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RESUMO

Este trabalho relata o estudo fitoquimico dos constituintes volateis das folhas e
inflorescéncias de Hyptis carvalhoi Harley (Lamiaceae), como também dos
constituintes quimicos ndo-volateis da parte aérea. Os constituintes volateis foram
obtidos por hidrodestilacdo e analisados por CG/EM, permitindo a identificacdo de nove
constituintes quimicos, dos quais 0s componentes majoritarios foram identificados
como sendo o globulol (47,45%) e o p-cariofileno (18,75%). A andlise fitoquimica do
extrato etandlico da parte aérea resultou no isolamento de seis metabolitos secundarios,
todos pertencentes a classe dos diterpenos abietanos: rosmanol, 7a-etoxirosmanol, 7a-
metoxirosmanol, 74-metoxirosmanol, galdosol e epiisorosmanol. Os constituintes nao-
volateis isolados foram submetidos a testes de citotoxicidade in vitro, em que nenhum
dos diterpenos apresentou atividade significativa, frente as linhagens de células
estudadas. A determinacéo estrutural dos constituintes ndo-volateis foi realizada através
de métodos espectrométricos EM, IV e RMN *H e C, inclusive técnicas uni e
bidimensionais (HMBC, HSQC, *H,"H-COSY e NOESY) e comparacio com dados da

literatura.

Palavras-chaves: diterpenos abietanos, Lamiaceae, Hyptis carvahoi



ABSTRACT

This work reports the phytochemical study of the volatile constituents from leaves and
flowers of Hyptis carvalhoi Harley (Lamiaceae), as well of the non-volatile constituents from
shoot. The volatile constituents were obtained by hidrodistillation while GC/MS was used for
identification. Nine constituents were obtained, which globulol (47,45%) and p-caryophyllene
(18,75%) were the major components. The phytochemical analysis of the ethanol extract from
shoot, resulted to the isolation and characterization of the six secondary metabolites belonging
to the class of the abietane diterpenes: rosmanol, 7a-ethoxyrosmanol, 7a«-methoxyrosmanol,
7p-methoxyrosmanol, epiisorosmanol and galdosol. The non-volatile constituents isolated
were subjected to in vitro cytotoxicity assays, which diterpenes no showing significant
activity. The structure determination of all non-volatile constituents was performed by mean
of spectroscopic such as MS, IR, *H and **C NMR, including uni and bidimensional pulse
sequences (NOESY, COSY, HSQC and HMBC) and comparison with the data described in
the literature.

Keywords: abietane diterpenes, Hyptis carvalhoi, Lamiaceae
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1. INTRODUCAO

Lamiaceae ¢ uma vasta familia com cerca de 300 géneros e 7500 espécies, de
distribuicdo cosmopolita, mas centrada, principalmente, na regido mediterranea, onde
constitui parte integrante da vegetacdo (SOUZA e LORENZI, 2008). Muitas espécies de
diferentes géneros da familia Lamiaceae sdo importantes para extracdo de 0leos essenciais
(Mentha, Lavandula, Marrubium, Nepeta, Ocimum, Origanum, Rosmarinus, Salvia, Satureja,
Thymus, Hyptis etc.), tanto para uso cosmético, como condimentar, aromatico e/ou medicinal.
H& também o uso caseiro de varias espécies, tanto para chas, condimentos e uso medicinal
com as mais diversas propriedades (FALCAO e MENEZES, 2003). Além disso, as espécies
desta familia séo relativamente bem estudadas do ponto de vista quimico, onde 0os compostos
terpenoidicos aparecem como componentes principais, destacando-se o0s diterpenos,
principalmente com esqueletos do tipo labdanico (1) e abietanico (2) (ALVARENGA et al.,
2001).

ESQUELETO LABDANO ESQUELETO ABIETANO
(1) (2)

O género Hyptis é composto por aproximadamente 580 espécies e muitas destas
possuem grande importancia econdmica e etnofarmacoldgica, pois sdo utilizadas como
condimentos importantes em culinaria, sendo apreciadas pelo aroma ou pelo sabor que
conferem aos alimentos (MENEZES, 1994) e utilizadas para diversos fins medicinais, ndo s
no Brasil (BARBOSA e RAMOS, 1992), mas também no México (KUHNT, RIMPLER e
HEINRICH, 1994; NOVELO et al, 1993; PEREDA-MIRANDA e DELGADO, 1990;
PEREDA-MIRANDA e GASCON-FIGUEROA, 1988), india (MISRA et al, 1981;
MUKHERJEE, K., MUKHERJEE, R. e GHOSH, 1984), China (LEE et al, 1988), Tailandia
(ALMTORP, HAZELL e TORSSELL, 1991) Caribe (PORTER et al. 1995), Panama
(GUPTA et al, 1996), Norte da Nigéria e em outras localidades da Africa (AYCARD et al,
1993).

Dentre as espécies do género com propriedades medicinais destacam-se H. suaveolens,
com propriedades antisépticas comprovadas; H. capitata, usada contra resfriados, febre e

asma; H. verticillata com propriedades anti-infecciosas, antihelmintica e expectorante; H.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93leo_essencial
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mentha
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lavandula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Marrubium
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nepeta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ocimum
http://pt.wikipedia.org/wiki/Origanum
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rosmarinus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Salvia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Satureja
http://pt.wikipedia.org/wiki/Thymus
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pectinata com propriedades antibacteriana e anti-micotica; H. mutabilis usada contra
desordens gastrointestinais e malaria e H. albida com propriedades anti-sépticas (FALCAO e
MENEZES, 2003). Além de serem utilizadas na medicina tradicional, as plantas do género
também apresentam inimeras atividades bioldgicas comprovadas como, antifungica (De
OLIVEIRA et al, 2004); antiulcerogénica (BARBOSA e RAMOS, 1992); antibacteriana
(SOUZA et al, 2003); antidepressiva (BUENO et al, 2006) e ainda atividade larvicida frente
as larvas de Aedes aegypti (COSTA et al., 2005).

O presente trabalho teve como objetivo contribuir com o conhecimento quimico do
género Hyptis, através do estudo quimico inédito de Hyptis carvalhoi Harley, em que
possibilitou o isolamento e caracterizagdo estrutural de seis diterpenos abietanos da parte
aérea e a analise dos constituintes volateis presentes nas folhas e inflorescéncias da espécie
estudada.

O capitulo 2 apresenta algumas consideracfes botanicas sobre a Familia Lamiaceae e
0 género Hyptis.

A quantidade de diterpenos do tipo abietano encontrados em H. carvalhoi Harley
motivou a conhecer melhor este tipo de esqueleto, analisando algumas consideracdes
biogenéticas, capitulo 3.

No capitulo 4 encontra-se um levantamento bibliografico de metabdlitos secundarios
isolados de espécies do género Hyptis.

A determinagdo estrutural dos constituintes quimicos fixos e a identificacdo dos
constituintes volateis do 6leo essencial de H. carvalhoi Harley encontram-se descritos no
capitulo 5.

No capitulo 6 aborda-se o procedimento experimental, no qual estdo descritos 0s
dados de coleta do material, técnicas utilizadas, especificacbes de equipamentos e
procedimentos para obtencdo do 6leo essencial e dos componentes fixos.

Este trabalho encerra-se com uma conclusdo no capitulo 7 e no capitulo 8 as
referéncias bibliograficas.

A producdo deste trabalho e apresentacdo final da redacdo foi baseada segundo as
normas para apresentacdo de trabalhos académicos da Universidade Federal do Ceara,
realizadas em de acordo com as normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(MELO, 2007).
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2. CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Considerac0es botanicas sobre a familia Lamiaceae
Lamiaceae possui distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de 300 géneros e 7500
espécies. No Brasil ocorrem 28 géneros e cerca de 350 espécies (SOUZA e LORENZI, 2008).
De acordo com Souza e Lorenzi (2008), a familia Lamiaceae é constituida por:
“Ervas ou arbustos, menos freqlientemente arvores, comumente
aromaticos, com ramos geralmente quadrangulares. Folhas opostas ou
menos frequentemente verticiladas ou alternas (Amasonia), simples,
raramente compostas (Vitex), sem estipulas, geralmente serreadas.
Inflorescéncias geralmente cimosas, freqiientemente congestas; flores
frequentemente vistosas, bissexuadas, zigomorfas, diclamideas; célice
pentamero, gamossepalo, prefloragdo geralmente imbricada, em geral
persistente na frutificagdo; corola pentdmera, gamopétala, geralmente
bilabiada, prefloragcdo imbricada; estames 2 ou 4, neste caso didinamos,
epipétalos, anteras rimosas; ovario supero, bicarpelar, bilocular ou
tetralocular pelo desenvolvimento de um falso septo, geralmente
profundamente 4-lobado e, neste caso, estilete geralmente ginobasico;
ovulos 2 por carpelo. Fruto geralmente baga ou esquizocarpo.” (Figura 1,

abaixo)

5 unidades

_ depétalas i
s WY
5 unidades “«?P

de sépalas

Ramos Flores maduras dentro
quadrangulares da capsula da semente

Figura 1 — Prancha revelando as caracteristicas botanicas da familia Lamiaceae.
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Dentre 0s géneros cultivados no Brasil estdo incluidas muitas ervas aromaticas, como
a lavanda (Lavandula angustifolia), a erva-cidreira (Melissa officinalis), o poejo (Mentha
officinalis), a alfavaca (Ocimum gratissimum), o orégano (Origanum vulgare), o boldo-
brasileiro (Plectranthus barbatus), o alecrim (Rosmarinus officinalis), o tomilho (Thymus
vulgaris) e a hortelda (Mentha spp.). Nos cerrados e campos rupestres brasileiros s&o
freqlientes espécies de Eriope e Hyptis (SOUZA e LORENZI, 2008).

A acumulacdo de 6leos essenciais em algumas espécies da familia Lamiaceae esta
associada com a presenca de estruturas secretoras altamente especializadas, conhecidas como

tricomas glandulares, presentes principalmente nas folhas e calices (CAVALCANTI, 1997).
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2.2 Consideracdes gerais sobre o género Hyptis Jacquin
O género Hyptis é composto por cerca de 580 espécies exclusivamente neotropicais,
distribuidas desde o sul dos Estados Unidos e Caribe até a Argentina, excluindo-se somente o
extremo sul. Algumas espécies invasoras sdo bem estabelecidas na Asia, Africa e norte da
Australia. O centro da diversidade do género se encontra nos campos cerrados do Brasil
Central, mais especificamente nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goids (BORDIGNON,
1990).
Conforme Epling (1949 apud Falcdo, 2003), o género Hyptis apresenta:
“variabilidade na forma vegetativa e no habito, no entanto, sua estrutura
floral é extraordinariamente uniforme. A corola tem apresentado muito
pouca modificacdo durante o decurso da evolucdo. O calice é
completamente uniforme, salvo o que diz respeito a forma e a distancia
relativa dos seus dentes, mas se diversifica nos frutos. Quase toda essa
diversificacdo ocorre em funcdo do desenvolvimento do tubo, que
normalmente se alarga na parte inferior e resulta em formas modificadas;
os dentes conservam quase a mesma forma, e a distancia entre eles ndo

varia, apenas aumenta de tamanho.”
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(B)
Figura 2 — Fotos de Hyptis carvalhoi Harley; (A) detalhe da planta em seu habitat natural; (B) detalhe para as
folhas e inflorescéncias; (C) destaque para as inflorescéncias. Fotos: Prof. Edilberto Rocha Silve
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3 CONSIDERAQC)ES BIOGENETICAS SOBRE DITERPENOS
3.1 Consideracdes sobre diterpenos abietanos

Os diterpenos constituem um grande grupo de compostos e estes sdo formados pela
condensacdo do pirofosfato de farnesila (FPP) a molécula do pirofosfato de isopentenila
(IPP), dando origem ao pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) (Quadro 1, abaixo) (DEWICK,
2002). Muitos diterpenos conhecidos sdao compostos ciclicos, cuja biossintese é feita a partir
do precursor pirofosfato de geranilgeranila, um diterpeno de cadeia aberta, por reacdes de
ciclizacdo via ions carb6nio. Eles sdo encontrados em plantas superiores, fungos, insetos e
organismos marinhos (GEISSMAN, 1969).

[
X X X~"0pPp

difosfato de farnesila
(FPP)

. Y adicdo eletrofilica formando
)\/\)\/\)\@/ )\/opp cation terciario

cation alilico pirofosfato de isopentenila
(IPP)
N N X @ OPP perda estereoespecifica
; de préton
HR Hs
NN NN NN NN OPP

pirofosfato de geranilgeranila
(GGPP)

QUADRO 1 - Formacéo do pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) (DEWICK, 2002)
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As ciclizagbes mais comuns do pirofosfato de geranilgeranila (GGPP) (3) sdo
iniciadas pelo ataque eletrofilico a ligacdo dupla terminal, acompanhado por controles
estereoeletronicos e um fechamento concertado do anel (GEISSMAN, 1969). A
estereoquimica do produto é controlada pelo dobramento do substrato na superficie da
enzima, formando o pirofosfato de copalila (4) ou o pirofosfato de labdadienila (5),
dependendo da forma de dobramento da molécula de GGPP (DEWICK, 2002).

Figura A

‘ \ OPP
(-)-copalila PP
3) (4)
Figura B
N
rg/A 7 =
H@J H H H H
GGPP labdadienila PP
3) (5)

De acordo com Dewick, 2002, a partir do copalila PP formam-se os ent-kauranos (6),
uma serie de diterpenos denominada enantiomérica, mas a estereoquimica mais comum € a

encontrada para o labdadienila PP (5).

(6)

A estereoquimica tipica do pirofosfato de labdadienila, que ¢ um intermediario na
biossintese de diterpenos tri e tetraciclicos, pode ser vista na estrutura do acido abiético (11)
(Quadro 2, p. 10), o componente majoritario da resina de pinheiros. Inicialmente o sistema

triciclico é formado pela perda do difosfato, levando a formagdo do carbocétion no terceiro
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anel do sistema. O cétion perde um proton para formar o sandaracopimaradieno (9) (Quadro
2, p. 10), um diterpeno com esqueleto pimarano (7).

Os diterpenos com esqueleto abietano (8) sdo formados a partir dos pimaranos pela
migracdo do grupo metila localizado em C-13 para C-15, modificando a cadeia lateral e perde
um préton para formar o abietadieno (10) (Quadro 2, p. 10). Os carbonos metilicos podem ser
oxidados e a oxidacdo do anel C leva a um grande nimero de diterpenos abietanos aromaticos
(TORSSEL, 1983).

(") (8)

Este grande grupo de diterpenos é dividido em se¢des que incluem ainda os abeo-

abietanos (I, 11 e 111), seco-abietanos (V) e abietanos dimeros.

) (1) (1 (V)
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(€]
‘ H
“ aperdadopréton A~ l}J
' gera o alceno
SO0
labdadienila PP cation sandaracopimarenil (-)-sandaracopimaradieno

l C))

oxidacdo sequencial da metila
para acido carboxilico, via
alcool e aldeido

perda de préton
gera dieno

(-)-abietadieno cation abietenil

(-)-4cido abiético
(11) (10)

QUADRO 2 — Biogénese de diterpenos abietanos triciclicos (DEWICK, 2002).
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4. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

4.1 Levantamento bibliografico sobre constituintes ndo-volateis de espécies do género
Hyptis

O interesse fitoquimico, biolégico e farmacolégico das espécies ocorreu em 1952
quando a Hyptis suaveolens, precursora nos estudos do género, teve a composic¢ao quimica do
6leo essencial estudada, pois este era utilizado para o tratamento de diversas infeccoes,
(NAYAK e GUHA, 1952). A partir de entdo, o interesse das espécies do género foi relatado
devido sua utilizacdo na medicina tradicional, observando diversas propriedades medicinais e
também como condimentos, conferindo aroma aos alimentos (Hyptis oblongifolia e Hyptis
pectinata) (PEREDA-MIRANDA e DELGADO, 1990; PEREDA-MIRANDA et al., 1993),
repelentes de insetos (Hyptis spicigera) (AYCARD et al., 1993; PEREDA-MIRANDA e
DELGADO, 1990), fungicida (Hyptis ovalifolia) (SOUZA et al., 2003) e bactericida (Hyptis
martiusii) (COUTINHO et al., 2008).

