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Contribuicdo ao conhecimento quimico de espécies de Hyptis com ocorréncia no semiarido paraibano:
Hyptis macrostachys Benth. e Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

Costa, V. C. O.

P6s-Graduacédo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Tese de Doutorado, CCS/UFPB (2013).

RESUMO

A familia Lamiaceae possui 295 géneros e cerca de 7.775 espécies com
distribuicdo cosmopolita. Estima-se que 22 géneros e 402 espécies ocorrem no
Brasil. Neste trabalho, realizou-se um estudo fitoquimico de duas espécies do
género Hyptis encontradas no semiarido paraibano, Hyptis macrostachys Benth. e
Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth. As folhas e os caules das espécies em estudo
foram submetidas a processos de extracao, de filtragdo e cromatografia de seus
respectivos extratos. Posteriormente, as estruturas quimicas das substancias
isoladas foram identificadas e/ou determinadas por métodos espectroscopicos. Do
extrato etandlico bruto (EEB) de Hyptis macrostachys obteve-se as fases
hexanica, diclorometano e acetato de etila. No estudo da fase diclorometanica de
H. macrostachys foram isoladas cinco substancias através de métodos
cromatograficos convencionais, sendo dois diterpenos: o beier-15-en-17-ol
(eritroxilol B), codificado como Hm-1, isolado anteriormente e o &cido ent-
labda(8)-17,14-dien,9,13-epdbxi,12a-hidroxi-19-oico (HmM-3), inédito na literatura
(hiptenol); dois triterpenos: 3-B-acetoxi-olean-12-en-28-oico (acetato de acido
oleandlico) e o acido 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico (acido betulinico), isolados
anteriormente de espécies de Hyptis (Hm-2 e Hm-4, respectivamente); além de
uma pirona 6R-[(5’S,6’S-diacetoxi)-1'Z,3’E-heptenil]-5,6-diidro-2H-pirano-2-ona
(Hm-5), inédita na literatura (hiptenolideo). Da fase acetato de etila foram isolados
dois triterpenos, sendo uma mistura dos acidos oleandlico e ursélico (Hm-6) e o
acido 2a,3p,19a-triidroxi-urs-12-en-28-oico (acido torméntico), codificado como
Hm-7. O EEB de Hyptis umbrosa foi submetido a cromatografia de média
pressao. As fracdes obtidas foram monitoradas por CCDA e reunidas de acordo
com o0s seus respectivos perfis cromatograficos. Do EEB de Hyptis umbrosa,
foram isolados dois diterpenos: o pomiferin D (Hu-1), relatado pela primeira vez
nesta espécie, porém seus dados de RMN foram completamente reassinalados, e
o salviol (Hu-2), isolado anteriormente em outras espécies da familia Lamiaceae.
Como varias espécies de Lamiaceae sdo conhecidas por apresentarem
quantidade significativa de 6leos essenciais, decidiu-se analisar as folhas frescas
de Hyptis macrostachys e Hyptis umbrosa, onde os Oleos essenciais foram
extraidos por hidrodestilacdo em aparelho de clevenger e caracterizados por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM). A
constituicdo quimica dos Oleos essenciais de Hyptis macrostachys e Hyptis
umbrosa foi de 98,37 e 92,9%, respectivamente, de monoterpenos e
sesquiterpenos. Sendo o 1,8-cineol (36,3%) o constituinte majoritario para Hyptis
macrostachys e a fenchona (24,8%) para Hyptis umbrosa, compativeis com a
composicdo quimica de Oleos essenciais de outras espécies de Lamiaceae.
Esses resultados contribuiram com o estudo fitoquimico das espécies do
semiarido paraibano, H. macrostachys e H. umbrosa, com a identificagdo
estrutural de nove substancias, sendo duas inéditas na literatura (hiptenol e
hiptenolideo).

Palavras-chave: Hyptis macrostachys; Hyptis umbrosa; Lamiaceae; hiptenol;
hiptenolideo.
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Contribution to chemical knowledge of Hyptis species occurring in semiarid of Paraiba:
Hyptis macrostachys Benth. and Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

Costa, V. C. O.

P6s-Graduacédo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Tese de Doutorado, CCS/UFPB (2013).

ABSTRACT

Lamiaceae family has 295 genera and about 7,775 species with cosmopolitan
distribution. It is estimated that 22 genera and 402 species occur in Brazil. This
study describes the phytochemical study of two species of the genus Hyptis found
in semiarid Paraiba, Hyptis macrostachys Benth. and Hyptis umbrosa Salzm. ex
Benth. Leaves and stems of the species studied were subjected to extraction and
subsequently processes of filtration and chromatography of their extracts.
Posteriorly, chemical structures of the isolated compounds were identified and/or
determined by spectroscopic methods. The crude ethanol extract (CEE) of Hyptis
macrostachys obtained phases hexane, and dichlorometane and ethyl acetate. In
study of dichlorometanic phase from H. macrostachys were isolated five
substances by conventional chromatographic methods: two diterpenes, beier-15-
en-17-ol (erytroxilol B) encoded as Hm-1, isolated as before and ent-labda (8)-
17.14-dien,9,13-epoxy-12a-hydroxy-19-oic acid (Hm-3) unpublished literature
(hyptenol); two triterpenes, 3-B-acetoxy-olean-12-en-28-oic (acetate oleanolic
acid) and 3B-hydroxy-lup-20 (29)-on-28-oic acid (betulinic acid), have previously
been isolated from species of Hyptis (Hm-2 and Hm-4, respectivety), plus a pyrone
6R-[(5'S, 6'S-diacetoxy)-1'Z, 3'E-heptenyl]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one (Hm-5),
unpublished literature (hyptenolide). From ethyl acetate phase two triterpens have
been isolated, a mixture of ursolic and oleanolic acids (Hm-6) and 2a,33,19a-
trinydroxy-urs-12-en-28-oic acid (tormentic acid), encoded as Hm-7. The CCE
from Hyptis umbrosa was subjected to medium pressure chromatography. The
fractions were monitored by TLC and assembled according to their
chromatographic profiles. In CEE of Hyptis umbrosa, two diterpens were isolated,
pomifrim D (Hu-1) first reported in this species, but its NMR data were completely
reassignment and salviol (Hu-2), previously isolated from other species of
Lamiaceae family. How many species of Lamiaceae are known to have significant
amount of essential oils, it was decided to analyze the fresh leaves of Hyptis
macrostachys and Hyptis umbrosa was extracted by hydrodistillation in clevenger
apparatus and characterized by GC-MS. The chemical constitution of the essential
oils of Hyptis macrostachys and Hyptis umbrosa was 98.37 and 92.9%,
respectively, of monoterpenes and sesquiterpenes. Being 1,8-cineole (36.3%) the
major constituent for Hyptis macrostachys and fenchona (24.8%) for Hyptis
umbrosa, consistent with the chemical composition of essential oils of other
species of Lamiaceae. These results contributed to the phytochemical study of the
species of the semiarid of Paraiba, H. macrostachys and H. umbrosa with the
structural identification of nine substances, two of the unpublished (hyptenol and
hyptenolide).

Keywords: Hyptis macrostachys; Hyptis umbrosa; Lamiaceae; hyptenal,
hyptenolide.
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1 INTRODUCAO

A relacdo entre o conhecimento popular e cientifico, no que se refere ao
uso de plantas medicinais, pode ser enquadrada dentro da visdo dialética, que
prevé a transformacdo e a evolugao das ideias, sendo o conhecimento popular
uma incorporagéo de experiéncias e conhecimentos transmitidos de geragao em
geracdo. Existem diferencas entre as formas pelas quais as populacbes
produzem e expressam seus conhecimentos sobre o mundo natural e aquelas
gue foram desenvolvidas pela ciéncia moderna. A unido entre esses dois pontos
de vista € alcancada quando os pesquisadores buscam o conhecimento popular
e, a partir destes, realizam pesquisas laboratoriais (CASTRO; FERREIRA, 2001).

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de
novas substéncias utilizadas diretamente como agentes medicinais. Além disso,
elas fornecem modelos para modificagbes estruturais e otimizacdo das
propriedades farmacoldgicas e bioquimicas, servindo, inclusive, para a inspiracao
de quimicos organicos, estimulando-os a enfrentar desafios na construcédo de
novas moléculas naturais (BRAZ-FILHO, 2010).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento de doencas, €
uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. No inicio da
década de 90, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (AKERELE, 1993).

Durante algum tempo, os investimentos elevados na preparacdo de
produtos sintéticos contribuiram significativamente para estimular acdes que
tentavam reduzir o uso de organismos vivos como fontes de novos bioprodutos
com atividade biol6gica. Nos ultimos anos, no entanto, a importancia dos
organismos vegetais como fontes produtivas de substancias anticancerigenas e
outras atividades bioldgicas reativaram interesses sociais e econbmicos,
superando obstaculos na construcdo de cenarios crescentes, estimulando,
inclusive, a percepgéo das liderangas industriais empenhadas na fabricacdo de
produtos sintéticos (BRAZ-FILHO, 2010).

Ao longo do tempo foram registrados variados procedimentos clinicos

tradicionais utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolugédo da medicina



31
COSTA, V. C. O. Introducéo

alopética a partir da segunda metade do século XX, existem dificuldades béasicas
na sua utilizacao pelas populagdes carentes, que vao desde 0 acesso aos centros
de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos. Estes
motivos, associados com a facil obtencéo e a grande tradicdo do uso de plantas
medicinais, contribuiram para sua utilizacdo pelas populacbes dos paises em
desenvolvimento (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Apesar da necessidade de atuacdo nas areas de fronteira do
conhecimento, o Brasil possui uma caracteristica territorial muito diferente dos
paises industrializados, marcada, principalmente, pela sua imensa biodiversidade,
sendo, portanto, ainda um celeiro para a busca de substancias novas, de
interesse biolégico ou ndo. Trabalhos cientificos integrados poderdo, em um
tempo limite, propiciar o conhecimento real da diversidade quimica dos ambientes
tropicais e auxiliar nos estudos futuros sobre o perfil metabdlico e associacdes
com perfil macromolecular das espécies de interesse de nossa biota (PINTO et
al., 2002).

No Brasil, o uso de plantas medicinais foi disseminando principalmente
pela cultura indigena. E um pais rico em diversidade, cujo territorio possui cinco
principais biomas, sendo designados como floresta amazobnica, cerrado, mata
atlantica, pantanal e caatinga. Portanto, € uma fonte rica de produtos com
potencial terapéutico. No entanto, este potencial para a descoberta de plantas
como fonte de novas drogas € pouco explorado ou regulamentado, contrastando
com o0 que ocorre em paises como Alemanha, Estados Unidos e Canada
(CALIXTO 2000; RATES, 2001; VEIGA-JUNIOR, 2008).

No final do século passado, mais especificamente nos anos 60, ocorreu
nos paises desenvolvidos iniciando pela Alemanha, Franca e Reino Unido, e
posteriormente difundindo-se para outros paises da Europa e América do Norte,
um interesse maior pela fitoterapia e, ao invés de usar a infuso, decocto ou tintura
de drogas vegetais, passam a usar formas farmacéuticas mais elaboradas, como
os comprimidos, capsulas e geleias (CUNHA; SILVA; ROQUE, 2003). Este
interesse surgiu principalmente devido a populagcéo acreditar que os fitoterapicos
sao isentos ou possuem poucos efeitos colaterais, e que sao aparentemente
eficazes nos casos onde a medicina tradicional ndo alcancou resultados

7

esperados, o que nem sempre é confirmado pelas pesquisas cientificas que
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avaliam a eficicia e a seguranca, assim como também, a garantia de qualidade
na producédo (CALIXTO, 2000; CARVALHO et al., 2008).

Vérias plantas se destacam na flora brasileira, entre elas, as da familia
Lamiaceae, que tem grande importancia econdémica, fornecedoras de Oleos
essenciais e de plantas ornamentais. Além de serem utilizadas como condimentos
na culindria (FALCAO, MENEZES, 2003) e por possuirem propriedades
medicinais (ZELLNER et al., 2009). Esta familia também apresenta uma grande
variedade de metabdlitos secundarios, entre eles, terpenoides, flavonoides,
lactonas, lignanas, acidos graxos (DARIAS et al., 1990; PATORA; KLIMEK, 2002;
HORVATH et al., 2004; ALI et al., 2007). No levantamento bibliografico das
espécies Hyptis macrostachys Benth. e Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth. foram
encontrados poucos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos.

Diante do exposto, decidiu-se realizar o estudo fitoquimico de Hyptis
macrostachys Benth. e de Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth., espécies da familia
Lamiaceae com ocorréncia no semiarido, utilizando para tanto técnicas
cromatograficas e métodos fisicos de anadlises, tais como infravermelho (IV),
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e espectrometria de massas (MS), com o
objetivo posterior de disponibilizar extratos, substancias isoladas e 06leos
essenciais para realizacdo de testes bioldgicos, integrando, assim, os estudos

farmacoldgicos ao estudo fitoquimico dessas espécies.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae possui 295 géneros e cerca de 7.775 espécies de
plantas herbaceas a arbustivas. E um grupo com distribuicio cosmopolita,
ocorrendo principalmente em savanas abertas e regibes montanhosas de clima
tropical a subtropical. Estima-se que pelo menos 22 géneros e 402 espécies
ocorrem no Brasil (BASILIO et al., 2006). A Figura 1 (p. 35) mostra o0 mapa da
distribuicdo (em vermelho) de plantas da familia Lamiaceae no mundo. Esta
familia é relativamente bem estudada do ponto de vista quimico, e 0 seu
metabolismo especial apresenta uma variedade de classes de micromoléculas
(Figura 2, p. 36), existindo representantes das vias do &cido acético, da via do
acido chiquimico e proveniente de vias mistas (FALCAO; MENEZES, 2003).

Essa familia € composta por ervas, arbustos e arvores distribuidos em
ambos os hemisférios e inclui um grande numero de plantas medicinais de
importancia significativa (PEERZADA, 1997). Ela tem grande importancia
econdmica por ser fonte de 6leos essenciais (encontrados em varias espécies dos
géneros Mentha, Lavandula, Ocimum, Rosmarinus, Salvia, Satureja e Thymus), e
de plantas ornamentais. Muitas espécies sao utilizadas como condimentos
importantes em culinaria, sendo apreciadas pelo aroma ou pelo sabor que
fornecem aos alimentos (FALCAO; MENEZES, 2003) e algumas especiarias sio
uma fonte bem conhecida de antioxidantes, especialmente polifendis (HOSSAIN
et al., 2010).

Dentre as atividades biologicas relatadas para os constituintes quimicos
isolados de plantas da familia Lamiaceae, podemos destacar: antifiingica,
antiulcerogénica, antibacteriana, citotoxica, inibitdria do crescimento de células
leucémicas, anti-HIV, anti-inflamatéria, antinociceptiva e antitumoral (FALCAO;
MENEZES, 2003; ARRIGONI-BLANKA et al., 2008).
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Figura 1 — Mapa de distribuicdo da familia Lamiaceae no mundo, area
representada em vermelho.

Adaptado de: http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/welcome.html. Acesso
em: 29 de outubro de 2012.



http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/welcome.html
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Figura 2 — Substancias isoladas de espécies da familia Lamiaceae.

