplo) referente aos hidrogénios
91
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aromaicos nas posicies 6 e 6'; 6,82 (dubleto) relativo aos hidrogénios arométicos das

posicies 2 e 2'; 6,90 (duplo sind duplo) pertencente aos hidrogénios arométicos nas posices

5e5.
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Espectro 12 — Espectro de RMN 'H (200 MHZz) do metilpiperitol (XVI) de HF O7A em
CDCls.

O egpectro do é&cido betulinico (XVII) (Espectro 13) apresenta 0s  Snas
caacteridicos desse triterpeno: snais smples muito intensos entre d (ppm) 0,77-1,00,
provenientes dos grupos metila ligados a &omos de carbono sp°, com integrago para cinco
metilas, d (ppm) 1,68 (singleto) referente aos trés hidrogénios da metila da posicdo 30 ligados
a0 carbono sp% 2,25 (multipleto) relativo a0 hidrogénio da posicio 18; 3,20 (multipleto)
pertencente a0 hidrogénio carbindlico; 4,60 e 4,70, dois snais largos caracteristicos dessa

substéncia referentes aos hidrogénios vinilidénicos.
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Espectro 13 — Espectro de RMN *H (200 MHz) do &cido betulinico (XVI1) de HF 07B em
CDCls.

HF 08 Acido Betulinico (XVII), Acido Oleandlico (XVI1I) e Acido Ursdlico (XIX) - As
fraches 27-32 da coluna cromatogréfica da particdo em hexano, euidas em hexano/acetato de
etila 20%, foram reunidas e recromatografadas em coluna de gel de silica As fragbes 8-11
dessa segunda coluna, euidas em hexano/acetato de etila 50%, foram reunidas e, apls a
evaporacdo do solvente, forneceram um Sdlido escuro. A cromaografia em camada fina
evidenciou uma mancha grande rosa caracteristica de triterpeno apds revelagdo com &cido
sulfarico 5% em etanol. O materid foi enviado para andlise por RMN 'H e RMN BC e

confirmou tratar- se de uma mistura de triterpenos &cidos.
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Acido Betulinico (XVII) Acido Oleandlico (XVII1)

Acido Ursolico (XIX)

O espectro de RMN H da mistura (Espectro 14) e sua expansio (Espectro 15)
apresentam snais caracteristicos dos trés triterpenos. d (ppm) 5,24 (multipleto) referente aos
hidrogénios ligados a0 &omo de carbono 12 dos &cidos oleandlico (XVIII) e ursdlico (X1X);
456 e 4,70, dois sinais largos relativos aos hidrogénios da posicdo 29 do é&cido betulinico
(XVII); 3,16 (duplo snd duplo) pertencente aos hidrogénios carbindlicos da posicdo 3 dos
trés triterpenos da mistura; 2,76 (duplo sind duplo) referente ao hidrogénio da posicdo 18 do
&cido oleandlico (XVIII); 2,24 (multipleto) relativo ao hidrogénio da posicdo 18 do &acido
betulinico (XVII); 1,84 (multipleto) pertencente a0 hidrogénio da posicdo 18 do &cido
ursdlico (XIX); 1,68 (singleto) referente a um grupo metila ligado a carbono sp* do &cido

betulinico (X V1), dém de outros sinais de metila dos trés triterpenos.
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Espectro 14 — Espectro de RMN *H (200 MHz) da mistura de HF 08 em CDCls.

1.1 3.3 d.Z 3.1 4.0 .8 .08 (el

Espectro 15 — Expansio de parte do espectro de RMN *H (200 MHZ) da mistura de HF 08 em
CDCls.
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A andise do espectro de RMN '3C (Espectro 16) confirma a presenca dos trés

triterpenos devido aos sinais caracteristicos dessas substandias, tais como: Acido Betulinico
(XVI) = d (ppm) 182,2 (Cag); 150,3 (Ca0); 109,5 (C29) € 79,0 (C3); Acido Oleandlico (XVII1)
= d (ppm) 1839 (Cas); 143,4 (C13); 122,5 (C12); 79,0 (C3); Acido Ursdlico (XIX) = d (ppm)

179,4 (Cag); 138,0 (C13); 125,7 (C12); 79,0 (Cs).
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Espectro 16 — Espectro de RMN 13C (50 MHz) da mistura de HF 08 em CDCk.

A comparaczo dos dados observados no espectro de RMN *C de HF 08 com sinais
dos espectros de RMN *3C dos trés triterpenos &cidos retirados da literatura confirma que a
mistura é composta por acido betulinico (XVII) (SIDDIQUI et al., 1988), &cido oleandlico
(XVII) e &ido ursdlico (XIX) (HUNG & YEN, 2001), conforme sugerido anteriormente

(TabelaX V).
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Tabedla XVI - Comparacdo dos dados de RMN *C obtidos para HF 08 com os dados
encontrados na literatura para acido betulinico (XVII), &cido oleandlico (XVIII) e &cido
ursolico (XI1X) (SIDDIQUI et al., 1988; HUNG & YEN, 2001).

DADOSDA LITERATURA* HF 08*
C XVII XVIII XIX XVII XVIII XIX
1 38,7 38,7 38,7 38,6 38,6 38,7
2 27,4 27,2 27,2 27,5 27,5 27,5
3 78,9 79,0 79,0 79,0 79,0 79,0
4 38,8 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7
5 55,3 55,2 55,2 55,1 55,2 55,2
6 18,3 18,3 18,3 18,2 18,2 18,2
7 34,3 32,6 32,9 34,2 32,5 32,5
8 40,7 39,2 39,4 40,5 39,2 39,4
9 50,5 47,6 47,5 50,4 47,5 47,5
10 37,2 37,1 37,0 37,1 37,0 37,0
11 20,8 234 23,3 20,8 23,3 23,3
12 25,5 122,6 125,8 25,8 122,5 125,7
13 38,4 143,6 137,9 38,6 143,4 138,0
14 42,4 41,6 42,0 42,3 41,8 41,5
15 30,5 27,7 28,0 30,5 27,5 28,0
16 32,1 23,4 24,1 32,0 23,3 24,6
17 56,3 46,5 47,9 56,3 46,4 47,8
18 46,8 41,0 52,6 46,8 40,8 52,4
19 49,2 45,8 39,0 50,4 45,7 39,2
20 150,3 30,7 29,7 150,3 30,6 29,6
21 29,7 33,8 30,6 29,6 33,9 30,5
22 37,0 32,4 36,7 37,1 32,3 37,0
23 27,9 28,1 28,1 27,8 28,0 28,0
24 15,3 15,5 15,5 15,2 15,4 154
25 16,0 15,3 15,6 16,0 15,4 154
26 16,1 17,1 17,0 16,0 16,7 16,7
27 14,7 25,9 23,6 14,5 25,8 23,5
28 180,5 183,5 181,2 182,2 183,9 179,4
29 109,6 33,1 24,1 109,5 33,0 23,5
30 19,4 23,6 21,2 19,2 23,5 21,2
*CDCls

A multiplicidade dos sinais referentes aos aomos de carbono foi obtida por RMN
13C pela técnica APT (Espectro 17) e serviu como parametro para comparagio entre sinais de
mesma multiplicidade, podendo-se desta forma sugerir a proporcéo das substancias na mistura

HF 08: Acido Betulinico (52,9%6), Acido Oleandlico (35,3%) e Acido Ursdlico (11,8%).
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Espectro 17 — Espectro de RMN **C (50 MHz) da mistura de HF 08 em CDCl na técnica
APT.

HF 09 Acido Oleandlico (XVIII) e Acido Ursdlico (XIX) - As fragBes 33-36 da coluna
cromatografica da particdo em hexano, duidas em hexano/lacetato de etila 30%, foram
reunidas e recromatografadas em coluna de gd de silica As fragdes 50-61 dessa segunda
coluna, duidas em hexano/acetato de etila 30%, foram reunidas e, gpGs a evaporagdo do
solvente, forneceram um Solido escuro. O materid foi solubilizado em cloroférmio/acetona a
quente e filtrado com carvéo divo. A cromaografia em camada fina evidenciou uma mancha
grande indicativa da presenca de triterpeno. A amostra foi enviada para andlise por RMN H e

RMN 3C e confirmou tratar- se de uma mistura de triterpenos.