As plantas do género Hyptis, do ponto de vista quimico, apresentam uma grande
variedade de classes de micromoléculas e descritas como: triterpenos e flavonoides
(PEREDA-MIRANDA e DELGADO, 1990), diterpenos com esqueleto do tipo labdano
(OHSAKI et al., 2005) e alguns com o esqueleto do tipo abietano (ARAUJO, LIMA e
SILVEIRA, 2004; COSTA-LOTUFO et al., 2008; CHUKWUJEKWUA et al, 2005;
URONES et al. 1998), lignanas e derivados a-piranicos (DENG et al. 2009; PEREDA-
MIRANDA et al. 1993) e ainda, da classe dos alcaloides, apenas a (R)-Hidroxipirrolidina-2-
ona foi isolada de H. verticillata (KUHNT, RIMPLER e HEINRICH, 1994).

O estudo de diterpenos abietanos no género Salvia (Lamiaceae) mostrou que
modificagdes quimicas nos substituintes do anel C, quando este se encontra oxidado, resultam
na mudanca da atividade bactericida da substancia. Por exemplo, uma substancia metoxilada
em C-12 (12) é mais ativa que uma hidroxilada (13), que por sua vez é mais ativa que uma
carbonilada (14), frente as bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (HARLEY,
1992).
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Levantamento bibliogréafico realizado no SciFinder tornou possivel o relato de nomes
e estruturas de constituintes quimicos ndo-volateis isolados de espécies do género Hyptis
(Tabela 1, p. 13). A semente de H. suaveolens é utilizada como condimento na culinéria
regional, por isso foi & Unica que teve a composi¢cdo da mucilagem da casca da semente
estudada, tendo sido identificados como principais constituintes os seguintes glicideos: L-
fucose, D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose e &cido 4-O-metil-D-glicurdnico
(GOWDA, 1984). Além dos agucares, os aminoacidos também foram pesquisados, chegando-
se a presenca de treonina, valina, arginina, serina, metionina, alanina, glutamina, leucina e
isoleucina nas folhas e caules; fenilalanina, glicina, triptofano, lisina e prolina nos frutos
(TIWARI, RAJWAR e RAWAT, 1979), no entanto, ndo foram encontrados fenilalanina nem
treonina nas sementes (RAO e NIGAM, 1971).

Na Tabela 1, da pag. 13 encontram-se relatados constituintes fixos, como triterpenos
pentaciclicos, lactonas a-piranicas, lignanas, acidos graxos, diterpenos triciclicos e um
sesquiterpeno, isolados de 20 espécies do género Hyptis. Observando assim a contribuicédo
guimiotaxondmica das espécies deste género e verificando que os diterpenos ndo séo

constituintes majoritarios destas espécies, pois encontram-se limitados.
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TABELA 1 — Metabolitos secundarios ndo-volateis isolados de espécies do género Hyptis publicados na
literatura de 1900 a 2009.

H. albida

TRITERPENOS
(PEREDA-MIRANDA e DELGADO, 1990)

4cido oleandlico *4cido betulinico acido ursolico
(15) (16) (17)

3ﬁ-hidroxid lean-28,134-olideo 3ﬂ-hidroxi0Iedn-ll-en-28,13ﬂ-olideo
(18) (19)

ESTEROIDE
(PEREDA-MIRANDA e DELGADO, 1990)

S-sitosterol
(20)

FLAVONOIDES
(PEREDA-MIRANDA e DELGADO, 1990)

OCHs

OH O OH O
5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona 5-hidroxi-6,7,8,4’-tetrametoxiflavona
(apigenina) (gardenina B)

(21) (22)
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OH O
5-7-dihidroxi-6,8,4’-trimetoxiflavona
(nevadensina A)

(23)

OCHs

OH O
5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona
(24)

OH

5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona (ermanina)

H. brevipes
TRITERPENOS
(DENG et al., 2009)
acido ursolico acido maslinico
(17) (26)
LACTONAS
(DENG et al., 2009)
OAc o OAC oH
N A 0 0 H w
- " I OA/\@\ . e o7~
© OH o
brevipolida A brevipolida B
(27) (28)
P H o] OH o OH
O © N %OH OW )L/@
H 0 0" e
X H | OH
0 N i
OH o
brevipolida C brevipolida D
(29) (30)
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OAc OH OH
0.__O H i H Q
N _ oH On° _ w
OH o

brevipolida E brevipolida F
(31) (32)

FLAVONOIDES
(DENG et al., 2009)

OH O OH O
5,6,3'-trihidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona 5,3'-dihidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona (ayanina)
(33) (34)

OH O
3,5,3'-trihidroxi-7,4'-dimetoxiflavona (ombuina)
(35)

H. capitata

TRITERPENOS

(KASHIWADA et al., 1998)

- acido pomélico
(15) (16) (36)

acido oleandlico

(LEE et al., 1988)

- acido ursolico
(17)
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(YAMAGISHI et al., 1988)

3 HoH,C
acido 2a-hidroxiursdlico acido maslinico 4cido hiptéatico A
(37) (26) (38)

acido hiptatico B acido torméntico
(39) (40)

ESTEROIDE
(ALMTORP, HAZELL e TORSSELL, 1991)

estigmasterol
(41)

LACTONA
(ALMTORP, HAZELL e TORSSELL, 1991)

10-epiolguina
(42)




17

I Levantamento Bibliogrdfico

FLAVONOIDES
(KOBAYASHI, 1952)

OH O
4'-penziloxi-3-metoxi-5,7-dihidroxiflavona
(43)

(ALMTORP, HAZELL e TORSSELL, 1991)

H,CO

OH O
5-hidroxi-4°,7-dimetoxiflavona (apigenina)
(21)

LIGNANA
(ALMTORP, HAZELL e TORSSELL, 1991)

2,3-di(3',4'-metilenedioxibenzil)-2-buten-4-olideo
(44)

H. dilatata

DITERPENOS
(URONES et al., 1998)

- carnosol - rosmanol 70(- metilrosmanol
(45) (46) 47)
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OAc OAcC

11,12-diacetilepimetilrosmanol 11,12-diécetilepietilrosmanoI acido carnosico acetilado
(48) (49) (50)

- esquirolina B
(51)

H. emoryi

TRITERPENO
(TANOWTIZ, JUNAK e SMITH, 1984)

- acido betulinico
(16)

H. fasciculata

TRITERPENOS
(FALCAO e MENEZES, 2003)

acido oleandlico ) 4cido betulinico - acido ursolico
(15) (16) (17)
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(FALCAO, 2003)

ursenol-28
(52)

ESTEROIDES
(FALCAO e MENEZES, 2003)

[-sitosterol estigmasterol
(20) (41)

FLAVONOIDES
(ISOBE et al., 2006)

OH O
Cirsilineol cirsimaritina
(53) (54)

DITERPENOS
(OHSAKI et al., 2005)

OCHj

154-metoxifaciculatina 15a-metoxifaciculatina

(55) (56) metoxinepetafolina

(57)
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H. fructicosa

DITERPENOS
(MARLETTI et al., 1976)

OCHs

;
O

14-metoxitaxodiona
(58)
(DELLE et al., 1977)
Hyptol Dehidrocicloroileanona
(59) (60)
H. martiusii

DITERPENOS
(ARAUJO, UCHOA e SILVEIRA, 2003)

7-sec0-7(20),11(20)-diepoxi-7,14-
dihidroxiabieta-8,11,13-trieno Martiusane
(61) (62)

(ARAUJO, LIMA e SILVEIRA, 2004)

acido 12-metoxicarnosico
(63)
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(CHUKWUJEKWU et al., 2005)

“h
CH,0H

13-dioxoabiet-epi-8(14)-en-18-ol
(64)
(COSTA-LOTUFO et al., 2008)
: H
7p-hidroxi-11,14-dioxoabieta-8,12-dieno 7a-acetoxi-12-hidroxi-11,14-dioxoabieta-8,12-

(65) dieno

(66)

H. oblongifolia

TRITERPENOS
(PEREDA-MIRANDA, GARCIA e DELGADO, 1990)

- acido ursolico acido 2a-hidroxiursolico acido maslinico
17) (37) (26)

: acido pomolico acido 2a,3a-hidroxioleanolico
(36) (67)
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LACTONAS
(DELGADO, PEREDA-MIRANDA e VIVAR, 1985)

4-diacetoxi-10-epiolguina
(68)

(PEREDA-MIRANDA, GARCIA e DELGADO, 1990)

QAC OMe

6R-[5R,6S-(diacetiloxi)-1R-(hidroxi)-2R-(metoxi)-3E-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona
(69)

6R-[5R,6S-(diacetiloxi)-1S,2R-(dihidroxi)-3E-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona

(70)
H. pectinata
TRITERPENOS
(PEREDA-MIRANDA et al., 1993)
- acido betulinico acido ursolico

(16) (17)
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LACTONAS
(PEREDA-MIRANDA et al., 1993)

OAc
H

OAc OAc (0]

hyptolida pectinolida A pectinolida B
(72) (72) (73)

pectinolida C
(74)

(BOALINO et al., 2003)

QAC OH QAC OAc QAC OAc

o
pectinolida D pectinolida E pectinolida F
(75) (76) (77)
QAC
— __ O
—O0
OAc OAc —
pectinolida G
(78)
H. platanifolia
DITERPENOS
(ARAUJO et al., 2005)
ond H
19-oxo-inuroileanol 11,14-dihidroxi-12-metoxi-7-0x0-8,11,13-
(79) abietatrien-19,20-olida

(80)
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H. rhomboides

TRITERPENOS
(LIN et al., 1993)

] 4cido betulinico - acido ursolico acido 2a-hidroxiursoélico
(16) (17) (37)

acido hiptadiénico
(81)

ESTEROIDES
(LIN et al., 1993)

p-sitosterol estigmasterol
(20) (41)

p-sitosterol glicosilado
(82)
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FLAVONOIDES
(LIN et al., 1993)

OH O
canferol
(83)
canferol —O-rutinosideo quercetin-3-O-rutinosideo
(84) (85)
DITERPENOS
(LIN et al., 1993)

OH

o

i

OH

i

sugiol ferruginol 6-dehidroroileanona
(86) (87) (88)
H. salzmanii

FLAVONOIDES
(MESSANA et al., 1990)

OH
CH30 OH O
‘l |

OH O
4,2' 6'-trihidroxi-4'-
metoxichalcona
(89)

CHZO

OH O

(-)-sakuranetina
(90)

OCHs
CH30 I 0 O

OH O
(+)-naringenina-7,4'-dimetil éter
(92)

OH O
(-)-isosakuranetina
(91)
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LIGNANAS
(MESSANA et al., 1990)

Q
e

(-)-hinokinina
(95)
(+)-sesamina (-)-cubebina
(93) (94)
DITERPENO
(MESSANA et al., 1990)
(-)-salzol
(96)
H. spicigera
LACTONAS
(AYCARD et al., 1993)
0
?Ac
MeCH —
o |
OAc
0
Spicigera-d-lactona [5,6-diacetil-1,2-epoxi-1,5'(2'-penten-5'-olideo)-
(97) 3E-hepteno]
(68)

(PEREDA-MIRANDA, FRAGOSO-SERRANO e CERDA-GARCIA-ROJAS, 2001)

OAcC éAc
spicigerolida
(98)
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ACIDOS GRAXOS
(GRINDLEY, 1950; BARKER, 1950)

0
|
O e VN Y N
4cido linoléico

(99)
(6]
' o
HO
acido linolénico
(100)
0

NN NN NN N
HO

acido palmitico

(101)
0
MOH
acido oléico
(102)
(GRINDLEY, 1950)
(0]
A
OH
acido estearico
(103)
(BARKER, 1950)
0
| e —
HO
acido araquiddnico
(104)
DITERPENQOS
(FRAGOSO-SERRANO, GONZALEZ-CHIMEO e PEREDA-MIRANDA, 1999)

CH,OH

AcocH, =
19-acetoxi-2a,7a,15-trihidroxilabda-8(17),(132)-dieno
(105)
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HO.. .

AcocH;
15,19-diacetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(17),(132)-dieno
(106)

AcocH;
7a,15,19-triacetoxi-2a-hidroxilabda-8(17),(132)-dieno
(107)

CHO

AcocH;
19-acetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(17),(132)-dien-15-al
(108)

AcocH, =
19-acetoxi-7a,15-dihidroxilabda-8(17),(13Z)-dien-2-ona
(109)

ACOCH;
19-acetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-14,15-dinorlabd-8(17)-en-13-ona
(110)
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CH,OH

AcOCH,

2a,,70,15,19-tetrahidroxi-ent-labda-8(17),(13Z)-dieno
(111)

H. suaveolens

TRITERPENOS
(MISRA et al., 1983a)

4cido betulinico acido ursélico
(16) (17)

Acido 3-hidroxilup-20(29)-en-27-6ico
(112)

(MISRA et al., 1983b)

HO

Acido 3p-hidroxilup-20(29)-

S-amirina o
(113) en-28-0ico
(114)

o~-amirina
(115)
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(MISRA et al., 1981)

4cido o-peltoboiquintlico
(116)

(UPADHYAY, SINGH e MISRA, 1982)

campesterol

i i I I
friedelina upeo (119)

(117) (118)

(MUKHERJEE, K., MUKHERJEE, R. e GHOSH,1984)

acido urs-lé-en-3ﬂ-o|-29-éico acido 27-nor-olean-14-en-28-0ico
(120) (122)

(SALUJA e SANTANI, 1984)

acetato de lupeila
(122)
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(RAO, K., RAQ, L. e RAO, N., 1990)

acido hiptadiénico
(81)

ACIDOS GRAXOS
(RAO e NIGAM, 1972; MIRALLES e PARES, 1980; MIRALLES 1983)

o)
|
HO” N S S S TN TN TN
acido linoléico
(99)

(RAO e NIGAM, 1972)

NN
HO

acido palmitico

(101)

o)
M OH
acido oléico
(102)

(0]
e~
OH
acido esteérico
(103)

0]
HOMWN

acido palmitoléico
(123)
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DITERPENOS
(MANCHAND et al., 1974)

H H
CO,H CH,0OH
acido suaveolico suavelol
(124) (125)

(ZIEGLER et al., 2002)

HO
dehidroabietinol
(126)

(CHUKWUJEKWU et al., 2005)

HO
13a-epi-dioxiabiet-8(14)-en-18-ol
(64)

(GRASSI et al., 2006)

CH;0” N0
suaveolato de metila
(127)
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H. tomentosa

FLAVONOIDES
(KINGSTON, RAO e ZUCKER, 1979)

OH O
5-hidroxi- 4',3,6,7,8-pentametoxiflavona
(128)

OH O
5-hidroxi-4',6,7,8-tetrametoxiflavona
(22)

OH O OH O
5-hidroxi-3',4',6,7-tetrametoxiflavona eupatorina
(129) (130)
LIGNANAS

(KINGSTON, RAO e ZUCKER, 1979)

(+)-sesamina
(93)

H
(@) H
< o
oji I;RH $

CH30 OCH;
OCH;
deoxipodofilotoxina
(131)

H. umbrosa

DITERPENOS
(MONACHE et al., 1990)

umbrosona
(132)
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H. urticoides

TRITERPENO
(De VIVAR, VIDALES e PEREZ, 1991)

acido ursolico

(17)
LACTONA
(De VIVAR, VIDALES e PEREZ, 1991)
OAc OAc
hipurticina
(133)
FLAVONOIDE

(De VIVAR, VIDALES e PEREZ, 1991)

OH O
salvigenina
(134)

H. verticillata

TRITERPENOS

(NOVELO et al., 1993)

éc-ido oleandlico - acido ursolico acido 2a-hidroxiursoélico
(15) (17) (37)
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ééido maslinico
(26)

(KUHNT, RIMPLER, e HEINRICH, 1994)

acido rosmarinico
(135)

(BIGGS et al., 2008)

S-amirina a-amirina
(113) (115)

acido A(1)-1-benzoato-19a-hidroxi-urs-2(3),12(13)-dien-28-4ico
(136)

FLAVONOIDES
(KUHNT, RIMPLER, e HEINRICH, 1994)

OH g
sideritoflavona
(137)
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LIGNANAS
(GERMAN, 1971)

[S-peltatina
(138)

(NOVELO et al., 1993)

OCHj OCHj; OH

O @]
CL Ly egen:;
° | ° |
(0] (0]
HsCO ‘ OCH, H3CO ‘ OCH,

OCH3 OCH3 OCH3
metildehidro-s-peltatina éter ~ 5-metoxidehidropodofilotoxina Deoxypicropodophyllin
(139) (140) (131)

OH
0] 0]
L A
(0] | 0 |
ol Ol
HsCO OCH, HsCO OCHs

OCHs OCHjs OCHj3
dehidropodofilotoxina deoxidehidropodofilotoxina dibenzilbutirolactona
(141) (142) (143)

OCHj OCHj

4'-desmetildeoxipodofilotoxina B-apopicropodofilina Isodeoxipodofilotoxina
(144) (145) (146)
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(KUHNT, RIMPLER e HEINRICH, 1994)

0
< ‘|‘| o
0 : |

0

b MeO OMe
Deshidrodeoxipodofilotoxina o ) OMe
(147) Podofilotoxina Hyptinina
(148) (149)

OH

OMe o MeO OMe
MeO. \\ 0
Hoe (0]

MeO I o | h o)
OH * 0
Podorhizol Epipodorhizol " o
(150) P p(151) 4'-Desmetilpodofilotoxina
(152)
DITERPENOS
(PORTER, BIGGS e REYNOLDS, 2009)

OH

Royleanona 7-Acetoxihorminona 7,6-Dehidroroyleanona
(153) (154) (155)
OH

11,14-Dihidroxi-12-metoxiabieta-8,11,13-trien-7-ona
(156)

7-acetoxi-12-metoxi-abieta-8,12-dien-11,14-diona
(157)
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CH,
11,14-dihidroxi-12-metoxi-18(4 +3/H) abeo-abieta-4(19),8,11,13-tetraen-7-ona
(158)

7-Acetoxi-16-benzoiloxi-12-hidroxiabieta-8,12-dien-11,14-diona
(159)

SESQUITERPENOS
(PORTER et al., 1995)

Cadina-4,10(15)-dien-3-ona

(160)
H. sp.
LACTONAS
(ALEMANY et al., 1979)
H OAcH oAc
FR H"
AcO H H OAcH
g
Olguina Anamarina

(42) (161)




RESULTADOS E
DISCUSSAQO




39
I Resultados e Discusséo

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacdo dos constituintes quimicos volateis de Hyptis carvalhoi Harley

O estudo dos constituintes quimicos volateis de Hyptis carvalhoi Harley foi realizado
com o 6leo essencial obtido de 540 g de folhas e inflorescéncias coletadas, em fevereiro de
2009, na Chapada Diamantina-BA.