OH (@)
Luteolina 7-O-B-glicopiranosidio
Folhas de Melissa officinalis L.
(PATORA,; KLIMEK, 2002)

Me OH Me o CH,OH
R OMOH

Luteolina 3’-O-B-glicopiranosidio
Folhas de Melissa officialis L.
(PATORA; KLIMEK, 2002)

Bisnumidiol
Salvia nubicola

(ALl et al., 2007)

(+)-Sesamina
Folhas Salvia ssp. e Sideritis ssp.
(DARIAS et al., 1990)
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2.2 O género Hyptis

O género Hyptis compreende aproximadamente 400 espécies (SANTOS et
al., 2007), distribuidas desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina. Hyptis é
um género rico em espécies de grande importancia econdmica e
etnofarmacolégica (FALCAO; FERNANDES; MENEZES, 2003). As populacdes as
utilizam para diversos fins medicinais como mostrado no Quadro 1 (p. 38). O
grupo caracteriza-se pela presenca de plantas fortemente aromaticas. No
nordeste do Brasil sdo popularmente usadas na forma de infuso, decocto e
cigarro, sendo indicadas no tratamento de varias doencas, especialmente das
vias respiratorias, e sdo amplamente comercializadas nas feiras livres (BASILIO
et al., 2006).

2.2.1 Principais classes de metabolitos encontrados em Hyptis

A constituicdo quimica de espécies desse género € bastante variada, tendo
destaque os terpenoides, a exemplo dos diterpenos, os quais tem demonstrado
atividade citotoxica, antimalarica, antimicrobiana, expectorante e antiviral (Quadro
2, p. 39). Estes por sua vez, sdo provenientes de uma unidade de pirofosfato de
geranilgeranil (PFGG) obtido pela unido de uma unidade de pirofosfato de
farnesila (PFF) com uma unidade de pirofosfato de isopentil (PFI). O mais
importante é o fitol. Este composto nada mais é do que uma forma reduzida do
geranilgeraniol (Figura 3, p. 41) (NIERO; MALHEIROS, 2009).

Outros esqueletos de diterpenos podem ser formados como mostra a
Figura 4 (p. 41).
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Quadro 1 — Espécies de Hyptis e suas partes utilizadas na medicina popular.

(Rich.) Brig.

Planta inteira

infectadas e

Espécie Parte da Uso Popular Referéncia
Planta
. . Propriedades
Hyptis Raizes estomacais MUKHERJEE, et
suaveolens (L.) AN al., 1984
Poit. Doe_nc;as~resp|rator|as,
Flores digestdo e dorde | AcpA etal,, 2008
cabeca
LEE et al., 1988
Hyptis capitata Partes Resfriado, febre, asma ALMTORP;
Jacq. aéreas e doencas fungicas HAZELL;
TORSSELL, 1991
Dor de cabeca,
. desordens
. Hyptls Planta inteira gastrintestinais, ROJAS etal.,
verticillata Jacq. . 1992
repelente de insetos e
antisséptica
) Antl_ba_ct,er_lana, MALAN:
Hvbtis pectinata . Nao antl‘mlco'tlca e BELISSIERE:
yp(L )pPoit informado antitussigena PELLERIN, 1989
Flores Asma, tosse, bronquite
e doencas do figado | AGRAetal., 2008
Hyptis spincigera Planta inteira Controle de insetos AYCARD etal.,
Lam. 1993
Hyptis mutabilis Ulceras de pele BARBOSA;

BARBOSA, 1992

Benth.

bronquite

conjuntivite
Hvotis martiusii Folhas Doencas intestinais e
yp estomacais AGRA et al., 2008
Benth. . ~ L
Raizes Inflamacéo dos ovarios
Hyptis fruticosa : .
Salzm. ex Frutos e Gripe, resfriado @ | AR etal., 2008
folhas asma
Benth.
Hyptis umbrosa Doencas articulares,
Salzm. ex Folhas estomacais e AGRA et al., 2008
Benth. expectorante
Hyptis
macrostachys Folhas Asma, tosse e AGRA et al., 2008
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Quadro 2 — Diterpenos isolados de Hyptis e atividades farmacolédgicas descritas.
Estrutura Atividade Referéncia
O
o ARAUJO; LIMA;
OH Antiviral
SILVEIRA, 2004
,,///// g OH
7.seco-7(20),11(20)-diepoxiabieta-8,11,13-trieno
OCH3
ARAUJO; LIMA,;

Citotoxica
SILVEIRA, 2004

T it

~
Z
Z
~
’d

Acido12-metoxicarnésico

_ _ CAVALCANTI et
Citotoxica
al., 2008

Tl

Z
Z
Z
~,
-z

7B-hidroxi-11,14-dioxiabieta-8,12dieno

_ ARAUJO; LIMA;
Antitumoral
SILVEIRA, 2004

Martiusano
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Quadro 2 — (Continuacéao).
Expectorante | OHSAKI et al., 2005
%H £ 1R =OMeR,=H
// OAc  2:R, =H, R, = OMe
O
1: 15B-metoxifaciculatum
2: 15a-metoxifaciculatum
. CAVALCANTI et al.,
Citotoxica
2008
7a-acetoxi-12hidroxi-11,14-dioxoabieta-8,13-
dieno
) _ CHUKWUJEKWU et
Antimalaria
al., 2005
13a-epi-dioxiabieta-8(14)-en-18-ol
_ MONACHE et al.,
Antitumoral
1977
14-metoxitaxodiano
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Figura 3 — Esquema da formacao de diterpenos.

ac. abietico

taxol
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Os triterpenos constituem talvez o grupo mais importante de terpenoides.
Eles apresentam diversas propriedades medicinais, destacando-se os efeitos anti-
inflamatorios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (NIERO;
MALHEIRQOS, 2009).

Os triterpenos ndo sao formados através do processo de acrescentar IPP &
cadeia ja existente, resultando numa maior cadeia (Figura 5, p. 42). Ao invés
disso, duas moléculas de farnesil pirofosfato associam-se “cauda a cauda’
através de um processo complexo para formar um hidrocarboneto denominado
esqualeno, ou no caso dos 3-B-hidroxiterpenoides, o isébmero 3-S do 2,3-epoxido-
esqualeno. A conformacdo que todos os trans-2,3-epodxido-esqualeno adotam
guando se inicia a ciclizacdo, vai determinar a estereoquimica da juncéo do anel
no triterpeno produzido. Como resultado da ciclizacdo da conformacao cadeira-
barco-cadeira-barco leva a formacgéo do céation protosteril e a ciclizacdo cadeira-
cadeira-cadeira-barco leva a formacao do cation damaril. O cation intermediario
formado pode sofrer uma série de migracdes, as quais formam uma variedade de
tipos de esqueletos (CONNOLLY; HILL, 2000; DEWICK, 2002).

Figura 5 — Alguns tipos de esqueletos envolvidos no mecanismo de formacgéo dos
triterpenos.

Rt i i

esgualeno

x.“‘*'/i\-> P

i
) HO N _
P cation protosteril

lanostano cicloartano
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Os triterpenos pentaciclicos derivam do arranjo do epoxido do esqualeno
em um arranjo cadeira-cadeira-cadeira-barco seguido de uma condensacéo. Este
tipo de componente € comum em plantas. As estruturas pentaciclicas, podem ter
quatro anéis de seis membros e um de cinco, entre 0os quais pertencem as
familias lupano e hopano, ou cinco anéis de seis membros como as familias
oleanano, ursano, friedelano e lonastano. Pertencente a familia dos lupanos a
betulina, acido betulinico e lupeol, entre outras (Figura 6, p. 44). A betulina é o
triterpeno mais abundante na natureza, também € o precursor na biossintese do
acido betulinico, o composto biologicamente mais ativo deste grupo. Estes
compostos tem apresentado vérias atividades bioldgicas, entre as quais vale
destacar, a atividade anti-inflamatoria. A betulina e o acido betulinico inibem a
formacdo de edema de pata de ratos induzidos por carragenina e serotonina,
suas atividades sdo comparadas aos anti-inflamatérios fenilbutazona e
dexametazona (PATOCKA, 2003; ALLAKURTTI et al., 2006). O lupeol apresenta
maior atividade anti-inflamatéria em edema induzido por carragenina (FOTIE et
al., 2006).

O &cido betulinico tem apresentado uma variedade de atividades
bioldgicas, incluindo a inibicdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
antibacteriana, antimalarica, anti-helmintica, antimicobacteriana, antioxidante,
entre outras (YOGEESWARI, SRIRAM, 2005).

Os acidos ursdlico e oleandlico e a- e B-amirina (Figura 6, p. 44) séo
isdbmeros pertencentes as familias ursano e oleanano, respectivamente. Devido a
semelhanca estrutural, quando o0s respectivos isOmeros encontram-se em
determinada espécie, sao isoladas como misturas. Alguns trabalhos tem
demonstrado que os acidos ursdlico e oleandlico exercem inimeras atividades
biologicas, dentre as quais destacam-se as atividades anti-inflamatoria,
analgésica, antitumoral, anti-HIV e tripanossomicida. Também apresenta atividade
inibidora da acetilcolinesterase, podendo ser utilizado no tratamento da Doenca
de Alzheimer (KASHIWADA et al., 1998; TRAORE-KEITA et al., 2000).
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Figura 6 — Estruturas moleculares de alguns triterpenos bioativos.

Betulina Acido betulinico ) Lupeol

HO

Acido ursélico Acido oleandlico

o-amirina B-amirina

Espécies desse género também apresentam uma composicdo muito rica

em Oleos essenciais 0s quais tem demonstrado atividades antioxidante,

antimicrobiana e antinociceptiva (Quadro 3, p. 45).



COSTA, V. C. O.

45

Fundamentacéo Tedrica

Quadro 3 — Oleos essenciais do género Hyptis com bioatividade relatada.

Espécie Atividade Composto Majoritario Referéncia
(parte da planta)
Hyptis pectinata
YPESP , o . SANTOS et al.,
(L.) Poit. Antimicrobiana
2008
(folhas)
Calamusenona
Hyptis fruticosa
yP o ’ LIMA;
Salzm.ex Benth. Antinociceptiva
] CARDOSO, 2007
(partes aéreas)
1,8 cineol
_ NIERO;
Hyptis crenata
o MALHEIROS,
Pohl ex Benth. Antioxidante
2009
(folhas)
a-pineno
Hyptis suaveolens ilj NIERO;
(L.) Poit. Antimicrobiana MALHEIRQOS,
(folhas) )\ 2009

Sabineno
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2.3 Consideracdes sobre as espécies estudadas

2.3.1 Hyptis macrostachys Benth.

Hyptis macrostachys Benth. € uma espécie arbustiva pertencente a familia
Lamiaceae, encontrada no semiérido nordestino e conhecida popularmente como
“alfavaca-brava” e “hortela-do-mato” (Figura 7, p. 46). Suas folhas séo utilizadas
na medicina popular no tratamento da asma, da tosse e de bronquite na forma de
infuso ou xarope (AGRA et al., 2008). Em pesquisas realizadas em bancos de
dados mundiais, ndo foi encontrado nenhum relato de estudo fitoquimico para

esta espécie.

Figura 7 — Foto de Hyptis macrostachys Benth.

Fonte: J. F. TAVARES, (2009).

Vasconcelos (2011) relatou que o extrato etandlico bruto obtido das partes
aéreas de Hyptis macrostachys (HM-EtOHp,) até as doses de 5000 mg/kg por via
oral e 2000 mg/kg intraperitoneal ndo apresentou toxicidade aguda, entretanto,

apresentou atividade antidiarreica em camundongos.
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Recentemente, nossos colaboradores da farmacologia relataram que o
HM-EtOHpa também apresentou efeito espasmolitico ndo seletivo em aorta de
rato, Utero de rata, traqueia e ileo de cobaia (SOUZA et al.,, 2013); e que,
diferentemente, a pirona isolada da fase diclorometanica das partes aéreas de
Hyptis macrostachys, denominado de hiptenolideo, apresentou efeito

espasmolitico apenas em ileo de cobaia (SOUZA, 2013).

2.3.2 Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

Hyptis umbrosa também pertence a familia Lamiaceae, é popularmente
conhecida como “bamburral” e trata-se de uma planta subarbustiva com habito
perene/anual (Figura 8, p. 48). As partes mais utilizadas desta espécie sdo as
folnas e as flores. Sua indicacdo terapéutica na medicina popular € para
tratamento das moléstias do estdbmago, para dores de cabeca, para doencas
nasais e articulares, como expectorante, carminativo, ténico e sudorifero
(MATOS, 1999; AGRA et al.,, 2008). Em pesquisas realizadas nos bancos de
dados foram encontrados apenas alguns artigos relatando o isolamento de
substancias (Figura 9, p. 48), entre elas, um diterpeno do tipo orto-quinona,
denominado de umbrosona (MONACHE et al., 1990); o acido ursdlico e 2a-
hidroxi-ursélico (MATIDA; ZELNIK, PANIZZA, 1986).

Monache et al. (1990) relataram que o extrato etandlico de Hyptis umbrosa
apresentou uma significante atividade antimicrobiana. Também foi demonstrado
que o 6leo essencial de suas folhas apresentou potente atividade antitumoral
(ROLIM et al, 2013a) e baixa toxicidade frente aos eritrocitos murinos
(CHs50 =494,9 ug/mL) e baixa toxicidade aguda em camundongos por via
intraperitoneal (DLso em torno de 500 mg/kg) (ROLIM et al., 2013b).
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Figura 8 — Foto de Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

Fonte: J. F. TAVARES (2009).

Figura 9 — Estrutura quimica de compostos isolados de Hyptis umbrosa Salzm. ex
Benth.
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2.4 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo compostos formados basicamente por dois
grupos de origem biossintética distintos: o principal grupo € constituido por
terpenos e o outro é constituido por componentes fenilpropanoides. Ambos os
grupos séo caracterizados por moléculas com baixo peso molecular. Eles podem
ser sintetizados por todos os 6rgados da planta, ou seja, broto, flor, folha, caule,
ramo, semente, fruto, raiz e casca, sendo armazenados em células secretoras,
canais, células da epiderme ou tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008).

Nas plantas, os Oleos essenciais apresentam-se em misturas de
diferentes concentracdes, tendo, normalmente um composto majoritario. A grande
maioria, no entanto, é constituido de derivados fenilpropanoides ou de
terpenoides, preponderando os ultimos. Os terpenoides constituem uma grande
variedade de substancias, sendo esse termo empregado para designar todas as
substancias cuja origem biossintética deriva de unidades do isopreno. Os
compostos terpénicos mais frequentes nos 6leos volateis sdo 0s monoterpenos
(90% dos 6leos) e os sesquiterpenos (MELO, 2005).

E importante salientar que ha variacées na composicéo quali e quantitativa
destes produtos naturais a depender da composi¢do quimica do solo (SANTOS et
al., 2012); fase de crescimento e maturacdo da planta (TAVARES et al., 2005);
sazonalidade da coleta (CERQUEIRA et al., 2009); temperatura do ar de secagem
do material vegetal (RADUNZ, 2002), dentre outras variaveis.

