UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

FELIPE GABRIEL HENRIQUE JULIAO

REVISAO SISTEMATICA DOS EFEITOS BIOLOGICOS DE
HYPTOLACTONAS E INVESTIGACAO DO POTENCIAL
ANTIBACTERIANO DE METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS
DE Hyptis pectinata (L.) Poit. FRENTE A Streptococcus pyogenes

SYSTEMATIC REVIEW OF THE BIOLOGICAL EFFECTS OF
HYPTOLACTONES AND INVESTIGATION OF THE ANTIBACTERIAL
POTENTIAL OF SECONDARY METABOLITES ISOLATED OF Hyptis

pectinata (L.) Poit. AGAINST Streptococcus pyogenes

1
.~\ \\.
" SL
t | F Se
y ~} Yo



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

FELIPE GABRIEL HENRIQUE JULIAO

REVISAO SISTEMATICA DOS EFEITOS BIOLOGICOS DE
HYPTOLACTONAS E INVESTIGACAO DO POTENCIAL
ANTIBACTERIANO DE METABOLITOS SECUNDARIOS ISOLADOS
DE Hyptis pectinata (L.) Poit. FRENTE A Streptococcus pyogenes

Dissertacdo de mestrado apresentada
ao Programa de PoOs-Graduacdo em
Quimica, da Universidade Federal de
Sergipe, para a obtencéo do titulo de
Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. James Almada da Silva

SYSTEMATIC REVIEW OF THE BIOLOGICAL OF HYPTOLACTONES
AND INVESTIGATION OF THE ANTIBACTERIAL POTENTIAL OF
SECONDARY METABOLITES ISOLATED OF Hyptis pectinata (L.)

Poit. AGAINST Streptococcus pyogenes

Master dissertation presented to the
PostGraduate Program in Chemistry of
the Federal University of Sergipe to
obtain MSc. in Chemistry.

SAO CRISTOVAO - SE
Fevereiro, 2022



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

J94r

Julido, Felipe Gabriel Henrique

Revisdo sistematica dos efeitos biolégicos de hyptolactonas e
investigacdo do potencial antibacteriano de metabdlitos
secundérios isolados de Hyptis pectinata (L.) Poit. frente a
Streptococcus pyogenes / Felipe Gabriel Henrique Julido ;
orientador James Almada da Silva - S&o Cristévao, 2022.

2111 :il

Dissertacdo (mestrado em Quimica) — Universidade Federal de
Sergipe, 2022.

1. Quimica. 2. Plantas medicinais Silva, James Almada da
orient. Il. Titulo.

CDuU 54




484 SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGAO
N\ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE -
] *"‘ 2 Programa de Pos-Graduagao em Quimica
PPGQ P

FOLHA DE APROVAGAO

..c..’

- -
=y

-

GQ

Membros da Comissé@o Julgadora da Dissertacdo de Mestrado de Felipe Gabriel
Henrigue Julido apresentada ao Programa de Po6s-Graduagdo em Quimica da

Universidade Federal de Sergipe em 14/02/2022.

f P N . l =
ot Mpvado da s S

Prof. Dr. James Almada da Silva
Departamento de Farmacia do Campus de Lagarto-UFS

Prof. Dr. Tiago Branquinho Oliveira
Departamento de Farmacia- UFS

C{lﬂk&uﬂ\, oo (X}Db:w}«l (./uxwlw:\_,

Prof. Dr?. Gracielle Oliveira Sabbag Cunha
Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia de Goias



Dedico este trabalho aos meus pais, Darcio
Silva Julido e Maria da Gléria Silva
Henrique Julido.



Vi
AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de
Financiamento 001. Meus sinceros agradecimentos:

- A Deus por me dar a oportunidade de estar finalizando minha primeira poés-
graduacdo, sendo que isso ndo € a realidade de muitos brasileiros de baixa renda.
Sinto-me muito privilegiado em ser o primeiro membro de minha familia encaminhado
a obter o titulo de mestre; Aos meus pais, Darcio Silva Julido e Maria da Gléria Silva
Henrique Julido, e ao meu irméo, Francisco de Assis Henrique Neto, as pessoas mais
importantes de minha vida. Sem meus pais, ndo estaria aqui escrevendo estes
agradecimentos, tudo que consegui nesta jornada foi gracas a eles. Na infancia,
inUmeras vezes, vi meu pai chegar em casa do trabalho tarde da noite em uma
bicicleta para que nunca faltasse nada dentro de casa. Esse e outros momentos
sempre me incentivam a querer vencer na vida;

- A Universidade Federal de Sergipe (UFS) por toda a infraestrutura, especialmente,
o Departamento de Quimica (DQI) e o Programa de Pés-Graduacdo em Quimica
(PPGQ) da UFS — Campus Sao Cristévao, e os laboratorios que frequentei durante
10 meses para realizacdo das atividades experimentais, Laboratorio de Produtos
Naturais Bioativos (LPNBio) e Laboratério de Biologia Molecular e Microbiologia
(LaBMIC) da UFS — Campus Lagarto;

- Ao maravilhoso Prof. Dr. Rafael Ciro Marques Cavalcante (coordenador do LaBMIC),
entrou em minha vida para fazer com que gostasse de trabalhar com bactérias; As
maravilhosas Profas. Dras. Maria de Lara Palmeira de Macedo Arguelho (orientadora
do meu TCC) e Valéria Regina de Souza Moraes por todo suporte prestado desde a
minha graduacao;

- Aos secretarios do PPGQ, Helder Rodrigues e Valdirene Prudente; A equipe do
LPNBio e LaBMIC, em especial, os pesquisadores, Rosana Andrade, Sandrielly
Santana e italo Rosa, e os técnicos, Rute Lisboa, Daniela de Vasconcelos, Denis
Jacinto e Sidnei de Oliveira, muito obrigado por todo suporte, guardarei essa equipe
com carinho; Aos amigos que fiz na graduacéo, Grazielle Oliveira, Gustavo Santana,
Flavia Doéria, Jeferson Santos, Jennyfer Santos, Crislaine Cardoso e Matheus
Henrigque, e nesta pds-graduacado, Valéria Vieira, adorei compartilhar conhecimento
com vocés; As amigas Vitéria Shiévila e Rute Teles, obrigado pelos 10 meses
maravilhnosos que passei morando com vocés, guardarei nossos momentos de
descontra¢cbes com carinho; A minha comadre e amiga, Islaine Santos, agradeco por
todo o companheirismo nesses dois anos de luta;

- Ao Il CONCAF - Congresso de Ciéncias Aplicadas a Farmacia (2021), pelo
certificado de mencao honrosa a minha revisédo sistematica, resultando em terceiro
lugar na modalidade revisao da literatura dentre os anais do evento;

- Por fim, ao meu pai académico e meu orientador, Prof. Dr. James Almada da Silva
(coordenador do LPNBIo), obrigado por todos os momentos de ensino, risadas e
broncas merecidamente levadas. Saiba que € uma inspiracdo para minha vida
profissional, continue sendo essa pessoa prestativa e de grande coracéo.