A extracdo dos constituintes do 6leo essencial das folhas e inflorescéncias de H.
carvalhoi Harley foi realizada através de hidrodestilacdo em aparelho doseador de 6leo
essencial tipo Cleavenger, modificado por Gottlieb, seguindo o procedimento descrito no Item
6.5.1, da pagina 107. Obteve-se 1,23 g de 6leo essencial, nomeado como HCFI-OE, tendo um
rendimento de 0,23%.

A anélise por CG/EM de HCFI-OE forneceu o cromatograma mostrado na Figura 3, p.
40. O cromatograma de HCFI-OE mostrou 10 picos, dos quais nove foram identificados como
sendo: p-cimeno (1,92%), limoneno (6,22%), y -terpineno (2,26%), linalool (1,16%), S-
cariofileno (18,75%), a-humuleno (7,54%), biciclogermacreno (5,06%), 6xido de cariofileno
(7,62%) e globulol (47,45%). Um total de 97,98% da composi¢do do 0leo foi determinado,
sendo 12% de monoterpenos e 88% de sesquiterpenos e tendo como componentes
majoritarios o globulol e o p-cariofileno, seguido do éxido de cariofileno, a-humuleno e
biciclogermacreno.

A identificacdo dos constituintes do O6leo essencial foi efetuada através da
determinacdo dos indices de Kovats simulados (ALENCAR, et al., 1990), pesquisa em
espectroteca e comparacdo com dados da literatura (ADAMS, 1989). A correcdo dos indices
de Kovats foi efetuada através de regressdo linear utilizando cinco picos obtidos no
cromatograma de HCFI-OE, com tempos de retencdo iguais a 11,167; 11,392; 12,467,
13,967; 35,50, relacionados ao p-cimeno, limoneno, jp-terpineno, linalool e globulol,
rescpectivamente. A equacdo da reta da regressdo obtida no procedimento foi Y= 22,927x +
717,77 e o fator de correcéo foi R*= 0,9998.

A Tabela 2, p. 40 mostra os componentes volateis de HCFI-OE, o IK e a percentagem
de cada um dos componentes identificados.

Através de levantamento bibliografico realizado no ScienceFinder, com publicacfes
de 1950 - 2009, verificou-se que o estudo fitoquimico e/ou farmacoldgico da espécie H.

carvalhoi Harley ndo foi relatado na literatura.
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Figura 3 — Cromatograma do 6leo essencial das folhas e inflorescéncias de Hyptis carvalhoi Harley

Tabela 2 — Constituintes do dleo essencial das folhas e inflorescéncias de Hyptis carvalhoi Harley (HCFI-OE)

Componentes *IK (%)
Monoterpenos:

p-cimeno (162) 1028 | 1,92
limoneno (163) 1033 | 6,22
y-terpineno (164) 1058 | 2,26
linalool (165) 1092 | 1,16
Sesquiterpenos:

B-cariofileno (166) 1359 | 18,75
a-humuleno (167) 1383 | 7,54
biciclogermacreno (168) 1414 | 5,06
oxido de cariofileno (169) | 1476 | 7,62
globulol (170) 1586 | 47,45
TOTAL 97,98

*|K - Indice de Kovats corrigido
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5.2 Determinacéo estrutural dos constituintes fixos de Hyptis carvalhoi Harley

5.2.1 — Determinagéo estrutural do rosmanol (HC-P4)

Sucessivos tratamentos cromatograficos da fracao hidroalcodlica (HCFIE-H), obtida a
partir do extrato etandlico da parte aérea de H. carvalhoi (item. 6.6.5.1, p. 116), levou a
obtencio de um sélido amarelado, com ponto de fusdo 221,6 — 223,6 °C e [a]5'= -32° (c =
0,06, CH3OH).

O espectro de absorgdo na regido do infravermelho (1V) (Fig. 16, p. 49) exibiu
absorcgBes caracteristicas referentes as deformacfes axiais da ligacdo O-H de hidroxilas em
3441 cm™ e 3481 cm™. Além dessas absorcdes, observaram-se bandas de deformacio axial de
ligagdo C=0 em 1753 cm™ e uma absorcio intensa provavelmente de deformacéo axial de
ligacdo C-O em 1304 cm™. Mostrou ainda absorcdes de deformacéo axial de ligagdo C-H de
alifatico entre 2960 a 2868 cm™ e bandas esqueletais em 1622, 1570 e 1454 e cm™ referentes
a deformacdo axial de ligacdo C=C de anel aromatico.

O espectro de massa obtido por impacto eletrénico a 70 eV (Fig. 25, p. 53), apresentou
0 pico do ion molecular em m/z 346 Daltons, confirmado pelo espectro de massa de alta
resolucdo (Fig. 26, p. 54), que forneceu o pico correspondente a molécula protonada m/z
347,1854 (massa calculada m/z 347,1858). O espectro mostrou ainda picos correspondentes
aos adutos com sodio [M + Na]*, em m/z 369,1674 Daltons e com potassio [M + K]*, em m/z
385,1380 Daltons.

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétio (RMN 'H) [500 MHz,
CD3;0D] (Fig. 17, p. 49), mostrou um sinal referente a um Unico hidrogénio ligado ao anel
aromatico em oy 6,84 (s, 1H, H-14), revelando a natureza pentassubstituida do anel.
Apresentou sinais em dy 1,20 (d, 3H, J = 6,9, H-16) e o4 1,22 (d, 3H, J = 6,9, H-17) referentes
a hidrogénios de carbonos metilicos, e em oy 3,22 (sept,1H, J = 7,0, H-15) relacionado a um
hidrogénio de carbono metinico, sugerindo a presenca de um grupo isopropila ligado
diretamente ao anel aromatico, pois devido ao efeito anisotropico do anel, estes hidrogénios
encontram-se mais desprotegidos. O espectro exibiu ainda sinais em 44,52 (d, 1H, J = 3,5 H-
6) e 459 (d, 1H, J = 3,5 H-7) relativos a hidrogénios carbin6licos e outros sinais de
hidrogénios de carbonos metilénicos e metinicos caracteristicos de anel ciclohexano.

O espectro RMN **C CPD [125 MHz, CD;0D] (Figs. 18 e 19, p. 50), revelou sinais
correspondentes a 20 atomos de carbono. A comparacéo dos espectros de RMN **C CPD e
DEPT 135° (Fig. 20, p. 51) permitiu determinar o padrdo de hidrogenacéo de cada carbono,

onde foi possivel visualizar oito carbonos ndo-hidrogenados, sendo o sinal mais desprotegido
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em oc 181,2 (C-20), referente a um carbono carbonilico e os sinais em oc 143,6 (C-12) e
145,5 (C-11) na regido de carbonos oxigenados aromaticos; quatro carbonos metinicos, sendo
dois oximetinicos em J¢c 80,1 (C-6) e 69,4 (C-7); trés carbonos metilénicos; quatro carbonos
metilicos e ainda um carbono aromatico hidrogenado em oc 120,7 (C-14) (Tabela 3, abaixo).

Tabela 3 — Deslocamentos quimicos RMN **C (CD;0D, 500 MHz) de HC-P4 por padréo de hidrogenago

C CH CH, CH3 Total

181,2 (C=0) 120,7 39,6 32,0
143,6 (-OH) 80,1 (-0-) 28.9 233
1455 (-OH) | 69,4 (-OH) 20.4 23.1

137,7 51,9 22,6

129,7 28,1

125,2

48,5

325

CgH203 CsHsO2 CsHs CsH12 FM CyoH2605

O espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, **C a uma ligacéo,
com deteccdo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 21, p. 51) possibilitou a correlagdo de
cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono como observado na Tabela 4, p.
48.

A analise do espectro RMN bidimensional de correlagdo homonuclear (*H,*H-COSY)
de HC-P4 (Fig. 24, p. 53), evidenciou as correlacdes entre os hidrogénios em oy 3,31 (H-1b);
1,96 (H-1a); 1,45 (H-2b); 1,62 (H-2a); 1,45 (H-3b); 1,31 (H-3a), tipicos de acoplamentos de
CH,-CH,-CH,- em anéis ciclohexanicos. A presenca do grupo isopropila foi evidenciada pela
correlacdo entre o hidrogénio de carbono metinico em Jy 3,22 (sept, 1H, J = 7,0, H-15) com
os hidrogénios de carbonos metilicos em oy 1,20 (d, 3H, J = 6,9, H-16) e J4 1,22 (d, 3H,

J=6,9, H-17) (Fig. 13, abaixo).
R

CH,
y R

Figura 13 — Sub-estruturas mostrando as correlagdes observadas no RMN COSY de HC-P4.

HsC CHs

Os dados espectroscopicos descritos na Tabela 3, p. 45, juntamente com o ion

molecular obtido no espectro de massa alta resolugédo em m/z = 346,1854 Daltons, permitiram
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propor a formula molecular CyoH20s. Desta forma, foi possivel atribuir para HC-P4 um
indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a oito, justificados pela presenca de quatro
insaturagbes do anel benzénico, uma carbonila em oJc 181,2, e as trés insaturagdes
remanescentes sugeriram a presenca de trés anéis.

A conjuncdo dos dados obtidos levou a sugestdo de um diterpeno de esqueleto tipo
abietano para HC-P4, devido a presenca da isopropila ligada a anel aromatico
pentassubstituido e também por comparacdo com dados da literatura, tornando possivel
avaliar as seguintes possibilidades (Figura 14, abaixo):

18 19

Figura 14 — Possiveis estruturas para HC-P4.

Para determinar a estrutura final do diterpeno isolado, analisou-se o espectro de RMN
bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, **C a mais de uma ligacdo, com deteccdo no
canal do hidrogénio (HMBC) (Figs. 22 e 23, p. 52) onde ficaram evidenciados o0s
acoplamentos & distancia (3Jc.+ e Jc.) entre hidrogénios e carbonos (Tabela 4, p. 48). A
verificacdo de um anel lactonico foi confirmada pelas correlagdes do hidrogénio em oy 4,52
(H-6) com os carbonos em o¢c 181,2 (C-20), 48,5 (C-10), 69,4 (C-7) e 129,7 (C-8) e do em Jy
2,26 (H-5) com os carbonos em o¢ 181,2 (C-20), 125,2 (C-9) e 69,4 (C-7). Por outro lado, a
disposicdo orto das hidroxilas no anel aromatico foi confirmada pelos acoplamentos do
hidrogénio em 4 6,84 (H-14) com os carbonos em d¢ 69,4 (C-7), 125,2 (C-9), 145,5 (C-12) e
28,1 (C-15) (Fig. 15, abaixo).

Figura 15 — Sub-estruturas mostrando correlacdes observadas no RMN HMBC para HC-P4
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A comparagéo dos dados espectrais de RMN *H e *3C de HC-P4 com os registrados na
literatura (Tabela 4, p. 48) para diterpenos abietanos (NAKATANI e INATANI, 1984;
ARISAWA, 1987; GONZALEZ, 1989; AMARO-LUIS, 1997) permitiu identificar HC-P4
como sendo o diterpeno abietano natural 7«,11,12-trihidroxi-6,10-(epoximetano)abietan-
8,11,13-trien-20-one (rosmanol). Este diterpeno foi isolado pela primeira em vez de
Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) (NAKATANI e INATANI, 1984) e também no género
Hyptis, da espécie Hyptis dilatata (URONES, 1998).
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Tabela 4 — Dados de RMN *H e **C (500/125 MHz, CD;0D) de HC-P4, comparados com os valores da
literatura (AMARO-LUIS, 1997) de RMN *H e *C (400/100 MHz, CD;0D) para o diterpeno abietano rosmanol.

HC-P4 Literatura
HSQC HMBC (AMARO-LUIS, 1997)
C Jc on Jcn *J cn Jc On
la 1,96 (m, 1H) _
2] 289 331 (m 110 28,6 | 3,30 (dl, J = 10,5 Hz, 1H)
2a 1,62 (m, 1H) i
22| 204 a8 o 1m0 1,96 20,2
3a 1,31 (m, 1H) .
o | 3956 145 o 100 1,03;091 | 394 i
2,26;
4 | 325 - onoor| 492 323 i
5 | 51,9 2,26 (s, 1H) 4*58;911’03; 51,6 2,26 (s, 1H)
6a | 801 | 452(d,J=35Hz 1H) | 459 792 | 450 (d, J =33 Hz, 1H)
7 | 694 | 459(d,J=35Hz 1H) | 452 | 684,226 | 692 | 4,57 (d,J=33 Hz, 1H)
8 | 129,7 ; 4,59 452 | 1292 ;
6,84; 4,59;

9 | 1252 : 6 on | 1249 :
10 | 485 - 226.1.96 | 452 484 ;
11 | 1436 - 145,0 :
12 | 1455 - 684 | 1432 ;
13 | 137,7 : 120,122 | 1375 :
14 | 120,7 6,84 (s, 1H) 459 | 1205 6,83 (5, 1H)
15 | 28,1 | 3,22 (sept, J=7,0Hz, 1H) | 1,20; 122 6,84 27,9 3,28 (sept, 1H)
16 | 231 | 1,20(d,J=60Hz 3H) | 122 23,0 | 1,16 (d, J = 7,0 Hz, 3H)
17 | 233 | 1,22(d,J=69Hz 3H) | 1,20 224 | 1,184 (d, J = 7,0 Hz, 3H)
18 | 32,0 0,91(s, 3H) 2'23;911'03; 31,9 0,89 (s, 3H)
19 | 226 1,03 (s, 3H) 228 35 | 225 1,01 (s, 3H)
20 | 1812 : 226,452 | 180,0 :
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Figura 17 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de HC-P4
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Figura 19 — Espectro de RMN *°C (125 MHz, CD;0D) de HC-P4 - expansao
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VAR

Figura 20 — Espectro de RMN 2C DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de HC-P4
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Figura 21 — Espectro de HSQC (500 e 125 MHz, CD;0D) de HC-P4
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Figura 23 — Espectro de HMBC - expansdo (500 e 125 MHz, CD;0D) de HC-P4
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Figura 24 — Espectro de *H, *H-COSY (500 MHz, CD;0D) de HC-P4
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Figura 25 — Espectro de massa de baixa resolucdo de HC-P4
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Figura 26 — Espectro de massa de alta resolucdo de HC-P4
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5.2.2 — Determinacéo estrutural do 7a-etoxirosmanol (HC-P1)

Sucessivos tratamentos cromatograficos da fracao hidroalcodlica (HCFIE-H), obtida a
partir do extrato etandlico das folhas e inflorescéncias de H. carvalhoi possibilitou o
isolamento de HC-P1, (item 6.6.4.1, p. 113), na forma de um so6lido amarelado, com ponto de
fusdo na faixa de 175,1 - 177,1°C e [a]5’= -23° (c = 0,06, CHCl).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) de HC-P1 (Fig. 29, p. 60)
exibiu bandas semelhantes as de HC-P4, através de absorcdes em 1741 cm™ e em 1088 cm™,
as quais séo provavelmente de deformac@es axiais de ligacdo C=0 caracteristica de éster e de
ligagdo C-O, provavelmente de lactona, respectivamente. Ainda mostrou absorgdes de
deformacdo axial de ligacdo O-H de hidroxilas em 3473 e 3301 cm™, de ligacdo de C-H
alifatico em 2958 a 2874 cm™, além de bandas esqueletais de anel aromético em 1618, 1570,
1485 e 1443 cm™,

O espectro de RMN **C CPD [125 MHz, CDCls] (Fig. 31, p. 61), revelou sinais
correspondentes a 22 &tomos de carbono, que comparado com o espectro de carbono de HC-
P4, apresentou 2 carbonos a mais. A comparacéo dos espectros de RMN **C CPD e DEPT
135° (Fig. 32, p. 61) possibilitou determinar o padrao de hidrogenacéo referente a oito atomos
de carbonos ndo hidrogenados, sendo um do carbono carbonilico em o¢c 179,1 (C-20) e dois
oxigenados na regido de aromaticos em oc 141,7 (C-12) e 142,4 (C-11). Além destes foram
ainda observados quatro carbonos metinicos, sendo dois oximetinicos em dc 75,3 (C-6) e dc
75,8 (C-7) e um carbono aromatico hidrogenado em oc 120,6 (C-14), sugerindo a presenca de
um anel aromatico pentassubstituido. A principal diferenca observada para HC-P1 em relacéo
a HC-P4 foi a presenca de um carbono oximetilénico adicional em Jc 66,2 (C-21) e um
carbono metilico, totalizando quatro d&tomos de metilénicos e cinco carbonos metilicos (Tab.
5, p. 56).