Os Oleos essenciais, em geral, sdo secretados pelas glandulas capilares,
ao cobrirem as folhas protegem a planta contra herbivoros e patégenos, enquanto
0 Oleo secretado pelas glandulas capilares nas flores servem para atrair agentes
polinizadores, no caso da familia Lamiaceae, principalmente as abelhas
(WERKER, 1993).

Os Oleos essenciais podem ser obtidos de duas maneiras: pela
compresséo de frutas citricas ou por destilagdo a vapor de materiais vegetais,
como folhas e sementes (MIRALLES, 1998). A maior parte dos 0leos essenciais
de plantas condimentares é extraida por diferentes técnicas de destilacédo a vapor,

como destilagdo com vapor direto e indireto.
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A composicdo dos Oleos essenciais das plantas € determinada pela sua
espécie, variedade, por condigbes agronémicas, periodo de colheita e tipo de
processamento. Muito importante também séo as caracteristicas ambientais e
ecologicas particulares da regido de crescimento do vegetal. Estas fornecem
caracteristicas organolépticas como pungéncia, amargor e outras, de maneira
particular e peculiar a cada planta aromatica (GUILLEN; CABO; BURILLO, 1996).

Estima-se que cerca de 3000 6leos essenciais sdo conhecidos, dos quais
300 sédo comercialmente importantes, especialmente para as industrias
farmacéutica, alimentar, agrondmica, sanitaria, cosmética e de perfumes. Os
Oleos essenciais ou algum de seus componentes sdo muito usados em
perfumarias, produtos sanitarios, produtos ortodénticos, agrondmicos e industria
alimenticia (HENRIQUE, SIMOES-PIRES; APEL, 2009). Ademais, os 0leos
essenciais parecem apresentar propriedades medicinais para tratar uma ou outra
disfungdo organica ou doenca sistémica (SILVA et al., 2003; HAJHASHEMI;
GHANNADI; SHARIF, 2003).

O papel dos 6leos essenciais encontrados nas plantas esta relacionado
com a sua volatilidade, pois, por meio dessa caracteristica, agem como sinais de
comunicacdo quimica com o reino vegetal e como arma de defesa contra o reino
animal (CARDOSO et al., 2004).

Eles sdo soluveis em lipidios e em solventes organicos, com uma
densidade geralmente menor do que a da agua. Sdo extraidos de diversas
plantas aroméaticas, geralmente localizadas em paises de clima temperado a
quente como do Mediterraneo e dos paises tropicais, onde eles representam uma
parte importante da farmacopeia tradicional (BAKKALI et al., 2008).

Os produtos naturais do Brasil, especialmente os de 0Oleos essenciais,
vem sendo fontes de substancias potencialmente aplicaveis com propriedades
bioldgicas, farmacoldgicas ou terapéuticas e ja existem resultados promissores
indicando o uso de produtos a base de Oleos essenciais com indicacdo
terapéutica. Sdo exemplos de produtos recentemente lancados no mercado, o
Acheflan® produzido com 6leo essencial de Cordia verbenacea DC. (“erva-
baleeira”), contendo a-humuleno, com indicacdo anti-inflamatoria de uso topico
para o tratamento de tendinite cronica e dores miofasciais e o Rowachol®,

indicado para calculos biliares e como colerético e colagogo, contém borneol, a-
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pineno, canfeno, 1,8-cineol, mentona e mentol (HENRIQUE; SIMOES-PIRES;
APEL, 2009).

Os estudos iniciais para caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais
comecaram em meados do século XVIII, trazendo, assim, novos conhecimentos
técnicos sobre o assunto e incentivando a evolucao das pesquisas (MELO, 2005).
Atualmente existe um grande numero de plantas conhecidas para producdo de
Oleos essenciais como, por exemplo, plantas da familia Lamiaceae.

A familia Lamiaceae engloba diversas plantas aromaticas, das quais €&
possivel extrair 6leo essencial muito cheiroso, que apresenta em sua composi¢ao
quimica, complexa mistura de hidrocarbonetos, alco6is e compostos carbonilicos.
Vérias espécies do género Hyptis também apresentam uma composicdo muito
rica em Oleos essenciais 0s quais tem demonstrado atividades antioxidante
(YUNES; CECHINEL-FILHO, 2009), antimicrobiana (SANTOS et al., 2008;
YUNES; CECHINEL-FILHO, 2009) e antinociceptiva (LIMA; CARDOSO, 2007)
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Contribuir com o conhecimento quimico de plantas do semiarido do
nordeste brasileiro através da extracao, isolamento e identificacdo de constituintes
quimicos das folhas e dos caules de Hyptis macrostachys Benth. e de Hyptis

umbrosa Salzm. ex Benth. da familia Lamiaceae.

3.2 Especificos

» lsolar, purificar, caracterizar e identificar/determinar constituintes quimicos
fixos das folhas e dos caules de Hyptis macrostachys Benth. e de Hyptis

umbrosa Salzm. ex Benth.;

» Caracterizar constituintes volateis das folhas de Hyptis macrostachys

Benth. e de Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

» Disponibilizar os extratos e seus constituintes quimicos para avaliacdes

farmacoldgicas.



Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material e Equipamentos Utilizados

As cromatografias de adsor¢cao em colunas foram realizadas em colunas
de vidro de comprimentos e didmetros variados, utilizando como adsorvente silica
gel da Merck, 7734, com particulas 0,063-0,200 mm de diametros.

As Cromatografias em Camada Delgada Analitica (CCDA) e Preparativa
(CCDP) foram preparadas com gel silica 60 PF,s4 artigo 7749, Merck, suspensas
em agua destilada (1:2) espalhadas sobre placas de vidro por meio de um cursor
“Quick fit” que conferia as camadas espessuras de 0,25 e 1,00 mm,
respectivamente. As cromatoplacas obtidas foram secas ao ar livre e, em seguida,
ativadas em estufa a 110 °C durante duas horas.

As revelacdes das cromatoplacas foram realizadas por exposicdo a luz
ultravioleta, por meio do aparelho Mineralight, modelo UVGL-58 com dois
comprimentos de onda (254 e 366 nm), e reveladas em uma camara saturada
com vapores de iodo.

Os espectros de absorcéo na regido de infravermelho (IV) foram obtidos
em espectrometros VARIAN e BOMEM 100MB, na faixa de 4000 a 400 cm™,
utilizando pastilhas de KBr (0,5 mg da amostra/100 mg de KBr).

Os pontos de fusdo das amostras foram determinados em aparelho digital
para ponto de fusdo, marca Microquimica, modelo MQAPF-302, com bloco de
platina em microscopio 6ptico tipo “Kopfle”, marca REICHERT, modelo R3279,
com temperatura que variava de 0 a 350° C.

O reagente de Libermann-Buchard foi utilizado para a deteccdo dos
terpenos, e que também serve para a deteccéo de esteroides.

Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros VARIAN
SYSTEM, operando a 500 MHz para hidrogénio (RMN 'H) e 125 MHz para
carbono-13 (RMN 3C), e VARIAN MERCURY operando a 200 MHz para
hidrogénio (RMN 'H) e 50 MHz para carbono-13 (RMN **C). Os deslocamentos
quimicos (0) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de

acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades da RMN *H foram indicadas segundo a
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convencao: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), ddd
(duplo duplo dubleto), dddd (duplo duplo duplo dubleto), t (tripleto), tl (tripleto
largo), q (quadrupleto) e m (multipleto).

Os solventes utilizados foram hexano, cloroformio, acetato de etila e
metanol, puro ou em misturas binarias, seguindo gradiente crescente de
polaridade, utilizando para analises solventes da Merck, Vetec, e solventes
deuterados (RMN).

Um aparelho de Média Pressdo (BUCHI Pump Manager C-615/605) foi
utilizado para a resolucdo cromatografica do extrato etandlico bruto de Hyptis
umbrosa.

Um cromatografo para CG-EM (Cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa) da marca Shimadzu GC17-A foi utilizado para a
caracterizacdo dos 6leos essenciais das espécies em estudo.

O Polarimetro (Jasco, modelo P-20000) foi utilizado para determinacéo de

[0,

4.2 Material Vegetal

4.2.1 Hyptis macrostachys Benth. e Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

As folhas e os caules de Hyptis macrostachys e de Hyptis umbrosa foram
coletadas em agosto de 2009, no municipio de Maturéia-PB, semiarido paraibano.
Os materiais foram identificados pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra do Setor
de Botanica do Programa de Pdés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos (PPgPNSB) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e as exsicatas
encontram-se depositadas no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier, da UFPB sob
identificacdo AGRA et al. 6947 para Hyptis macrostachys e AGRA et al. 6964 para
Hyptis umbrosa.
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4.2.2 Processamento do material vegetal de Hyptis macrostachys Benth.

O material vegetal (3,5 kg), folhas e caules, foi desidratado em estufa com
ar circulante a temperatura de 40 °C durante 72 horas. Apdés secagem, foram
submetidos a um processo de pulverizacdo em moinho mecanico, obtendo-se

2,0 kg do po planta.

4.2.3 Procedimento para obtencdo do extrato etandlico bruto das folhas e

dos caules de Hyptis macrostachys Benth.

O material vegetal seco e pulverizado (2,0 kg) foi macerado com EtOH
(95%) durante 72 horas, esse processo de maceracéo foi repetido por trés vezes.
Obtendo-se assim a solugcdo etanodlica. Apds a extracdo, a solucdo extrativa foi
concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida e a uma temperatura de
40 °C obtendo-se 200 g do extrato etandlico bruto (EEB) (Esquema 1, p. 58).

4.2.4 Fracionamento do extrato etandlico bruto das folhas e dos caules de

Hyptis macrostachys Benth.

Parte do EEB (100 g) foi submetido a cromatografia liquida a vacuo
utiizando um funil de placa porosa e silica-gel, e como eluentes hexano,
diclorometano e acetato de etila, puro ou em misturas binarias. Fornecendo as
fases hexanica (1 g), diclorometano (12,3 g) e acetato de etila (18,7 Q)

(Esquema 1, p. 58).
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Esquema 1 — Obtencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto das folhas e
dos caules de Hyptis macrostachys Benth.

Folhas e Caules
frescos

Secos em estufa de ar circulante a 45°C por 72 h
Pulverizagdo em moinho mecénico

P6 da Planta
(2,0 kg)

Maceracdo com EtOH 95%
Concentracdo sob pressao reduzida

Extrato Etandlico Bruto (EEB)

(200 g)
EEB
(100 g)
Filtrag&do a vacuo sob camada de silica
Fase Hexanica Fase Diclorometanica Fase Acetato de Etila

(19) (12,3 g) (18,7 9)
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4.2.5 Isolamento dos constituintes quimicos da fase diclorometano das
folhas e dos caules de Hyptis macrostachys Benth.

Uma aliquota de 10 g da fase diclorometano foi submetida a uma
cromatografia em coluna, obtendo-se 305 fracdes de 125 mL (Tabela 1 e
Esquema 2, p. 60). Essas fracbes foram monitoradas por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e reunidas de acordo com seus fatores de
retencdo (Rfs). As fracbes 5-11 foram reunidas e recromatografadas em uma
coluna com silica gel e eluida com hexano, diclorometano e acetato de etila em
ordem crescente de polaridade, obtendo-se 79 fracbes que foram analisadas por
CCDA utilizando como fase mdével hexano:acetato de etila 10%, e reunidas de
acordo com seus Rfs, as fragcbes 13-19 foram recristalizadas em metanol, e
submetidas & RMN de *H e codificada como Hm-1(30 mg).

As fracdes 31-33 foram reunidas e submetidas a uma filtracdo rapida em
uma pequena coluna com silica gel, utilizando-se hexano e acetato de etila na
proporcao 1:1 como fase movel, desidratada com sulfato de sédio anidro, filtrada,
evaporada a temperatura ambiente e submetida a RMN de *H, e codificada como
Hm-2 (10 mg).

As fracdes 12-26 foram submetidas a uma CC, utilizando-se como fase
movel hexano e acetato de etila 95:5, obtendo-se 96 fracbes que foram
analisadas por CCDA e reunidas de acordo com 0s seus respectivos Rfs.

As fragbes 32-35 apresentaram-se como uma mancha Unica e ap0s analise
de RMN de *H foi codificada como Hm-3 (30 mg). A fracdo 50 foi analisada por
CCDA utilizando-se como fase mével hexano e acetato de etila nas proporc¢ées de
70:30, e apresentando uma Unica mancha, foi submetido a analise de RMN de *H
e codificada como HmM-4 (41 mg).

A fracdo 145-161 foi analisada por CCDA utilizando-se como fase movel
hexano e acetato de etila na propor¢gédo de 1:1 e mostrando uma Unica mancha,

que foi submetida a analise de RMN *H e foi codificada como Hm-5 (150 mg).
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Tabela 1 — Fracionamento cromatogréfico da fase diclorometano de Hyptis
macrostachys Benth.

Fracbes Solvente Proporcgéo (%)
1-12 Hexano 100
13-26 Hexano:AcOEt 95:5
27-101 Hexano:AcOEt 90:10
102-217 Hexano:AcOEt 85:15
218-245 Hexano:AcOEt 80:20
246-253 Hexano:AcOEt 75:25
254-273 Hexano:AcOEt 60:40
274-297 AcOEt 100
298-305 AcOEt:MeOH 90:10

Esquema 2 — Isolamento dos constituintes quimicos da fase diclorometano das
folhas e dos caules de Hyptis macrostachys Benth.

Fase Diclorometano (10 g)

CC CCDA
1 5-11 12-26 50 305
CcC CCDA CCDA
Hm-4
CCDA CCDA | (41 mg)
145-161
13-19 31-33 79 32-35 96
Hm-1 Hm-2 Hm-3 Hm-5
(30 mg) (10 mg) (30 mg) (150 mg)
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4.2.6 Isolamento dos constituintes quimicos da fase acetato de etila das
folhas e dos caules de Hyptis macrostachys Benth.

Uma aliquota de 10 g da fase acetato de etila foi submetida a uma CC,
utilizando gel-silica como adsorvente e como fase mdvel hexano, acetato de etila
e metanol, puro ou em misturas bindrias, em grau crescente de polaridade. Foram
coletadas 124 fracdes de 100 mL cada. Estas fracdes apos serem analisadas por
CCDA foram reunidas de acordo com o0s seus respectivos Rfs. As fracdes
reunidas 18-19 foram recristalizadas com metanol, filtradas, desidratadas com
sulfato de sédio anidro e submetidas a andlise de RMN 'H, e codificada como
Hm-6 (28 mg) A fracdo 68 foi submetida a CCDA e apresentando-se como
mancha Unica, foi encaminhada para analise de RMN de 'H e codificada como
Hm-7 (72 mg) (Esquema 3, p. 61).

Esquema 3 — Isolamento dos constituintes quimicos da fase acetato de etila das
folhas e dos caules de Hyptis macrostachys Benth.

Fase Acetato de Etila (10 g)

CCDA CCDA
1 18-19 68 124
HmM-6 Hm-7

(25 mg) (72 mg)
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4.2.7 Processamento do material vegetal de Hyptis umbrosa Salzm. ex
Benth.