Vi

“‘Pode haver 100 pessoas em uma sala e 99 ndo acreditam em vocé, mas tudo o que
VOCé precisa € que apenas uma acredite.”

(Lady Gaga)



viii
RESUMO

Hyptis pectinata (L.) Poit. (Lamiaceae), popularmente conhecida no Brasil como
“sambacaita” ou “canudinho”, € uma planta utilizada na medicina popular para tratar
inflamagodes, infecgbes, dores e tumores. Dentre as substancias bioativas presentes
na espécie, destacam-se o hyptolido e pectinolidos, metabdlitos secundérios da classe
das hyptolactonas. A semelhanca estrutural de algumas hyptolactonas a pironetina,
um produto natural com efeitos citotoxicos comprovados, nos leva a acreditar que
essas substancias tém grande potencial biolégico. Com base nisso, foi realizado um
levantamento bibliografico por meio de revisdo sistematica das hyptolactonas e suas
atividades biologicas em diferentes bases de dados. Das 86 hyptolactonas isoladas
de plantas e fungos, 57 apresentaram, principalmente, atividade citotoxica contra
células cancerigenas, antibacteriana e antifangica. Diante dos resultados
encontrados, este estudo teve como objetivo isolar os pectinolidos e hyptolido, e pela
primeira vez, avaliar os seus efeitos contra Streptococcus pyogenes, bactéria
responsavel por causar infeccbes na garganta. Os extratos brutos das folhas e
inflorescéncias de H. pectinata foram submetidos a particdo liquido-liquido e as
fracOes diclorometano, submetidas a cromatografia liquida classica para a obtencéo
das fracdes enriquecidas em hyptolido e pectinolidos (FEHP). Essas fracdes foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e suas substancias
isoladas por CLAE. Apés elucidacdo das estruturas quimicas por ressonancia
magnética nuclear e espectrometria de massas, as FEHP e as substancias isoladas:
hyptolido, pectinolidos E, G e Q (inédita) foram avaliadas frente a S. pyogenes. As
FEHP das folhas e inflorescéncias apresentaram concentracao inibitéria minima (CIM)
de 64 pug/mL e concentracbes bactericida minima (CBM) de 256 e 512 pg/mL,
respectivamente. Os pectinolidos E e G, apresentaram CIM de 256 pg/mL, entretanto,
apenas o pectinolido G foi bactericida nesta concentracdo. As evidéncias geradas
neste estudo, aliadas aos resultados existentes de efeito citotoxico e antibacteriano,
dessas substancias e de outras hyptolactonas, possibilitam ao hyptolido e pectinolidos
uma maior ampliagdo de suas potencialidades, havendo chances a se tornarem

protétipos a farmacos que devem ser comprovadas a partir de novos estudos.

Palavras-chave: hyptolido; pectinolidos; revisao sistematica; potencial antibacteriano.



ABSTRACT

Hyptis pectinata (L.) Poit. (Lamiaceae), popularly known in Brazil as “sambacaita” or
“canudinho’, it is a plant used in folk medicine to treat inflammation, infections, pain
and tumors. Among the bioactive substances present in the species, highlighted, the
hyptolide and pectinolides, secondary metabolites of the hyptolactone class. The
structural similarity of some hypolactones to pironetin, a natural product with increased
cytotoxic effects, leads us to believe that these substances have great biological
potential. Based on this, a bibliographic survey was carried out through a systematic
review of hyptolactones and their biological activities in different databases. Of the 86
hyptolactones isolated from plants and fungi, 57 showed mainly cytotoxic, antibacterial,
and antifungal activity against cancer cells. In view of the results found, this study
aimed to isolate pectinolides and hyptolide, and for the first time, evaluate their effect
against Streptococcus pyogenes, the bacterium responsible for causing throat
infection. The crude extracts of leaves and inflorescences of H. pectinata were
submitted to liquid-liquid partition and the dichloromethane fractions were submitted to
classical liquid chromatography to obtain fractions enriched in hyptolide and
pectinolides (FEHP). These fractions were analyzed by high-performance liquid
chromatography (HPLC) and their substances isolated by HPLC. After elucidating the
chemical structures by nuclear magnetic resonance and mass spectrometry, the FEHP
and the isolated substances: hyptolide, pectinolides E, G and Q (inedited) were
evaluated against S. pyogenes. The FEHP from leaves and inflorescences showed
minimum inhibitory concentration (MIC) of 64 upg/mL and minimum bactericidal
concentration (MBC) of 256 and 512 ug/mL, respectively. Pectinolides E and G had a
MIC of 256 pyg/mL, however, only pectinolide G was bactericidal at this concentration.
The evidence generated in this study, together with the existing results of the cytotoxic
and antibacterial effect of these substances and other hyptolactones, allow hyptolide
and pectinolides to further expand their potential, with chances of becoming prototypes

for drugs that must be proven from further studies.

Keywords: hyptolide; pectinolides; systematic review; antibacterial potential.
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CAPITULO 1

FUNDAMENTAC}AO TEORICA
1 INTRODUCAO

As inflamacdes nos tecidos da garganta, geralmente, sdo atribuidas as reacoes
fisioldgicas primarias, como alergias, fatores ambientais, como poeira, fumaca e baixa
umidade. No entanto, tais inflamacgdes podem ser ocasionadas por infecgdes virais ou

infeccbes bacterianas [1,2].

As doencas infecciosas causadas por bactérias do género Streptococcus
ocorrem com mais frequéncia no grupo etario infantil e podem ser atribuidas a ma
higiene ou a baixa imunidade [3]. Dentre elas, estdo as infeccbes piogénicas
(supurativas) do trato respiratorio, como amigdalite, faringite e pneumonia, e infeccbes
em outros locais, como endocardite, escarlatina, adenite cervical, linfangite, erisipela,
septicemia e impetigo. O diagndstico tardio envolve complicacbes ndo supurativas,
como glomerulonefrite difusa aguda, febre reumatica e bacteremia [4,5]. Dentre as
bactérias patogénicas que acometem as infec¢cdes na garganta, pode-se destacar

Streptococcus pyogenes.