O espectro de massa de baixa resolucdo de HC-P1 (Fig. 33, p. 62), revelou o pico do
fon molecular com razdo massa/carga (m/z) em 374 Daltons e desta forma, foi possivel propor
a formula molecular C,,H300s, com grau de insaturacdo igual a oito (Tabela 5, p. 56).

O espectro de RMN 2D 'H, *C - HSQC (Fig. 34, p. 62 e Fig. 35, p. 63) permitiu
correlacionar, todos os sinais de hidrogénios ao seus respectivos sinais de carbonos

inequivocamente, como observado na Tabela 6, p. 59.
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos RMN **C (CDCls, 500 MHz) de HC-P1 por padrdo de hidrogenagéo

C CH CH, CH3 Total

179,1 (C=0) 120,6 66,2 (H.C-O-) 31,3
142,4 (-OH) 75,8 38,0 22,3
141,7 (-OH) 75,3 (HC-0O-) 27,3 22,2

134,8 50,9 19,0 22,0

126,7 27,2 15,8

1244

47,0

31,4

CgH,03 CsHs0O C4sHgO CsHys FM C,,H3005

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCls] (Fig. 30, p. 60) também revelou
similaridade aos dados observados para HC-P1, através do sinal do hidrogénio ligado a anel
aromatico em oy 6,79 (1H, s, H-14), dos sinais caracteristicos do grupo isopropila em oy 1,22
(d, 6H, J = 7,5 Hz, H-16 e H-17) e oy 3,07 (sept, 1H, J = 7,5 Hz, H-15), além dos sinais em
4,36 (1H, d, J = 2,5Hz, H-6) e 4,66 (1H, d, J = 2,5Hz, H-7) relativos a hidrogénios sp*
carbindlicos. A diferenca observada no espectro RMN *H de HC-P1 em relacdo a HC-P4, foi
a presenca de sinais adicionais em oy 3,86 (q, 2H, J = 7,5 Hz, H-21) e em oy 1,33 (t, 3H,
J =7,0 Hz, H-22), referentes a hidrogénios de um grupamento etoxi, corroborado pelos dados
observados no espectro de RMN C.

A analise do espectro de RMN (*H,'H-COSY) de HC-P1 (Figura 38, p. 64), forneceu
as correlacGes entre os sinais em oy 3,86 (g, 2H, J=7,5Hz, H-21) eem o4 1,33 (t, 3H,J=7,0
Hz, H-22), evidenciando a presenca do grupo etoxi, além das correlaces dos sinais do grupo
isoproprila em oy 3,07 (sept, 1H, J = 7,5 Hz, H-15) com os metilas em oy 1,22 (d, 6H, J=7,5
Hz, H-16 e H-17) e do sub-sistema —CH,-CH,-CH,- referente a anel ciclohexano, atraves das
correlacdes dos sinais em dy 3,17 (H-1b); 1,99 (H-1a); 1,55 (H-2b); 1,66 (H-2a); 1,45 (H-3b);
1,22 (H-3a), subsequente (Fig. 27, abaixo).

0]
N on
i
HO
O | _OCH,CH; CHs
. 4

H3C CHj

Figura 27 — Sub-estruturas mostrando as correlagdes observadas no COSY de HC-P1.
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A férmula molecular Cy,H3005 para HC-P1 proposta anteriormente, foi confirmada
através dos dados de RMN explicitados na Tabela 5, p. 56. De acordo com o IDH igual a oito
pOde-se sugerir 0 mesmo esqueleto proposto para HC-P4, onde quatro insaturacdes foram
relacionadas ao anel benzénico, uma carbonila e trés anéis.

No espectro de RMN 2D *H,**C - HMBC (Fig. 36, p. 63 e Fig. 37, p. 64), observou-se
os acoplamentos & longa distancia (*Jci e 3Jcn) entre os hidrogénios e carbonos (Tabela 6, p.
59). Neste espectro observou-se 0 mesmo arranjo orto relacionado as hidroxilas do anel
aromatico em comparacdo com HC-P4, que foi confirmado pelo acoplamento do hidrogénio
em oy 6,79 (H-14) com o carbono em J¢ 75,8 (C-7), além dos hidrogénios em dy 4,36 (H-7) e
em oy 3,07 (H-15) com o carbono aroméatico em dc 120,6 (C-14). (Figura 28. 1, abaixo).
Através das correlacBes dos sinais de hidrogénio em dy 1,99 (H-1a), 2,29 (H-5) e 4,66 (H-6)
com o sinal do carbono em oc 179,1 (C-20), confirmou-se a presenca do mesmo anel
lactonico que em HC-P4, além das correlagdes dos hidrogénios em dy 2,29 (H-5) e 4,36 (H-7)
com o sinal do carbono oxigenado em J¢c 75,3 (C-6) (Figura 28. I, abaixo). As correlagdes do
sinal de hidrogénio do anel aromatico em Jy 6,79 (H-14) com o sinal do carbono metinico do
grupo isopropila em oc 27,2 (C-15), além das correlagdes do hidrogénio metinico do grupo
isopropila em oJy 3,07 (H-15) com os carbonos em o¢c 142,6 (C-12), oc 134,8 (C-13) e oc
120,6 (C-14), confirmaram a posicao do grupo isopropila em C-13 (Figura 28. I11, abaixo).

A posicéo relativa do grupo etoxila em C-7 foi determinada através da correlacdo do
hidrogénio em oy 4,36 (H-7) com o carbono metilénico em J¢c 66,2 (C-21) (Figura 28. I,

abaixo).

() (1

Figura 28 — Sub-estruturas I, Il e 111 de HC-P1, mostrando as correlacfes de acordo com o espectro de HMBC.
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A andlise detalhada de todos os dados discutidos, bem como a comparagdo com 0s
dados de RMN 'H e *3C registrados para HC-P4 e os obtidos na literatura para diterpenos
abietanos (ARISAWA, 1987; GONZALEZ, 1989) (Tabela 6, p. 59) possibilitou identificar
HC-P1 como o diterpeno 7a-etoxirosmanol, isolado anteriormente de Rosmarinus officinalis

L. (Lamiaceae), porém inédito no género Hyptis.
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Tabela 6 — Dados de RMN *H e **C (500/125 MHz, CDCl;) de HC-P1, comparados com os valores da literatura
(ARISAWA, 1987; GONZALEZ, 1989) para o diterpeno abietano 7a-etoxirosmanol.

HC-P1 Literatura
Arisawa, 1987 Gonzélez, 1989
HSQC HMBC (acetona dg) (CDCls)
C | oc on (mult., J Hz, H) ?J ch *J ch dc on on
la 1,99 (dt, J =5; 14; 1H); 3,30; i
1 | 273 | 317 (td, J = 135 1H) 283 | 196
2a 1,66 (m, 1H); i
b 19,0 155 (m, 1H) 1,99 19,8
3a 1,22 (m, 1H);
3b 38,0 1.45 (m. 1H) 1,99 38,9 -
4 | 31,4 - 2,29 4,66 32,0 -
5 50,9 2,29 (s, 1H) 4,66 4,36 51,5 2,22 2,28
6 | 753 | 436(d,J=25; 1H) ‘;?2% 754 | 435 |436(d,J=32Hz)
7 75,8 4,66 (d, J=2,5; 1H) 4,66 6,79 76,8 4,75 4,66 (d, J = 3,2Hz)
8 | 126,7 - 4,36 4,66 128,4 -
6,79; 4,36;

9 | 1244 - 2 29: 1.99 124,1 -

2,29; i
10 | 47,0 - 1.99 4,66 47,6
11 | 1424 - 1446 -
12 | 1417 - 6,79; 3,07 | 142,6 -
13 | 134,8 - 3,07 136,3 -
14 | 120,6 6,79 (s, 1H) 4,36; 3,07 | 120,6 6,84 6,79
15 | 27,2 | 3,07 (sept, J = 7,5Hz, 1H) 6,79 27,4 3,27 3,11 (d, J=7,0Hz)
16 | 22,2 1,22 (d, J = 7,5Hz, 3H) 3,07 22,9 1,17 1,22 (d, J = 7,0Hz)
17 | 22,3 1,22 (d, J = 7,5Hz, 3H) 3,07 23,1 1,20 1,22 (d, J = 7,0Hz)
18 | 31,3 1,09 (s, 3H) 2,29 31,8 1,02 1,01
19 | 22,0 0,99 (s, 3H) 2,29 22,3 0,91 0,92

4,66; 2,29;

20 | 179,1 - 199 178,4 -
21 | 66,2 3,86 (q, J=7,5Hz, 2H) 4,36 66,4 3,84
22 | 15,8 1,33 (t, J = 7,0Hz,3H) 3,86 16,2 1,33
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Figura 29 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (KBr) de HC-P1
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Figura 30 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de HC-P1
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Figura 31 — Espectro de RMN *°C (125 MHz, CDCls) de HC-P1

Figura 32 — Espectro de RMN **C DEPT 135° (125 MHz, CDCl5) de HC-P1
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Figura 33 — Espectro de Massa de Baixa Resolucao de HC-P1

Figura 34 — Espectro de HSQC (500 e 125 MHz, CDCl;) de HC-P1
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Figura 35 — Espectro de HSQC — expansao (500 e 125 MHz, CDCls) de HC-P1

Figura 36 — Espectro de HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de HC-P1
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Figura 38 — Espectro de *H, *H-COSY (500 MHz, CDCl;) de HC-P1
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5.2.3 Determinacéo estrutural do 7a-metoxirosmanol (HC-P2)

HC-P2 foi obtido (item 6.6.4.1, p. 113), na forma de um solido alaranjado, com ponto
de fusdo na faixa de 181,3 — 182,3°C e [a]3’= -11° (c = 0,066, CHCly).

No espectro de absorcdo na regido do IV (Fig. 42, p. 70) observou-se em HC-P2 as
mesmas absorcdes para HC-P1 e HC-P4, através das bandas em 3473 e 3286 cm™ referentes a
deformacdo axial de ligagdo O-H. Os estiramentos axiais de ligacdes C-H de carbono sp?,
foram representadas pelas absorces caracteristicas em 2864, 2937 e 2962 cm™ e as absorcdes
em 1780 e 1062 cm™, foram relacionadas as deformacdes axiais de ligagdo C=0 e de ligacéo
C-O de lactona, respectivamente. Por Gltimo pdde-se destacar as bandas esqueletais de
estiramentos axial da ligacdo C=C caracteristicas de anel aroméatico em 1622, 1570 e 1460
cm™.

Os dados observados nos espectros de RMN **C CPD [125 MHz, CDCls] de HC-P2
(Fig. 44, p. 71) mostraram-se bastante similares aos observados para HC-P1. A Unica
diferenca observada foi o desaparecimento dos sinais relativos ao grupo etoxi de HC-P1, que
foram substituidos por um carbono metilico oxigenado em Jc¢ 58,2 (C-21). A comparacao dos
espectros de RMN **C CPD e DEPT 135° (Fig. 45, p. 71) revelou o mesmo sinal de carbono
aromatico hidrogenado em oc 120,7 (C-14), os quatro carbonos metinicos, com dois
oximetinicos em oc 74,8 (C-6) e ¢ 77,6 (C-7), cinco carbonos metilicos, sendo que para HC-
P2 um destes € oximetilico em J¢c 58,2 (C-21). Os demais sinais foram referentes aos oito
carbonos ndo hidrogenados, sendo um carbono carbonilico em dJc 179,0 (C-20) e cinco sinais
entre oc 124,3 (C-9) e 142,3 (C-11) correspondentes aos carbonos do anel benzilico, os quais
dois oxigenados (dc 142,0 (C-12) e 142,3 (C-11)), alem de dois sinais referentes a carbonos
quaternarios em oc 47,2 (C-10) e 31,4 (C-4) e trés carbonos metilénicos em oc 19,1 (C-2),
27,4 (C-1) e 38,1 (C-3) (Tabela 7, p. 66).

O espectro de RMN 2D *H, **C - HSQC (Fig. 47, p. 72) tornou possivel a correlacio
de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono, como observado na Tabela 8
da pagina 69.

Na comparacdo do espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] (Fig. 43, p. 70) de HC-P2
com o de HC-P1 confirmou-se a auséncia dos sinais correspondentes aos hidrogénios do
grupo etoxi em HC-P1 e observou-se a presenca de um singleto adicional em dy 3,66 (s, 3H,
H-21), sugerindo a presenca de uma metoxila. Neste espectro observou-se ainda a presenca de
sinais semelhantes a HC-P1 em 4 6,78 (s, 1H, H-14), relacionado ao hidrogénio aromatico,

além dos sinais caracteristicos do grupo isopropila em oy 1,19 (d, 6H, J = 7,0 Hz, H-16-17) e
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on 3,06 (sept, 1H, J = 6,5 Hz, H-15), dos dois sinais dos hidrogénios carbindlicos em oy 4,26
(d, 1H, J = 2,5 Hz, H-7) e em 4,71 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-6) e dos sinais relacionados a
hidrogénios oxigenados em dy 6,21 (s, OH) e em 6, 5,87 (s, OH).

No espectro de RMN 2D *H,*H-COSY (Fig. 49, p. 73) foram evidenciadas as mesmas
correlagdes entre os sinais do grupo isopropil em Jy 3,06 (H-15) e em 6y 1,19 (H-16-17), além
das correlagcdes dos hidrogénios carbindlicos em oy 4,71 (H-6) com os em Jy 4,26 (H-7), e do
subsistema do anel ciclohexanico (Fig. 39, abaixo).

3'
HO H44
O | _OCH;,

H3C CHj3

Figura 39 — Sub-estruturas mostrando as correlages observadas no COSY de HC-P2.

Tabela 7 — Deslocamentos quimicos RMN *3C (CDCl5, 500 MHz) de HC-P2 por padréo de hidrogenacio

C CH CH, CH3 Total

179,0 (C=0) 120,7 38,1 58,2
142,3 (-OH) 77,6 (-OR-) 27.4 316
142.0 (-OH) 748 (-0-) 19.1 225

135,0 50,9 22,2

126,6 27,2 22,1

124,3

47,2

31,4

CgH,03 CsH:s0, CszHe CsHsis FM Cy1Hp05 |

Como observado na Tabela 7 acima, os dados espectroscopicos e o0 pico do ion
molecular com razdo massa/carga (m/z) em 360 Daltons (Fig. 46, p. 72) revelaram para HC-
P2 a formula molecular C,;H,50s, com IDH igual a oito, justificado pelas quatro insaturacdes
do anel benzénico, uma insaturacao referente a carbonila e outras trés equivalentes a trés
aneéis.