O espectro de RMN H da mistura (Espectro 18) e sua expansdo (Espectro 19)
apresentam sinais caracteristicos dos dois triterpenos. d (ppm) 5,22 (multipleto) referente aos
hidrogénios ligados a0 &omo de carbono 12 dos é&cidos oleandlico (XVIII) e ursdlico (XIX);
3,18 (duplo snd duplo) pertencente aos hidrogénios carbindlicos da posi¢do 3 dos dois
triterpenos da mistura; 2,74 (duplo snd duplo) referente a0 hidrogénio da posicdo 18 do
&cido oleandlico (XVIII); 2,18 (sngleto largo) pertencente ao hidrogénio da posicdo 18 do

&cido ursdlico (X1X); dém de outros sinais de metila dos dois triterpenos.
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Espectro 19 — Expansdo de parte do espectro de RMN *H (200 MHz) da mistura de HF 09 em
CDCls.

A andise do espectro de RMN 3C (Espectro 20) confirma a presenca dos dois
triterpenos devido aos sinais caracteristicos dessas substancias, tais como: Acido Oleandlico
(XVIII) = d (ppm) 182,7 (Cag): 143,5 (C13): 122,5 (C12); 78,9 (Cs) e Acido Ursdlico (XIX) = d

(ppm) 140,9 (C13); 125,7 (C12); 78,9 (Cy).
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Espectro 20 — Espectro de RMN *3C (50 MHz) da misturade HF 09 en CDCls.

A comparacdo dos dados observados no espectro de RMN *3C de HF 09 com sinais
dos espectros de RMN 13C, dos dois triterpenos &cidos retirados da literatura confirma que a
mistura € composta por Acido Oleandlico (XVII1) e Acido Ursdlico (XIX) (HUNG & YEN,

2001), conforme sugerido anteriormente (Tabela X V11).

23 24
Acido Oleandlico (XVII1) Acido Ursdlico (XIX)
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Tabela XVII - Comparacdo dos dados de RMN *C obtidos para HF 09 com os dados
encontrados na literatura para écido oleandlico (XVIII) e &cido ursdlico (XIX) (HUNG &
YEN, 2001).

DADOS DA LITERATURA* HF 09*
C XVIII XIX XVIII XIX
1 38,7 38,7 38,6 38,6
2 27,2 27,2 27,1 27,1
3 79,0 79,0 78,9 78,9
4 38,7 38,7 38,6 38,6
5 55,2 55,2 55,1 55,1
6 18,3 18,3 18,2 18,2
7 32,6 32,9 32,3 32,3
8 39,2 39,4 38,9 38,9
9 47,6 47,5 47,5 47,5
10 37,1 37,0 37,0 37,0
11 23,4 23,3 23,2 23,2
12 122,6 125,8 122,5 125,7
13 143,6 137,9 143,5 140,9
14 41,6 42,0 41,8 41,8
15 27,7 28,0 27,7 -
16 23,4 24,1 23,2 24,8
17 46,5 47,9 45,8 47,8
18 41,0 52,6 40,9 52,5
19 45,8 39,0 45,8 38,9
20 30,7 29,7 30,6 -
21 33,8 30,6 33,6 30,5
22 32,4 36,7 32,3 36,6
23 28,1 28,1 28,0 28,0
24 15,5 15,5 15,4 15,4
25 15,3 15,6 15,4 154
26 17,1 17,0 16,9 16,7
27 25,9 23,6 - 23,5
28 183,5 181,2 182,7 -
29 33,1 24,1 - 23,5
30 23,6 21,2 23,5 21,1
*CDCls

A multiplicddade dos sinais referentes aos &omos de carbono foi obtida por RMN
13C pela técnica APT (Espectro 21) e serviu como parametro para comparagio entre sinais de
mesma multiplicidade, podendo-se sugerir a proporcdo des substancias em HF 09: Acido

Oleandlico (55,6 %) e Acido Ursolico (44,4 %).
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Espectro 21 — Espectro de RMN **C (50 MHz) da mistura de HF 09 em CDCh na técnica
APT.

Particdo em Diclorometano do Extrato Etandlico dos Caules de Hyptis fascicul ata.

HF 10 Acido Betulinico (XVII), Acido Oleandlico (XVII1) e Acido Ursdlico (XIX) - O
extrato bruto dos caules em diclorometano foi fracionado por cromatografia de adsorcédo em
coluna, utilizando-se gd de silica Merck 60. A duicdo constou de misturas de polaridades
crescentes de hexano, acetato de etila e metanol. As fragbes 107-155 da coluna
cromatografica da paticdo em diclorometano, euidas em acetato de etila puro, foram
reunidas e, gpds a evaporacdo do solvente, forneceu um materia amarelado. Esse materid foi
solubilizado em cloroférmio/acetona/metanol a quente e filtrado em presenca de carvéo ativo.
A cromatografia em camada fina evidenciou trés manchas de cores caracteridticas de
triterpeno apos revelagio com &cido sulfirico 5% em etanol. Os espectros de RMN *H e de

RMN 13C evidenciaram tratar-se de uma mistura de triterpenos igual a HF 08.
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Acido Betulinico (XVII)

Acido Ursdlico (XI1X)

O espectro de RMN *H da mistura (Espectro 22) e sua expansio (Espectro 23)
gpresentam sinals caracteristicos dos trés triterpenos. d (ppm) 5,10 (multipleto) referente aos
hidrogénios ligados ao aomo de carbono 12 dos &cidos oleandlico (XVIII) e ursdlico (XI1X);
452 e 4,66, dois sinais largos reativos aos hidrogénios da posicdo 29 do é&cido betulinico
(XVID); 2,92 (multipleto) pertencente aos hidrogénios carbindlicos da posicdo 3 dos trés
triterpenos da mistura; 2,70 (duplo snd duplo) referente a0 hidrogénio da posicdo 18 do
&ido oleandlico (XVIII); 2,12 (multipleto) relativo ao hidrogénio da posicdo 18 do é&cido
betulinico (XVII); 2,06 (snd largo) pertencente ao hidrogénio da posicdo 18 do é&cido
ursdlico (XIX); 1,62 (singleto) referente a um grupo metila ligado a carbono sp° do &cido

betulinico (X V1), dém de outros sinais de metila dos trés triterpenos &cidos.
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?

Espectro 22 — Espectro de RMN *H (200 MHz) da mistura de HF 10 em DM SO-De.
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Espectro 23 — Expansio de parte do espectro de RMN *H (200 MHz) da mistura de HF 10 em
DM SO-De.
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A andise do espectro de RMN 3C (Espectro 24) confirma a presenca dos trés

triterpenos devido aos sinais caracteristicos dessas substancias, tais como: Acido Betulinico
(XVII) = d (ppm) 178,3 (Czg), 109,5 (Czo) € 76,8 (C3); Acido Oleandlico (XVIII) = d (ppm)
178,3 (Cas); 143,7 (C13); 121,4 (C12); 76,8 (Cs); Acido Ursdlico (XI1X) = d (ppm) 178,0 (Cas);

138,1 (C13); 124,5 (C12); 76,8 (Cs).

| L|| l |Jdlt

|| J I
g Vs’ w-.jnw'*\wm‘w‘-rﬂwvl.f" b S Pty 'q""‘l\" ' \__.”'H“

= . r ; =
180 160D 140 120 L0 LTi} &0 Ao Pr

Espectro 24 — Espectro de RMN *C (50 MHz) damistura de HF 10 en DM SO-D.

A comparacgo dos dados observados no espectro de RMN *C de HF 10 com sinais
dos espectros de RMN *3C, dos trés triterpenos &cidos retirados da literatura confirma que a
migura € composta por &cido betulinico (XVII) (SIDDIQUI et al., 1988), acido oleandlico
(XVIIe &ido ursdlico (XIX) (HUNG & YEN, 2001), conforme sugerido anteriormente

(TabelaXVI1I).
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Tabela XVIIl - Comparacdo dos dados de RMN 3C obtidos para HF 10 com os dados
encontrados na literatura para &cido betulinico (XVII), &cido oleandlico (XVIII) e é&cido
ursdlico (XIX) (SIDDIQUI et al., 1988; HUNG & YEN, 2001).