O microrganismo S. pyogenes € uma espécie bacteriana gram-positiva que
causa uma variedade de doencas, dentre elas, as infeccbes na garganta, como a
amigdalite, faringite e faringoamigdalite [4,6,7]. O agravamento dessas infec¢cdes pode
favorecer o espalhamento da bactéria para outros locais do corpo, quando nao
tratadas corretamente, e podem acarretar doencas mais graves, como a febre
reumatica e a sindrome do choque toxico [4,5,8]. O ser humano € seu Unico
hospedeiro, podendo ser encontrada na pele (assintomaticamente), nariz, mucosas
da garganta e nasofaringe. Devido a sua localizacdo no ser humano, a espécie S.
pyogenes pode ser facilmente disseminada de pessoa para pessoa por vias

respiratorias e por compartilhamento de fémites [4].

Os estreptococos B-hemoliticos do grupo A de Lancefield, como S. pyogenes,
sdo sensiveis a certos antibidticos, sendo a penicilina um dos farmacos de escolha
para seu tratamento [4]. Ha diversos esforcos no intuito de se descobrir novos

antimicrobianos a partir de fontes naturais. Certos farmacos sédo derivados de
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produtos naturais, isolados de plantas [9] e organismos marinhos [10]. Essas
substancias bioativas fazem parte dos metabdlitos secundarios que séo
biossintetizados por esses organismos, e intrinsicamente sao importantes

biologicamente, como por exemplo, para a defesa das plantas contra predadores [11].

A espécie Hyptis pectinata (L.) Poit. (sinbnimo de Mesosphaerum pectinatum
(L.) Kuntze) [12], popularmente conhecida no Brasil como “sambacaitda” ou
“canudinho”, é uma planta encontrada no nordeste brasileiro, utilizada na medicina
popular para o tratamento de infecc¢des, inflamacgdes, como exemplo, as inflamacfes
na garganta, dores e tumores [13-15]. Apresenta potencial anti-inflamatério [14,15],
antimicrobiano e citotoxico frente as células cancerigenas [9,16], como demonstrado
por alguns autores, devido a presenca de metabolitos secundarios bioativos em suas

partes aéreas.

Dentre os metabodlicos secundéarios isolados da espécie, destacam-se o
hyptolido e os pectinolidos, sendo 0s metabdlitos secundarios mais presentes em suas
partes areas, principalmente nas folhas e inflorescéncias [16]. Até o momento, ja
foram isolados um unico hyptolido e dezessete pectinolidos, identificados como
pectinolidos A-P e J’ [9,16-20].

O hyptolido e os pectinolidos A-E, I-K e J’ fazem parte do grupo 6-heptil-5,6-di-
hidro-2H-piran-2-ona [9,16,17,19], também conhecido como 6-heptil-5,6-di-hidro-a-
pirona, as substancias desse grupo sao &-lactonas a,B-insaturadas com uma cadeia
lateral de sete carbonos [16,19,21]. Os oito pectinolidos restantes sdo analogos ao
grupo 6-heptil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona: os pectinolidos F, L e M sdo 6-lactonas
sem insaturacdes no anel [17,19] com uma cadeia lateral de sete carbonos; os
pectinolidos G, H, N-P séo y-lactonas a,B-insaturadas, também conhecidas como
2(5H)-furanonas ou butenolidos [17,19,20]. Em comparagcédo com as d-lactonas, os
anéis das y-lactonas possuem um carbono a menos, resultando em uma cadeia lateral

de oito carbonos. Suas estruturas quimicas sdo demonstradas na Figura 1.
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Figura 1 — Estruturas quimicas do hyptolido e dos 17 pectinolidos.
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O hyptolido e os pectinolidos fazem parte de uma mesma classe, denominada
neste presente estudo de hyptolactonas. Englobam as hyptolactonas, as &-lactonas
a,B-insaturadas, 6-lactonas sem insaturagdes no anel, ambas com uma cadeia lateral
de sete carbonos, as y-lactonas q,B-insaturadas com uma cadeias lateral de oito
carbonos [9,16-20] e também fazem parte da classe, as ©-lactonas a,B,y,0-
insaturadas com uma cadeia lateral de sete carbonos [22—24]. Uma representacao

dos esqueletos gerais das hyptolactonas sao demostradas na Figura 2.

Figura 2 — Esqueletos gerais das estruturas quimicas de metabdlitos secundérios
denominados hyptolactonas (A, B, C e D). Representam os esqueletos gerais dos
pectinolidos, as ilustragdes A, B e C. Representa o esqueleto geral do hyptolido, a
ilustracéo A.

0 0
/\/\/\/Cij /\/\/\/0:5
O-lactona a,B-insaturada (A) O-lactona (B)
0

/\/V\/\<i\f0 ]
— A

y-lactona a,B-insaturada (C) o-lactona a,f3,y,6-insaturada (D)

Fonte: Préprio autor.

A nomenclatura hyptolactona, uma contragéo das palavras hyptolido e lactona,
foi determinada neste estudo com a finalidade de unificar os metabdlitos secundarios
do grupo 6-heptil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona e seus analogos. A origem do nome
atribuido a classe foi devido ao hyptolido, primeira 6-heptil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona
obtida de fonte natural [25,26].

Atribuiu-se o efeito biolégico de y- e &-lactonas a,B-insaturadas ao carater
eletrofilico do carbono insaturado B-carbonila, o que permite a ocorréncia de reacdes
de adicdo nucleofilica, denominadas “adigdo de Michael”’, com alguns residuos de

aminoacidos de proteinas em meio biolégico [27-29]. Diante disso, os pectinolidos e
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o hyptolido destacaram-se por apresentar efeitos citotoxicos frente as células
humanas de cancer de fibrossarcoma, pulmédo, melanoma, nasofaringe, epidermoide,
prostata, colorretal, mamario [9], cervical [19], laringe [30] e leucemia linfocitica murina
(P-388) [9], efeito antifungico frente a Candida albicans, efeito antibacteriano frente as
bactérias gram-positivas: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Streptococcus
mutans, bactérias gram-negativas: Escherichia coli, Salmonella Typhi e Pseudomonas
aeruginosa [9,18,31]. Vale mencionar que as hyptolactonas séo estruturalmente
relacionadas ao inibidor mitdtico pironetina (6-nonil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona)
(Figura 3), um produto natural anticancer isolado de espécies do género Streptomyces
[32—-34], que tem efeito citotoxico contra células de cancer resistentes a farmacos

como o paclitaxel e vindesina [35].