A analise do espectro de RMN 2D 'H, **C - HMBC (Fig. 48, p. 73), mostrou 0s
acoplamentos a distancia (*Jcy e *Jci) entre os hidrogénios e os carbonos (Tabela 8, p. 69). A
posicao relativa do grupo metoxila em C-7 foi determinada através dos acoplamentos entre o
hidrogénio em oy 4,26 (H-7) com o carbono oxigenado em oJc 58,2 (C-21), além dos
acoplamentos entre o hidrogénio de carbono aromatico em Jy 6,78 (H-14) e o carbono em d¢c
77,6 (C-7), e do hidrogénio em oy 3,66 (H-21) com o carbono 7 (Fig. 40. I, p. 67).
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A confirmagdo da posicdo do anel lactdnico foi observada através dos acoplamentos
do hidrogénio em Jy 4,71 (H-6) com o carbono em dc 179,0 (C-20), do hidrogénio em oy 2,36
(H-5) com o carbono carbonilico em d¢c 179,0 (C-20), além do acoplamento do hidrogénio em
on 4,26 (H-7) com o carbono oxigenado em Jc 74,8 (C-6), respectivamente (Fig. 40. II,
abaixo).

A localizacdo das hidroxilas fendlicas e do grupo isopropila, foi determinada,
observando os acoplamentos do hidrogénio em Jy 6,78 (H-14) com os carbonos em dc 77,6
(C-7) e 27,2 (C-15), do hidrogénio em oy 4,26 (H-7) com o carbono aromatico em J¢c 120,7
(C-14), dos hidrogénios em oy 1,19 (6H, H-16; H-17) com o carbono em J¢c 27,2 (C-15),

respectivamente (Fig. 40. I11, abaixo).

Figura 40 — Sub-estruturas de HC-P2, mostrando as correlacbes de acordo com o espectro de RMN HMBC.

No espectro de RMN 2D 'H, 'H-NOESY (Fig. 50, p. 74) corroborou-se a
estereoquimica da metoxila na posicdo «, devido as correlacbes dos hidrogénios em oy 3,66
(H-21) e 6y 2,36 (H-5) com o hidrogénio em Jy 4,71 (H-6), observando que estes tambem
estdo na posicao o e ainda dos hidrogénios em dy 1,09 (H-18) e 4 0,99 (H-19) também com
o hidrogénio 6 (Fig. 41, abaixo). A estereoquimica dos hidrogénios metilénicos do anel ciclo
hexano foram confirmadas pelas correlacdes observadas no NOESY e por comparagdo com
dados da literatura (Tabela 8, p. 69).

Figura 41 — Sub-estrutura de HC-P2, mostrando a correlacdo de acordo com o espectro de RMN NOESY.
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A comparagdo dos dados de HC-P1, HC-P4 e HC-P2 mostrou uma semelhanca
estrutural entre estes compostos, diferindo apenas no substituinte em C-7. Desta forma, HC-
P2 foi caracterizado como sendo o diterpeno 7-metoxirosmanol, através de comparacdo com
os dados de RMN *H e 3C (Tabela 8, p. 69) registrados na literatura (TAKENAKA, 1997).
Este composto foi isolado anteriormente de Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae), no género
Hyptis da espécie Hyptis dilatata (URONES, 1998).
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Tabela 8 — Dados de RMN *H e **C (500/125 MHz, CDCl;) de HC-P2, comparados com os valores da literatura
de RMN 'H e **C (400/100 MHz, CDClIs) do diterpeno 7a-metoxirosmanol (TAKENAKA, 1997).

HC-P2 Literatura
HSQC HMBC TAKENAKA, 1997
C Jc [ “Jcn *J cn Jc On
1la 1,98 (m, 1H) 1,96 m
1 | 28 317 (m, 1H); 28,6 3.05m
2a 1,66 (m, 1H); 1,62
28 191 1,54 (m, 1H) 1,98 20,1 1,49
3a 1,19 (m, 1H) , 1,24
” 38,1 146 (m, 1H): 1,09:0,99 | 39,3 149
2,36; 0,99;
4 | 314 - 109 146 471 324 ;
5 | 50,9 2,36 (s, 1H) 426, | 53 2,18 (s, 1H)
’ ’ ’ 1,09, 0’99 1 ] 1
6 | 748 | 4,71(d, 1H, J=2,5Hz) 4,26 76,0 | 4,70 (d, 1H, J = 3,3 H2)
_ 6,78; _
7 | 776 | 4,26(d, 1H, J=2,5Hz) 4,71 366236 | 789 | 425(d 1H,J=33H2)
8 | 1266 - 4,26 471 127.6 ;
6,78:;
0 | 1243 - 236108 | 1250 -
10 | 47.2 - 2,36 1,98 4,71 48,4 ;
11 | 142,3 - 1453 -
12 | 142,0 R 6,78 143,7 -
13 | 1350 - 1,19 137,3 -
14 | 120,7 6,78 (5, 1H) 4,26 120,8 6,77 (s, 1H)
15 | 27,2 | 3,06 (sept, 1H, J = 6,5 Hz) 1,19 6,78 27.9 3,17 (m, 1H)
16 | 22,2 | 1,19 (d, 3H, J= 7,0 Hz) 23,0 1,18 (d, J = 6,6 Hz)
17 | 22,5 | 1,19(d, 3H, J=7,0 Hz) 23,2 1,21 (d, J = 6,6 Hz)
18 | 31,6 1,09 (s, 3H) 32,1 0,91 (s, 3H)
1,19;
19 | 22,1 0,99 (s, 3H) 236109 | 224 0,93 (s, 3H)
20 | 179,0 236:4,71 | 180,9
21 | 582 3,66 (s, 3H) 4,26 58.6 3,65 (s, 3H)
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Figura 42 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (KBr) de HC-P2
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Figura 43 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de HC-P2
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T
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Figura 45 — Espectro de RMN *°C DEPT 135° (500 MHz, CDCl3) de HC-P2
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Figura 46 — Espectro de Massa de Baixa Resoluc¢do de HC-P2

Figura 47 — Espectro de HSQC (500 e 125 MHz, CDCl;) de HC-P2
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Figura 49 — Espectro de 2D, *H,*H, COSY (500 MHz, CDCl;) de HC-P2
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Figura 50 — Espectro de 2D, *H,*H, NOESY (500 MHz, CDCl;) de HC-P2
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5.2.4 Determinacéo estrutural do 7f-metoxirosmanol (HC-P5)
A substancia isolada, HC-P5, foi obtida seguindo o mesmo procedimento experimental
realizado para a obtencdo de HC-P4 (item 6.6.5.1, p. 116). HC-P5 é uma substancia resinosa

de coloragio amarelada com rotagao especifica de [a]2’= +18° (c = 0,07g, CHCl3).

O espectro de absorcdo na regido do IV de HC-P5 (Fig. 54, p. 80) mostrou absor¢des
semelhantes ao de HC-P2, através das bandas em 3483 e 3257 cm™, referentes & deformacéo
axial de ligacdo O-H. As absorges caracteristicas em 2958, 2928 e 2872 cm™ relacionadas
aos estiramentos axiais de ligacdes C-H de carbono sp® e as absorcées em 1736 e 1016 cm™,
foram relacionadas as deformacdes axiais de ligacdo C=0 de carbonila de éster e da ligacdo
C-O. E finalmente pode-se destacar as bandas esqueletais de estiramentos axial da ligacéo
C=C caracteristicas de anel aromatico em 1624, 1570, 1456 e 1441 cm™,

O espectro de RMN **C CPD [125 MHz, CDCls] de HC-P2 (Fig. 56, p. 81) mostrou-
se bastante similar ao observado para HC-P2. A comparacio dos espectros de RMN *C CPD
e DEPT 135° de HC-P5 (Fig. 57, p. 81) com os de HC-P2 revelou o sinal de carbono
aromatico hidrogenado em Jc 118,9 (C-14) e os quatro carbonos metinicos, com dois
oximetinicos em dc 74,7 (C-6) e oc 78,2 (C-7). Mostrou ainda, um sinal de carbono em d¢c
55,5 (C-5) mais desprotegido que em HC-P2, cinco carbonos metilicos, observando a mesma
presenca do carbono oximetilico para HC-P2 em J¢c 56,0 (C-21). Os demais sinais foram
referentes a oito carbonos ndo hidrogenados, sendo um carbono carbonilico em Jc 178,4 (C-
20) e cinco sinais entre oc 123,7 (C-9) e 142,1 (C-11) correspondentes aos carbonos do anel
benzinico, os quais dois oxigenados (Jc 142,0 (C-12) e 142,1 (C-11)). Além dos sinais
explicitados, revelou dois sinais referentes a carbonos quaternarios em J¢c 47,9 (C-10) e 31,8
(C-4) e trés carbonos metilénicos em o¢c 18,9 (C-2), 27,3 (C-1) e 38,0 (C-3) (Tabela 9, p. 6).

O espectro de RMN 2D *H, **C - HSQC (Fig. 58, p. 82) tornou possivel a correlagdo
de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono, como observado na Tabela 10
da pagina 83.

Comparando o espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] (Fig. 55, p. 80) de HC-P5
com o de HC-P2 confirmou-se a semelhanca entre eles, em que observou-se diferencas nos
deslocamentos quimicos de trés hidrogénios. Uma das diferencas observadas foi o sinal do
hidrogénio metinico em Jy 1,95 (s, 1H, H-5), revelando-se mais protegido do que o mesmo
hidrogénio 5 (o4 2,36) em HC-P2 (Tabela 10, p. 79). As outras duas diferencas foram os
sinais dos hidrogénios carbindlicos em 6y 4,44 (1H, d, J =25, H-7) eem 4,94 (1H, d, J = 2,5,
H-6), menos protegidos que os hidrogénios 6 (on 4,71) e 7 (on 4,26) em HC-P2 (Tabela 10, p.
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79). Os demais sinais foram semelhantes, observando a presenga de um singleto em Jy 3,60
(s, 3H, H-21), sugerindo a presenca de uma metoxila e o sinal em Jy 6,83 (s, 1H, H-14)
relacionado ao hidrogénio ligado a anel aromético. Ainda revelou sinais caracteristicos do
grupo isopropila em 6y 1,17 (d, 3H, J = 6,8, H-16), o4 1,08 (d, 3H, J = 6,8, H-17) e Jy 3,03
(sept, 1H, J = 6,8, H-15).

No espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY (Fig. 60, p. 83) foram evidenciadas as
correlagdes de HC-P5 semelhantes as de HC-P2. Foram evidenciadas as correlagdes entre o
sinal do grupo isopropil em oy 3,03 (H-15) com os sinais em oy 1,17 (d, 3H, H-16) e oy 1,08
(d, 3H, H-17). Além destas, foram evidenciadas as correlaces dos hidrogénios carbindlicos
em on 4,94 (H-6) com os em oy 4,44 (H-7) e as correlacbes entre os hidrogénios do
subsistema do anel ciclohexanico (Fig. 51, abaixo).

o\ OH CH3’
HO H‘4
O | OCHs CHs
H ¥

HaC CHs H‘

Figura 51 — Sub-estruturas mostrando as correlagdes observadas no COSY de HC-P5 .

Tabela 9 — Deslocamentos quimicos RMN *3C (CDCl5, 500 MHz) de HC-P5 por padréo de hidrogenacio

C CH CH, CHs Total

178,4 (C=0) 118,9 38,0 56,0
142,1 (-OH) 78.2 (-OR-) 273 317
142,0 (-OH) 747 (-0-) 18.9 22,6

135,1 55,5 22,1

126,7 27,2 22,0

123,7

47,9

31,8

CgH,03 CsHsO CsHe CsHss FM CyH20s |

Como observado na Tabela 9 acima, os dados espectroscdpicos e o espectro de massa
de baixa resolucdo (Fig. 62, p. 84), apresentando o pico do ion molecular com razao
massa/carga (m/z) em 360 Daltons, confirmado pelo espectro de alta resolucdo (Fig. 63, p.
84), que forneceu picos correspondentes a molécula formando adutos com sddio [M + Na] *,
em m/z 383,1822 Daltons e com potassio [M + K] em m/z 399,1526 Daltons, revelaram para
HC-P5 a formula molecular C,;H,30s, com IDH igual a oito, justificado pelas quatro
insaturacbes do anel benzénico, uma insaturacdo referente a carbonila e outras trés

equivalentes a dois ciclohexanos e outro ciclo, formado pelo fechamento lactdnico.
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A anélise do espectro de RMN 2D 'H, *C - HMBC (Fig. 59, p. 82), mostrou 0s
acoplamentos & distancia (*Jci e 2Jcn) entre os hidrogénios e os carbonos (Tabela 10, p. 79).
A posicdo relativa do grupo metoxila em C-7 foi determinada através dos acoplamentos entre
0 hidrogénio em oy 4,44 (H-7) com o carbono oxigenado em Jc 56,0 (C-21), além dos
acoplamentos entre o hidrogénio de carbono aromético em oy 6,83 (H-14) e o carbono em dc
78,2 (C-7), e do hidrogénio em oJy 3,60 (H-21) com o carbono 7 (Fig. 52. 1, abaixo).

A confirmagdo da posicdo do anel lactdnico foi observada atraves dos acoplamentos
do hidrogénio em Jy 4,94 (H-6) com o carbono em dc 178,4 (C-20), do hidrogénio em oy 1,95
(H-5) com o carbono carbonilico em d¢c 178,4 (C-20), além do acoplamento do hidrogénio em
on 4,44 (H-7) com o carbono oxigenado em dJc 74,7 (C-6), respectivamente (Fig. 52. II,
abaixo).

A localizacdo das hidroxilas fendlicas e do grupo isopropila, foi determinada,
observando os acoplamentos do hidrogénio em Jy 6,83 (H-14) com os carbonos em Jc 78,2
(C-7) e 27,2 (C-15), do hidrogénio em o6y 4,44 (H-7) com o carbono aromatico em dc 118,9
(C-14), dos hidrogénios em oy 1,08 (3H, H-16) e oy 1,17 (3H, H-17) com o carbono em d¢
27,2 (C-15), respectivamente (Fig. 52. 111, abaixo).

Figura 52 — Sub-estruturas de HC-P5, mostrando as correlacdes de acordo com o espectro de HMBC.

A comparacdo dos dados de HC-P5 com os de HC-P2 mostrou uma semelhanca
estrutural entre estes compostos, diferindo apenas nos deslocamentos de carbono e hidrogénio
no carbono 5 e nos hidrogénios 5, 6 e 7. Desta forma foi construido o modelo tridimensional
da molécula e verificou-se que a mudanca na estereoquimica da metoxila em C-7, afetaria os
deslocamentos de carbono e hidrogénio em C-5. Essas observacdes foram corroboradas pelo
espectro de NOESY.
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No espectro 2D, *H,'H, NOESY (Fig. 61, p. 83) de HC-P5 foi evidenciada a
correlacdo entre o sinal de hidrogénio em Jy 1,95 (H-5) com o hidrogénio em oy 4,44 (H-7),
analisando que estes tem a mesma estereoquimica «, corroborando a estereoquimica da
metoxila em C-7 como sendo S (Fig. 53, abaixo) diferindo do espectro 2D, *H,*H, NOESY de
HC-P2, do qual ndo evidencia esta correlacdo, pois os hidrogénios possuem configuracdes
diferentes, uma vez que a metoxila encontra-se na posicdo a. A estereoquimica dos
hidrogénios ligados ao anel ciclohexano foram confirmadas pelo espectro de NOESY,
observando as correlacGes entre os hidrogénios axiais e equatoriais.

16

Figura 53 — Subestrutura de HC-P5, mostrando as correlaces de acordo com o espectro de NOESY.

Concluiu-se assim que HC-P5 tratava-se de um epimero de HC-P2, sendo
caracterizado como o diterpeno 74-metoxirosmanol ou epimetilrosmanol que através de
comparacdo com os dados de RMN 'H e *C de HC-P2 e os dados de RMN 'H e *C
registrados de acordo com AHMED, 2006 (Tabela 10, p. 79). Este composto foi isolado
anteriormente de Salvia dorrii L. (Lamiaceae), e no género Hyptis na espécie Hyptis dilatata
houve relato do composto acetilado, pois as fracbes antes de serem submetidas a
cromatografia foram acetiladas (URONES, 1998). Entdo concluiu-se que o composto 7/-

metoxirosmanol ndo é inédito no género.
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Tabela 10 — Dados de RMN *H e C (500/125 MHz, CDCls) de HC-P5, comparados com os valores da
literatura de RMN *H e *3C (400/100 MHz, CDCl5) do diterpeno abietano 74-metoxirosmanol.