DADOSDA LITERATURA* HF 10**
C XVII XVIII XIX XVII XVIII XIX
1 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7
2 27,4 27,2 27,2 27,4 27,4 27,4
3 78,9 79,0 79,0 76,8 76,8 76,8
4 38,8 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7
5 55,3 55,2 55,2 54,7 54,7 54,7
6 18,3 18,3 18,3 17,9 17,9 17,9
7 34,3 32,6 32,9 33,3 32,0 32,0
8 40,7 39,2 39,4 40,4 39,5 39,5
9 50,5 47,6 47,5 52,3 47,0 47,0
10 37,2 37,1 37,0 36,4 36,4 36,4
11 20,8 23,4 23,3 - 22,8 22,8
12 25,5 122,6 125,8 25,5 121,4 1245
13 38,4 143,6 137,9 38,2 143,7 138,1
14 42,4 41,6 42,0 - 41,6 41,6
15 30,5 27,7 28,0 30,2 27,4 27,4
16 32,1 23,4 24,1 32,0 22,8 23,7
17 56,3 46,5 47,9 - 46,7 -
18 46,8 41,0 52,6 47,0 - 52,3
19 49,2 45,8 39,0 - 45,6 38,4
20 150,3 30,7 29,7 - 30,2 -
21 29,7 33,8 30,6 28,9 33,3 30,2
22 37,0 32,4 36,7 36,4 32,0 36,4
23 27,9 28,1 28,1 28,1 28,1 28,1
24 15,3 15,5 15,5 15,1 15,9 15,1
25 16,0 15,3 15,6 15,9 15,1 15,9
26 16,1 17,1 17,0 16,8 16,9 16,8
27 14,7 25,9 23,6 14,7 25,5 23,2
28 180,5 183,5 181,2 178,3 178,3 178,0
29 109,6 33,1 24,1 109,5 - 23,2
30 19,4 23,6 21,2 19,2 23,2 20,9
*CDClz ** DMSO-De

O espectro de RMN *3C, pdla técnica APT (Espectro 25), forneceu a multiplicidade
dos snais referentes aos &omos de carbono que serviu como pardmetro para comparé-los,
podendo-se dessa forma sugerir a proporcdo das substincias na mistura HF 10: Acido

Betulinico (15,2 %), Acido Oleandlico (33,3 %) e Acido Ursdlico (51,5 %).

106




RESULTADOS E DISCUSSAO

L I”'h‘ |

|
-WWJ*WW“*MWMM#‘HLV" Lt '|'*.a.+n,-q aﬂmhm'rm**ﬁw.wwwrww .af*faL“J*' gL Jr-.,* gl
2 lan ......... : Fn. ........ : I:m T I 25 x ; | E.r:. T i - :m’ ‘ i rl--ﬂl-l

Espectro 25 — Espectro de RMN *3C (50 MHz) da mistura de HF 10 en DM SO-Dg na técnica
APT.

HF 11 Acido Oleandlico (XVI11), Acido Ursolico (XIX) e Acido Micromérico (XX) - As
fragbes 156-176 da coluna cromatogréfica da particdo em diclorometano, eluidas em acetato
de etila puro, foram reunidas e, apds a evaporacdo do solvente, forneceram um meteria
esverdeado, que foi solubilizado em cloroférmio/acetonalmetanol a quente e filtrado em
presenca de carvéo aivo. Apos o solvente ser totalmente evaporado, foi possivel a obtencéo
de um solido branco, que foi cromatografado em camada fina, evidenciando, apos revelacéo
com &cido sulfurico 5% em etanol, manchas fortes de cor rosa, caracteristicas de triterpenos.
A amostra foi enviada para andise por RMN *H e RMN 13C, e os espectros demonstraram
tratar-se de uma mistura de triterpenos que guardava muita semelhanca com HF 08 e HF 10,
sendo neste caso uma mistura de acido oleandlico (XVIII), &cido ursdlico (XIX) e &cido

micromérico (XX).
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Acido Ursotlico (X1X) Acido Micromérico (XX)

O espectro de RMN H da mistura (Espectro 26) e sua expansdo (Espectro 27)
apresentam snais caracteristicos dos trés triterpenos. d (ppm) 5,10 (multipleto) referente aos
hidrogénios ligados a0 @omo de carbono 12 dos acidos oleandlico (XVIII), ursdlico (XI1X) e
&ido micromérico (XX); 294 (multipleto) pertencente aos hidrogénios carbindlicos da
posicdo 3 dos trés triterpenos da mistura; 2,70 (duplo sina duplo) referente ao hidrogénio da
posicio 18 do &cido oleandlico (XVIII); 2,10 (snd largo) pertencente ao hidrogénio da
posicéo 18 do &cido ursdlico (X1X); 2,12 (sind largo) relativo ao hidrogénio da posicdo 18 do
aido micromérico (XX); 3,98 e 4,14 (dois multipletos) dnais relacionados aos dois
hidrogénios da posicdo 30 do acido micromérico (XX); dém de outros sinais de metila dos

trés triterpencs.
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Espectro 26 — Espectro de RMN *H (200 MHz) damisturade HF 11 em DM SO-Dg.
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Espectro 27 Expansdo de parte do eﬁpectro de RMN *H (200 MHz) da mistura de HF 11 em
DM SO-De.

A andise do espectro de RMN C (Espectro 28) confirma a presenca dos trés
triterpenos devido aos sinais caracteristicos dessas subgtancias, tais como: Acido Oleandlico
(XVIII) = d (ppm) 178,3 (Cag); 143,7 (C13); 121,4 (C1); 77,8 (Cs); Acido Ursdlico (XI1X) = d
(ppm) 178,0 (Cas); 138,0 (C13); 124,4 (C12); 77,8 (Cs); Acido Micromérico (XX) = d (ppm)

178,0 (Casg); 153,0 (C20); 138,0 (C13); 124,4 (C12); 104,8 (Csop); 76,7 (Cs).
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Espectro 28 — Espectro de RMN *3C (50 MHz) da mistura de HF 11 em DMSO-De.

A comparacdo dos dados observados no espectro de RMN *3C de HF 11 com sinais
dos espectros de RMN 3C, dos trés triterpenos &cidos retirados da literatura confirma que a
mistura é composta por &cido oleandlico (XVIII), &cido ursdlico (XIX) (HUNG & YEN,

2001) e acido microméico (XX) (MENEZES, 1997), conforme sugerido anteriormente

(TabelaXIX).
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Tabedla XIX - Comparacdo dos dados de RMN *C obtidos para HF 11 com os dados
encontrados na literatura para &cido oleandlico (XVIII), &ido ursdlico (XIX) (HUNG &

YEN, 2001) e &cido micromérico (XX) (MENEZES, 1997).

DADOSDA LITERATURA HF 11**
C XVII| * XIX* XX** XVIII XIX XX
1 38,7 38,7 42,0 38,7 38,7 41,6
2 27,2 27,2 27,4 27,4 27,4 27,4
3 79,0 79,0 76,8 77,8 77,8 76,7
4 38,7 38,7 38,2 38,7 38,7 38,2
5 55,2 55,2 47,6 94,7 54,7 47,0
6 18,3 18,3 18,0 17,9 17,9 17,9
7 32,6 32,9 32,5 32,6 32,6 32,6
8 39,2 39,4 38,9 39,5 39,5 39,1
9 47,6 47,5 47,4 46,9 47,0 47,0
10 37,1 37,0 38,1 36,4 36,4 38,2
11 234 23,3 23,3 22,7 22,7 22,7
12 122,6 125,8 1251 121,4 124,4 124,4
13 143,6 137,9 137,8 143,7 138,0 138,0
14 41,6 42,0 41,6 40,8 41,6 41,6
15 27,7 28,0 27,9 26,9 27,4 27,4
16 23,4 24,1 24,2 22,7 23,7 23,7
17 46,5 47,9 48,1 46,7 46,7 -
18 41,0 52,6 54,8 - 52,3 54,7
19 45,8 39,0 37,1 46,7 38,4 37,1
20 30,7 29,7 152,8 30,0 29,4 153,0
21 33,8 30,6 32,1 33,3 30,7 32,6
22 32,4 36,7 38,6 32,6 36,4 38,7
23 28,1 28,1 28,4 28,1 28,1 28,1
24 15,5 15,5 214 15,9 15,1 20,9
25 15,3 15,6 16,3 15,1 15,9 16,1
26 17,1 17,0 16,6 16,8 16,8 16,8
27 25,9 23,6 23,6 26,0 23,1 23,1
28 183,5 181,2 177,6 178,3 178,0 178,0
29 33,1 24,1 16,0 33,0 - 16,1
30 23,6 21,2 105,0 23,2 20,9 104,8
*CDCls ** DM SO-De

O espectro de RMN *3C, pela técnica APT (Espectro 29), forneceu a multiplicidade
dos dnais referentes aos aomos de carbono e, com isso, foi possivel sugerir a proporcéo das
substancias na mistura HF 11: Acido Ursdlico (67,3 %), Acido Oleandlico (23,1 %) e Acido

Micromérico (9,6 %).
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Ao s comparar as porcentagens dos mesmos triterpenos, &cido betulinico (XVII),
acido oleandlico (XVIII) e &cido ursdlico (XIX), isolados nas diferentes misturas HF 08, HF
09, HF 10 e HF 11, pode-se verificar a relacéo entre polaridade e quantidade dos triterpenos
acidos, conforme descrita por MENEZES (1997), ou sga, a medida que aumenta a polaridade

do extrao, a concentracdo de acido betulinico (XVII) va diminuindo, enquanto que a de

&cido ursdlico (XIX) vai aumentando, sendo o &cido oleandlico (XVIII) um intermedi&rio.
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Espectro 29 — Espectro de RMN *C (50 MHZ) da mistura de HF 11 em DMSO-Dg na técnica

APT.
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Particho em Acetato de Etila do Extrato Etandlico dos Caules de Hyptis
fasciculata.