Figura 3 — Estrutura quimica da pironetina.

Fonte: Préprio autor.

A pironetina difere de outros farmacos anticanceres, ndo apenas por possuir
uma estrutura contendo um residuo de pirano e uma cadeia alquila mais simples do
gue as estruturas de outros antimitGticos, mas por ser a primeira substancia a se ligar
covalentemente a a-tubulina, causando apoptose por desestruturacdo dos
microtubulos por adicdo de Michael [27-29]. Acredita-se que a ligagao a,B-insaturada
a carbonila da lactona presente na pironetina, seja o0 motivo de sua eficacia contra

linhagens de células tumorais.

Originalmente foi relatado que a a-tubulina liga-se a pironetina por meio de
residuo de aminoacido lisina (Lys352) [27]. No entanto, estudos cristalogréaficos
demonstraram que a ligagdo ocorre por meio de um residuo de aminoacido cisteina
(Cys316), o que é esperado pois o residuo de cisteina tem poder nucleofilico maior

do que o residuo de lisina. Além disso, devido a proximidade de Lys352 a Cys316 é
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possivel que esses residuos estejam envolvidos na transferéncia de protons,
fortalecendo a ligacdo da pironetina. A ligacdo da Cys316 a pironetina forma um
complexo proteico, denominado tubulina-RB3-TTL-pironetina. O complexo é formado
por heterodimeros de a- e B-tubulinas, a proteina semelhante a estamina, denominada
RB3, e a tubulina tirosina ligase (TTL) [28,29] (Figura 4).

Figura 4 — Mecanismo reacional da reacado (adicdo de Michael) entre a pironetina e o
residuo de aminoécido cisteina (Cys316) da a-tubulina para formacdo do complexo
tubulina-RB3-TTL-pironetina. O contorno verde-primavera representa o local de
ligagdo da a-tubulina.

Local de ligacéo da a-tubulina

:('j:')

o

OH OMe

: I
NHz Pironetina
Cys316

Complexo
tubulina-RB3-TTL-pironetina

Fonte: Adaptacdes de Clayden, Greeves e Warren (2012) [36].

llustracdes do produto formado apos a reagéo de adicdo de Michael entre a
pironetina e o residuo de aminoacido Cys316 da a-tubulina sdo demonstrados na
Figura 5A-C.
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Figura 5 — llustracfes do produto formado apds a reacéo de adicdo de Michael entre
a pironetina e o residuo de aminoacido Cys316 da a-tubulina (A). Visédo geral (B) e
ampliada (C) do complexo tubulina-RB3-TTL-pironetina, em que a pironetina esta
ligada a a2-tubulina (a2-Tub). As estruturas quimicas da pironetina e dos aminoacidos
Cys316 (C316) e Lys352 (K352) sdo mostradas em bastdes coloridos: vermelho para
0 oxigénio, azul-marinho para o nitrogénio, amarelo para o enxofre, verde-agua para
os carbonos dos aminoacidos e ciano para os carbonos da pironetina. O contorno
verde-primavera representa o local de ligagado da a-tubulina.

C)

Complexo tubulina-RB3-TTL-
pironetina

Representacdo ampliada

Fonte: llustracbes adaptadas de Yang et al. (2016) [28].

Apesar da escassez de dados, as hyptolactonas estruturalmente relacionadas
a pironetina possuem um grande potencial terapéutico, devido a presenca da lactona
a,B-insaturada, como ja mencionado anteriormente sobre o efeito citotoxico em
células cancerigenas. Apesar de efeitos antimicrobianos comprovados, nao hé relatos
cientificos que correlacione o efeito antimicrobiano das hyptolactonas a a,B-
insaturacao da lactona. Acredita-se que essa parte da molécula seja essencial para
suas atividades bioldgicas (grupo farmacéforo), e assim como em células
cancerigenas, onde seu mecanismo de acdo envolve especificamente um
determinado tipo de aminoacido, podemos supor que esse farmacoéforo deva interagir

com determinados aminoacidos de proteinas vitais presentes em microrganismos.

Uma das possiveis maneiras de averiguar a autenticidade dessa informacéo,

seria através da busca por estudos de metabdlitos secundarios que sejam 5,6-di-
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hidro-2H-piran-2-ona e analogos nas bases de dados cientificas eletronicas. Este tipo
de busca bibliografica foi realizado neste trabalho, utilizando o sistema metodoldgico
de uma revisdo sistemética, que se inicia por meio de uma pergunta formulada de
forma pontual. A revisdo sistematica difere das revisbes narrativas de literatura por
utilizar uma metodologia rigorosa na avaliacdo de estudos sobre um tema em questao
de forma sistematizada e explicita na identificacéo, selecédo dos estudos, extracdo dos
dados e andlise dos resultados [37,38]. Esta revisao foi a primeira revisdo sistematica
sobre essa classe de metabolitos secundarios.

Os efeitos antibacterianos dos pectinolidos e o hyptolido foram avaliados e
comprovados frente as bactérias gram-positivas, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus e Streptococcus mutans, e as bactérias gram-negativas, Escherichia coli,
Salmonella Typhi e Pseudomonas aeruginosa, com melhores resultados de inibicao
frente as bactérias gram-positivas [9,18,31]. Para a parte experimental desta
dissertacdo foi escolhida a bactéria gram-positiva, Streptococcus pyogenes,
responsavel por certas infec¢des/inflamacdes na garganta, para avaliacdo do
potencial antimicrobiano dessas substancias. Além das comprovacgdes cientificas, o
fato de Hyptis pectinata ser usada na medicina popular contra inflama¢cdes na

garganta, e o ineditismo da revisdo sistematica, torna o estudo promissor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Streptococcus pyogenes

Pertencentes a familia Streptococcaceae, as espécies do género
Streptococcus sao bactérias gram-positivas, ovlides ou esféricas, geralmente
anaerobicas facultativas, catalase-negativas, sendo a grande maioria imoveis e com
crescimento menor que 2 ym de didmetro. Estdo morfologicamente dispostas em

cadeias in vitro e comumente em pares em organismos Vvivos [4].

A espécie S. pyogenes é frequentemente associada as infec¢cdes primarias das
amigdalas e faringe, sendo elas a amigdalite, faringite e faringoamigdalite. A
amigdalite € uma infec¢do ou inflamacdo nas amigdalas, enquanto a faringite € uma
infeccdo ou inflamagdo na faringe. J& a faringoamigdalite € uma infec¢do ou
inflamacédo simultanea na faringe e amigdalas, por serem anatomicamente préximas
[4,6,7].