HC-P5 HC-P2
HSQC HMBC HSOQC
C oc OH “J ch *J e Jc OH
1,91 (m, 1)
la 1,95 (m, 1H) a
5| 273 351 (m 11 271 | 3.8 (dl, J=14 1H)
1,61 (m, 1)
2a 1,64 (m, 1H)
3 | 189 % (m 110 1,95 18,9 151 (m. 1H)
1,42 (m, 1)
30 1,17 (m, 1H) | 42 (m,
3 | 380 a8 o 11 1,00:096 | 37,9 118 (m. 1H)
4 | 318 : 195 | 4904 | 316
5 | 555 1,95 (s, 1H) 4,94 5.4 1,90 (s, 1H)
6 | 747 | 4.94(d 1H,J=25Hz) | 4,44 74.7 | 4,92 (d, 1H, J = 3.0 H)
_ 6,83; _
7| 782 | 444011, 3=24H2) | 494 | L o0 | 782 | 440(d 1H,I=30HD)
8 | 126.7 : 444 | 4904 | 1235 :
6.83;
9 | 1237 i iorngs | 1285 i
10 | 47.9 : 195 | 494 | 479 :
11 | 142.1 : 1425 :
12 | 1420 ; 683 | 142.1 :
13 | 1351 : 117:1.08 | 1355 :
14 | 1189 6,83 (5, 1H) 444 | 1189 6.77 (5, 1H)
15 | 27,2 3,03 (m, 1H) 683 | 272 | >0 (Sep;’kf)z 7.0Hz
16 | 221 | 1,08(d J=68Hz) 221 | 1,01(d, =70 H)
17 | 226 | 117(d, 1= 6.8 Hz) 227 | 1.12(d, J=7,0 H2)
18 | 3L7 1,00 (5. 3H) 21,9 0,92 (s, 3H)
19 | 220 0,96 (s, 3H) 195 | 318 0,97 (s, 3H)
20 | 178.4 4,94;1,95 | 178.9 ;
21 | 56,0 3.60 (5, 3H) 56.0 3,57 (s, 3H)
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Figura 54 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (KBr) de HC-P5
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Figura 55 — Espectro de RMN *H (500MHz, CDCl;) de HC-P5
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31,7

Figura 57 — Espectro de RMN ~C DEPT 135° (125 MHz, CDClIs) de HC-P5
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Figura 59 — Espectro de HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de HC-P5
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Figura 60 — Espectro de *H, *H, COSY (500 MHz, CDCl;) de HC-P5
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Figura 61 — Espectro de 'H, *H, NOESY (500 MHz, CDCls;) de HC-P5
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Figura 62 — Espectro de massa de baixa resolucdo de HC-P5
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Figura 63 — Espectro de massa de alta resolugéo de HC-P5
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5.2.5 Determinacéo estrutural do galdosol (HC-P3)

HC-P3 foi obtido com um aspecto resinoso, seguindo o mesmo procedimento
experimental para HC-P1 e HC-P2 (item 6.6.4.1, p. 113). A substancia isolada (HC-P3)
apresentou [a]2’= +21° (c = 0,166g, CHCl5).

O espectro de absorcao na regido do IV (Fig. 65, p. 89) exibiu bandas semelhantes aos
diterpenos discutidos anteriormente, mas foi o Unico que apresentou uma banda larga em
3437 cm™, caracteristica de deformacdo axial de ligagdo O-H de hidroxila, absorces em 1780
cm™ e em 1697 cm ' relacionado as deformacéo axial de ligacdo C=0 de éster ciclico e de
cetona conjugada, respectivamente, além das absor¢des caracteristicas de deformacdes axiais
de ligacdo C=C de anel aroméatico em 1603, 1560 e 1522 cm™,

O espectro de RMN **C CPD [125 MHz, CDCls] (Fig. 68, p. 90) de HC-P3, exibiu 19
linhas espectrais, observando um sinal mais intenso em Jc 22,2, sugerindo a presenca de dois
atomos de carbono para este sinal. Os dados observados mostraram-se similares aos
observados para 0s compostos anteriores (HC-P1, HC-P2, HC-P4 e HC-P5). A diferenca mais
significativa observada foi o desaparecimento do sinal relativo ao carbono sp* oxigenado em
C-7 e o aparecimento de um carbono carbonilico adicional na molécula. A analise
comparativa com o espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C a
uma ligacdo, com deteccéo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 69, p. 91) revelou a presenca
de trés carbonos metinicos, sendo um em Jc 81,4 (C-6) oximetinico, trés carbonos
metilénicos, quatro carbonos metilicos, quatro carbonos ndo hidrogenados sp?, dois carbonos
carbonilicos [dc 189,9 (C-7) e 177,7 (C-20)] e dois carbonos sp® quaternérios [d¢c 32,7 (C-4) e
49,8 (C-10)] (Tabela 11, p. 86).

Semelhante aos compostos anteriormente explicitados, o espectro de RMN *H de HC-
P3 [500 MHz, CDClg] (Fig. 66, p. 99 e Fig. 67, p. 90), exibiu sinais relacionados ao esqueleto
abietano, através do hidrogénio aromatico em oy 7,66 (1H, s, H-14), sendo este mais
desprotegido talvez devido a influéncia de um grupo desprotetor préximo, como uma
carbonila. Mostrou ainda os hidrogénios do grupo isopropila em oy 1,24 (6H, d, J = 5,0, H-
16-17) e oy 3,11 (1H, m, H-15), porém, para este composto foi observado apenas um sinal de
hidrogénio oximetinico em oy 4,73 (1H, d, H-6), diferindo dos demais compostos, em que
observou-se dois hidrogénios oximetinicos.

O espectro de massa de alta resolucdo (Fig. 72, p. 92) de HC-P3, forneceu picos
correspondentes a molécula protonada em 345,1696 m/z Daltons, formando adutos com sédio
[M+Na]® em 367,1515 m/z Daltons e com potassio [M+K]" em 383,1792 m/z Daltons,
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condizente com a férmula molecular CyoH,40s determinada, juntamente com os dados de

RMN da Tabela 11, abaixo. Desta forma foi possivel atribuir para HC-P3 um indice de

deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a nove, justificados pelas quatro insaturacdes do anel

benzénico, trés anéis e a presenca de duas carbonilas, diferindo dos outros compostos em que

era observada apenas uma.
Tabela 11 — Deslocamentos quimicos RMN **C (CDCls, 500 MHz) de HC-P3 por padréo de hidrogenacéo.

C CH CH, CH3 Total

189,9 (C=0) 120,8 38,0 31,8
177,7 (C=0) 81,4 (HC-O-) 27,6 22,5
141,4 (-OH) 60,6 19,0 22,2
149,0 (-OH) 27,5 22,2

134,9

128,6

122,4

49,8

32,7

CgHO, C4H,0 CsHs C4H1o FM C2H2405 |

A anélise do espectro de RMN *H,"H-COSY de HC-P3 (Figura 71, p. 92), evidenciou

as mesmas correlacBes relacionadas ao esqueleto abietano e observadas para 0s compostos

descritos anteriormente.
Com base no espectro RMN 2D *H, *C - HMBC (Fig. 70, p. 91), observou-se as

correlacdes do hidrogénio em Jy 3,11 (H-15) com o carbono oxigenado em Jc 149,0 (C-11) e

com o carbono em dc 120,8 (C-14) e do hidrogénio aromético em oy 7,66 (H-14) com o

carbono em Jc 141,4 (C-12), verificando assim a disposicdo orto das hidroxilas no anel

aromatico (Fig. 64. I, abaixo).

Figura 64 — Acoplamento a longa distancia (HMBC) de HC-P3

A posicdo do anel lactbnico pdde ser determinada em funcdo da correlacdo dos
hidrogénios em oy 4,73 (H-6), e 2,46 (H-5) com o carbono em dc 177,7 (C-20) (Fig. 64. II,

acima). A posicdo da carbonila de cetona em C-7 foi determinada atraves das correlagdes dos
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hidrogénios em oy 7,66 (H-14) e 2,46 (H-5) com o carbono em oc 189,9 (C-7) (Fig. 64. 11l p.
86).

A interpretacdo dos dados espectroscopicos obtidos para HC-P3 (Tabela 12, p. 88),
bem como a analise comparativa com dados da literatura (MARRERO, 2002), permitiram
concluir que HC-P3 trata-se do diterpeno abietano denominado galdosol, isolado

anteriormente de espécies do género Salvia (Lamiaceae), porém inédito no género Hyptis.
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Tabela 12 — Dados de RMN *H e **C (500/125 MHz, CDCI;) de HC-P3, comparados com os valores da

literatura de RMN *H (300 MHz, CDCl5) do diterpeno galdosol (MARRERO, 2002).

HSQC HMBC MARRERO, 2002
C Jc O ?J e Jen “Iw On
1a 2,07 (m, 1A); _
15 | 270 3,26 (m, 1H)
20 1,73 (m, 1H); _
op | 190 1,64 (m, 1H) 2,07
30 1,24 (m, 1H); . ]
5 | 380 50 (m 10 1,04: 0,98

1,04;
4 | 327 ] 005 945 | T3 i
5 | 606 2.46 (s, 1H) 473 2.46 (s, H)
6 | 8L4 4,73 (s, 1H) 2.45 4,72 (s, 1H)
7 1 1899 - 473 | 7.66.2.45 :
8 | 122.4 - 473 §

7,66;

9 | 1286 - 2 45: 2.07 -
10 | 498 - 207245 473 §
11 | 149.0 - 311 g
12 | 1414 - 7,66
13 | 134.9 - 311 124
14 | 1208 7.66 (s, 1H) 311 7.69 (s, 1H)
15 | 27.5 | 311(m 1H.J=70Hz) | 1.24 7.66 3,20 (hept, J = 7,0 Hz, 1H)
16 | 225 | 124(d,3H,J=68Hz) | 3.1l 124 1.18 (d. J= 7.0 Hz, 3H)
17 | 222 | 1.24(d,3H, =68 Hz) | 3.1 124 1.29 (d, J= 7.0 Hz, 3H)
18 | 318 1,04 (s, 3H) 0.98: 2.45 1.12 (5, 3H)
19 | 222 0,98 (s, 3H) 1.04: 2,45 0,98 (s, 3H)
20 | 177,7 . 2,07, :

2,45; 4,73
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Figura 68 — Espectro de RMN **C (500 MHz, CDCls) de HC-P3
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Figura 69 — Espectro de RMN HSQC (500 e 125 MHz, CDCl3) de HC-P3

Figura 70 — Espectro de RMN HMBC (500 e 125 MHz, CDClI;) de HC-P3
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Figura 72 — Espectro de massa de alta resolucdo de HC-P3
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5.2.6 Determinacéo estrutural do epiisorosmanol (HC-P6)

As fragOes (19-24) e (28-36), originarias do fracionamento cromatogréfico do extrato
etandlico da parte aérea de H. carvalhoi Harley, foram solubilizadas em cloroformio e
reunidas, apés comparagdo por cromatografia em camada delgada (CCD). Nas fracOes
reunidas observou-se um precipitado, que apos filtracdo e posterior lavagem com cloroférmio,
resultou em um sélido branco denominado HC-P6 (item 6.6.6 na pag. 118), que apresentou
ponto de fusdo 187,2 — 189,1 °C e rotago especifica de [a]>' = -3° (c = 0,066, CHCIy).

No espectro de absorcéo na regido do 1V (Fig. 75, p. 97) observaram-se absor¢des em
3539 e 3381 cm™ referentes a deformacéo axial de ligagdo O-H. Os estiramentos axiais de
ligacBes C-H de carbono sp® foram representadas pelas absorcdes caracteristicas entre 2962 e
2876 cm™. Além desses a absorcdo em 1718 cm™, foi relacionada & deformacdo axial de
ligacdo C=0 de carbonila e a absorcdo em 1014 cm™ pode ser deformacéo axial da ligacio C-
O. Por ultimo pdde-se destacar a banda de estiramento axial da ligacdo C=C caracteristica de
anel aromatico em 1456 cm™.

Os dados observados no espectro de RMN **C CPD [125 MHz, CDCls] de HC-P6
(Fig. 77, p. 98) e a comparacdo com espectro de RMN **C DEPT 135° de HC-P6 (Fig. 78, p.
98) revelou o sinal de carbono aromatico hidrogenado em oc 116,4 (C-14), quatro carbonos
metinicos, sendo dois oximetinicos em oJc 69,3 (C-6) e oc 81,8 (C-7) e quatro carbonos
metilicos. Os demais sinais foram referentes a oito carbonos ndo hidrogenados, sendo um
carbono carbonilico em ¢ 178,3 (C-20) e cinco sinais entre oc 123,0 (C-9) e 144,9 (C-11)
correspondentes aos carbonos do anel aromatico, sendo dois oxigenados [Jc 144,6 (C-12) e
144,9 (C-11)]. Ainda mostrou dois sinais referentes a carbonos quaternarios em oc 49,5 (C-
10) e 35,3 (C-4) e trés carbonos metilénicos em J¢ 20,0 (C-2), 30,2 (C-1) e 42,3 (C-3) (Tabela
13, p. 94).

O espectro de RMN 2D *H, **C - HSQC (Fig. 79, p. 99) tornou possivel a correlacio
de cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono, como observado na Tabela 14
da pag. 96.

A anélise do espectro de RMN *H [500 MHz, CDCl;] de HC-P6 (Fig. 76, p. 97)
mostrou um singleto mais desprotegido em oy 6,77 (s, 1H, H-14) ), relacionado a hidrogénio
ligado a anel aromatico. Os demais sinais foram referentes a sinais caracteristicos do grupo
isopropila em oy 1,20 (d, 6H, J = 4,8, H-17), oy 1,22 (d, 6H, J = 4,8, H-16) e em Jy 3,25
(sept,1H, J = 5,0 , H-15) e dos dois sinais de hidrogénios carbinélicos em Jy 4,30 (1H, d,
J=4,0, H-6) eem 5,13 (1H, d, J = 4,0, H-7).
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No espectro de RMN 2D 'H,'H-COSY (Fig. 81, p. 100) foram evidenciadas as
mesmas correlagdes entre o sinal do hidrogénio do carbono metinico do grupo isopropil em Jy
3,25 (sept, J = 5,0 Hz, H-15) e os sinais dos hidrogénios de carbonos metilicos em dy 1,20 (d,
6H, J = 4,8, H-17) e oy 1,22 (d, 6H, J = 4,8, H-16) e ainda as correlagdes dos hidrogénios
carbinolicos em dy 4,30 (1H, d, J = 4,0, H-6) com os em 5,13 (1H, d, J = 4,0, H-7). Ainda
observou as correlagdes do hidrogénio em oy 4,30 (1H, d, J = 4,0, H-6) com o hidrogénio em
on 1,38 (1H, d, J = 5,0, H-5). Além dessas correlagbes foram evidenciadas as correlacbes
entre os hidrogénios de carbonos metilénicos do subsistema do anel ciclohexano (Fig. 73,

abaixo).

V4

o 9
H44

O | OCHs HO o
3

| X

Figura 73 — Sub-estruturas mostrando as correlagdes observadas no COSY de HC-P6.

H3C CH3

Tabela 13 — Deslocamentos quimicos RMN **C (CDCl,, 500 MHz) de HC-P6 por padréo de hidrogenagéo

C CH CH, CHs Total

178,3 (C=0) 116,4 42,3 32,7
144,9 (-OH) 81,8 (-OR-) 30.2 216
1446 (-OH) 69,3 (-OH) 20,0 23.4

136,2 56,7 23,2

129,6 28,1

123,0

49,5

35,3

CgH,03 CsHesO» CsHe CsH1o FM CyH260s5 |

Os dados espectroscdpicos observados na Tabela 14 acima e o pico do ion molecular
com razdo massa/carga (m/z) em 346 Daltons (Figs. 82, p. 100 e 83, p. 101) revelaram para
HC-P6 a formula molecular CyH,60s, com IDH igual a oito, justificado pelas quatro
insaturacdes do anel benzénico, uma insaturacdo referente a carbonila e outras trés
equivalentes a trés anéis.

A analise do espectro de RMN 2D 'H,**C — HMBC (Fig. 80, p. 99), mostrou os
acoplamentos a distancia (2JJCH e JCH) entre os hidrogénios e os carbonos (Tabela 14, p.
96). Os acoplamentos entre o hidrogénio do carbono metinico em 6y 5,13 (d, J = 4,0 Hz, H-
7), o hidrogénio em oy 1,38 (d, J = 5,0 Hz H-5) e o hidrogénio do carbono metilénico em oy
2,57 (td, J = 15; 5,0 Hz, H-1p), todos com carbono carbonilico em é¢c 178,3 (C-20), confirmou
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a posicdo do anel lactdénico em C-7, observando um fechamento diferente dos compostos
isolados anteriormente, em que o carbono carbonilico ndo acoplava com o carbono 7, mas
com o carbono 6 (Fig. 74. 1, abaixo). O fechamento da lactona em C-7 causa uma diferenca
nas multiplicidades e nos deslocamentos dos hidrogénios 5 (dn 1,38, d) e 6 (o4 4,30, dd), este
ultimo observa-se como um tripleto largo no espectro.