HF 12 Acido Rosmarinico (XXI) - O extrato bruto dos caules em acetato de etila foi
fracionado por cromatografia de adsorcdo em coluna, utilizando-se gel de silica Merck 60. A
eluicdo constou de misturas de polaridades crescentes de hexano, acetato de etila e metanol.
As fragbes 96-99 da coluna cromatografica da particdo em acetato de etila, eluidas em acetato
de etilalmetanol 10%, foram reunidas, de acordo com a semelhanca cromatogréfica, em
camada fina. Essa junczo foi codificada como HF 12 e andisada por RMN *H. O espectro de
RMN H (Espectro 30) evidencia a presenca de sinais em d (ppm) 2,92 (dd, J 7,8; 14,2 Hz)
relaivo a um dos hidrogénios da poscdo 7'; 500 (multipleto) referente a0 hidrogénio da
posicdo 8'; chama atencdo a presenca de dois sinais com constante de acoplamento de 15,8
Hzem d (ppm) 6,20 e 7,42 caracteristicos de hidrogénios trans ligados a carbonos de ligacéo
dupla. Pode-se observar ainda a presenca de dois conjuntos de sinais referentes a hidrogénios

de s stemas arométicos.

Espectro 30 — Espectro de RMN *H (200 MHz) da mistura de HF 12 em DM SO-Dg.
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A presenca de snais de hidrogénios de ligacdo dupla trans juntamente com dois
conjuntos de snais caracteriticos de sstemas aroméaticos sugere que a substancia em questéo
possui dois grupos arométicos semel hantes separados por uma ligacdo dupla. Voltando aliteratura
pesquisada para espécies do género Hyptis, pode-se observar o isolamento e caracterizagdo de um
derivado do &cido caféico (1X) em algumas dessas espécies, 0 acido rosmarinico (XXI). Os dados
obtidos no espectro de RMN *H foram entdo comparados com dados da literatura referentes a
este derivado (KHUNT, RIMPLER & HEIRINCH, 1994) e pode-se propor a identidade da

amostra HF 12 como sendo 0 Acido Rosmarinico (XXI) (Tabela XX).

Tabda XX - Comparacdo dos dados de RMN !H obtidos para HF 12 com os dados
encontrados na literatura para &cido rosmarinico (XXI) (KHUNT, RIMPLER & HEIRINCH,
1994).

H |DADOSDA LITERATURA* HF 12+
1 - -
2 7,03 7,04
3 - -
4 - _
5 6,76 6,74
6 6,92 6,86
7 6,25 6,20
8 7,50 742
9 - -
1 - -
2 6,77 6,71
3 - -
4 - -
5 6,67 6,64
6 6,62 6,62
7 a 3,10 -
7b 2,93 2,92
g 5,09 5,00
15 - -
*CD;0D **DMSO0-De
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Partell — Folhas e I nflor escéncias de Hyptis fasciculata.

Particdo em Hexano do Extrato Etandlico das Folhas e I nflorescéncias de Hyptis
fasciculata.

HF 13 Acido Oleandlico (XVII1) - O extrato bruto das folhas e inflorescéncias em hexano
foi fracionado por cromatografia de adsor¢do em coluna, utilizando-se gel de silica Merck 60.
A €uicéo constou de misturas de polaridades crescentes de hexano, acetato de etila e metanol.
Uma pequena parte da fracdo 21 da coluna cromatografica da particdo em hexano, euida em
hexano/acetato de etila 20%, foi separada e filtrada usando-se acetato de etila como solvente,
Apds a evaporacdo do solvente, obteve-se 7 mg de um pé branco que, ao ser cromatografado
em camada fina, evidenciou uma Unica mancha grande, apds revdacdo com acido sulfdrico
5% em etanol, de cor forte, caracteristica de triterpeno, indicando tratar-se de uma substéncia
isolada. A amostra foi entéo chamada de HF 13 e andlisada por RMN *H. O espectro de RMN
'H (Espectro 31) evidenciou sinais semelhantes aos ja encontrados em HF 08, HF 09, HF 10 e
HF 11, indicando ser um triterpeno ja identificado nas partiches do extrato etandlico dos
caules de Hyptis fasciculata, tais como: d (ppm) 5,21 (multipleto) referente aos hidrogénios
ligodos a0 &omo de carbono 12; 3,14 (duplo snd duplo) pertencente ao hidrogénio
carbindlico da posicdo 3; dém de outros 7 snas de metila entre d (ppm) 0,72-0,98. No
entanto, a identidade da substancia pode ser sugerida gracas ao duplo sind duplo em d (ppm)

2,72, caracterigtico do hidrogénio da posicédo 18 do écido oleandlico (XVII1).

Acido Oleandlico (XVIII)
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Espectro 31 - Espectro de RMN H (200 MHZ) de HF 13 em CDCl.

HF 14 Sitosterol (1) e Estigmasterol (11) — As fracdes 812 da coluna cromatogréfica da
paticio hexénica das folhas e inflorescéncias de Hyptis fasciculata, duidas em
hexano/acetato de etila 10%, foran reunidas por semdhanca cromatogréfica e
recromatografadas. As fragdes 91-100 dessa segunda coluna, eluidas em hexano/acetato de
etila 20% na forma de uma mancha preta, foram também reunidas e recromatografadas em
coluna de gel de silica Dessa tercera coluna cromatogréfica, reuniram-se as fracbes 20-24,
euidas em hexano/acetato de etila 30%, que foram mais uma vez cromatografadas em coluna
de gd de dilica, de onde foi findmente retirada a juncdo das fragbes 7-11, euidas em
hexano/acetato de etila 30%. Essa juncéo, codificada como HF 14, foi cromatografada em
camada fina e, gpés revdacdo com &cido sulfirico 5% em etanol, gpresentou uma mancha
grande vemdho-amarronzada, possvemente indicativa da presenca de uma ou mas
substéncias esteroidicas, devido a grande semehanca com a mancha obtida na cromatografia
em camada fina de HF O1. A amostra HF 14 foi entf andisada por RMN H e confirmou a
semelhanca com HF 01 pea presenca de snais idénticos, sendo identificada como uma

mistura de stogterol (1) e estigmasterol (11).
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O espectro em RMN *H (Espectro 32) da mistura dessas duas substancias apresenta
snas peculiares. d (ppm) 3,40 (multipleto) referente aos hidrogénios da posicdo 3 e 5,30
(dubleto) referente aos hidrogénios ligados a0 &omo de carbono 6, ambos os sinais do
gtogteral (1) e estigmasteral (I1); 4,97 (multipleto) relativo ao hidrogénio da posicéo 23 e 5,10
(multipleto) referente a0 hidrogénio ligado a0 &omo de carbono 22, ambos os snas
caracterigticos da ligacdo dupla do estigmasteral (I1), dém de outros sinais de metila dos dois

esterdides apresentados na forma de um envelope de sinais entre d (ppm) 0,66-1,00.

b - Sitosterol (1) Estigmasterol (11)

A 7 b o] 3 3 r 1 (sl

Espectro 32 - Espectro de RMN *H (200 MHz) da mistura de HF 14 em CDCk.