Sao através de suas fimbrias que S. pyogenes, e outras bactérias do género
Streptococcus, fixam-se as células epiteliais da orofaringe ou nasofaringe. O contato
préximo com outras pessoas facilita a disseminacdo desses microrganismos, a partir
de secrec¢do nasal ou goticulas de saliva. Outras possiblidades de disseminacdo que
ocorrem com menor frequéncia é através de poeira, alimentos ou roupas

contaminadas [4].

De acordo com dados de uma pesquisa canadense, a incidéncia de infec¢des
causadas por bactérias do género Streptococcus é de 1,5 casos por 100.000
habitantes [39]. Essas infec¢cdes podem ocorrer em qualquer faixa etaria, porém sao
comuns em criangas. Stromberg, Schwan e Cars investigaram a taxa de portadores
de estreptococos B-hemoliticos através de cultura de orofaringe. No periodo de 2
anos, 382 amostras de adultos e criancas escolares foram obtidas a cada 3 meses,
totalizando 2.226 amostras. Os autores observaram uma taxa de portadores de
estreptococos B-hemoliticos de 11,3% para criancas de quatro anos, 5,9% para

criangas de idade escolar e 0,8% para adultos [3].

O periodo de incubacado usual das inflamacdes estreptocdécicas é de 12 a 24
horas. Além da dor ao ingerir, o paciente pode apresentar febre alta, mal-estar geral

e astenia, acompanhados por nauseas, vomitos e dor abdominal. A maiores
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preocupacdes frente a esses dados é o agravamento por complicacbes, como por
exemplo, a sindrome do choque toxico, glomerulonefrite difusa aguda e a febre
reumética [4,5,7,8]. No Brasil, ha um aumento de cirurgia para troca de valvas

cardiacas em criancas como consequéncia da febre reumatica [40].

Nos paises desenvolvidos, ha grande investimento para a realizacéo de testes
rapidos de deteccéo de infec¢ao por estreptococos em orofaringe, o que ndo acontece
no Brasil. Apenas os sinais e os sintomas clinicos dos pacientes séo verificados, e
muitas vezes, ocorrem prescricbes desnecessarias ou errbneas de agentes

antimicrobianos [7].

A correta prescricdo de agentes antimicrobianos (antibioticos) tende a eliminar,
diretamente, o microrganismo causador da infec¢do, tendo como alvo pontos de
vulnerabilidade desses patdégenos [41]. Para o tratamento de infec¢des causadas por
S. pyogenes, por exemplo, o antibiético de escolha pode ser a penicilina [4].
Entretanto, devido ao uso excessivo de antibiéticos, o numero de patégenos
resistentes a farmacos cresceu. Em contraste, o desenvolvimento de novos
antibidticos diminuiu nos Uultimos anos [41]. Com o uso indiscriminado de
medicamentos sintéticos ha uma tendéncia na utilizacdo de plantas medicinais e

fitoterapicos na medicina popular [42].

2.2 Plantas medicinais e fitoterapicos

Vinculada ao Ministério da Saude do Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) define que plantas medicinais consistem em qualquer espécie
vegetal, cultivada ou n&o, utilizada para fins terapéuticos, os fitoterapicos séo
medicamentos obtidos empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas
vegetais com finalidade profilatica, curativa ou paliativa, em que em suas composic¢des
nao incluam substéncias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associacdes
destas com extratos vegetais [43]. A eficacia e seguranca dos fitoterapicos sao
validadas por meio de levantamentos etnofarmacolégicos, de utilizacao,
documentacdes tecnocientificas ou evidéncias clinicas [44]. Os cuidados ao utilizar os
fitoterapicos sdo os mesmos como qualquer tipo de medicamento, € necessaria
atencao as datas de validade e contraindicacdes, 0 uso excessivo ou indevido pode

desencadear riscos a saude [42].
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De acordo com a ANVISA, sao utilizados como fitoterapicos muitos derivados
vegetais utilizados popularmente, como exemplo, administracdo oral de extrato/tintura
das partes aéreas de Passiflora incarnata L. (maracuja), como ansiolitico leve;
administracé@o topica de extrato obtido do gel mucilaginoso das folhas de Aloe vera
(L.) Burm.f. (babosa), como cicatrizante nas lesdes provocadas por queimaduras
térmicas (1° e 2° graus); administracdo oral de extrato/tintura das folhas de Peumus
boldus Molina (boldo) para acéo colagoga e colerética, contra dispepsias funcionais e
distarbios gastrointestinais espésticos; administracdo oral de extrato/tintura das folhas
de Mikania glomerata Spreng. (guaco) para acdo expectorante e broncodilatador;
administracdo oral de 6leo essencial/extrato/tintura das folhas de Eucalyptus globulus
Labill. (eucalipto) para acdo expectorante, antisséptica e antibacteriana das vias
aéreas superiores [45].

De acordo com as observacdes de Filho e Zanchett (2020), algumas vantagens
atribuidas aos fitoterapicos estéo relacionadas a: menor custo em comparacao aos
medicamentos alopaticos; imensa flora brasileira, correspondendo a cerca de um
terco da flora mundial; o pais possui areas com climas propicios para o cultivo de
plantas, possibilitando o cultivo em alta escala de material vegetal para uso como
insumo na producéo de fitoterapicos; uso crescente de fitoterapicos no sistema publico
de saude; diversidade de estruturas moleculares produzidas pelas plantas e
interacOes sinérgicas entre os componentes quimicos do fitoterapico, atuando por

diferentes mecanismos de acao [46].

A natureza, portanto, € essencial para as descobertas de novos e efetivos
agentes medicinais. Dentre as familias botanicas, em que foram comprovadas
atividades biologicas na matéria-prima das partes de suas espécies, como também,
em substancias isoladas, em especial, efeitos antibacterianos, pode-se citar a familia
Lamiaceae [18,31,47,48].

2.3 Familia Lamiaceae

A Lamiaceae (antiga Labiatae) é uma familia botanica de plantas com mais de
236 géneros e mais de 7173 espécies. Suas espécies estao distribuidas ao redor do
mundo, principalmente em regides temperadas e tropicais, e tém grande importancia

econdbmica como plantas ornamentais, fonte de 6leos essenciais e como condimentos
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culinarios, apreciadas pelo aroma ou pelo sabor atribuido aos alimentos, como o

orégano, manjericéo, erva-cidreira, alecrim, salvia, tomilho e hortela [49-51].