O material vegetal (2,0 kg), folhas e caules, foi desidratado em estufa com
ar circulante a temperatura de 40 °C durante 72 horas. ApOs secagem, foi
submetido a um processo de trituracdo em moinho mecéanico, obtendo-se 1,0 kg

do po planta.

4.2.8 Procedimento para obtencdo do extrato etanolico bruto das folhas e
dos caules de Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

O material vegetal seco e pulverizado (1,0 kg) foi macerado com EtOH
(95%) durante 72 horas, esse processo de maceracéo foi repetido por trés vezes.
Obtendo-se assim a solugdo etanodlica. Apds a extracdo, a solucao extrativa foi
concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida e a uma temperatura de
40 °C obtendo-se 100 g do EEB.

4.2.9 Obtencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto das folhas e dos
caules de Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

Uma aliquota do EEB (10 g) foi submetida a uma cromatografia de média
pressao, utilizando aparelho BUCHI Pump Manager C-615/605, utilizando silica
gel como adsorvente e como eluentes, hexano, acetato de etila e metanol, puros
ou em misturas binarias, em grau crescente de polaridade. Foram obtidas 87
fracbes de 20 mL cada, que apds analisadas por CCDA, foram reunidas de
acordo com 0s seus respectivos Rfs (Tabela 2, p. 63).

As fragOes reunidas 14-15 foram submetidas a uma CC, utilizando silica gel
como fase estacionaria e, hexano e acetato de etila nas propor¢des de 1:1, como
fase movel, foram coletadas 98 fracbes, que foram analisadas por CCDA e
reunidas de acordo com o0s seus respectivos Rfs, a fragcdo 9 apresentou-se como
uma Unica mancha e foi submetida a analise de RMN de *H e codificada como
Hu-1 (10 mg). A fracdo 17 apds andlise por CCDA foi submetida a andlise de
RMN de *H e codificada como Hu-2 (20 mg) (Esquema 4, p. 63).
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Tabela 2 — Fracionamento cromatogréafico sob média pressdo do EEB de Hyptis
umbrosa Salzm. ex Benth.

Fracdes Solvente Proporcgéo (%)

1-6 Hexano 100

7-19 Hexano : AcOEt 80:20
20-30 Hexano : ACOEt 60:40
31-40 Hexano : ACOEt 20:80
41-46 Acetato 100
47-53 AcOEt : MeOH 97:3
54-59 AcOEt : MeOH 90:10
60-79 AcOEt : MeOH 70:30
80-87 AcOEt : MeOH 50:50

Esquema 4 — Isolamento dos constituintes quimicos do EEB das folhas e dos caules de
Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

Hyptis umbrosa

10 g

CC (média pressao)

CCDA

1 14-15

CcC

CCDA

Hu-1
(10 mg)

17

Hu-2
(20 mg)

98

CCDA

87
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4.2.10 Extracdo dos 06leos essenciais das folhas de Hyptis macrostachys
Benth. e Hyptis umbrosa Salzm. ex Benth.

As folhas e os caules frescos de Hyptis macrostachys (1500 g) e Hyptis
umbrosa (1000 g) foram submetidas a uma hidrodestilagdo durante 4 h, em um
aparelho do tipo clevenger a temperatura de 100 °C, obtendo-se 0,12 e 0,6% do
Oleo essencial, respectivamente. Para analise, o 6leo essencial foi diluido da
seguinte forma: 2 yL de amostra em 1 mL de acetato de etila.

A analise em CG-EM foi realizada em um cromatografo Shimadzu GC17-A,
usando coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 uyM de
espessura do filme). Foi utilizado Hélio como gas carreador, a um fluxo de
1,0 mL/min. A temperatura do forno foi programada de 60 a 240 a 3 °C/min. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 220 e 230 °C, respectivamente.

A temperatura da coluna foi programada de 60 a 240 a 3 °C/min. A
identificacdo das substancias foi efetuada através da comparacdo dos seus
espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.) e
indice de retencdo de Kovats (ADAMS, 1995). Os indices de retencdo das
substancias foram obtidos pela coinjecdo do Oleo essencial com uma mistura
padréo de hidrocarbonetos (C9-C24), aplicando-se a equacédo de Van den Dool &
Kratz, 1963.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo estrutural de Hm-1

A substancia codificada como Hm-1 foi isolada na forma de um pé amorfo.
No espectro de RMN de *C APT (Figuras 10-13, p. 68-69) foi possivel observar a
presenca de 20 sinais correspondentes a 20 atomos de carbono. Desses, quatro
foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, quatro a carbonos metinicos,
nove a carbonos metilénicos e trés a carbonos metilicos. Os sinais em
deslocamentos quimicos de 6¢ 55,6; 53,4; 137,4 e 131,6 quando comparados com
a literatura (ABAD et al., 1994), sugeriram tratar-se de um esqueleto de diterpeno
do tipo beierano, e foram atribuidos a C-5, C-9, C-15 e C-16, respectivamente.
Observaram-se ainda os sinais de carbonos metilicos em 8¢ 33,6; 21,9 e 15,0 que
de acordo com a literatura foram atribuidos a CH3-18, CH3-19 e CH3-20. A
presenca do sinal em &¢ 68,7 inferiu uma oxigenacao no C-17, os demais dados
de carbonos estdo na Tabela 3 (p. 67).

No espectro de RMN *H (Figuras 14-16, p. 70-71) foram observados os
sinais em &y 5,80 (d, J =5,0 Hz) e 5,55 (d, J = 5,0 Hz) atribuidos a H-15 e H-16 de
diterpenos do tipo beierano. Observou-se ainda sinal em &y 3,51 (d, J = 10,5) e
3,42 (d, J=10,5 Hz) corroborando aos dados de **C com uma oxigenacgéo em
C-17. Também foram observados trés singletos em &y 0,84; 0,80 e 0,72 atribuidos
as metilas CH3-18, CH3-19 e CH3-20, além de um dubleto em &4 0,98 (d, J = 9,7
Hz) atribuido a 2H-14, os demais sinais estdo compilados na Tabela 3 (p. 67).

Assim, apés comparacdo dos dados de RMN de Hm-1 com os descritos na
literatura, pode-se concluir que Hm-1 se trata do diterpeno beierano, beier-15-en-
17-ol, eritroxilol B. Esse composto ja foi isolado em outras espécies de

Lamiaceae, porém esse € o primeiro relato em Hyptis macrostachys.
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Tabela 3 — Comparacéo dos dados de RMN de **C de Hm-1 com os dados da
literatura para o beier-15-en-17-ol (eritroxilol B).

&¢
Tipo de 8:de | ABADetal,
N° Hm-1
carbono em CDCl, 1994) em

CDCl3
1 CH, 39,1 39,1
2 CH, 18,5 18,5
3 CH; 42,1 42,0
4 C 33,1 33,1
5 CH 55,9 55,9
6 CH, 20,1 20,0
7 CH; 37,1 37,1
8 C 48,8 48,6
9 CH 53,4 53,3
10 C 37,1 37,3
11 CH, 19,5 19,5
12 CH, 27,8 27,8
13 C 50,0 49,9
14 CH, 55,6 55,5
15 CH 137,4 137,4
16 CH 131,6 131,6
17 CH, 68,7 68,6
18 CHs 33,6 33,6
19 CHs 21,9 21,9
20 CHs 15,0 15,0

'"&—OH

$
N
S

Eritroxilol B
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Figura 10 — Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCls) de Hm-1.

m
8 w < M~ W TW-—nO0Ooo0MM0 oS
[ oMo ANMO—-oW~O®O o wo
o m m~ w mwmmMmon g~~~ OO 0w
F e o SR A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 £ 1(EIEI ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

Figura 11 — Expanséo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCls) de Hm-1
na regido de 0-70 ppm
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Figura 12 — Expanséo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCls) de Hm-1
na regidao de 0-45 ppm.
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Figura 13 — Expansdo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCls) de Hm-1
na regido de 50-140 ppm.
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Figura 14 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-1.
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Figura 15 — Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-1 na
regido de 0,60-1,85 ppm.
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Figura 16 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-1 na
regido de 3,3-6,0 ppm.
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5.2 ldentificacdo estrutural de Hm-2

A substancia codificada como Hm-2 foi obtida como um solido amorfo. O
espectro de RMN 'H (Figuras 17-19, p. 74-75) mostrou sinais referentes a sete
metilas singleto &4 0,70; 0,81; 0,82; 0,86; 0,88; 0,89; e 1,08 além de uma metila
de acetato singleto em &4 2,00, compativeis com a estrutura de um triterpeno
acetilado. O sinal em &y 5,22 (sl) indicou a presenca de hidrogénio olefinico. O
hidrogénio metinico verificado em &y 4,47 tripleto largo (J = 8,5 Hz) € indicativo de

acetoxila equatorial em C-3.

O espectro RMN de *C-APT (Figuras 20-22, p. 75-76) mostrou 32 4tomos
de carbonos majoritarios, sendo 9 carbonos nado hidrogenados, 10 carbonos
metilénicos, 5 carbonos metinicos e 8 carbonos metilicos. Os sinais em 8¢ 123,2 e
143,0 foram atribuidos aos carbonos C-12 e C-13, respectivamente de triterpeno
do tipo oleanano. Os sinais em &¢c 80,9 e 171,1 sdo caracteristicos de grupo
acetoxi em C-3, além do sinal em &¢ 184,3 caracteristico de acido carboxilico em
C-17. Os demais sinais estdo compilados na Tabela 4 (p. 73).

Apbs comparacdo com dados da literatura (OGIHARA et al., 1997), pode-
se concluir que Hm-2 se trata do 3-B-acetoxi-oleano-12-en-28-oico, acetato do
acido oleandlico. Esta substancia tem ampla distribuicdo no reino vegetal, porém

esta sendo relatada pela primeira vez na espécie em estudo.
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Tabela 4 — Comparacéo dos dados de RMN de **C de Hm-2 com os dados da
literatura para o éacido 3 B-acetoxi-oleano-12-en-28-oico (acetato do acido

oleandlico).
Ne | Tipode | 8cde Hm-2 (OGIHARAaét al., 1997)
carbono em CDCl; "
em CDCl;
1 CH, 38,0 37,6
2 CH, 23,5 23,5
3 CH 80,9 80,9
4 C 37,6 37,6
5 CH 55,2 55,1
6 CH, 18,1 18,1
7 CH, 32,4 32,4
8 CH 39,2 39,1
9 CH 47,5 47,4
10 C 36,9 36,8
11 CH, 22,8 22,7
12 CH 122,4 122,4
13 C 143,5 143,5
14 C 41,5 41,4
15 CH, 27,6 27,5
16 CH, 23,3 23,3
17 C 46,5 46,4
18 CH 40,8 40,8
19 CH, 45,8 457
20 C 30,6 30,6
21 CH, 33,7 33,6
22 CH, 32,4 32,4
23 CHs; 28,0 27,9
24 CHs; 16,6 16,6
25 CHs; 15,3 15,3
26 CHs; 17,1 16,9
27 CHjs 25,8 25,8
28 COOH 184,3 184,3
29 CHs; 33,0 33,0
30 CHjs 23,5 23,5
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Figura 17 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-2.
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Figura 18 — Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-2 na
regido de 2,7-5,4 ppm.
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Figura 19 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de Hm-2 na
regido de 0,6-2,1 ppm.
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Figura 21 — Expans&o do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCl;) de Hm-2

na regiao de 12-58 ppm.
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5.3 Determinacao estrutural de Hm-3

A substancia Hm-3 foi isolada na forma de um p6 amorfo, p.f. 67-70 °C. A
rotacao Optica foi obtida a temperatura ambiente em polarimetro Jasco modelo P-
2000 [a]p** +54 (c 0,001, CHCIls). O espectro de massas obtido por EM-AR-IES
(Espectrometria de massas de alta resolugdo por ionizacdo de elétron sprey)
mostrou um pico em m/z 333.1885 [M-H]" compativel com a férmula molecular
C20H3004 (Figuras 23, p. 80).

O espectro de infravermelho (Figura 24, p. 80) mostrou absor¢cdes em
3419, 3200-2875 e 1693-1641 cm™ caracteristica de estiramento de grupo
hidroxila, &cido carboxilico e de ligacdo dupla, respectivamente.

No espectro de RMN de 'H (Figuras 25-28, p. 81-82) foram observados
sinais em &y 4,86 (sl, 1H) e 4,76 (sl, 1H) atribuidos aos dois hidrogénios H-17 da
dupla exociclica de diterpenos grindelanos 8-17. Foram observados também os
sinais em &y 5,96 (1H, dd, J=11,0e 17,5 Hz), 5,23 (1H,dd,J=1,0e 17,5 Hz) e
506 (1H, dd, J = 1,5 e 11,0 Hz) que foram atribuidos a H-14 e 2H-15.
Observaram-se também trés singletos em &y 0,66; 1,16 e 1,21 correspondentes a
trés grupos metila além do sinal em &y 4,05 (t, J = 7,0 Hz) atribuido a H-12. Os
demais deslocamentos quimicos estdo na Tabela 5 (p. 79).

No espectro de RMN de *C-APT (Figuras 29-30, p. 83) observou-se a
presenca de vinte sinais, correspondentes a vinte &tomos de carbono. Destes seis
foram atribuidos a a&tomos de carbono ndo hidrogenados, oito a atomos de
carbono metilénicos, trés a atomos de carbono metinicos e trés a atomos de
carbono metilicos. Os sinais em &¢c 47,9; 88,3 e 83,9 foram atribuidos aos
carbonos C-5, C-9 e C-13, respectivamente de diterpenos do tipo grindelano
(RAMAN et al., 2000). Os sinais em &¢c 153,5 e 107,3 caracteristicos de dupla
exociclica foram atribuidos a C-8 e C-17, respectivamente. O sinal em &¢ 183,4 foi
compativel com &cido carboxilico em C-4 e o sinal em d¢ 28,7 foi atribuido a
metila C-18 equatorial (MERALGEMAN; PEDROSA; GIL, 2004). O sinal em &¢
19,7 foi atribuido a metila C-16 de diterpenos grindelanos com dupla ligacao entre
C-14 e C-15 cujos deslocamentos quimicos foram &c 143,2 e 112,6,
respectivamente. O deslocamento quimico de C-16 esta sofrendo protecdo devido

a um efeito gama de um grupo hidroxila inserido na posi¢céao alfa em C-12 cujo
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deslocamento quimico foi de &¢ 78,0. Essa proposi¢do ainda é reforcada pelo
mesmo efeito em C-9. Os demais deslocamentos estdo compilados na Tabela 5
(p. 79).

O espectro HMQC (Figuras 31-34, p. 84-85) mostrou correlacdo do sinal
em Oy 1,94 com dc 47,9 confirmando a atribuicdo a H-5. Mostrou ainda uma
correlacao do sinal em &y 1,16 com &¢ 19,5 confirmando CH3-16 e de &4 4,05 com
Oc 78,0 confirmando H-12.