117



RESULTADOS E DISCUSSAO

HF 15 Mé¢ilpiperitol (XVI) - As fragbes 21-22 da coluna da particdo em hexano do extrato
etandlico das folhas e inflorescéncias da Hyptis fasciculata, eluidas em hexano/acetato de eila
30%, foram reunidas e recromatografadas em coluna de gel de silica. As fraghes 45-54 dessa
segunda coluna, eluidas em hexano/ecetato de etila 50%, foram reunidas por semelhanca
cromatogréfica. Apds a evaporacdo total do solvente, a juncdo, codificada como HF 15, se
apresentou na forma de cristais esverdeados e foi solubilizada em cloroférmio, aguecida e
filtrada na presenca de carvéo ativo. A cromatografia em camada fina de HF 15 evidenciou
uma Unica mancha marrom forte, gpds revelacdo com &ido sulflrico 5% em etanol,
semelhante & obtida no caso do metilpiperitol (XVI) em HF 07. O espectro de RMN H
(Espectro 33) corroborou a hipotese de que HF 15 sga a mesma lignana isolada em HF 07,
pela presenca de conjunto de sinais na regido de aromético com acoplamentos do tipo m, o-m
e o, sendo d (ppm) 6,85 (d, J 1,8 Hz), 6,78 @d, J 1,8; 8,0 Hz), e 6,90 @, J80 H2z)
respectivamente. Nos trés casos, a integracdo dos sinais indica a presenca de dois hidrogénios
para cada grupo de sinais, evidenciando a presenca de dois anéis aromédticos subgtituidos nas
mesmas posi¢des. No entanto, os sinais em d (ppm) 5,95 (singleto), Eferente aos hidrogénios
metilénicos do anel dioxano, e 3,84 e 3,86 (dois singletos), relativos aos hidrogénios das
metilas ligadas a &omos de oxigénio, indicam que os subgtituintes dos anéls arométicos 20
diferentes. Outro sind caracteritico dessa substéncia aparece em d (ppm) 3,82 (duplo sind
duplo) dos hidrogénios nas posicbes 9 e 9, que é praicamente coberto pelos snais das

metilas ligadas a0 andl.

Metilpiperitol (XVI)
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Espectro 33 - Espectro de RMN *H (200 MHz) de HF 15 em CDCls.

A identidade da substéncia isolada em HF 15 pode ser confirmada pelos sinais
obtidos nos espectros de RMN 3C (Espectro 34) e RMN 3C na técnica de APT (Espectro
35), apés serem comparados com os dados da literatura para o metilpiperitol (XVI)
(GREGER & HOFER, 1980; LEITAO, 1992), conforme descrito na Tabela XXI, na qua se

pode encontrar também a comparacdo entre os dados de RMN *H.
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Espectro 34 — Espectro de RMN 3C (50 MHz) de HF 15 em CDCls.
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Espectro 35 — Espectro de RMN *C (50 MHZ) de HF 15 em CDCl; natécnicade APT.
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HF 16 Méilpiperitol (XVI) - As fragdes 15-20 da coluna da particdo em hexano do extrato
etandlico das folhas e inflorescéncias da Hyptis fasciculata, €uidas em hexano/acetato de etila
10%, foram reunidas e recromatografadas em coluna de gd de silica. A juncdo das fragBes 71-
79 dessa segunda coluna, eluidas em hexano/acetato de etila 40%, foram recromatografadas.
As fracbes 33-37, duidas em hexano/acetato de etila 50%, foram reunidas por semehanca
cromatografica. ApGs a evaporagdo totd do solvente, a juncdo se gpresentou na forma de
cristais anardlados e foi denominada de HF 16. A cromatografia em camada fina de HF 16
evidenciou uma mancha marrom semelhante a obtida no caso do metilpiperitol (XVI) em HF
07 e em HF 15, apds revelacdo com é&cido sulfurico 5% em etanol. Nesse caso, no entanto, a
substancia de interesse se gpresentava impura. O espectro de RMN *H redlizado para HF 16
confirmou tratar-se de uma mistura de lignana com &cidos graxos. HF 16 foi entéo novamente
cromatografada em microcoluna de gd de dlica duida em hexano e metanol. Ambas as
fragbes foram cromatografadas em camada fina, e pdde-se observar que a lignana havia sdo
duida em metanol. Essa fracéo, ainda chamada HF 16, foi novamente andisada por RMN *H
(Espectro 36) e RMN *C (Espectro 37), quando foi possivel verificar sinais semelhantes aos
de HF 15, comprovando que se tratava novamente do metilpiperitol (XVI). A Tabda XXI
mostra a comparacéo entre os dados obtidos em ambos os espectros para HF 16 com os
encontrados na literatura (GREGER & HOFER, 1980; LEITAO, 1992) e evidencia a
semehanga com a substéncia isolada em HF 15, comprovando assm tratar-se da mesma

substancia

Metilpiperitol (XVI)
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Espectro 36 - Espectro de RMN *H (200 MHz) de HF 16 em CDCls.
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Espectro 37 — Espectro de RMN 3C (50 MHz) de HF 16 em CDCl.
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Tabdla XX| - Comparaggo dos dados de RMN 'H (GREGER & HOFER, 1980) e RMN **C
(LEITAO, 1992) encontrados na literatura para metilpiperitol (XV1) com os obtidos para HF

15 e HF 16.
DADOSDA LITERATURA* HF 15¢ HF 16*
C RMN *H RMN*®C | RMN'H | RMN¥C| RMNH RMN C
1 - 135,1 - 134,9 - 134,9
2 6,80-6,94 106,5 6,85 106,3 6,85 106,3
3 - 147,1 - 146,9 - 146,9
4 - 147,9 - 147,8 - 147,8
5 6,80-6,94 108,1 6,90 108,0 6,90 108,0
6 6,80-6,94 119,3 6,78 119,2 6,78 119,2
7 4,75 85,7 4,70 85,6 4,72 85,6
8 3,08 54.3 3,04 54,1 3,04 54,2
9 3,90 e4,26 71,7 3,82e4,20 71,6 3,85e4,20 71,6
T - 133,6 - 133,3 - 133,3
2 6,80-6,94 109,4 6,85 109,0 6,85 109,1
3 - 148,7 - 148,5 - 148,5
4 - 149,2 - 149,0 - 149,1
5 6,80-6,94 111,2 6,90 110,8 6,90 110,9
6 6,80-6,94 118,3 6,78 118,1 6,78 118,1
7 4,75 85,8 4,70 85,7 4,72 85,7
g 3,08 54,1 3,04 54,0 3,04 54,0
] 3,90 e4,26 71,7 3,82e4,20 715 3,85e4,20 715
OMeO 5,95 101,0 5,95 100,9 5,95 100,9
OMe 3,90 55,9 3,84 55,8 3,87 55,8
OMe 3,92 55,9 3,86 55,8 3,39 55,8
*CDCls
Partelll — Partes Aéreas deHyptistetracephala.

Particdo em Diclorometano/Acetato de Etila (1:1) do Extrato Etandlico das Partes
Aéreas de Hyptis tetracephala.

HT 01 Addo Rosmarinico (XXI) — As patighes en ddaomeiano e en aoddo de dila do extrato

gandico des pates afress de Hyptis tetraogphala foram reunides e fradonedes por cometogia de

akxcdo en odug ulizadoe gd de dlica Madk 60 A ducdb codou de miduss de

polaidedes cevates de hexano, dodfdmio, ecdoma e mdand. As fragdes 5557 da cduma

comdogdica da paticgo en ddoomgaxaodao de dila duides en doddmiodmgand  50%%,

foan randes e comdogdads en cameda fig edidedando uma menda smdhate a

encorirata o a0 do HF 12 A amedrg, oodificeda como HT 01, fo etfo adissda por RMN H
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(Espedro 3B) e mas uma vez, greatou samdhanca com os gnas daidos para HF 12, tas como: d
(pom) 30 (dyplo srd) rdfaate a0 hidrogbno da posgdo 7a; 504 (dudo srd dudo) rddivo a0
hidogdnio 8; 625 e 730 (dois snas duylog patecates aos hidoghnios ligedos aos &omos de
cabonos da liggbo dpla (7 e §), grestando condate de aogpamato igud a 158 Hz
caadtaidioo de ligegdo trans dém dos snas em d (ppm) 645, 6,60, 665, 6,75, 6,90 e 7,05, dos dois
conutics de Snas rdaates a hidrogdios de dgames aomdicos Com bese nos dedos ardisados
pode-sesugair aidentidedede HT 01 como sendo o &ddo rogmarinioo (XXI).

Hy Hs
Hs
v g W
| | Fe
| | l I l »
| :l / Ix./.: ‘-__.r"l ."\.' |
B R e o g T
7.5 7.0 e 6.0

Espectro 38 - Espectro de RMN *H (200 MHZz) de HT 01 em DM SO-D.
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PartelV — Partes Aéreas de Hyptis heterodon.

Particdo em Diclorometano/M etanol (1:1) do Extrato Etandlico das Partes Aéreas
de Hyptis heterodon.