Através do espectro de RMN HMBC observaram-se ainda as correlagdes entre o
hidrogénio em Jy 6,77 (H-14) com os carbonos em oc 81,8 (C-7) e 28,1 (C-15), confirmando
a posicdo orto das hidroxilas ligadas ao anel aromatico. Verificou-se que a posi¢do das
hidroxilas é a mesma dos compostos anteriormente explicitados. A posi¢cdo do grupo
isopropila foi a mesma dos compostos anteriores, determinada pelos acoplamentos entre os
hidrogénios em oy 1,20 (d, J = 4,8 Hz, H-17) e em 64 1,22 (d, J = 4,8 Hz, H-16) com o
carbono em o¢ 28,1 (C-15), respectivamente (Fig. 74. 11, abaixo).

Figura 74 — Sub-estruturas mostrando as correla¢des observadas no HMBC de HC-P6.

A interpretacdo dos dados espectroscopicos obtidos para HC-P3 (Tabela 14, p. 96),
bem como a analise comparativa com dados da literatura (PULKALSKAS, 2005), permitiram
concluir que HC-P6 trata-se do diterpeno abietano denominado epiisorosmanol, isolado
anteriormente de espécies do género Salvia, Rosmarinus (Lamiaceae), porém inédito no

género Hyptis.
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Tabela 14 — Dados de RMN *H e *C (500/125 MHz, CD;0D) de HC-P6, comparados com os valores da
literatura (PULKALSKAS, 2005) de RMN *H (400 MHz, CD,0D) para o diterpeno abietano epiisorosmanol.

HC-P6 PULKALSKAS, 2005
HSQC HMBC Epiisorosmanol
C dc on 2J cH °J cH
la 30.2 2,57 (td, J = 15; 5,0 Hz, 1H) 2,78 (d, J = 14; 4,0 Hz, 1H)
18 ’ 2,78 (dl, J = 15,0 Hz, 1H) 2,57 (ddd, J = 4,5; 13,3 Hz, 1H)
2a 1,86 (m, 1H) 1,87 (m, 1H)
2p | 290 1,60 (m, 1H) 2,57 1,59 (m, 1H)
3a 1,31 (m, 1H) , 1,50 (d, J = 12,3 Hz, 1H)
ap | 423 1.49 (m, 1H) 1,02;0,90 131 (m, 1H)
1,38;

M B ] 102,090 | 4% -

_ 5,13; _
5 56,7 1,38 (d, J=5,0 Hz 1H) 1.02: 0.90 1,38 (d, J = 4,2 Hz, 1H)
6 69,3 4,30 (t, J=4,0 Hz, 1H) 5,13; 1,38 64 4,30 (dd, J = 4,3; 4,2 Hz, 1H)
7 81,8 5,13 (d, J=4,0 Hz, 1H) 4,30 6,77 705,13 (d, J = 4,3 Hz, 1H)
8 129,6 - 5,13 -
9 123,0 - 5,13 6,77 -
10 49,5 - 2,57; 1,38 -
11 1449 - -
12 144,6 - 6,77; 3,25 -
13 136,2 - 3,25 1,20; 1,22 -
14 116,4 6,77 (s, 1H) 5,13; 3,25 6,77 (s, 1H)
15 28,1 3,25 (sept, J=5,0 Hz, 1H) | 1,20; 1,22 6,77 3,28 (m, 1H)
16 23,2 1,22 (d, J= 4,8 Hz, 3H) 3,25 1,20 1,21 (d, J = 6,7 Hz, 3H)
17 23,4 1,20 (d, J = 4,8 Hz, 3H) 3,25 1,22 1,20 (d, J = 6,8 Hz, 3H)
18 32,7 1,02 (s, 3H) 1,38; 0,90 1,02 (s, 3H)
19 21,6 0,90 (s, 3H) 1,38; 1,02 0,90 (s, 3H)

5,13;

20 178,3 - 257 1.38 -
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Figura 75 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (KBr) de HC-P6
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Figura 76 — Espectro de RMN 1H (500 MHz, CD3;0D) de HC-P6
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Figura 78 — Espectro de RMN ~C DEPT 135° (125MHz, CD;0D) de HC-P6
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Figura 80 — Espectro de HMBC (125 MHz, CD;0D) de HC-P6
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Figura 81 — Espectro de *H,'H, COSY (500 MHz, CD;0OD) de HC-P6

120 138 161168 190 201 223 M6 263 219 M2 317 332 M1 360
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Figura 82 — Espectro de massa de baixa resolucdo de HC-P6
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Figura 83 — Espectro de massa de baixa resolucédo - expansdo de HC-P6



5.3 Avaliacéo do potencial citotoxico

5.3.1 Ensaio das amostras isoladas de H. carvalhoi Harley
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A atividade citotoxica das amostras esta apresentada na Tabela 15, abaixo, com seus

respectivos percentuais de inibicdo. A substéncia destacada foi escolhida para avaliacéo

subsequente por apresentar valor de inibicdo > 75% em pelo menos uma linhagem tumoral

testada, valor esse considerado como ponto minimo de atividade para o ensaio de novas

substancias com potencial antitumoral.

Tabela 15 — Percentual de inibigdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés linhagens tumorais HCT-
8 (colon-humano), MDAMB-435 (mama-humano) e SF-295 (glioblastoma — humana) testadas na dose Unica de
5ug/mL. Valores sdo média + DPM.

Amostra HCT-8 MDAMB-435 SF-295

SD SD SD
N° | Identificacdo | Cl1% (média) Cl% (media) Cl% (media)
1 HC-P1 97,65% 0,44% 38,05% 1,25% 0,00% 0,00%
2 HC-P2 76,49% 2,75% 16,03% 5,34% 0,00% 0,00
3 HC-P4 54,47% 3,47% 40,38% 3,86% 25,14% 7,65%
4 HC-P5 29,78% 29,78% 17,08% 0,23% 6,21% 5,39%
5 HC-P6 9,33% 9,33% 20,45% 3,41% 0,00% 0,00

Cl% - concentragdo inibitdria

Pelos dados apresentados na Tabela 15 acima, a substancia HC-P1, que trata-se do

diterpeno 7a-etoxirosmanol, apresentou-se mais ativo frente as células tumorais de célon-

humano e foi submetido a teste para calculo de sua Clso. Analisando a tabela observa-se que

HC-P2 também mostrou-se mais ativo, porém seu desvio padrdo foi maior que para HC-P1.
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5.3.2 Célculo da ICso da amostra HC-P1

Com os resultados apresentados na Tabela 16, abaixo, verifica-se que HC-P1
apresentou uma boa atividade citotdxica, pois de acordo com o protocolo do National Cancer
Institute (NCI), valores de Clsp < 4 pg/mL, devem ser considerados significativos para

substancias puras.

Tabela 16 — Valores da Cls, em pg/mL das substancias avaliadas pelo método do MTT nas linhagens de HL-60,
SF-295, MDAMB-435 e HCT-8 com incubagéo de 72hs. Maior concentracdo testada: 5 pg/mL

Amostras HL-60 SF-295 MDAMB-435 HCT-8

HC-P1 >5 >5 >5 >5
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6. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
6.1 - Métodos cromatograficos

6.1.1 - Cromatografia de adsorcao

Nas cromatografias de adsor¢do em coluna foram empregadas, como fase estacionaria,
gel de silica 70-30 mesh, da marca Vetec (cromatografia gravitacional) e 230-400 mesh da
marca Merck para cromatografia sob média pressao (cromatografia flash). O comprimento e o
didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras e as quantidades
de gel de silica utilizadas. Para cromatografia de camada delgada (CCD) utilizou-se gel de
silica 60 F 254 da Merck em placas de vidro e cromatoplacas Merck de gel de silica 60 Fys4
sobre aluminio.

Os solventes utilizados como fase mével foram: hexano, diclorometano, acetato de
etila, metanol, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. Todos o0s
solventes eram de qualidade P.A., destilados ou com grau CLAE.

As revelacbes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas pela
pulverizacdo com solucdo de vanilina (CgHgO3) e &cido perclorico (CCIO4) em etanol P.A.,

seguido de aquecimento em chapa aquecedora a 100°C, até o aparecimento de coloragéo.

6.1.2 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os fracionamentos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizados em equipamento constituido de uma bomba ternaria Shimadzu LC-20AT e um
detector Shimadzu SPD-M20A, utilizando coluna Phenomenex (10 x 150 mm, 5um).

Os solventes empregados como fase mdvel foram hexano, cloroférmio e acetato de
etila com grau de pureza CLAE, que foram filtrados através de membranas de nylon com
poros de 0,45um (Phenomenex), seguido de desgaseificacdo por sonicacdo a vacuo durante 5
minutos. As amostras foram dissolvidas com os solventes utilizados nas fases moveis
empregadas em cada andlise, e filtradas num sistema manual através de membranas de teflon

com poros de 0,45um (Waters).
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6.2 - Métodos espectroscopicos e espectrométricos

6.2.1 - Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho (1V) foram obtidos em Espectrémetro Perkin
Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000 da central analitica do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara. Utilizaram-se pastilhas de Brometo
de Potéassio (KBr) para analise das amostras.

6.2.2 - Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa dos 0Oleos essenciais extraidos de H. carvalhoi Harley foram
obtidos no Departamento de Quimica Organica e Inorgénica da Universidade Federal do
Ceara, em espectrometro Shimadzu, modelo QP 5000/DI-50, atraves de impacto eletronico a
70eV (CG/EM).

Os espectros de massa de alta resolucdo foram obtidos no modo positivo usando um
espectrometro de massa modelo LCMS-IT-TOF (225-07100-34) — SHIMADZU, equipado
com fonte de ionizacdo por electrospray pertencente ao Laboratorio de Espectrometria de
Massa do Nordeste da Universidade Federal do Ceara (LEMANOR-UFC).

6.2.3 - Espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e de
carbono-13 (RMN *C)

Os espectros de RMN *H e RMN **C unidimensionais e bidimensionais foram obtidos
em espectrometro Brucker, modelo Avance DRX-500, pertencente ao Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN-UFC), operando na frequiéncia do hidrogénio a 500 MHz, e na frequéncia do
carbono a 125 MHz, respectivamente.

Os solventes utilizados nas dissolugdes das amostras para obtencdo dos espectros
foram: cloroférmio deuterado (CDCIs3) e metanol deuterado (CD3;0OD).

Os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos hidrogénios pertencentes
as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes deuterados utilizados: cloroférmio (8
7,27) e metanol (6 3,31). Nos espectros de carbono-13, os deslocamentos quimicos (d) foram
referenciados pelos picos centrais dos carbonos-13 dos solventes: cloroformio (6 77,0) e
metanol (6 49,0) (PAVIA, LAPMAN e KRIZ, 2001).
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As multiplicidades das bandas de absorcéo dos hidrogénios nos espectros de RMN *H
foram indicadas segundo a convencao: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), e m (multipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com angulos
de nutacdo de 135° CH e CHj; com amplitudes em oposicdo aos CH, foi utilizada na
determinagdo do padrdo de hidrogenacdo dos carbonos em RMN *C, descrito segundo a
convencdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico)
e CHj3 (carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo
do espectro DEPT 135° do espectro CPD.

Os experimentos bidimensionais de correlagdo homonuclear (COSY) e heteronuclear
(HSQC e HMBC), realizados em aparelho Brucker Avance DRX-500, foram efetuados em
sonda multinuclear de 5mm, com deteccdo inversa, empregando-se gradiente de campo,

posicionado no eixo z e magnitude de 10 A.
6.3 - Outras determinaces

6.3.1 - Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo foram determinados no equipamento de microdeterminacédo
Mettler Toledo, localizado no Departamento de Quimica Organica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceard. As determinacdes foram realizadas a uma taxa de

aquecimento de 2° C/min e nao foram corrigidos.

6.3.2 - Rotacao oOptica
As rotacOes Opticas foram determinadas em polarimetro Perkin-Elmer, modelo 341 do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard, sendo as

medidas realizadas a 589 nm (20 °C).
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6.4 - Material vegetal

6.4.1 - Hyptis carvalhoi Harley

As folhas e inflorescéncias de Hyptis carvalhoi Harley foram coletadas no municipio
de Mucujé, na Chapada Diamantina-BA pelo prof. Edilberto Rocha Silveira da Universidade
Federal do Cear4, e identificada pela botanica Profa. Maria Lenise Silva Guedes do Instituto
de Biologia do Departamento de Botéanica da Universidade Federal da Bahia. A exsicata
referente a coleta encontra-se depositada no Herbario Alexandre Leal Costa, no Departamento

de Biologia da Universidade Federal da Bahia, sob o registro de nimero 78091.

6.5 - Estudo dos constituintes volateis de Hyptis carvalhoi Harley

A extragdo dos constituintes do dleo essencial das folhas e inflorescéncias de H.
carvalhoi Harley foi realizada utilizando o método da hidrodestilagdo e o dleo foi coletado em
um aparelho doseador de 6leo essencial tipo Cleavenger, modificado por Gottlieb.

A analise dos constituintes do 0leo essencial foi realizada atraves do cromatografo a
gas acoplado a espectrémetro de massa (CG/EM) descrito no item 5.1, p. 39

A identificacdo dos constituintes do Oleo essencial foi efetuada atraves da
determinacdo dos indices de Kovats simulados (ALENCAR et al., 1990), pesquisa em
espectroteca e comparacdo com dados da literatura (ADAMS, 1989). Os resultados

encontram-se na pag. 40, Tabela 2.

6.5.1 - Obtencéo do 6leo essencial (Fluxograma 1, p. 108)

As folhas e inflorescéncias frescas de H. carvalhoi Harley, pesando 0,540 Kg, foram
colocadas em baldo de vidro de 5 L, juntamente com 2,5 L de agua destilada e extraidas pelo
método de hidrodestilacdo. Apds a extracdo com o vapor d"agua, que durou aproximadamente
3 horas, a mistura (dgua+dleo) contida no doseador foi separada utilizando-se um funil de
separacdo. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e filtrada. O éleo obtido
(1,23 g) com rendimento de 0,23%, foi enviado para andlise dos constituintes por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM). Os dados referentes a

coleta e extracdo dos dleos essenciais estdo resumidos na Tabela 17, p. 108.
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Tabela 17 — Dados da extragdo do 6leo essencial de H. carvalhoi Harley

DATA DA PARTE DA PESO DO | TEOR
PESO (g) 3 SIGLA
COLETA PLANTA OLEO (g) (%)
Folhas e
27.02.2009 ) o 540 1,23 0,23 HCFI-OE
inflorescéncias
FOLHAS E INFLORESCENCIAS
(0,540 Kg)
Extracdo em doseador tipo Cleavenger
HIDROLATO OLEO+AGUA
(desprezado)

Na,SO, anidro

Filtracdo

OLEO ESSENCIAL

(1,23

g)

Analise por CGL/EM

IDENTIFICACAO

Fluxograma 1 — Método de extracdo do 6leo essencial das folhas e inflorescéncias de H. carvalhoi Harley
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6.6 — Isolamento dos constituintes ndo-volateis de Hyptis carvalhoi Harley

6.6.1 Obtencéao dos extratos hexanico (HCFIH) e etandlico (HCFIE) da parte aérea de H.

carvalhoi Harley (Fluxograma 2, abaixo)

1,54 Kg de folhas, inflorescéncias e caules (parte aérea) de H. carvalhoi Harley, secos

e moidos foram submetidos a maceracdo em 6L de hexano por 72 horas. A extracdo foi

realizada em triplicata e a solucdo foi rotoevaporada sob pressdo reduzida. O extrato

hexanico, de coloragdo esverdeada, foi obtido e denominado HCFIH (68,5 g, rendimento =

4,45%). O mesmo procedimento foi realizado utilizando etanol para obtencdo do extrato

etanolico na forma de um sélido verde, denominado HCFIE (170,0 g, rendimento = 11,04%).