A Lamiaceae é conhecida por uma riqgueza de espécies que possuem
propriedades medicinais, com intenso histérico de uso na medicina popular. Varios
estudos ja foram realizados em diferentes espécies da familia Lamiaceae, como por
exemplo, a Rosmarinus officinalis L. (alecrim), que teve seu O6leo avaliado no
tratamento da alopecia androgenética (calvicie) [52]. Outro exemplo € o 6leo essencial
de Ocimum basilicum L. (manjericdo), que demonstrou ter atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria

monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Enterobacter sakazakii [47].

Nepetoideae € uma subfamilia botanica da familia Lamiaceae. Suas espécies
encontradas na América tropical sdo distribuidas em duas tribos, Mentheae e
Ocimeae. A tribo Mentheae é composta principalmente de espécies de regibes
temperadas, enquanto a tribo Ocimeae é composta de espécies de regides tropicais
[53]. A Hyptidinae, uma subtribo da Ocimeae, é composta de aproximadamente 400
espécies, encontradas principalmente do sul dos Estados Unidos e Caribe até a
Argentina. A grande diversidade das espécies dessa subtribo esta situada no Brasil,
principalmente na Mata Atlantica e Cerrado. As espécies da Hyptidinae foram
distribuidas anteriormente em nove géneros, sendo Hyptis o maior dentre eles, com

mais de 300 espécies [54].

2.4  Género Hyptis

O género Hyptis abrange cerca de 309 espécies, sendo um dos principais
géneros encontrados nos paises sul-americanos, distribuido nos paises da América
do Sul, América Central e sul dos Estados Unidos. Suas espécies séo de grande
importancia econdmica devido aos seus constituintes aromaticos, propriedades
etnofarmacologicas e histérico de uso na medicina popular, cujos conhecimentos séo
transmitidos de geracédo a geracdo [50,55]. Por exemplo, na Nicardgua, a espécie
Hyptis verticillata Jacq. € usada popularmente para nduseas, asma e dores no corpo
[56]; uma comunidade indigena do México, utiliza essa mesma espécie conta

gastralgia [57]; no Brasil, o cha das folhas frescas da espécie Hyptis mutabilis Brig. é
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utilizado no tratamento de doencas uterina do muco cervical, gastrite, Glcera gastrica,

Ulceras de pele infectadas e conjuntivite [58].

Das espécies desse género, encontradas no nordeste brasileiro e conhecidas
por suas propriedades terapéuticas, a Hyptis pectinata (L.) Poit. merece destaque,
sendo bastante utilizadas na medicina popular para tratamento de inflamacgdes,

infecgdes, dores e tumores [13-15].

2.5 Hyptis pectinata (L.) Poit.: uso tradicional e potencial biolégico

A espécie Hyptis pectinata (L.) Poit. € uma planta encontrada no nordeste
brasileiro, nos estados de Sergipe, Pernambuco e Alagoas, presente em areas
silvestres ou cultivada em ambientes residenciais [14—-16,59—61]. A espécie também
pode ser encontrada em paises tropicais como México [20], Indonésia [62] e Barbados
[17]. E formalmente conhecida como Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze [12],
entretanto, nas buscas por estudos envolvendo a espécie nas bases de dados
eletrbnicas PubMed Central, Science Direct, Scopus e Web of Science, realizadas em
maio de 2020 e dezembro de 2021, observou-se que a nomenclatura Hyptis pectinata
€ mais adotada por pesquisadores. Foram realizadas duas buscas em cada base de
dados, utilizando um termo por busca: "hyptis pectinata® ou "mesosphaerum
pectinatum". As buscas foram filtradas para que os termos aparecessem nos titulos,
resumos ou palavras-chave dos artigos. Fotografia da espécie € demonstrada na
Figura 6.
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Figura 6 — Fotografia da espécie Hyptis pectinata (L.) Poit., com destaque para as
suas inflorescéncias.

Fonte: Préprio autor.

Por meio de decoccéo e infusdo, na medicina popular, o cha de suas partes
aéreas administrado por via oral ou por inalacdo é usado no tratamento de
rinofaringite, congestao nasal e pulmonar, tosse, distlrbios gastricos, febre, infec¢cdes
bacterianas, inflamacgfes na garganta, dor e tumores. As folhas também sédo usadas
para inflamacdes de pele e propriedades antimicoticas [13,14,63]. Seu uso popular
despertou interesse cientifico para a investigagdo dos seus constituintes quimicos e
atividades farmacolégicas de seus extratos brutos [14,31,59,60] e Oleos essenciais
[15,48,64]. Seus extratos brutos tiveram seus potenciais anti-inflamatorio, antitumoral,

leishmanicida, citotéxico e antibacteriano avaliados.

2.5.1 Potencial biolégico dos extratos brutos de Hyptis pectinata (L.) Poit.

2.5.1.1 Atividade antiedematogénica e antinociceptiva

Bispo et al. (2001) avaliaram o efeito antiedematogénico e antinociceptivo do
extrato aquoso das folhas de H. pectinata em ratos e camundongos, respectivamente,
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usando diferentes estimulos a dor, como calor e agentes quimicos. Na avaliacdo do
efeito antinociceptivo usando um modelo de contor¢cdo abdominal induzida por acido
aceético e formalina, o extrato aquoso (200 mg/kg) administrado por via oral (v.0)
reduziu em 51% e 70% as contor¢Oes abdominais, respectivamente. Na avaliacado do
efeito antinociceptivo usando o teste de chapa quente, os animais tratados por v.o.
com o extrato na dose 200 mg/kg, tiveram um tempo de retardo da reacéo térmica em
47%. O extrato aquoso (600 mg/kg; v.0.) também inibiu em 34,1% o edema da pata
do animal induzido por carragenina. Ja na dose de 300 mg/kg, administrada por via
intraperitoneal, a inibicdo do edema da pata do animal induzido por injecdo acido
araquidénico foi de 32,8%. Esses resultados indicam que o extrato aquoso de H.
pectinata, nas doses testadas, possui efeitos antiedematogénicos e antinociceptivos
[14].

2.5.1.2 Atividade leishmanicida

Falcédo et al. (2013) obtiveram o extrato etandlico das folhas de H. pectinata, e
do fracionamento do extrato com hexano e acetato de etila, isolaram o &cido
sambacaitarico, &cido 3-O-metilsambacaitarico, acido rosmarinico, acido 3-O-
metilrosmarinico, cafeato de etila, nepetoidina A, nepetoidina B, cirsiliol, circimaritina,
7-O-metil-luteolina e genkwanino da fracdo acetato de etila. O extrato e seus
derivados tiveram o efeito leishmanicida avaliado. O extrato, as fragdes hexano e
acetato de etila, as substancias, 4cido sambacaitarico e acido 3-O-metilrosmarinico,
exibiram atividade leishmanicida contra a forma promastigota de Leishmania
braziliensis com concentracao inibitéria em 50% (Clso) de 0,7; 0,2; 0,4; 2,5 e 2,0
pg/mL, respectivamente. Merece destaque a fracéo hexano, por ter apresentado efeito
leishmanicida maior do que o farmaco de referéncia, pentamidina (Clso = 0,3 pyg/mL)
[60].