HH 01 b-stosterol glicosilado (XXI1) - O extrato bruto em diclorometano/metanol das
partes aéreas de Hyptis heterodon foi fracionado por cromatografia de adsor¢do em coluna,
utilizando-se gel de silica Merck 60. A euicdo constou de misturas de polaridades crescentes
de hexano, cloroformio, acetona e metanol. A fracdo 36 da coluna cromatogréfica, euida em
hexano (37,5%)/cloroférmio  (37,5%)/acetona  (25%), deu origem a um <Sdlido impuro,
codificado como HH 0L HH 01 foi filtrado com metanol/cloroformio (1:1) para limpar a
amostra. Esse processo rendeu 12,3 mg de um material branco puro, identificado segundo
andise por RMN 'H como sendo um esterdide glicosilado, o b-sitosteral glicosilado (XXII).
O espectro de RMN *H (Espectro 39) apresenta sinais caracteristicos como: d (ppm) 5,30
referente a0 hidrogénio da posicéo 6; 3,00 — 4,00 envelope de sinais de hidrogénios da glicose

+ hidrogénio carbindlico do sitosteral; 4,20 relativo ao hidrogénio anomérico da glicose (Ha);

aém do envelope de sinais das 6 metilas entre d (ppm) 0,68 — 1,10.

7 B 5 d 3 2 1 ppl

Espectro 39 - Espectro de RMN *H (200 MHz) de HH 01 em CDCl.
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Il. Ensaios Far macol6gicos

As espécies do género Hyptis sGo conhecidas por seu uso popular em diversos paises
no tratamento de uma gama enorme de paologias, aém de suas propriedades farmacol 6gicas
comprovadas cientificamente, principdmente quanto a atividade antimicrobiana, antimicdtica,
antiinflamatoria e citotoxica

No intuito de avdiar as possives atividades farmacolOgicas das quatro espécies de
Hyptis, até entéo inéditas sob o ponto de visa farmacolégico e quimico, foram redizados
ensaos de dividade antimicrobiana, antiinflamatoria, antinociceptiva, antioxidante pelo
méodo do DPPH (2,2-difenil-picrilidrazind) e moluscicida com as partigdes de polaridades

diferentes dos extratos etandlicos das espécies.

Atividade Antimicrobiana:

Estudos prévios redizados utilizando as espécies de Hyptis, relacionados a0 seu
potencid antimicrobiano, incentivaram  invedtigagbes semehantes com as egpécies H.
fasciculata, H. tetracephala, H. heterodon e H. elegans.

Todas as partiches foram preparadas conforme descrito anteriormente (parte
experimentd, p. 66) e testadas na concentracdo de 1mg, em duplicata, frente a cada um dos
seguintes microorganismos. Staphylococcus aureus ATCC 25923 (1), Staphylococcus aureus
resstente a meticilina (MRSA) (1), Streptococcus pyogenes 75194 CDC (Centers for Disease
Control and Prevention) #55-91 (111), Sreptococcus pyogenes isolado de infeccéo de faringe (1V),
Escherichia coli ATCC 25922 (V), Escherichia coli entero-hemorrégica (EHEC) (VI),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15422 (VIl) e Pseudomonas aeruginosa oriunda de catéter
(VI).

Algumas espécies apresentaram efeito microbicida frente a cepas Gram-podtivas, no
entanto, nenhuma das espécies de Hyptis testadas agpresentaram atividade frente a cepas

Gram-negativas. Vae a pena ressdtar as aividades frente a cepa de S aureus resigtente a
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meticilina (MRSA) da particdo em acetaio de eila das folhas e inflorescéncias de H.
fasciculata e do extrato bruto em metanol/cloroférmio de H. heterodon, devido ao adto grau
de patogenicidade e ressténcia dessa cepa MRSA é comumente encontrado em hospitais,
sendo o principa reponsdvel em casos de infeccdo hospitdlar (KANTZANOU et al., 1999).
Dessa forma, ainda que tenham apresentado um pequeno halo de inibicdo, resultados
indicam o possivdl desenvolvimento de um agente tergpéutico contra MRSA com base em
uma dessas plantas. No intuito de se ter uma melhor resposta para a atividade do extrato bruto
em metanol/cloroformio frente a cepa de MRSA, 0 ensaio foi repetido, usando-se a mesma
metodologia, mas com o dobro de concentragdo do extrato (2,0 mg). Nesse caso, obteve-se
resultado semelhante a0 anterior, comprovando a eficacia do extrato, embora sga clara a
necessidade de estudos mais aprofundados. Os resultados para as particdes e extratos testados,

gue apresentaram alguma atividade, esto descritos natabela abaixo (Tabela X XI1).

Tabda XXII - Resultados da atividade antimicrobiana de partiches e extratos de H.
fasciculata, H. tetracephala e H. heterodon frente a cepas de S. aureus ATCC 25923 (1), S
aureus resgente a meticilina (MRSA) (1), S. pyogenes 75194 CDC #55-91 (Il1), S. pyogenes
isolado de infeccdo de faringe (IV), E. coli ATCC 25922 (V), E. coli entero-hemorrégica
(EHEC) (V1), P. aeruginosa ATCC 15422 (V1) e P. aeruginosa oriunda de catéter (VI11).

Halo de inibicdo (mm) em duplicata

Planta E;”a.t‘{o“ | I 1 v v v v | v
articio
H. fasciculata .
(Folhas e rflor.). Acetatodeetila [ 12/12| 9/11 |14/18(10/16| - | - - -
H.tetracgphala Diclorometano - 11/11|15/15| - | - - -
(Partes aéreas).
H. tetracephala | Acetato de
(Partes aéreas). dila i i 117121107121 - | -} - i
H. heterodon
" Metanol/
(Partesaéress) | qyoroformio - | PH*/11|10/10|12/122) - | - | - -
(1,0 mg)
H. heterodon
" Metanol/
(Partes aéreas) Cloroformio - 10/11 - - -1 - - -
(20 mg)

*PH = Pseudo-halo.

127



RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade Antinociceptiva:

No intuito de avdiar possivels efeitos antinociceptivos do extrato etandlico das
folhas e inflorescéncias de H. fasciculata, foram redizados dois ensaios diferentes. Em ambos
0S casos, administrou-se via ord doses equivdentes a 50 e 100 mg/Kg de cada uma das
particbes em hexano (HFFH), diclorometano (HFFD), acetato de etila (HFFA) e n-butanol
(HFFB).

A dividade andgésica periféica das particbes de H. fasciculata foi testada pela
metodologia das contorgdes dolorosas induzidas peo écido acético, obtendo-se o percentua
de inibicdo em torno de 20% para quase todas as partices, quando comparadas com 0 grupo
controle. A particdo em acetato de etila (HFFA) mostrou um percentua de redugdo maior com
a dose de 50 mg/kg, 45%, e foi a particéo que apresentou maior atividade com a dose de 100
ma/kg, 34,8%. Esse dado poderia ser explicado pelo fato de que em uma concentragdo maior
a s0lucéo preparada ficou mais viscosa, 0 que pode ter prejudicado a absor¢do completa no
gpardho gadtrointestinad. A particdo em n-butanol (HFFB) foi a que obteve a menor reducéo,
com a dose de 100 mg/kg, apresentando um percentud de inibicdo proximo ao do grupo

controle (Tabela XXI1l e Gréfico ).

Tabeda XXIII - Efeto das partiches do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias de Hyptis
fasciculata nas contorgdes abdominais induzidas por &cido acético.

- Dose Numero de o
Particdo (mgkg) contor cdes % deinibicdo
Controle 76.7+£3.9
HFFH 100 61.7+5.1* 19,5
HFFD 100 73.8+4.6 3,8
HFFA 100 50+10.7* 34,8
HFFB 100 76.5+8.2 0,3

Os valores foram expressos como média + desvio padrao (n=10). *p<0.05 (teste T de Student).
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Gréfico |: Resultado do efeito das partiches do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias
de Hyptis fasciculata em % de inibicdo das contorgdes abdominais induzidas por é&cido
acetico.

E Controle
HFFH
O HFFD
O HFFA
HFFB

Para avdiar ¢ 0 efeto antinociceptivo periférico observado ocorre também em um
modelo de anadgesia centra espinhal, foram testadas as particdes, na dose de 100 mg/kg, no
modelo de retirada da cauda. Como pode ser observado na tabela XXIV, as particdes HFFB e
HFFH foram as que registraram o0s maiores indices de antinocicepgdo da retirada da cauda
(IARC), com niveis maximos nos tempos entre 80 e 120 minutos apdés a administracdo ord
(Gréfico 11). Ja as particbes HFFA e HFFD mostraram valores de IARC bem menores e,

guando comparados com a curva do grupo controle, ndo revelaram diferenca significativa

Tabela XXIV - Efeito das partices de Hyptis fasciculata nos indices de antinocicepcdo da
retirada da cauda (IARC) apds a administracdo via oral na dose de 1,0 mg/kg. Grupo controle
tratado com Morfing viaord, 1 mg/kg.