No espectro HMBC (Figuras 35-39, p. 86-88) observou-se correlacdes do
sinal em &y 1,16 (CH3-16) com os carbonos em d¢ 78,0; 83,0 e 143,2 que foram
atribuidos a C-12, C-13 e C-14, respectivamente. Observou-se ainda correlacdes
do sinal em &y 0,66 (CH3-20) com os carbonos em &¢ 32,4; 47,5, 88,3 e 43,2 que
foram atribuidos a C-1, C-5, C-9 e C-10, respectivamente. Observou-se ainda
uma correlacdo do sinal em dy 4,96 (H-17) com o carbono em &¢ 33,3 que foi
atribuido a C-7 e do sinal em &4 2,26 (H-7) com &¢ 25,3 que foi atribuido a C-6,
além do sinal em &y 1,21 (CH3-18) com os carbonos em &¢ 37,8; 44,2 e 183,1 que
foram atribuidos a C-3, C-4 e C-19, respectivamente. Observou-se o sinal em &y
2,18 (H-11) com os sinais em &¢ 153,5; 88,3; 78,0 e 83,9 confirmando H-11 e
correlacdo desse sinal no HMQC com o carbono em &¢ 34,6 confirma C-11. As
demais correlagdes estdo compiladas na Tabela 5 (p. 79).

No espectro COSY (Figuras 40-43, p. 88-90) foram observadas correlacdes
do sinal em &y 5,96 (H-14) com os sinais em dy 5,23 e 5,06 (2H-15) confirmando
uma dupla ligagdo monossubstituida além da correlacdo de &y 1,94 (H-5) com
1,90 (H-6) confirmando H-6 e de 64 1,68 (H-1) com 1,82 que foi atribuido a H-2.

No espectro NOESY (Figuras 44-46, p. 90-91) foram observadas
correlagdes dos sinais em &4 2,10 (H-7eq) com 4,96 (H-17) do sinal em &y 1,02
(H-3ax) com 1,94 (H-5) e de &4 0,66 (CH3-20) com 2,18 (H-11).

Apo6s andlises desses dados pode-se concluir que a substancia Hm-3 trata-
se do acido labda-8(17),14-dien-9,13-epoxi,12a-hidroxi-19-6ico, um novo produto

natural, nomeado hiptenol.
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Tabela 5 — Dados de RMN *H, 3C e bidimensionais (500 e 125 MHz em CDCl5)
de HmM-3 — acido labda-8(17),14-dien-9,13-epoxi,12a-hidroxi-19-6ico (hiptenol).

C oC T HMQC e HMBC COSsY
H C
1 324 1,68 (ddd, J = 4,0; 13,5; 4,0 Hz, H-1 ax)
' 1,22 (m, H-1 eq) H-1 eq
2 19,6 1,82 (m, H2 ax), 1,51 (m, H-2 eq) C-1 H-3, H1
1,02 (ddd, J = 13,5; 4,0; 4,0 Hz, H-3 ax),
3 37,8 2.10 (m, H-3 eq) H-2, H-3
4 44,2 -
5 47,9 1,94 (dd, J = 13,0; 3,5 Hz) H-6
6 25,3 1,90 (m, H-6 ax), 1,30 (m, H-6 eq) C-8
2,26 (ddd, J = 5,5; 6,0; 13,0 Hz, H-7 ax),
7 33,3 2.10 (., H-7 eq) C-6,C-8 H-7, H-6
8 | 1535 -
9 88,3 -
10 | 43,2 -
11 | 34,6 2,18 (d, J =5,0 Hz) C-8,C-9, C-10 C-12,C-13 H-12
12 | 78,0 4,05 (t, J=7,0 Hz) C-9, C-14, C-16 H-11
13 | 83,9 -
H-15a
14 | 1432 5,96 (dd, J = 11,0; 17,5 Hz) C-13 H-15b
5,23 (dd, J =1,0, 17,5 Hz, Ha),
15 | 112,6 5.06 (dd. J = 1,5: 11,0 Hz, Hb) C-13, C-14 H-14
16 | 19,6 1,16 (s) C-12,C-13,C-14
17 | 107,3 4,86 (sl), 4,76 (sl) C-7,C-8,C-9
18 | 28,7 1,21 (s) C-3,C-4,C-5,C-19
19 | 183,1 -
20 | 153 0,66 (s) C-1,C-5,C-9, C-10

18 COOH
9

Hiptenol
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Figura 23 — Espectro de massas de alta resolugdo de Hm-3 obtido por IES'.
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Figura 24 — Espectro de IV de Hm-3 obtido em pastilhas de KBr.
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Figura 25 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de Hm-3.
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Figura 27 — Expanséo do

espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-3 na

regido de 1,0-2,7 ppm.
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Figura 28 — Expansdo de espectro de RMN de *H (500 MHz,

regido de 5,24-5,04 ppm.
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Figura 29 — Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCls) de Hm-3.
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Figura 30 — Expansdo de espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCl;) de Hm-3
na regiao de 48 — 15 ppm.
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Figura 31 — Espectro de correlagéo de *H x *C HMQC (500 e 125 MHz, CDCls)
de HmM-3 na regido de 0,0-150 x 0,0-10 ppm.
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Figura 32 — Expansdo do espectro de correlacdo de *H x **C HMQC (500 e 125
MHz, CDCl3) de Hm-3 na regido de 75-145 ppm x 3,9-6,3 ppm.
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Figura 33 — Expanséo do espectro de correlacdo de *H x **C HMQC (500 e 125
MHz, CDCl3) de Hm-3 na regidao de 10-50 ppm x 0,5-2,7 ppm.
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Figura 34 — Expansdo do espectro de correlacdo de *H x **C HMQC (500 e 125
MHz, CDCl3) de Hm-3 na regido de 12-38 ppm x 0,6-2,0 ppm.
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Figura 35 — Espectro de correlacdo de *H x **C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls)
de Hm-3.

l Ii 'u “ ,.L_ - . JLMM,D
ro
- - L]
N -— H « L2g
—_— » - '
e " . . g
— " - L40
3 tw B ]
_ [ [
r60
——— ] (3} Lso
aw 1 [ ] )
— " ' 3 o 3
f=1
=
100 =
J— .
' 120
. . 'Y 140
_i . L ]
r160
i . ' 180
T T T T T T T T T T T T T T T T T |
10,0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1o 0.5 0.0
12 (ppm)

Figura 36 — Expanséo do espectro de correlacdo de *H x **C HMBC (500 e 125
MHz, CDCl3) de Hm-3 na regido de 70-190 ppm e 0,5-2,9 ppm.
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Figura 37 — Expanséo do espectro de correlacédo de *H x *C HMBC (500 e 125
MHz, CDCl3) de Hm-3 na regido de 30-150 ppm x 3,8-5,6 ppm.

_ _,J,JJ.;*A,JJL,L,._Jllq!‘.—,, R I 1

F30

L

r40

F50

r60

F70

reo

L

90

f1 (ppm)

rioo

i

riz2o

r13o

r140

(&)

150

5.6 5.5 54 5.3 5.2 5.1 50 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 42 4.1 4.0 3.9 38
f2 (ppm)

Figura 38 — Expansao do espectro de correlacéo de *H x **C HMBC (500 e 125
MHz, CDCl3) de Hm-3 na regido de 30-100 ppm x 4,7-5,3 ppm.
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Figura 39 — Expanséo do espectro de correlacédo de *H x **C HMBC (500 e 125
MHz, CDCl3) de Hm-3 na regido de 50-15 ppm x 0,4-2,8 ppm.
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Figura 40 — Espectro de COSY (500 MHz, CDCl3) de Hm-3.
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Figura 41 — Expansao do espectro de COSY (500 MHz, CDCl3 ) de Hm-3 na
regiao de 4,4-6,1ppm x 4,6-6,1,0 ppm.
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Figura 42 — Expansao do espectro de COSY (500 MHz, CDCl3 ) de Hm-3 na
regiao de 0,5-6,0ppm x 0,5-6,0 ppm.
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Figura 43 — Expansao do espectro de COSY (500 MHz, CDCl3 ) de Hm-3 na
regido de 0,5-2,8 ppm x 0,4-2,9 ppm.
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Figura 44 — Espectro de NOESY (500 MHz, CDCl3) de Hm-3.
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Figura 45 — Expansédo do espectro de NOESY (500 MHz, CDCl3 ) de Hm-3 na

regido de 0,5-6,0 ppm x 0,5-6,0 ppm.
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Figura 46 — Expansdo do espectro de NOESY (500 MHz, CDCl3 ) de Hm-3 na

regiao de 0,5-2,9 ppm x 0,2-3,0 ppm.
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5.4 Identificagcdo estrutural de Hm-4

A substéncia codificada como Hm-4 foi isolada em forma de cristais. O
espectro de RMN *H (Figuras 47-49, p. 94-95) apresentou sinais em dy 4,76 (s) O
4,62 (s, H-29), um sinal de hidrogénio carbinélico em 6y 3,2 (dd, J=5,4 Hze 11,5
Hz, H-3), um sinal de hidrogénio metinico em &4 3,02 (ddd, J = 4,5; 10,9 e 12,5,
H-18) e seis sinais de hidrogénios metilicos na regido de d4 0,83 a 1,65. Sendo

esse Ultimo atribuido & metila sobre dupla ligagéo.

O espectro de RMN de *C-APT (Figuras 50-51, p. 95-96) mostrou trinta
atomos de carbonos majoritarios, sendo sete carbonos ndo hidrogenados, seis
carbonos metinicos, onze cabonos metilénicos e seis carbonos metilicos,
apresentou sinais em ® 181,1 atribuido a carbonila de acido (C-28), em &¢ 79,0 do
carbono carbindlico (C-3), em &¢ 109,6 do carbono metilénico (C-29) e em &¢
150,3 do carbono vinilico (C-20). Os demais sinais estdo compilados na Tabela 6

(p. 93).

Apbés comparacdo com dados da literatura (SHARMA; ROY; GUPTA,
2010), pode-se concluir que Hm-4 trata-se acido do 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-
oico, acido betulinico. Esta substancia tem ampla distribuicdo no reino vegetal,

porém esta sendo relatada pela primeira vez na espécie em estudo.
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Tabela 6 — Comparacdo dos dados de RMN de *C em CDCl; de Hm-4 com os
dados da literatura para o acido 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico (acido
betulinico).

Tipo de 5: de ()8
N carbono Hm-4 (SHARMA; ROY; GUPTA,
em CDCls 2010) em CDCl3
1 CH, 38,7 39.0
2 CH; 27,4 27.6
3 CH 79,0 78,2
4 C 38,3 39.1
> CH 55,3 55.5
6 CH; 18,3 18,4
7 CH; 34,3 345
8 C 40,7 40.8
9 CH 50,5 50,7
10 ¢ 37,2 373
11 CH; 20,8 21,0
12 CH; 25,5 25,7
13 CH 38,4 38,1
14 C 42,4 42,5
15 CH> 30,5 30,2
16 CH; 32,1 32.9
17 C 46,9 47,1
18 CH 49,3 48,1
19 CH 49,2 49,2
20 C 150,3 150,1
21 CH; 29,7 30,6
22 CH> 37,0 37,0
23 CHs 28,0 27.9
24 CH3 15,3 15,5
25 CHs 16,0 16,4
26 CHs 16,1 16,7
27 CHs 14,7 15,0
28 C 180,1 181,3
29 CH; 109,6 108,9
30 CHs 19,3 19,6
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Figura 47 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-4.
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Figura 48 — Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-4 na
regido de 0,70-1,75 ppm.
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Figura 49 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de Hm-4 na

regido de 1,8-4,8 ppm.
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Figura 50 — Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCls) de Hm-4.
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COSTA, V. C. O.

Figura 51 — Expanséo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CDCl;) de Hm-4

de 14-58 ppm.
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5.5 Determinacao estrutural de Hm-5

A substéncia Hm-5 foi isolada na forma de um éleo marrom. A rotacao
Optica foi obtida a temperatura ambiente em polarimetro Jasco modelo P-2000 [*]p
+ 45 (c. 0,001 em CHCI3).

O espectro de massas (Figuras 52, p. 100) obtido por EM-AR-IES mostrou
um pico em m/z 331.1167 [M+Na]® compativel com uma férmula molecular
C16H200s.

O espectro de IV (Figura 53, p. 100) mostrou absor¢cées em 1739 e 1635
cm™ devido & presenca de uma d-lactona a,B-insaturada.

No espectro de RMN *H (Figuras 54-56, p. 101-102) foi possivel observar
duas metilas de grupo acetoxi com deslocamento quimico em &y 2,06 (s, 3H) e
2,04 (s, 3H), bem como um sinal em &4 1,17 (d, 3H, J = 6,5 Hz) que foi atribuida a
grupo metil secundario terminal. Observou-se ainda, os sinais em &y 6,02 (dd,
1H,J=2,0, 8,5 Hz) e b4 6,87 (ddd, 1H, J = 3,0, 5,0, 9,0 Hz) que foram atribuidos
aos hidrogénios olefinicos H-3 e H-4, respectivamente, de esqueleto de
dihidropironas, além dos sinais em &y 5,59 (dd, 1H, J =8,5; 11,0 Hz) e &4 6,13 (il
1H, J = 11,0 Hz) atribuidos a H-1" e H-2’, respectivamente. A constante de
acoplamento J =11,0 estabeleceu a geometria Z para essa dupla ligagéao.
Observou-se também sinais em 6y 6,47 (dd, 1H, J = 11,0; 15,0) e 5,73 (dd, 1H,
J =7,0; 15,0) que foram atribuidos a H-3’ e H-4’, respectivamente. A constante de
acoplamento J = 15,0 Hz estabeleceu a configuracédo E para essa dupla ligacao.
Foram observados ainda trés hidrogénios oximetinicos em &y 5,32 (dddd, J = 1,0;
5,0; 9,5; 10,0 Hz), &4 5,40 (ddd, 1H, J = 1,0; 3,5; 7,5 Hz) e &4 5,04 (qd, 1H,
J = 3,5; 6,5). Os demais sinais estdo compilados na Tabela 7 (p. 99).

No espectro de RMN **C-APT (Figuras 57-58, p. 102-103) observou-se a
presenca de 16 sinais sendo 4 correspondentes a dois grupos acetoxil
estabelecendo um esqueleto carbdnico C-12 caracteristico de C-12-6-lactona com
ocorréncia em espécies de Hyptis (PEREDA-MIRANDA; GARCIA; DELGADO,
1990). O sinal em d¢ 163,6 (C-2) foi indicativo de carbonila de unidade d-lactona
conjugada com carbonos olefinicos em 8¢ 121,6 (C-3) e 144,5 (C-4) (Tabela 7, p.
99).

No espectro HMBC (Figuras 59-64, p. 103-106) observou-se correlacbes

do sinal em &y 6,87 (H-4) com os carbonos em d¢ 163,6; 29,7 e 73,7 que foram
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atribuidos a C-2, C-5 e C-6 do anel a-pirona, respectivamente. Observaram-se
também correlagbes dos sinais em oy 5,59 com o carbono em &¢ 29,7 (C-5)
confirmando o sinal em &y 5,59 para H-1’ e & 6,13 com os carbonos em &¢ 130,3
(C-4’) e 73,7 (C-6) confirmando o sinal em &y 6,13 para H-2’ e inferindo a unido do
grupo heptenil em C-6 do anel a-pirona.