2.5.1.3 Atividade citotdxica e antitumoral

Barbosa et al. (2012) avaliaram o efeito citotoxico e antitumoral do extrato
hidroetandlico de toda a H. pectinata. No ensaio in vitro, o extrato (50 pg/mL)
apresentou citotoxicidade contra células humana de céncer colorretal (HCT-8) com

62% de inibicdo. No ensaio in vivo, o extrato inibiu a proliferagéo de células de cancer
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de sarcoma murino (S180) em 70,5% na dose de 100 mg/kg. Esse extrato néo
apresentou efeito hemolitico e nem citotoxicidade contra células mononucleares do
sangue periférico mesmo na maior concentragao testada (1000 pg/mL). A analise
histopatologica do baco, figado e rins dos animais tratados mostrou auséncia de

lesdes [59].

Os extratos etandlicos das inflorescéncias, folhas, ramos e raizes de H.
pectinata foram avaliados frente as células cancerigenas (MDA-MB-231) e epiteliais
(MCF-10A) de mama humano. Os extratos das inflorescéncias e folhas diminuiram a
viabilidade das células MDA-MB-231 com Clso de 52,01 e 4591 pg/mL,
respectivamente, e foram mais eficazes que o extrato das raizes (Clso = 82,84 pg/mL)
e ramos. A viabilidade celular na presenca do extrato dos ramos (100 pg/mL) foi
superior a 50%, portanto, ndo foi possivel determinar o Clso. Além disso, 0s extratos
nao apresentaram toxicidade em células normais (MCF-10A), apresentando Clso >
200 ug/mL [16].

2.5.1.4 Atividade antibacteriana

Bambang et al. (2020) avaliaram o efeito antibacteriano do extrato metandlico
de toda a H. pectinata frente as bactérias gram-positivas: Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e bactérias gram-negativas:
Escherichia coli e Salmonella Typhi, nas concentragbes de 25, 50 e 75 mg/mL. O
extrato inibiu o crescimento das espécies nas trés concentracfes avaliadas, a inibicdo
foi maior na concentracdo de 75 mg/mL, e no geral, os melhores resultados foram

frente as bactérias gram-positivas, em especial, frente a B. subtilis [31].

Esses resultados sugerem que H. pectinata possui grande potencial bioldgico,
demonstrando efeito anti-inflamatorio, citotoxico, antitumoral, leishmanicida e
antibacteriano dos extratos com baixa toxicidade. Tanto o potencial citotoxico, quanto
o potencial antibacteriano da espécie podem ser atribuidos ao hyptolido e aos
pectinolidos, presentes nos extratos metandlicos [17,31,62,65], etandlico [16] ou
hidroetandlicos [25,26,66] das partes aéreas da espécie, com comprovacgao cientifica
de efeito citotoxico em algumas linhagens de células cancerigenas [9,16,19,30] e
efeito antibacteriano em algumas linhagens de cepas bacterianas, principalmente,

frente as bactérias gram-positivas [9,18,67].
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2.5.2 Metabolitos secundarios isolados de Hyptis pectinata (L.) Poit. e seus
potenciais biologicos

2.5.2.1 Hyptolido

O hyptolido foi isolado primeiramente por Gorter (1920), proveniente do extrato
hidroetandlico das folhas de H. pectinata [66], entretanto, sua estrutura foi revisada e
passou-se a ser uma 6-heptil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona a partir dos estudos de
isolamento de Birch e Butler (1964) [25] e Achmad et al. (1987) [26], proveniente dos
extratos hidroetandlicos das folhas da espécie. Sua estereoquimica sé foi determinada
por Achmad et al. (1987), desse modo, ficou definida a estereoquimica absoluta dessa

substancia, como demonstrada na Figura 1, pagina 26.

Proveniente do extrato metandlico das partes aéreas de H. pectinata, Rojas et
al. (1992) isolaram o hyptolido. Seu potencial antibacteriano in vitro foi avaliado frente
a B. subtilis, a substancia apresentou concentracao inibitéria minima (CIM) de 100
Mg/mL [65]. Como controle positivo foi utilizado a estreptomicina (CIM = 1,56 ug/mL).
De acordo com a escala de intensidade da atividade antimicrobiana para substancias
puras, determinada por Rios e Recio (2005), essa substancia possui moderada
atividade antimicrobiana (CIM entre 10-100 ug/mL) [68].

Proveniente do extrato metandlico das folhas de H. pectinata, Bambang et al.
(2020) isolaram o hyptolido, e a partir dele, sintetizaram o epoxi-hyptolido. Seus efeitos
antibacterianos foram avaliados por difusdo em placa nas concentracfes de 25, 50 e
75 mg/mL frente as bactérias gram-positivas: B. subtilis, S. aureus, S. mutans, e
bactérias gram-negativas: E. coli e S. Typhi. Como controle positivo foi utilizado a
amoxicilina (25 mg/mL). A atividade antibacteriana foi avaliada medindo-se o diametro
da zona de inibicdo (ZI) ao redor dos discos. De acordo com os autores, o diametro
da ZI foi considerado resistente ou ndo sensivel (8 mm), moderadamente sensivel (8—

14 mm), relativamente sensivel (14—20 mm) e extremamente sensivel (< 20 mm).

Frente a B. subtilis e S. aureus, a substancia natural apresentou um melhor
resultado de inibicdo em comparacdo com o epoxi-hyptolido nas trés concentracdes
avaliadas, entretanto, o0 epoOxi-hyptolido apresentou uma maior inibicdo nas
concentracbes de 25 e 50 mg/mL frente a S. mutans, para as bactérias gram-

negativas, o epoxi-hyptolido apresentou melhor inibicdo nas trés concentracdes
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avaliadas. No geral, o melhor resultado de inibicdo do crescimento microbiano para o
hyptolido foi em 75 mg/mL, a sensibilidade das bactérias gram-positivas ao hyptolido
variaram de extremamente sensivel para B. subtilis (ZI = 28,0 mm) a relativamente
sensivel para S. mutans (ZI = 20,0 mm) e S. aureus (ZI = 15,5 mm), para as bactérias
gram-negativas a sensibilidade variou de relativamente sensivel para S. Typhi e
moderadamente sensivel para E. coli, os valores exatos de ZI ndo foram

demonstrados [31].