IARC
Tempo aposa

administracdo dos | Controle | HFFH | HFFD | HFFA HFFB

extratos (minutos)
C1l 0,03 - - - -
Cc2 -0,03 - - - -
20 0,02 0,07 0,11 0,05 0,08
40 0,04 0,21 0,03 0,12 0,24 *
60 0,11 0,17 0,06 0,13 0,14
80 0,22 0,37 * 0,11 0,08 0,31*
100 0,28 0,20 * 0,11 0,06 0,27*
120 0,19 045* 0,03 0,08 0,18

Os valores foram expressos como média + desvio padréo (n=10). *p<0.05 (teste T de Student).
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Gréfico Il: Resultado do efeito das partiches do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias
de Hyptis fasciculata nos indices de antinocicepcdo da retirada da cauda (IARC). Controle
feito com Morfina

0,5 -

0,4 -

0.3- HFFH
O HFFD
EE: 0,2 1 HFFA
- HFFB

0,11 I_L I @ controle

O |_| T I_ll T T T T T
C1 Cc2 20 40 60 80 100 120
-0,1 -

Tempo (minutos)

Atividade Antiinflamatoria:

Para andlise da possivel atividade antiinflamatoria das partigdes do extrato etandlico das
folhas e inflorescéncias de H. fasciculata, foi usado o modelo da formaina, nas mesmas condigoes
descritas nos testes de atividade antinociceptiva. Esse modelo é caracterizado por possuir duas fases
digintas. Uma primeira decorrente de estimulo direto dos rociceptores locaizados na pata do
anima, com duracdo aproximada de 5 minutos. Uma segunda fase devida a liberacdo de
mediadores agésicos e inflamatdrios enddgenos, com duragéo gproximada de 15 minutos.

Observou-se que nenhuma das partiches foi cgpaz de reduzir Sgnificativamente a
primeira fase da resposta, indicando que provavemente ndo estdo agindo diretamente nos
nociceptores localizados na pata do anima. Quando os efeitos das partiches na segunda fase
da reacdo a formdina foram avaiados, observou-se que a particdo HFFA foi capaz de reduzir
sgnificativamente, dcancando nivels de inibicdo superiores a 50%. HFFH reduziu em torno
de 50% a segunda fase, enquanto as particdes em diclorometano e em n-butanol (HFFD e

HDDB, respectivamente) ndo mostraram atividade sgnificativa (Tabda XXV e Gréfico 111).
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Tabda XXV - Efeito das partices de Hyptis fasciculata (na dose de 100 mg/kg), no modelo
daformdina

Tempo de Lambida (segundos)/Extr atos

Fase | Controle HFFH HFFD HFFA HFFB
la 51,3+8,1 |423+123 |623+94 39,1+48 58,9+ 6,9
2a |1589+124|776+152*|156,4+138 |56,2+93* |144,7+13,1

Os valores foram expressos como média + desvio padrao (n=10). *p<0.05 (teste T de Student).

O moddo da formdina é muito utilizado quando se pretende estudar possivels
efetos antiinflamatdrios de substancias devido a ocorréncia de liberacdo dos mediadores
inflamatorios, tais como prostaglandinas, na segunda fase da resposta (HUNSKAAR et al.,
1986). O fato de que dguns extratos inibiram somente a segunda fase pode ser indicativo de

gue sua acdo sga decorrente de inibicio da via de sintese das prostaglandinas, via

ciclooxigenase 1 e/ou 2 (DIRIG et al., 1997).

Gréfico I1l: Resultado do efeito antiinflamatorio das particbes do extrato etandlico das folhas
e inflorescéncias de Hyptis fasci culata no modelo daformdina

160 -‘/ e

140+
120+
100
Tempo de E Controle
lambidas  80- HFEH
(segundo) | | | |oHFFD
OHFFA
407 HFFB
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Atividade Antioxidante:

O ensao de dividade antioxidante € um procedimento de rotina no laboratério
Laguel, onde o DPPH é usado como agente oxidante. Para o primeiro ensaio foram testados
extratos etandlicos das partes aéreas de H. tetracephala e H. elegans como uma triagem
prévia de atividade. Como controle postivo foram feitos dois extratos, o etandlico comercid
de Ginkgo hiloba (EGb 761%) a 1,0 mg/mL e o extrato metandlico de rutina a 0,5 mg/mL.
Ambos foram tratados da mesma forma que as amostras. Os testes foram redizados em
triplicata.

Na Tabela XXVI encontram-se os vaores de CE50, a concentracdo necessaria para
se obter metade do efeito antioxidante méximo estimado em 100%, para 0s extratos etandlicos
testados. Os vaores de CES0 foram obtidos por regressio linear, com coeficiente de
determinagdo ¥ 3 0,80. O tratamento estatistico dos dados de trés testes separados (ANOVA)
evidenciou que estes B0 edtaigticamente equivaentes (p = 0,05). Ambos os extratos testados
apresentaram boa atividade antioxidante, sendo seus valores de CES50 menores que 100
ng/mL, tendo como base o valor de CE50 obtido para 0 EGb 761% (41,53 + 0,11 ny/mL). No
entanto, o resultado do extrato etandlico de H. tetracephala (35,04 + 2,35 ng/mL) foi mehor
do que o obtido com o extrato de H. elegans (87,88 + 3,45 ng/mL), valendo a pena ressdtar a

diferenca de atividade entre as duas amostras.

Tabda XXVI - Vaores de CES0 para os extratos etandlicos de H. elegans e H. tetracephala
testados com DPPH e os controles positivos Ginkgo biloba e rutina

ESPECIE / SUBSTANCIA PARTE DA PLANTA *CES0+ DP
Hyptis elegans Partes aéreas 87,88+ 3,45
Hyptis tetracephala Partes agreas 35,04+ 2,35
Ginkgo biloba (Egb 761%) Folhas 41,53+0,11
Rutina 11,95+ 0,43

*CES50 = concentracéo suficiente para se obter metade do efeito maximo estimado em 100%;
DP = desvio padréo paran = 3; valores obtidos por regressdo linear com 95% de confianca.
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No Gréfico IV podemse comparar as atividades antioxidantes obtidas para os trés

extratos etandlicos testados.

Gréfico IV: Atividade antioxidante % versus Ln da concentracdo (ng/mL) dos extratos
etandlicos de H. elegans, H. tetracephala e Ginkgo biloba como padréo.
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Apés a redizacdo dos ensaios com 0s extratos etandlicos, quando se pdde observar
tamanha discrepancia entre os resultados de duas espécies do mesmo género, foi feito novo
ensaio, usando-se dessa vez as particdes de diferentes polaridades do extrato etandlico das
partes aéreas de H. elegans, uma vez que foi esta a planta que gpresentou menor atividade
antioxidante. O novo ensao visa verificar se tad dividade poderia estar concentrada em
aguma particdo de diferente polaridade. Para segunda fase do ensaio, foram utilizadas
particdes em hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol.

Conforme o sugerido por MENSOR (1999), geramente as particdes mais polares sdo
as que tém atividade antioxidante (AA) mais ata, sendo 0 mesmo encontrado para as particoes
de H. elegans. A maior aividade foi obtida, no entanto, para a particio em acetato de etila
(13,62 + 1,65 ngmL), enquanto que a particdo mais polar (butandlica) apresentou menor
atividade (CE50 = 57,82 + 3,57 ng/mL). Vde ressdtar que o potencia antioxidante evidenciado
pela particdo em acetato de etila foi maior do que a atividade do extrato padronizado de Ginkgo
biloba (Egb 761%), amplamente utilizado na medicina aud, por Suas propriedades
antioxidantes. A paticdo mas agpolar (hexanica) ndo gpresartou dividade dggnificdiva,

reforcando a relacdo entre AA e polaridade (Tabela XVII). Baseando-se na verificacdo da
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estrutura molécular do DPPH, pode-se sugerir que a elevada atividade das particdes polares
sga, provavelmente, devida a presenca de substancias com grupamentos hidroxila, disponiveis

para doar um radica hidrogénio & molécula oxidante (MENSOR, 1999).

Tabela XVII - Vaores de CES0 para as particdes do extrato etandlico de H. elegans testadas

com DPPH e os controles positivos Ginkgo biloba e rutina.