FOLHAS, INFLORESCENCIAS E
CAULES SECOS E TRITURADOS
(1,54 Kg)

Extragcdo com hexano

Evaporacédo do solvente

EXTRATO HEXANICO (HCFIH)
(68,5 Q)

TORTA

Extracdo com etanol

EXTRATO ETANOLICO (HCFIE) TORTA
(170,0 0)

Fluxograma 2 — Obtenc&o dos extratos hexanico e etanolico da parte aérea de Hyptis carvalhoi Harley
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6.6.2 — Tratamento e fracionamento cromatografico do extrato etanolico (HCFIE)

Uma aliquota (70,0 g) do extrato etandlico foi solubilizada em uma mistura de
CH3OH: H,0 (1:1 v/v), para a precipitacdo da clorofila. A mistura foi filtrada e a solugéo-
mae foi evaporada em rotaevaporador, obtendo-se 13,0 g do extrato hidroalcoélico (HCFIE-
H). Uma aliquota de 10,0 g de HCFIE-H foi submetida a sucessivas cromatografias flash,
totalizando seis colunas. Em todas as colunas utilizou-se como fase estacionéria gel de silica
flash, e como fase movel os solventes: hexano, diclorometano e metanol puros ou em misturas
binarias, seguindo uma ordem crescente de polaridade. Apos este procedimento as fracdes
semelhantes das seis colunas foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) e
reunidas, obtendo-se 4 fragOes finais de cada coluna. As fragcbes semelhantes das colunas
foram reunida, das quais a fracdo HCFIE-HC (1,65 g) foi objeto de estudo, devido uma
analise prévia desta por RMN *H, em que observou-se uma possivel presenca de diterpenos,

identificados por sinais caracteristicos.
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6.6.3 — Fracionamento cromatogréafico de HCFIE-HC

A fracdo HCFIE-HC (1,65 g) foi adsorvida em 1,8 g de gel de silica, pulverizada em
grau de porcelana e disposta sobre 66,4 g de gel de silica em coluna de 3,5 cm de diametro
interno. A eluicéo foi realizada com os solventes CHCI3/CH3OH nas proporgdes indicadas na
Tabela 19, abaixo. As fracbes semelhantes foram reunidas ap6s compara¢do por CCD, para
obtencdo de 12 fracGes resultantes.

Tabela 18 — Coluna cromatografica de HCFIE-HC

FRACOES ELUENTE PESO (g)
HCFIE-HC-(1-5) 100% CHCl, 0,015
HCFIE-HC-(6-18) | CHCIy/ CH;OH 3% 0,320
HCFIE-HC -(19-24) | CHCIy/ CHsOH 3% 0,068
HCFIE-HC-(25 -27) | CHCIy/ CHsOH 3% 0,351
HCFIE-HC -(28-36) | CHCIly/ CHsOH 5% 0,421
HCFIE-HC-(37-38) | CHCIy/ CHsOH 5% 0,025
HCFIE-HC-(39-42) | CHCIy/ CHsOH 5% 0,085
HCFIE-HC-(43-46) | CHCIy/ CH;OH 5% 0,036
HCFIE-HC-(47-60) | CHCIy/ CHsOH 7% 0,032
HCFIE-HC -(61-65) | CHCIy/ CHsOH 15% 0,005
HCFIE-HC-(66-67) | CHCIy/ CHsOH 50% 0,008
HCFIE-HC -(68-70) 100% CH5OH 0,026
TOTAL 1,39

RENDIMENTO 84,24%
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6.6.4 - Fracionamento cromatografico de HCFIE-HC-(6-18) (Fluxograma 3, p. 114)
A fracdo HCFIE-HC-(6-18) (320,0 mg) foi recromatografada em coluna flash (®= 2,5
cm) sobre gel de silica (36,5 g) e eluida com CHCI3/CH3OH de acordo com as proporcoes

mostradas na Tabela 19, abaixo. Apds anélise por cromatografia em camada delgada (CCD),

as fracOes semelhantes foram reunidas, levando a obtencao de 5 fragdes resultantes.

Tabela 19 — Coluna cromatografica de HCFIE-HC- (6-18)

FRACOES ELUENTE PESO (g)
HCIFIE-HC-(6-18)-(1-6) 100% CHCl, 0,011
HCIFIE-HC-(6-18)-(7-13) 100% CHCl, 0,039

HCIFIE-HC-(6-18)-(14-35) 100% CHCls 0,211
HCIFIE-HC-(6-18)-(36-62) | CHCIs/CH;OH 50% 0,049
HCIFIE-HC-(6-18)-(63-65) 100% CH3OH 0,008
TOTAL 0,318
RENDIMENTO 99,37%

A fracdo HCIFIE-HC-(6-18)-(14-35) (211 mg), foi recromatografada em gel de

silica (14,0 g), utilizando coluna de 2 cm de didmetro e eluida com Hexano/CHCl; (1:9

v/v) de forma isocratica. As fracbes semelhantes foram reunidas, e apos analise em

CCD obteve-se 6 fracOes resultantes, de acordo com a Tabela 20, abaixo.

Tabela 20 — Coluna cromatografica de HCFIE-HC- (6-18)-(14-35)

FRACOES ELUENTE PESO (g)
HCFIE-HC-(6-18)-(14-5)-(1) Hexano/CHCl; 90% 0,004
HCFIE-HC-(6-18)-(14-5)-(2-14) Hexano/CHCl; 90% 0,017
HCFIE-HC-(6-18)-(14-5)-(15-18) Hexano/CHCl; 90% 0,014
HCFIE-HC-(6-18)-(14-5)-(19-24) Hexano/CHCl; 90% 0,041
HCFIE-HC-(6-18)-(14-5)-(25-52) Hexano/CHCl; 90% 0,114
HCFIE-HC-(6-18)-(14-5)-(53-70) 100% CH;OH 0,016
TOTAL 0,206

RENDIMENTO 97,63%
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6.6.4.1 - CLAE de HCFIE-HC-(6-18)-(14-35)-(25-52) — Isolamento de HC-P1, HC-P2 e
HC-P3

A fracdo HCFIE-HC-(6-18)-(14-35)-(25-52) (114 mg) submetida a CLAE, provido de
coluna de fase normal e utilizando a fase movel hexano/AcOEt (75:25, v/v) em um fluxo de
3mL/min. Selecionou-se a detec¢do do UV para uma faixa de 280 — 400 nm e obteve-se um
cromatograma (Fig. 84, abaixo) que exibiu 3 picos majoritarios cujos tempos de retencao
foram 5,91 min (pico 1), 6,49 min (pico 2) e 7,93 min (pico 3). O pico 1 rendeu 14,0 mg de
um s6lido amarelado com ponto de fusdo 175,1 - 177,1 °C, designado HC-P1. O pico 2 levou
ao isolamento de 32,0 mg de um sélido alaranjado com ponto de fusdo 181,3 - 182,3°C,
designado HC-P2, e o pico 3 rendeu 11,0 mg de uma substancia com aspecto resinoso,
designada HC-P3, respectivamente (Fluxograma 3, p. 114).

mAL) 0
500 :P.ICOZ - P1C03 g
300
200
o g .
3 F4
o 1 2 3 B} s 6 7 L3 -

Figura 84 — Cromatograma de HC-P1, HC-P2 e HC-P3
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HCFIE-HC-(6-18)
(303,0 mg)

Cromatografia flash

—_—— - N

Fr (7-13) (i4-35) (36-62) (63-65)
(39,0 mg) (211,0 mg) (49,0 mg) (8,0 mg)

e .
Fr (1) Fr (2-14) Fr (15-18) Fr (19-24) Fr (53-70)
(4,0 mg) (17,0 mg) (14,0 mg) Je (41,0 mg) (16,0 mg)
CLAE
. HCPL ! i HCP2 | i HCPs
L @omg) ! @20mg) . ! (10mg) !
N : N J N J

Fluxograma 3 — Fracionamento de HCFIE-HC-(6-18)



6.6.5 - Fracionamento cromatogréfico de HCFIE-HC-(25-27) (Fluxograma 4, p.

117)

A fragdo HCFIE-HC-(25-27) (351,0 mg) foi adsorvida em 1,23 g de gel de
silica, pulverizada e acondicionada sobre 28,0 g de gel de silica em coluna flash com
2,5 cm de diametro, utilizando CHCI; como fase movel. As fraces obtidas foram
comparadas por CCD, e reunidas de acordo com seus Rfs, resultando em 8 fracdes

(Tabela 21, abaixo).
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Tabela 21 — Coluna cromatogréfica de HCFIE-HC- (25-27)

FRACOES ELUENTE PESO (g)
HCFIE-HC-(25-27)-(1) 100% CHCl; 0,006
HCFIE-HC-(25-27)-(2-14) 100% CHCl; 0,015
HCFIE-HC-(25-27)-(15-20) 100% CHCl; 0,021
HCFIE-HC-(25-27)-(21-36) 100% CHCl; 0,187
HCFIE-HC-(25-27)-(37-49) 100% CHCl; 0,046
HCFIE-HC-(25-27)-(50-57) | CHCls/ CH3;OH 50% 0,029
HCFIE-HC-(25-27)-(58-61) | CHCIs/ CH3;OH 50% 0,011
HCFIE-HC-(25-27)-(62) 100% CH;OH 0,002
TOTAL 0,317

RENDIMENTO 90,31%
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6.6.5.1 —-CLAE de HCFIE-HC-(25-27)-(21-36) — Isolamento de HC-P4 e HC-P5
Uma aliquota de HCFIE-HC-(25-27)-(21-36) (119,6 mg) foi parcialmente
solubilizada em uma mistura de hexano/AcOEt (60:40, v/v), e com esse procedimento
obteve-se um precipitado branco. Separou-se o precipitado (53,4 mg) da solucdo-mée e
esta foi filtrada em um sistema manual com filtros de 0,45 um. Aliquotas de 100 pL
foram injetadas em aparelho CLAE, provido de coluna de fase normal. A fase mével
utilizada foi hexano/AcOEt (60:40, v/v) em um fluxo de 3mL/min, e uma corrida de 10
minutos. Selecionou-se a deteccdo do UV para uma faixa de 280 — 400 nm e ap0s
injecdo obteve-se um cromatograma (Fig. 85, abaixo) que exibiu 2 picos majoritarios
cujo os tempos de retengdo foram 4,66 min (pico 1) e 5,27 min (pico 2). O pico 1
rendeu 15,0 mg de um sélido amarelado com ponto de fusdo 221,6 - 223,6 °C,
designado HC-P4 e o pico 2 levou ao isolamento de 7,0 mg de uma substancia com

aspecto resinoso designada HC-P5 (Fluxograma 4, p. 117).

400

200

10:0

k)
304

Figura 85 — Cromatograma de HC-P4 e HC-P5
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HCFIE-HC- (25-27)
(351,0 mg)

Cromatografia flash

Fr (1) Fr (2-14) (15-20) . (21-36) (37-49) Fr (50-57) (58-61) Fr (62)
(6,0 mg) (15,0 mg) (21,0 mg) (187,0 mg) (46,0 mg) (29,0 mg) (11,0 mg) (2,0 mg)

CLAE
Hexano/AcOEt 60:40

| (@s50mg) | | (7omg) |

Fluxograma 4 — Fracionamento de HCFIE-HC-(25-27)
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6.6.6 — Recristalizacdo de HCFIE-HC-(19-24) e (28-36)

As fragdes HCFIE-HC-(19-24) (68,0 mg) e a HCFIE-HC-(28-36) (421,0 mg) foram
reunidas, apos analise por cromatografia em camada delgada (CCD). Depois adicionou-se
cloroférmio e a mistura foi aquecida visando a dissolu¢cdo do material para posterior
recristalizagdo. No entanto, notou-se que somente parte do material havia sido dissolvido,
formando uma solugdo com um precipitado em suspensdo. O precipitado foi separado da
solucdo sobrenadante por filtracdo e em seguida lavado com cloroférmio, fornecendo um
solido branco denominado HC-P6 (34,0 mg) e possui ponto de fusdo na faixa de 187,2 - 189,1
°C. A amostra foi enviada para analise em RMN *H e '*C sendo caracterizada como o

diterpeno epiisorosmanol.
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6.7 Atividade de citotoxicidade in vitro

Os testes de citotoxicidade foram realizados pelo aluno Felipe Augusto Rocha
Rodrigues do Laboratério de Oncologia Experimental (LOE) da Universidade Federal do
Cearad (UFC), tendo como responsavel o Prof. Manoel Odorico de Moraes, a Profa. Leticia

Veras Lotufo e a Profa. Claudia do O Pessoa.

6.7.1 Material bioldgico

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (Mama - humano), HCT-8
(Célon — humano) e SF-295 (Glioblastoma — humana), foram cedidas pelo Instituto Nacional
do Céncer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de

soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo
5% de CO..

6.7.2 Método da avaliacdo do potencial citotoxico das substéncias isoladas de Hyptis
carvalhoi Harley

A andlise da citotoxicidade pelo método do MTT foi utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano. E um método rapido, sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por
Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula.
E uma analise colorimétrica baseada na conversio do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do

MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE

et al., 1996).
@ Enzimas mitocondriais

Figura 89 — MTT é reduzido a formazan por enzimas mitocondriais
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As células foram plagueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens
MDA/MB-435 e SF-295 e 0,3 x 10° para a linhagem HCT-8. As placas foram incubadas por
72 horas em estufa a 5% de CO, a 37 °C. Ao término, as mesmas foram centrifugadas e o
sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solugéo de MTT (sal de
tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolugdo do
precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595nm.

Para o célculo da ICs, das substéncias ativas estas, previamente solubilizadas em
DMSO, foram diluidas seriadamente em meio RPMI para obtencdo das concentracdes finais
(0,048-25 pg/mL) e adicionadas em placa de 95 pocos (100 pL / pogo). Apds um periodo de
incubacdo de 72h, as placas foram retiradas e centrifugadas a 1500 rpm /15 minutos. O
sobrenadante foi aspirado e adicionado-se ao mesmo 150 pL de solucdo de MTT 10% em
RPMI, sendo a placa colocada na estufa a 5% de CO, por 3h. Em seguida, as placas foram
novamente centrifugadas a 3000 rpm / 10 minutos, tendo o sobrenadante aspirado e seu
precipitado ressuspendido em 150 pL de DMSO e agitado por 10 minutos, até completa
dissolucéo dos cristais de formazan. As placas foram lidas no espectrofotometro da placa a

um comprimento de onda de 550 nm.

6.7.3 Andlise estatistica

Os experimentos foram analisados segundo a media + desvio padrdo da média (DPM)
da porcentagem de inibicdo do crescimento celular. O célculo das ICsy (concentracdo
inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos desvios foram

realizados a partir da regressdo ndo-linear, usando o programa GraphPad Prism.
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A prospeccdo quimica do extrato etandlico das partes aéreas de H. carvalhoi Harley,
empregando métodos cromatogréficos, inclusive cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), resultou no isolamento e caracterizacdo de constituintes ndo-volateis pertencentes a
classe  quimica dos  diterpenos  abietanos, como:  7a,11,12-trihidroxi-6,10-
(epoximetano)abietan-8,11,13-trien-20-ona (rosmanol) (HC-P4), 7a-etoxi-11,12-trihidroxi-
6,10-(epoximetano)abietan-8,11,13-trien-20-ona (7a-etoxirosmanol) (HC-P1), 7a-metoxi-
11,12-trihidroxi-6,10-(epoximetano)abietan-8,11,13-trien-20-ona (7a-metoxirosmanol) (HC-
P2), 7B-metoxi-11,12-trihidroxi-6,10-(epoximetano)abietan-8,11,13-trien-20-ona (7p-
metoxirosmanol) (HC-P5), galdosol (HC-P3) e epiisorosmanol (HC-P6). Dentre as
substancias isoladas, os diterpenos rosmanol, 7a-metoxirosmanol e 7f-metoxirosmanol, ja
possuem relatos para o género Hyptis, enquanto que os diterpenos 7a-etoxirosmanol, galdosol
e epiisorosmanol possuem carater inédito no género.

Além do isolamento e caracterizacdo dos constituintes nao-volateis, foram também
identificados 10 constituintes volateis das folhas e inflorescéncias desta espécie [p-cimeno
(1,92%), limoneno (6,22%), y-terpineno (2,26%), linalool (1,16%), p-cariofileno (18,75%), a-
humuleno (7,54%), biciclogermacreno (5,06%), oOxido de cariofileno (7,62%), globulol
(47,45%)]. Dentre os constituintes identificados destaca-se o globulol que apresentou-se como
constituinte majoritario.

As substancias isoladas foram submetidas a testes de citotoxicidade in vitro frente as
células tumorais MDA-MB435 (mama — humano), HCT-8 (c6lon — humano) e SF-295
(Glioblastoma — humana). Dentre os compostos testados, HC-P1 apresentou elevado potencial
citotoxico no ensaio para a linhagem de células HCT-8.

O levantamento bibliografico dos constituintes quimicos isolados de espécies do
género Hyptis, utilizando como fonte de consulta os sites cientificos “Scifinder”,
“Science@Direct” e “Scielo”, revelou que os diterpenos abietanos sdao marcadores
guimiotaxondmicos, mostrando, com esses dados, que H. carvalhoi é uma fonte promissora
desta classe de compostos.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem vislumbrar a continuidade do estudo
fitoquimico desta espécie, bem como a extensdo a outras do mesmo género, visto que possui
diversas classes de substancias, algumas com estruturas diversificadas e atividade bioldgica

comprovada.
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