No espectro de COSY (Figuras 65-67, p. 106-107) foram observados
correlagbes do sinal em &y 1,17 (H-7’) com &y 5,04 que foi atribuido a H-6'.
Observou-se ainda correlacfes do sinal em &y 6 5,73 (H-4’) com &y 6 5,40 que foi
atribuido a H-5'.

No HMBC as correla¢des do sinal em &y 5,40 (H-5’) e 84 5,04 (H-6’) com os
carbonos em &¢ 169,9 e 170,3 permitiram assinalar as carbonilas dos grupos
acetoxi em C-5 e C-6’, respectivamente. Correlagdes dos sinais em &y 2,06 e
2,04 com as carbonilas em ¢ 169,9 e 170,3 permitiram atribuir as metilas dos
grupos acetoxi em C-5" e C-6’, respectivamente, as demais correlagcbes estdo na
Tabela 7 (p. 99).

As estereoquimicas dos centros quirais C-5 e C-6’ foram determinas por
comparacdes com dados da literatura (PEREDA-MIRANDA; SERRANO; ROJAS,
2001). O sinal positivo na curva de dicroismo circular (DC) (Agzs6 = + 2,8) (Figura
68, p. 108) evidencia a configuracdo R para o centro estereogénico C-6 do nucleo
pirona. Apés analise dos dados, pode-se concluir que Hm-5 tratava-se do 6R-
[(5’S,6’S-diacetoxi)-1°Z,3’E-heptenil]-5,6-diidro-2H-pirano-2-ona, um novo produto
natural, nomeado hiptenolideo. Este composto apresentou atividade
espasmolitica frente as contragbes fasicas induzidas por carbacol
(Clsp = 1,7 £ 0,3 x 10 M) ou por histamina (Cls, = 0,9 + 0,05 x 10* M) em fleo
isolado de cobaia (SOUZA, 2013).
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Tabela 7 — Dados de 'H, **C e 2D (500 e 125 MHz, CDCls) de Hm-5, 6R-[(5'S,6’S-
diacetoxi)-1'Z,3’E-heptenil]-5,6-diidro-2H-pirano-2-ona (hiptenolideo).

HMQC
C 8¢ - . HMBC cosy
2 163,6 .
3 121,6 6,03 (dd, J=1,0 2,0, 9,5 H?) C2,C5 H-4
4 1445 6,87 (ddd, J = 3,0, 5,0,9,5 H?) C2C#6,C5 | Hb5 HS5
5 29,7 2,38(m); 2,41(m) C3,C-4,C6 | H4 HG
6 737 5,32 (dddd, J = 1,0, 5,0, 9,0, 10,0 Hz) C-1',C-2, C-4 H-1
T 1285 5,59 (dd, J = 9,0, 11,0 Hz) C3,C5 H-2
2 131,1 6,13 (br t, J = 11,0 Hz) C-3,C-4,C6 H-3
3 128,1 6,47 (dd, J = 11,5, 15,0 Hz) C-1,C2, C# H-4
7y 130,3 5,73 (dd, J = 7,0, 15,0 Hz) c2 H3
5 745 5,40 (ddd, J = 1,0, 4,0, 7,0 H2) PLOCHs €3, G-y
4,c7
6 70,4 5,04 (qd, J = 4,0, 6,5 Hz) 6-COCH3 H-5
7 14,9 1,17 (d, J = 6.5 H2) C5,C6 H-6
5COCH3 | 169,9
5COCH, | 209 2,06 (s)
6COCH, | 170,3 .
6COCHs | 210 2,00 (s)

Hiptenolideo
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Figura 52 — Espectro de massas de alta resolu¢édo de Hm-5 obtido por IES".
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COSTA, V. C. O.

Figura 54 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-5.
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Figura 55 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de Hm-5 na
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de 4,9-7,1 ppm.

Figura 56 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hm-5 na
regiao
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Figura 58 — Expanséo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCl;) de Hm-5
na regiao de 120-172 ppm.
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Figura 60 — Expanséo do espectro de correlacdo de *H x *C HMBC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hm-5 na regido de 115-175 ppm x 2,0-7,0 ppm.
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Figura 61 — Expans&o do espectro de correlacdo de *H x *C HMBC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hm-5 na regido de 127,0-132,5 ppm x 5,5-6,7 ppm.
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Figura 62 — Expanséo do espectro de correlacdo de *H x *C HMBC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hm-5 na regido de 163-171 ppm x 4,9-7,0 ppm.
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Figura 63 — Expanséo do espectro de correlacdo de *H x **C HMBC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hm-5 na regiéo de 10-80 ppm x 1,0-2,6 ppm.
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Figura 64 — Expanséo do espectro de correlacédo de *H x *C HMBC (500 e 125
MHz, CDCl3) de Hm-5 na regido de 10-80 ppm x 1,0-7,0 ppm.
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Figura 65 — Espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de Hm-5.
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Figura 66 — Expanséo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de Hm-5 na regido
de 0,5-7,5 ppm x 0,0-7,0 ppm.
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Figura 67 — Expanséo do espectro COSY (500 MHz, CDCl3) de Hm-5 na regido
de 4,8-7,4 ppm x 4,9-7,3 ppm.
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Figura 68 — Espectro de dicroismo circular (DC) de Hm-5 obtido em CDClIj3,
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5.6 ldentificacdo estrutural de Hm-6

A fracdo codificada como Hm-6 foi isolada na forma de um sélido branco.

O espectro de RMN *C-APT (Figuras 69-73, p. 111-113) apresentou 53
sinais, sendo a maioria registrada entre 8¢ 15,5 e 78,1, e atribuidos a carbonos
metinicos, metilénicos e metilicos. O perfil apresentado nesse espectro sugeriu
tratar-se de uma mistura de substancias de natureza triterpénica. Para
confirmagdo dessa hipotese foram realizadas comparagdes com dados da
literatura (FALCAO; FERNANDES; MENEZES, 2003). Para os deslocamentos
quimicos e dos carbonos C-12, C-13, C-18, C-19 e C-20 que sao sinais
norteadores para esse tipo de substancia. Assim no espectro de RMN *C APT
foram observados os sinais em &¢ 125,6; 139,2; 53,5; 39,4 e 38,9 atribuidos a C-
12, C-13, C-18, C-19 e C-20, respectivamente, de triterpenos da série ursano.
Observou-se ainda os sinais em Oc 122,5; 144,8; 42,0; 46,5 e 30,9 atribuidos a C-
12, C-13, C-18, C-19 e C-20, respectivamente, de triterpenos da série oleanano.

No espectro de RMN *H (Figuras 74-77, p. 113-115) observou-se um
tripleto largo em &y 5,47 (H-12) atribuido a hidrogénio olefinico de triterpenos
oleananos e ursanos. Observou-se ainda um sinal em o4 3,44 (dd, J = 6,0; 11,5
Hz) atribuido ao hidrogénio H-3 de triterpeno oleanano e ursano. A area do sinal
em Oy 3,44 foi de 2,01 e o sinal em &4 em 3,31 foi de 0,83, logo a porcentagem na
mistura foi estabelecida como 70,7% de &cido ursolico e 29,3% de &cido
oleandlico.

A compilacdo dos dados de RMN **C-APT de Hm-6 com os dados da
literatura estdo mostrados na Tabela 8 (p. 110). Esses triterpenos sdo comuns em
espécies de Lamiaceae e no reino vegetal, porém estdo sendo relatados pela

primeira vez em Hyptis macrostachys.
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Tabela 8 — Deslocamentos quimicos e tipos de sinal para Hm-6a/Hm-6b (acido
ursélico e 4cido oleandlico), verificados nos espectro de RMN *C-APT (125 MHz,
CsDsN) e comparacdo com os dados de RMN de *C-APT da literatura (FALCAO;

FERNANDES; MENEZES, 2003).

Acido Ursélico | Acido Oleandico | Hm-6a/Hm-6b
C Jdc Jdc dc
1 38,8 38,5 38,9; 38,9
2 27,3 27,4 28,1; 27,3
3 78,8 78,7 78,1; 78,1
4 38,8 38,7 39,0; 39,0
5 55,4 55,2 55,8; 55,8
6 18,4 18,3 18,8; 18,8
7 33,0 32,6 33,2; 33,3
8 39,6 39,3 39,3; 39,7
9 47,5 47,6 46,7; 46,5
10 37,0 37,0 37,3; 37,4
11 23,3 23,1 23,8; 23,7
12 125,5 122,1 122,5; 125,6
13 138,0 143,4 143,4; 139,2
14 42,0 41,6 42,0; 42,2
15 28,2 27,7 28,3; 28,1
16 24,3 23,4 23,9; 24,9
17 48,1 46,6 48,0; 48,1
18 52,8 41,3 53,5; 53,5
19 39,1 45,8 46,5; 46,7
20 38,8 30,6 30,9; 31,1
21 30,7 33,8 33,3; 33,6
22 36,7 32,3 37,4; 37,4
23 28,2 28,1 28,3; 28,7
24 15,5 15,6 15,5; 15,6
25 15,7 15,3 15,7; 15,5
26 16,9 16,8 15,5; 15,6
27 23,6 26,0 16,5; 16,5
28 180,0 181,0 179,8; 180,1
29 16,9 33,1 17,4 33,2
30 21,2 23,6 23,7 23,6

+

Acido ursolico e acido oleandlico

HO
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Figura 69 — Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CsDsN) de Hm-6.
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Figura 70 — Expanséo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CsDsN) de Hm-6
na regido de 15-35 ppm.
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Figura 71 — Expanséo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CsDsN) de Hm-6
na regiao de 37-56 ppm.
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Figura 72 — Expanséo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CsDsN) de Hm-6
na regiao de 15-60 ppm.
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Figura 73 — Expanséo do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, CsDsN) de Hm-6
na regiao de 70-185 ppm.
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Figura 74 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de Hm-6.
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Figura 75 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de Hm-6 na
regido de 0,85-1,30 ppm.
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Figura 76 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de Hm-6 na
regido de 1,45-2,35 ppm.
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Figura 77 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de Hm-6 na
regido de 2,5-5,7 ppm.
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5.7 ldentificacdo estrutural de Hm-7

A substancia codificada como Hm-7 foi isolada na forma de um p6 amorfo
com rendimento de 0,0036%. O espectro de infravermelho (Figura 78, p. 118)
mostrou uma absorcdo larga em 3.427 cm™ e outra absorcdo em 1.691 cm™
caracteristicos de hidroxila e carbonila de acido carboxilico, respectivamente.

No espectro de RMN *3C-APT (Figuras 79 -81 p. 118-119) foi observado a
presenca de trinta &tomos de carbonos. Destes oito foram atribuidos a carbonos
ndo hidrogenados, oito a carbonos metilénicos, sete a carbonos metinicos e sete
a carbonos metilicos. Os sinais em deslocamento quimico & 139,9 e 127,9 foram
atribuidos a C-13 e C-12, respectivamente de triterpenos do tipo ursano. A
auséncia de um CH em &¢ 39,9 juntamente com o deslocamento quimico em &¢
72,6 infere uma oxigenagédo em C-19. Observou-se ainda os sinais em 8¢ 180,6
atribuido a carbonila de acido em C-28 e dois carbonos oximetinicos em oc 83,7 e
68,5 que comparados com a literatura foram atribuidos a C-3 e C-2,
respectivamente.

No espectro de RMN *H (Figuras 82-84, p. 120-121) foi possivel observar
um envelope de sinais com multiciplidade resolvidas e ndo resolvidas na regiao
de &y 2,2 a 0,8. Nesse envelope foi detectado a presenca de sete metilas com
deslocamentos quimicos compativeis para triterpenos derivados da serie ursano.
Observou-se ainda sinal em &c¢ 4,09 (ddd, J = 11,1, 9,6, 4,2) e um sinal em &y
3,39 (d, J = 9,6). Esses sinais foram atribuidos a H-2 e H-3, respectivamente. A
constante de acoplamento de J = 9,6 Hz é caracteristico de uma relacao
antiperiplanar (axial-axial) entre H-2 e H-3. Os demais dados de RMN de Hm-7
estdo na Tabela 9 (p. 117).

Assim, ap0s analisar os dados de RMN e comparar com a literatura
(COSTA et al., 2008) foi possivel identificar Hm-7 como sendo o triterpeno da
serie ursano, o acido 2a,3B,19a-tri-hidroxi-urs-12-en-28-6ico (acido torméntico).
Esse composto ja foi isolado de outras espécies de Lamiaceae, porém, esse € 0

primeiro relato para Hyptis macrostachys.
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Tabela 9 — Comparacédo dos dados de RMN de **C de Hm-7 com os dados da
literatura para o acido 2a,3,19a-triidroxi-urs-12-en-28-oico (acido torméntico) em
MeOH (50 MHz).

; o.de 5.
N® CT;'?S O?Ii Hm-7 (COSTA et al.,
em MeOD 2008) em MeOD
1 CH, 48,2 483
2 CH 68,5 69.0
3 CH 83,7 84.3
4 C 40,3 40,3
> CH 55,9 56.4
6 CH, 18,9 19.4
’ CH, 33,4 33.8
8 C 41,0 40,9
9 CH 47,9 48 1
10 C 39,9 391
11 CH, 24,8 245
12 CH 127,9 128,3
13 C 139,9 140,4
14 ¢ 42,3 42,6
15 CH, 29,2 29.7
16 CH, 26,8 6.8
17 C 47,7 48.8
18 CH 54,5 551
19 C 72,6 73,2
20 CH 42,4 428
21 CHy 27,0 273
22 CHy 38,4 390
23 CHg 27,4 208
24 CHg 17,4 18,1
25 CHgs 17,1 17.3
26 CHs 17,6 17.6
27 CHs 24,6 251
28 COOH 181,6 181,1
29 CHs 17,2 172
30 CHgs 27,0 275

9 =

HOlne
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Figura 78 — Espectro de IV de Hm-7 obtido em pastilha de KBr.
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Figura 79 — Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, MeOD) de Hm-7.
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Figura 80 — Expansé&o do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, MeOD) de Hm-7
na regiao de 36-86 ppm.
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Figura 81 — Expansé&o do espectro de RMN *C-APT (125 MHz, MeOD) de Hm-7
na regiao de 115-185 ppm.
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Figura 82 — Espectro de RMN *H (500 MHz, MeOD) de Hm-7.
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Figura 83 — Expansédo do espectro de RMN *H (500 MHz, MeOD) de Hm-7 na
regido de 2,4-5,8 ppm.
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Figura 84 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, MeOD) de Hm-7 na
regido de 0,6-2,3 ppm.
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5.8 Identificacdo estrutural de Hu-1

O composto codificado como Hu-1 foi isolado na forma de pd branco
amorfo com rendimento de 0,0035%. O espectro de massas obtido por impacto
de elétrons mostrou o pico do ion molecular em m/z = 286 compativel com a
férmula molecular C,0H300 (Figura 85, p. 125).

No espectro de RMN *C-APT (Figuras 86-88, p. 125-126) observou-se a
presenca de 18 sinais correspondentes a 20 atomos de carbono. Destes, cinco
foram atribuidos a carbonos n&o hidrogenados, sendo os sinais em &, 134,5;
146,5 e 145,38 atribuidos a carbonos sp?. Seis sinais referentes a carbonos
metinicos, sendo trés carbonos sp® e trés carbonos sp? quatro carbonos
metilénicos e cinco carbonos metilinicos.