. A PARTE DA N

ESPECIE / SUBSTANCIA PLANTA SOLVENTE CES0 £ DP
Hyptis elegans Partes aéreas Hexano
Hyptis elegans Partes aéreas Diclorometano 233,37 £ 0,95
Hyptis elegans Partes agreas Acetato de etila 13,62 £ 1,65
Hyptis elegans Partes aéreas n-butanol 57,82 + 3,57

Ginkgo biloba (Egb 761) Folhas Etanol 41,53+ 0,11
Rutina Metanol 11,95+ 0,43

*CES50 = concentracao suficiente para se obter metade do efeito maximo estimado em 100%;
DP = desvio padréo paran = 3; vaores obtidos por regressdo linear com 95% de confianca.

O Gréfico V mostra a comparacéo entre as atividades antioxidantes encontradas para
as particbes do extrato etandlico de H. elegans, evidenciando a superioridade do efeito da

partico em acetato de etila frente ao extrato de Ginkgo biloba usado como controle.

Gréfico V: Atividade antioxidante % versus Lnh da concentracdo (ng/mL) de particdes do
extrato etandlico das partes aéreas de H. elegans e 0 extrato etandlico de Ginkgo biloba como
padréo.
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Atividade Moluscicida:

A equistossomose é um problema de salde publica que afeta mais de 200 milhdes
de pessoas principalmente em &ress irrigadas da Africa tropica e subtropical, da América do
Sul e do sudeste Asidico. No Brasl, doenca se gpresenta endémicamente aé hoje.
Caramujos do género Biomphalaria, Bulinus e Oncomelania sdo importantes vetores do
Schistossoma mansoni, 0 parasita causador da doenca. Um programa de controle efetivo para
0 seu combate requer medidas que combinem o tratamento das pessoas infectadas com a
diminacdo do hospedeiro intermediario do parasta. A aplicacdo de drogas moluscicidas € o
méodo mais importante de diminacdo aguatica de caramujos, especidmente os do género
Biomphalaria. Devido a0 grande interesse na busca de novos produtos derivados de plantas
com daividade moluscicida, muitas substéncias de origem vegetd e extratos tém sdo
apontados como promissores para o controle desses caramujos (MENEZES, 1997).

As quatro espécies de Hyptis foram avdiadas quanto a sues atividades frente a
moluscos da espécie Biomphalaria glabrata, seguindo a técnica descrita anteriormente (parte
experimenta, p. 70). A importancia desse ensaio se da peo fao de as plantas estudadas terem
carcterigticas aquéticas, sendo encontradas em lugares Umidos, em beras de acudes e
banhados, locais onde sfo encontrados também os caramujos hospedeiros do parasita, sendo,
assm, de interesse para as populagdes dessas regides. As partiches mais polares das quatro
egpécies gpresentaram  atividades maiores, enquanto que nenhuma das cinco partigdes
hexénicas testadas apresentou atividade. A espécie Hyptis tetracephala foi a que obteve
melhores resultados, gpresentando efeito moluscicida nas particdes em diclorometano, acetato
de etila e n-butanol do extrato etandlico. O controle positivo foi feito com extrato etandlico de

Phytollaca dodecandra, que apresentou 100% de atividade (Tabela X V111 e Gréfico V1).
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Tabela XVIII - Atividade moluscicida das particbes dos extratos etandlicos de Hyptis
fasciculata, Hyptis tetracephala, Hyptis heterodon e Hyptis elegans sobre o caramujo

Biomphalaria glabrata.

ESPECIE PARTE USADA PARTICAO MORTALIDADE
em 10 ppm (%)
Hyptis fasciculata Caules Hexano n.a
Hyptis fasciculata Caules Diclorometano n.a
Hyptis fasciculata Caules Acetato de etila 35
Hypitis fasciculata Caules n-butanol 60
. . Florese
Hyptis fasciculata Inflorescncias Hexano n.a
Hyptis fasciculata | nﬂFI orese. Diclorometano n.a
orescéncias
Hyptis fasciculata | nﬂl;lrore§ © ias Acetato de etila 25
Hyptis fasciculata F orese. n-butanol 40
Inflorescéncias

Hyptis tetracephala Partes Aéreas Hexano n.a
Hyptis tetracephala Partes Aéreas Diclorometano 20
Hyptis tetracephala Partes Aéreas Acetato de tila 60
Hyptis tetracephala Partes Aéreas n-butanol 80
Hyptis heterodon Partes Aéreas Hexano n.a
Hyptis heterodon Partes Aéreas Diclorometano n.a
Hyptis heterodon Partes Aéreas Acetato de etila 80
Hyptis heterodon Partes Aéreas n-butanol 60
Hyptis elegans Partes Aéreas Hexano n.a
Hyptis elegans Partes Aéreas Diclorometano n.a
Hyptis elegans Partes Aéreas Acetato de dtila 50
Hyptis elegans Partes Aéreas n-butanol 50

n.a = nenhuma atividade detectavel.

136



RESULTADOS E DISCUSSAO

Gréfico VI: Resultado da atividade moluscicida das espécies de Hyptis sobre o caramujo
Biomphalaria glabrata.
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CONCLUSOES

O estudo quimico das espécies de Hyptis, até entéo inéditas sob esse aspecto, evidenciou

ariqueza dessas plantas na sintese de triterpenos &cidos.

Além dos triterpenos, presentes mgoritariamente nos extratos estudados, foram
identificados  lignanas, a sesamina e um deivado (meilpiperitol), dois derivados

fenilpropanoidicos, o acido caféico e o &cido rosmarinico entre outras micromol éculas.

Pode-se concluir, assm como 0 esperado para as espécies do género Hyptis, que
plantas candizaram evolutivamente a sintese dos metabdlicos especiais em direcdo a
producdo de triterpenos, dada a aprecidvel quantidade isolada desses derivados. No
entanto, € notdria a presenca de substéncias oriundas da via do chiquimato, representantes

da quimicalenhosa

Nota-se uma relacdo direta entre aumento de polaridade e concentracdo de acido ursolico

nas misturas de triterpenos andisadas.

A andise de migdturas condtituiu um méodo essencid para a redizacdo deste trabaho,
principdmente em rdacdo & misturas de triterpenos obtidas, consderando-se a

dificuldade de separacéo apresentada por classe de substéncias.

Vade resdtar que nenhum diterpendide foi encontrado nas espécies estudadas
provavelmente devido a dicotomia quimica entre a producdo de triterpenos e diterpenos.
Se os diterpenos edtiverem presentes nessas duas espécies, estardo em  quantidades
infimas comparadas com a de triterpenos, de forma que as técnicas utilizadas ndo seriam

capazes de evidencia-los.

Os testes farmacologicos redizados indicam o potencid que espécies tém em
dntetizar substdncias com propriedades biodinamicas, podendo-se sugerir uma grande

relacdo entre a ata concentrac@o de triterpenos isolados e as atividades evidenciadas.
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10.

11.

CONCLUSOES
Da Hyptis fasciculata, a particdo em acetato de etila do extrato etandlico das folhas e
inflorescéncias gpresentou boa resposta nos testes de aividade antimicrobiana frente a
todas as cepas Gram-podtivas tedtadas, incluindo a de MRSA, nos de atividade
antiinflamatéria e nos ensaios de andgesia peiféica No moddo de andgesia centrd
espinha testado, as particbes em hexano e em n-butanol foram as mais efetivas, chegando
a gpresentar melhores resultados do que a morfina, substancia usada como controle. Dos
calles, a paticdo em n-butanol do extrato eandlico agpresentou certa atividade

moluscicida

Da Hyptis tetracephala, a particdo em diclorometano do extrato etandlico das partes
aéreas demongtrou efeito antimicrobiano frente a diferentes cepas de S. pyogenes e
adguma atividade moluscicida, no entanto, foram as particbes em acetato de etila e n-
butanol que apresentaram maior potencid em matar oS caramujos vetores do
Schistossoma mansoni. O extrato etandlico dessa espécie apresentou boa atividade

antioxidante, quando testado pelo méodo do DPPH.

Da Hyptis heterodon, o extrato em metanol/cloroformio das partes aéreas foi ativo frente
a cepa de MRSA e a diferentes cepas de S pyogenes. As partiches em acetato de etila e
em n-butanol do extrato etandlico das partes aéreas apresentaram também interessante

resposta moluscicida

Da Hyptis elegans, a particdo em acetato de etila do extrato etandlico das partes aéreas
demonstrou dta atividade antioxidante, gpresentando CE50 menor do que a obtida para o
extrato padronizado de Ginkgo biloba (Egb 761%), usado como controle positivo. As
particdes em acetato de etila e em n-butanol do extrato etandlico das partes aéreas

apresentaram também certa atividade moluscicida.
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