No espectro de RMN *H (Figuras 89-94, p. 127-129) foi possivel observar
trés sinais para hidrogénios aromaticos com deslocamentos em 647,17 (d, J = 8,0
Hz), 6,98 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz) e um singleto largo em &, 6,88. Observamos ainda
um dubleto com integragdo para seis hidrogénios em oy 1,21 e constante de
acoplamento de 7,0 Hz, além de um septeto em &4 2,80 atribuidos a unidade
isopropila. Esses sinais sdo compativeis com esqueleto de diterpeno do tipo
abietano e foram atribuidos a H-11, H-12, H-14, H-15 e 3H-16 e 3H-17,
respectivamente (ULUBELEN; TOPCU, 1992). Observou-se ainda trés singletos
em 0y 0,95, 0,98 e 1,19 que por comparacao com a literatura (URONES et al.,
1997), foram atribuidos as metilas CH3-18, CH3-19 e CH3-20. Observou-se
também um tripleto de tripleto em &4 4,03 atribuido a um hidrogénio oximetinico,
os demais deslocamentos quimicos estdo compilados na Tabela 10 (p. 124).

No espectro de HMQC (Figuras 95-98, p. 130-131) foi possivel observar as
correlagdes diretas entre os sinais em &y 0,95 com &¢ 22,5, 640,98 com &¢ 33,3 e
1,19 com &¢ 25,6 atribuidos aos carbonos das metilas CH3-18, CH3-19 e CH3-20,
respectivamente. Observou-se ainda as correlagdes dos sinais em oy 7,17 (H-11),
6,98 (H-12) e 6,88 (H-14) com os carbonos 123,9; 123,9 e 126,9, estes atribuidos
a C-11, C-12 e C-14, respectivamente. As demais correlacbes estdo compiladas
na Tabela 10 (p. 124).

Para o completo assinalamento de hidrogénios e carbonos foi realizado o

experimento de HMBC. Nesse espectro (Figuras 99-105, p. 132-135) observaram-
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se as seguintes correlagdes: oy 1,19 (CH3.20) com os sinais em d¢ 146,5; 49,7;
39,2 e 47,9 que foram atribuidos a C-9, C-5, C-10 e C-1 respectivamente. Com a
correlacdo de CH3-20 com C-9, esse carbono fica assinalado inequivocamente
nao permitindo a inversédo de deslocamento quimico com C-14 como proposto na
literatura (ULUBELEN; TOPCU, 1992). Da mesma forma, a correlacdo de 1,19
(CH3.20) com 47,9 assinala inequivocamente esse carbono para C-1, permitindo
assim uma troca de C-1 com C-3, corrigindo a literatura. Essa proposta ainda &
reforgada pela correlagdo do sinal &4 0,98 (CH3-19) com o carbono em &¢ 50,9
atribuido a C-3. Ainda foi possivel observar a correlagao do sinal em &y 7,17 (H-
11) com 134,5; 39,2 e 145,8 que foram atribuidos a C-8, C-10 e C-13,
respectivamente. A correlacao direta de H-11 com 123,9 atribui esse carbono a C-
11 e corrige o da literatura na qual esse carbono tinha sido atribuido a C-14.
Observou-se ainda a correlagdo do sinal em &y 0,95 (CH3-18) com 49,7 que foi
atribuido a C-5. No HMQC esse carbono se correlacionou com o sinal em &4 1,33
que foi atribuido a H-5. No HMBC esse sinal se correlacionou com 18,8 e 30,2
qgue foram atribuidos a C-6 e C-7, respectivamente. O assinalamento de C-7 ainda
foi reforcado através da correlacdo de 6,88 (H-14) com 30,2 (C-7). Por fim, a
correlagdo em 1,33 (H-5) com C-1, C-3, C-6 e C-7 assinalados a hidroxila foi
inserida em C-2. Essa proposta foi reforcada através das correlacbes do sinal em
0 2,62 (H-1) com 65,6 e de 1,82 (H-3) com esse mesmo carbono. As demais
correlacdes estao copiladas na Tabela 10 (p. 124).

No COSY (Figuras 106-107, p. 135-136) observaram-se as correlagdes dos
sinais em 7,17 (H-11) com 6,98 (H-12) e de 2,80 (H-15 com 1,21 (3H-16 e 3H-17),
confirmando o sistema aromatico e a unidade isopropila. Observou ainda
correlacdo de 4,03 (H-2) com 1,33 (H-1) e 1,82 (H-3), confiimando H-2 e
reforcando a insergéo da hidroxila nesse carbono.

A estereoquimica relativa da hidroxila em C-2 foi determinada através da
analise do NOESY (Figuras 108-109, p. 136-137). Assim a correlacdo do sinal em
On 4,03 com o sinal em 0,98 (CH3-19) estabeleceu a hidroxila em a-equatorial (p.
125). Apos andlise de todos os dados de RMN uni e bidimensionais foi possivel
concluir que Hu-1 trata-se do pomiferin D. Esse composto esta sendo relatado
pela primeira vez na espécie em estudo, porém aqui, seus dados de RMN estéo

assinalados completo e inequivocamente.
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Tabela 10 — Dados de RMN *H e **C (500 e 125 MHz) de Hu-1 (pomiferin D) em

CDCls.

HMQC HMBC CosyY

C 5., Bc
1,33 eq (m);
1 262 00 = 12.0: 3.0 47,9 C-2, C-3, C-5, C-10 H1
2 4,03 (tt, J = 15,0; 4.,0) 65.6 H1, H3
3 | 182e€4(dd J=250=40)16 | 59 | 5 c4 19 c18 C5 C1 H3
ax (m)
4 : 34.8
C3,C-4,C6, C-7, C-18, C-10,
5 1,33 (m) 49,7 S H6
6 1,82 (m) 188 C-4. C5, C-7, C-10 H5, H7
2,92 ax (m)

7 288 o4 dd () = 8.0: 11.0) 30.2 C-5.C-6 H6, H7
8 : 1345
9 - 146 5
10 . 39.2
11 7.17 (d), J = 8,0) 123.9 C-8 C-10,C-13 H12
12 6,98 (dd, J = 8,0; 2,0) 123.9 C-9,C-11, C-14, C-15 HI1
13 5 1458
14 6,88 () 126.9 C-7,C-9, C-12, C-15
15 2,80 (m) 33.4 C-16, C-17 H16
16 121(d,3=7.0) 23.9 C-13, C-15, C-17
17 1,21 (d, J=7.,0) 23.9 C-13, C-15, C-17
18 0,95 (5) 22,5 C-3,C-4, C5, C-19
19 0,98 (s) 33,3 C-3,C-4, C-5, C-18
20 1,19 (s) 25.6 C-1, C-5, C-9, C-10

Pomiferin D
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Figura 85 — Espectro de massas de alta resolucéo de Hu-1 por IES".
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Figura 87 — Expans&o do espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls) de Hu-1 na
regido de 68-16 ppm.

(e o] — — L0 T (] QF\VO [\l
0 [ [ (SR ] [ [l ] 53]
0 neT A &HEH a AEAR B
[ AN | N | IS |
HO////,,
|
| |
| i
I | -y by . -
IR St iy it |

T T T T T T T T T T T
70 63 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46

4“4 42 40
f1 (ppm)

Figura 88 — Expanséo espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls) de Hu-1 na regido
de 150-60 ppm.
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Figura 89 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de Hu-1.
AhesGa 588ITBLEE8 GastnRAMBRILZERR
L S ST IUs IV s ) A R A R i ™ A T Lt I ot B o I s I R B e B B e B e B e B e e | [N o]
= Te——— S e e

E“
3 %;:—
(:_

75 T e N S
(=2 ~ ™™o 0 ™= M
o aaq - o oA oo
—~ OO — — - ™~ ™o

T

T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

5 5.0 4.5
f1 (ppm)

Figura 90 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hu-1 na
regido de 7,18-6,86 ppm.
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Figura 91 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hu-1 na
regido de 4,09-3,99 ppm.
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Figura 92 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de Hu-1 na
regido de 3,00-2,56 ppm.
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Figura 93 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hu-1 na
regido de 1,93-1,63 ppm.
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Figura 94 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de Hu-1 na
regido de 1,40-0,95 ppm.
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Figura 95 — Espectro de correlagcdo de RMN **C HMQC (500 e 125 MHz, CDCls)
de Hu-1.

10

20

30

1

40

50

(60

70

f1 (ppm)

80

90

r1o0

riio

120

F130

140

150

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 10 035 00
f2 (ppm)

Figura 96 — Expansdo do espectro de correlacdo de *H x *C HMQC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hu-1 na regido de 15-75 ppm x 0,8-4,2 ppm.
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Figura 97— Expansdo do espectro de correlacdo de *H x *C HMQC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hu-1 na regido de 46-53 ppm x 1,1-2,7 ppm.
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Figura 98 — Expansdo do espectro de correlacdo de *H x *C HMQC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hu-1 na regido de 122-129 ppm x 7,35-6,80 ppm.
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Figura 99 — Espectro de correlacdo de RMN *C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls)
de Hu-1.
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Figura 100 — Expanséo do espectro de correlacdo de *H x **C HMBC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hu-1 na regido de 115-155 ppm x 1,0-7,5 ppm.
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Figura 101 — Expanséo do espectro de correlagcdo de *H x **C HMBC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hu-1 na regido de 20-150 ppm x 6,85-7,35 ppm.
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Figura 102 — Expanséo do espectro de correlacdo de *H x **C HMBC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hu-1 na regido de 115-155 ppm x 1,0-7,5 ppm.
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Figura 103 — Expanséo do espectro de correlagcdo de *H x **C HMBC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hu-1 na regido de 20-65 ppm x 0,92-1,40 ppm.
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Figura 104 — Expanséo do espectro de correlagcdo de *H x **C HMBC (500 e

125 MHz, CDCI3) de Hu-1 na regido de 15-65 ppm x 1,5-3,1 ppm.
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Figura 105 — Expanséo do espectro de correlacdo de *H x **C HMBC (500 e
125 MHz, CDCI3) de Hu-1 na regido de 144-148 ppm x 1,14-141 ppm.
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Figura 107 — Expansdo do espectro de correlacéo de *H x *H COSY (500 MHz,
CDCl3) de Hu-1 na regiao de 0,5-4,5 x 0,6-4,4 ppm.
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Figura 108 — Espectro de *H x *H NOESY (500 MHz, CDCls) de Hu-1.
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Figura 109 — Expanséo do espectro de correlacéo de *H x *H NOESY (500 MHz,
CDCl3) de Hu-1 na regiao de 0,5-4,5 ppm x 0,4-4,4 ppm.
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5.9 Identificacdo estrutural de Hu-2

O composto codificado como Hu-2 foi isolado na forma de um oéleo
esverdeado com rendimento de 0,0005%. No espectro de RMN de *C-APT
(Figuras 110-112, p. 140-141) observou-se a presenca de 20 sinais,
correspondentes a vinte atomos de carbonos. Destes, seis foram atribuidos a
carbonos nao hidrogenados, sendo os sinais em &¢ 151,2; 147,2; 132,0 e 126,7
atribuidos a carbonos sp?. Cinco sinais referentes a carbonos metinicos sendo
trés carbonos sp® e dois carbonos sp?, quatro carbonos metilénicos e cinco
carbonos metilicos. Os dados observados para Hu-2 sao semelhantes a Hu-1, no
entanto algumas diferencas sao observadas. Foi observado um sinal de carbono
a mais em deslocamento quimico 8¢ 151,2 correspondente a um carbono sp?
oxigenado. Observou-se ainda a presenca de apenas dois carbonos metinicos sp?
diferenciando de Hu-1, que apresentava trés. Além disso, o deslocamento
quimico em &c 110,5 estd sofrendo protecdo de 13 ppm. Essa informacédo
juntamente com a presenca de apenas dois carbonos metinicos sp? infere uma
oxigenacdo em C-12 e um efeito de protecéo justifica o deslocamento quimico em
O0c 110,5 atribuido ao C-11. Essa proposta ainda é corroborada pelo
deslocamento quimico em &¢ 26,7 que foi atribuido a C-15, sofrendo protecéo y
do grupo OH em C-12. Os demais sinais sao semelhantes a Hu-1.

No espectro de RMN 'H (Figuras 113-116, p. 141-143) foi possivel
observar dois singletos na regidao de prétons aromaticos em oy 6,81 e 6,64 que
foram atribuidos a H-14 e H-11, respectivamente. Observou-se ainda um tripleto
de tripleto em &y 4,05 que foi atribuido a H-2. Além dos sinais em &y 0,93 (s), 0,97
(s), 1,17 (s), 1,96 (d, J = 7,0 Hz) 1,21 (d, J = 7,0 Hz) que foram atribuidos a CH3-
18, CH3-19, CH3-20, CH3-17 e CH3-16 respectivamente.

Apbs analise desses dados e comparagcdo com dados da literatura (Tabela
11, p. 139) foi possivel identificar Hu-2 como sendo o salviol. Esse composto ja foi
relatado em outras espécies de Lamiaceae. Porém esta sendo relatado pela
primeira vez em Hyptis umbrosa. Além disso, essa € a primeira vez que seus
dados de RMN *C-APT sao apresentados.
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Tabela 11 — Comparacdo dos dados de RMN de *C-APT de Hu-2 (salviol) com

os dados da literatura.

Mod.1

N Hu-1 Hu-2 (CHANG;
&¢ CDCl; CHENG; WANG,
2001) CDCl3

1 47,9 47,8 38,6
2 65,6 65,0 19,1
3 50,9 50,7 41,5
4 34,8 34,8 33,2
5 49,7 49,6 50,2
6 18,8 18,9 19,1
7 30,2 29,5 29,6
8 134,5 126,2 126,2
9 146,5 147,2 148,1
10 39,2 37,2 37,2
11 123,9 110,9 110,8
12 123,9 151,2 150,9
13 145,8 132,8 131,6
14 126,2 126,0 126,4
15 33,4 26,7 26,4
16 23,9 22,5 22,5
17 23,9 22,7 22,6
18 22,5 22,4 21,4
19 33,3 33,3 33,7
20 25,6 25,6 24,6

Hu-1 (Pomiferin D)

Hu-2 (Salviol)
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Figura 110 — Espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCls) de Hu-2.
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Figura 111 — Expanséo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCls) de Hu-2

na regido de 12-68 ppm.
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Figura 112 — Expanséo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz, CDCls) de Hu-2
na regido de 104-154 ppm.
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Figura 113 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hu-2.
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Figura 114 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hu-2 na
regido de 2,52-3,16 ppm.
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Figura 115 — Expans&o do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hu-2 na
regido de 0,91-1,25 ppm.
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Figura 116 — Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de Hu-2 na
regido de 3,90-4,16 ppm.
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5.10 Identificacdo dos constituintes volateis de Hyptis macrostachys Benth.

O Oleo essencial das folhas de H. macrostachys foi obtido por
hidrodestilacdo com rendimento de 0,12% em relacdo ao peso do material fresco
utilizado. Pela anélise em CG-EM foi possivel identificar 56 componentes (Figura
117, p. 144) correspondendo a 98,37% do total do d6leo em uma mistura
complexa. Sendo que o 1,8-cineol (36,3%), B-pineno (13,51%), fenchona (8,48%),
B-cariofileno (6,77%), a-pineno (4,48%) e germacreno D (3,39%) foram os
constituintes majoritarios (Tabela 12, p. 145).

Essa composicdo quimica é compativel com dados da literatura para
constituintes volateis de espécies de Hyptis (MARTINS et al., 2006), bem como,

de outras espécies de Lamiaceae.

Figura 117 — Cromatograma de CG-EM do 6leo essencial de Hyptis
macrostachys.
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Tabela 12 - Composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de Hyptis
macrostachys.

Composto Area (%) IR
2Z-hexanol 0,07 864
a-pineno 4,48 933
B-pineno 13,51 997
a-terpineno 0,05 1015
1,8-cineol 36,3 10,31
y-terpineno 0,48 1056
Hidrato de cis-sabineno 0,05 1069
Fenchona 8,48 1088
Linalol 1,08 1099
Exo-fenchol 0,28 1118
Canfora 0,44 1146
Pinocarvona 0,38 1160
Borneal 0,22 1170
4-terpineol 1,15 1178
a-terpineol 0,87 1193
Timol 0,16 1287
Carvacrol 0,07 1295
0-elemeno 2,53 1329
a-cubebeno 0,12 1344
a-ilangeno 0,06 1366
a-copaeno 0,28 1372
B-bourboneno 0,73 1380
B-elemeno 0,61 1386
E-B-damascona 0,2 1399
B-cariofileno 6,77 1416
B-copaeno 0,66 1426
Aromadrendano 0,47 1434
Cis-muurola-3,5-dieno 0,28 1440
Trans-muurola-3,5-dieno 0,36 1447
a-humuleno 0,5 1451
9-epi-E-cariofileno 0,24 1455
Dauca-5,8-dieno 0,11 1458
y-muuroleno 0,67 1471
Germacreno D 3,39 1477
Cis-B-guaieno 0,12 1484
Viridifloreno 0,72 1487
Biciclogermacreno 2,05 1491
a-muuroleno 0,39 1494
o0-amorfeno 0,19 1498
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Tabela 12 — (Continuagao).

y-cadieno 0,31 1508
o-cadieno 1,24 1514
E-nerolidol 0,27 1559
Maaliol 0,24 1564
Espatulenol 2,81 1572
Oxido de cariofileno 0,18 1577
Globulol 1,00 1580
Viridiflorol 0,58 1589
Guaiol 0,23 1591
Rosifoliol 0,26 1603
Junenol 0,07 1616
5-epi-a-eudesmol 0,09 1619
Epi-a-cadinol 0,13 1637
Epi-a-muurolol 0,33 1639
a-muurolol 0,18 1642
a-cadinol 0,77 1650
Selin-11-en-4a-ol 0,16 1660

indice de retengdo = indice de Kovats; Componentes identificados baseados na
IR e no CG-EM, e listados de acordo com a ordem de eluicdo na coluna DB-5

(30 m).
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5.11 Identificacdo dos constituintes volateis de Hyptis umbrosa Salzm. ex
Benth.

O odleo essencial das folhas de H. umbrosa foi obtido por hidrodestilacdo
com rendimento de 0,6% em relacdo ao peso do material fresco utilizado. Pela
analise em CG-EM foi possivel identificar 59 componentes (Figura 118, p. 147)
correspondendo a 92,9% do total do 6leo em uma mistura complexa. Sendo que,
fenchona (24,8%), cubebol (6,9%), limoneno (5,4%), espatulenol (4,5%),

B-cariofileno (4,6%) e a-cadinol (4,7%) foram componentes majoritarios.

Os demais componentes estdo listados na Tabela 13 (p. 148). Essa
composi¢do quimica € compativel com dados da literatura para constituintes

volateis de espécies de Hyptis (MARTINS et al., 2006) bem como de outras
espécies de Lamiaceae.

Figura 118 — Cromatograma de CG-EM do 6leo essencial de Hyptis umbrosa.
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Tabela 13 - Composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de Hyptis
umbrosa.

Composto Area (%) IR

a-pineno 0,1 934
a-fecheno 0,1 946
Miriceno 0,4 986
a-felandreno 1,3 1007
Limoneno 5,4 1028
y-terpeneno 0,1 1056
Terpinoleno 0,1 1083
Fechona 24,8 1088
Linalol 0,2 1099
Endo-fenchol 0,3 1118
Butanoato de 3-metil-2-butenil 2-metil 0,1 1137
Canfora 0,7 1146
Borneol 0,2 1170
4-terpineol 0,4 1178
a-terpineol 0,5 1193
Geraniol 0,1 1248
Acetato de bornila 1,9 1282
0-elemeno 2,0 1329
a-cubebeno 0,1 1372
a -copaeno 0,1 1379
B-elemeno 0,8 1386
a-gurjuneno 0,7 1403
B-cariofileno 4.6 1416
y-elemeno 0,5 1426
a-guaieno 0,2 1434
Trans-muurola-3,5-dieno 0,3 1442
a-humuleno 2,2 1451
Duaca-5,8-dieno 2,4 1456
Trans-cadina-1(6),4-dieno 0,5 1458
10-epi-p-acoradieno 0,2 1462
y-gurjuneno 0,2 1469
y-muuroleno 0,3 1471
Germacreno D 0,8 1477
B-selinemo 0,2 1484
Trans-muurola-4(14),5-dieno 0,2 1487
Biciclogermacreno 1,7 1494
a-muuroleno 0,6 1494

y-cadieno 1,0 1509
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Tabela 13 — (Continuagao).

Cubebol 6,9 1515
o-cadieno 1,8 1521
a-cadieno 0,2 1532

a-calacoreno 0,1 1545
Elemol 1,8 1555
Palustrol 0,2 1565
Espatulenol 4,5 1572
Oxido de cariofileno 0,3 1577

Globulol 0,4 1589

Viridifloral 0,1 1592

Guall 0,1 1595

Ledol 0,3 1599

Epoxido de humuleno I 0,2 1604
1,10-di-epi-cubebol 0,2 1610
10-epi-y-eudesmol 0,5 1627
Epoxido de aloaromadendreno 0,2 1634
Epi-a-cadinol 11 1637
Epi-a-muurolol 1.4 1640
a-muurolol 0,4 1642

a-cadinol 4,7 1651
Shiobunol 0,4 1687

Dehidroabietol (tentativa)-espectro A 10,8
n.i (espectro-B) 6,6

indice de retencdo = indice de Kovats; Componentes identificados baseados no
IR e na CG-EM, e listados de acordo com a ordem de eluicdo na coluna DB-5

(30 m).
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6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das espécies de Hyptis, H. macrostachys e H.
umbosa, levou ao isolamento de nove substancias pertencentes a duas classes

de metabdlitos, dentre elas, terpenoide e lactona.

O extrato etandlico bruto (EEB) e a fase diclorometanica obtidos das folhas
e dos caules de Hyptis macrostachys levou ao isolamento de dois diterpenos, o
beier-15-en-17-ol (eritroxilol B) e o &acido labda-8(17),14-dien-9,13-epoxi,12a-
hidroxi-19-oico (hiptenol); dois triterpenos, o 3-B-acetoxi-oleano-12-en-28-oico
(acetato de acido oleandlico) e o acido 3[B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-oico (acido
betulinico); e uma pirona, a 6R-[(5'S,6’S-diacetoxi)-1'Z,3’E-heptenil]-5,6-dihidro-

2H-pirano-2-ona (hiptenolideo). Sendo esta pirona um produto natural inédito.

Da fase acetato de etila das folhas e dos caules de Hyptis macrostachys
foram isolados trés triterpenos, sendo uma mistura de acido oleanano e &cido

ursano, e o acido 2a,3,19a-hidroxi-urs-12-em-28-oico (acido torméntico).

Do extrato etandlico bruto (EEB) das folhas e dos caules de Hyptis

umbrosa foram isolados dois diterpenos, o pomiferin D e o salviol.

A constituicdo quimica dos 0Oleos essenciais de Hyptis macrostachys e
Hyptis umbrosa foi majoritariamente de monoterpenos e sesquiterpenos. Sendo o
1,8-cineol o constituinte majoritario em Hyptis macrostachys e a fechona em
Hyptis umbrosa, compativeis com a composi¢cdo quimica de 6leos essenciais de

outras espécies de Lamiaceae.

O EEB das folhas e caule de H. macrostachys, assim como o hiptenolideo,

apresentou atividade espasmolitica em ileo de cobaia.

Com isso, esses resultados contribuiram com o estudo fitoquimico das
espécies do semiarido paraibano, H. macrostachys e H. umbrosa, com a
identificacdo estrutural de nove substancias, sendo duas inéditas na literatura

(hiptenol e hiptenolideo).
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Hyptis is a worldwide genus cited by its medicinal uses. Hyptis macrostachys Benth., a species
popularly known in Brazil as “alfavaca-brava” and “hortela-do-mato”, is used in folk medicine to relief
asthma, cough and bronchitis symptems. Thus, this study investigated a possible spasmolytic effect of
the aerial parts ethanol extract from H. macrostachys Benth. (HM-EtOHp,) on several smooth muscle
models. On the rat aorta, the uterus was observed and guinea pig trachea HM-EtOHgp did not show
relevant spasmolytic action in all tested concentrations (243 to 729 pg/ml). However, on guinea pig
ileum, HM-EtOHpp (9 to 729 pg/ml) significantly (p < 0.001) inhibited in a concentration-dependent
manner the contractions induced by carbachol (CCh) 10° M and histamine 10° M as well as relaxed this
organ in an equipotent and concentration-dependent (1 to 729 pg/ml) manner when pre-contracted with
CCh 10°M, histamine 10° M and KCI 40 mM, suggesting its actions in the voltage-gated calcium
channels (Cay) blockade. Since HM-EtOHg, (9 to 729 pg/ml) inhibited Ca**-induced contractions in Ca®*-
free depolarizing medium and relaxed ileum pre-contracted with S-(-)-Bay K8644 [SXHJ'? M) in a
concentration-dependent manner, the hypothesis of Ca, was confirmed. Thus, H. macrostachys Benth.
showed a selective spasmolytic action on guinea pig ileum by blocking ca* entry through Cay.

Key words: Lamiaceae, Hypiis macrostachys Benth_, relaxant, antispasmodic, calcium channel.

INTRODUCTION

Plants are a known source of chemical constituents with
spasmolytic activity that relieve colicky pain, which
constitute a very important symptom of gastrointestinal
motility disorders such as dyspepsia (indigestion),
intestinal spasms, peptic and duodenal ulceration,
nausea and vomiting, constipation and imitable bowel
syndrome (Williamson et al., 1996; Sadraei et al_, 2003).

Lamiaceae members have been used for centuries in
folk medicine (Deo et al., 2011), being characterized as a
flowering family and also called of mint family (Harley et
al., 2004). The Hyptis genus includes around 400 species
distnbuted in American, West Africa, Fiji Island (Oceania)
and Western India (Raja, 2012). In Brazil, Hyptis species
are found in the northern region and have high economic

*Cormresponding author. E-mail: bagnoliasiiva@yahoo.com or bagnolia@pqg.cnpg.br. Tel: +55-83-32147124. Fax: +55-83-

3216-7502.
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A new c-pyrone was isolated from aerial parts of Hyptis macrostachys Benth., Its structure was
determined as 6R-|(5'56'5-diacetoxy)-1'Z,3'E-heptenyl |-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one, named hy pteno-
lide based on a combination of 1D and 2D NMR techniques and CD data. Hyptenolide inhibited the
contractions induced by CCh (ICg=1.7 £0.3 x 10-*M) o histamine (ICge=0.9= 0.05 x 10~ M) in
guinea pig ileum, demenstrating for the first time a pharmacological activity for the pyrone.

@ 2014 Published by Elsevier B.V. on behalf of Phytochemical Society of Europe.
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1. Introduction

The family Lamiaceae includes 295 genera and about 7775
species, consisting of herbaceous and shrubby plants. It is a group
with cosmopolitan distribution, occurring mainly in open savan-
nas and mountainous regions with a tropical to subtropical
climate. It is estimated that at least 22 genera and 402 species
occur in Brazil (Basilio et al, 2006). The Lamiaceae with their
special metabolism show a variety of small molecules classes,
including re presentative of the acetic acid, shikimic acid and mixed
pathways (Falcdo and Menezes, 2003). Hyptis is a genus with
approximately 400 species distributed from the southern United
States down to Argentina (5antos et al,, 2007; Raja, 2012). This
genus is rich in species of great economic and ethnophamaco-
logical importance, and populations utilize them for various
medicinal purposes (Falcio et al., 2003). In northeastern Brazil,
these plants are commonly used in the form of infusion and
decoction, where they are indicated in the treatment of various
diseases especially of the airways and are extensively sold in open
markets {Basilio et al.,, 2006). ce-Pyrones with potent antiturmor
activity have been isolated from species of this genus (Deng et al.,
2009). Hyptis macrostachys Benth. is a species found in the semi-
arid northeastern region of Brazil, where it is popularly known as

® Corresponding author. Tel: +55 B3 3216 7427,
E-mail address: marcelosobral@ltf ufpbbr (MS. Silva)

“alfavaca-brava" and “horteld-do-mato.” It is utilized in popular
medicine against asthma, cough and bronchitis (Agra et al., 2007).
A preliminary pharmacological screening aimed at investigating
the possible spasmolytic activity of the crude ethanolic extract of
aerial parts of H. macrostechys Benth. (HM-EtOHp,) in various
isolated smooth muscles (rat aorta, rat uterus, and guinea pig
trachea and ileun) revealed that HM-EtOHp, showed a greater
spasmaolytic effect in guinea pig ileum (Souza et al., 2013). In this
article, we describe the isolation and structural characterization of
a new o-pyrone, 6R-[(5'S6S-diacetoxy)-1'Z¥E-heptenyl|-5,6-
dihydro-2H-pyran-2-one, named hyptenolide (1) (Fig. 1), and
report the possible spasmolytic activity of this compound in guinea
pig trachea and ileum.

2. Results and discussion
2.1. Structure elucidation

Compound 1 was isolated as a brown oil, [e |g?° +45 (c. 0.001 in
CHCly). The mass spectrum obtained by HR-ESI-MS showed a peak
at mjz 331.1167 [M+Na|*, compatible with the molecular formula
CygH2006. The IR spectrum showed a maximum absorptionat 1739
and 1635em~' due to the presence of an o f-unsaturated
&-lactone. The 'H NMR spectrum demonstrated two methyl
groups of acetoxyl with chemical shift at 5y 2.06 (s, 3H) and 4y
2.00(s, 3H) as well as a signal at &4 1.17 {d, 3H, | = 6.5 Hz), which
was attributed to a terminal primary methyl group. The signals at

1874-3900/% - see front matter & 2014 Published by Elsevier B.V. on behalf of Phytochemical Society of Europe.
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