Proveniente do extrato triclorometano das partes aéreas de H. pectinata,
Pereda-Miranda et al. (1993) isolaram o hyptolido, e pela primeira vez, os pectinolidos
A-C. Seus efeitos antibacterianos e antifungico foram avaliados in vitro frente as
bactérias gram-positivas: B. subtilis e S. aureus, bactérias gram-negativas: E. coli e
Pseudomonas aeruginosa, e frente ao fungo Candida albicans [9]. Para B. subitilis,
obteve-se a mesma CIM determinada por Rojas et al. (1992) (100 uyg/mL) [65]. Para
os demais microrganismos, a CIM nao foi determinada. Com controle positivo foi

utilizado a estreptomicina (CIM = 3,12 pg/mL) [9].

Pereda-Miranda et al. (1993) também avaliaram seu efeito citotoxico frente as
células humanas de cancer colorretal (Col2), mamario (BC1 e ZR75-1), fibrossarcoma
(HT-1080), pulméo (Lul), melanoma (Mel2), nasofaringe (KB), epidermdide (A431),
préstata (LNCaP), células KB resistente a vimblastina (KB-V) e leucemia linfocitica
murina (P-388), com melhores resultados citotéxicos em células P-388, BC1, KB e
A431, com dose efetiva em 50% (DEso) de 1,6; 2,4; 3,6 e 3,7 ug/mL, respectivamente
[9]. O Instituto Nacional do Céancer (INC) dos Estados Unidos considera que
substancias com valores de Clso < 4,0 pyg/mL apresentam forte atividade
antineoplasica [69]. Raciocinio semelhante pode ser atribuido a valores de DEso, de
acordo com Lu et al. (1997), um farmaco pode ser considerado um modesto agente
anticancer quando DEso < 4 ug/mL [70]. Logo, essa hyptolactona possui potencial para

se tornar um farmaco antitumoral frente as linhagens avaliadas.

Proveniente do extrato etandlico das inflorescéncias de H. pectinata, Santana
et al. (2019) isolaram o hyptolido, pectinolido E, e pela primeira vez, o pectinolido J'.
Seus potenciais bioldgicos foram avaliados quanto ao efeito citotbxico em células
cancerigenas humanas de mama (MDA-MB-231). Os resultados mostraram que o

pectinolido J’, hyptolido e pectinolido E nas concentracdes de 76,8; 73,6 e 85,2 pg/mL,
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respectivamente, inibiram a proliferacdo em 80,2%; 89,4% e 96,0%, respectivamente.
No entanto, nas concentracdes imediatamente inferiores (38,4; 36,8 e 42,6 ug/mL,
respectivamente), nenhuma substancia foi citotoxica. Considerando que as
substancias isoladamente tiveram baixa atividade citotdxica, os autores testaram as
substancias em mistura nas mesmas proporcdes presentes no extrato. Foi preparada
uma solucdo mista nas proporcoes de 32,5; 12,5 e 55%, respectivamente, as maiores
concentragdes de cada substéncia foram de 25,0, 9,2 e 46,9 pg/mL, respectivamente,
o Clso de cada substéancia foi calculado por meio da equacao de Hill, desse modo, as
substancias apresentaram-se mais potentes com Clso de 15,2; 5,6 e 28,5 ug/mL,
respectivamente [16]. O hyptolido € um promissor prototipo a farmaco antitumoral em
células cancerigenas dessa linhagem por apresentar Clso muito préximo a 4,0 ug/mL,
valor considerado potente pelo INC estadunidense, enquanto os pectinolidos E e J’
podem ser considerados moderadamente ativos [69]. Como controle positivo, foi
utilizado doxorrubicina (5 ug/mL), concentracéo que inibiu cerca de 90% a proliferacéo

celular [16].

No estudo de reatribuicéo estrutural, configuracdo absoluta e conformacédo do
pectinolido E, Mendoza-Espinoza et al. (2009) avaliaram a citotoxicidade de hyptolido
e spicigerolido [30], uma ©&-lactona a,B-insaturada pertencente a classe das
hyptolactonas, presente nas partes aéreas de Hyptis spicigera Lam. [96]. Suas
citotoxicidades foram avaliadas frente as células humanas tumorais de céncer de
laringe (Hep-2), de nasofaringe (KB) e cervical (HeLa). O hyptolido foi mais potente
do que o spicigerolido nas trés linhagens celulares testadas com Clso de 6,2; 3,6 € 2,8
pg/mL, respectivamente. Como controle positivo, foi utilizado a ellipticina (Clso = 0,4
pg/mL) [30]. Apesar da diferenca entre os valores de Clso do hyptolido e o farmaco de
referéncia, a hyptolactona apresentou forte atividade antineoplasica para células KB
e HelLa (Clso < 4,0 yg/mL), e moderada para células Hep-2 [69]. Portanto, o hyptolido

€ um promissor prototipo a farmaco antitumoral em células KB e Hela.

A fim de obter informacdes sobre o mecanismo de agéo citotoxica do hyptolido
e spicigerolido, Mendoza-Espinoza et al. (2009) também avaliaram a progresséo do
ciclo celular de células HeLa por citometria de fluxo, mais especificamente, a fase
interface do ciclo celular, que é subdividida em trés fases: fase G1 (crescimento da
célula), seguida pela fase S (sintese de DNA) e seguida pela fase G2 (crescimento da

célula). ApGs 48h de exposicdo ao hyptolideo, foi observada um impedimento
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moderado da fase S, refletida por uma reducéo de 42 a 57% da populacéo celular e

diminuicao da proporcédo de células nas fases G1 e G2 [30].

Proveniente do extrato metandlico das folhas de H. pectinata, Suzery, Cahyono
e Amalina (2020) isolaram o hyptolido e avaliaram seus efeitos citotdéxicos in vitro em
células de cancer de mama humano MCF-7 e T47D com Clso de 76,76 e 181,55
pg/mL, respectivamente. Apesar do valor elevado de Clso, 0s resultados sugerem que
o hyptolido tem potencial como agente quimioterapico em células MCF-7 por induzir a

apoptose celular [62].

2.5.2.2 Pectinolidos

Devido ao uso popular de H. pectinata como antisséptico, Rojas et al. (1992)
fizeram uma avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto dessa espécie,
assim como de outras plantas medicinais mexicanas. O hyptolido foi ativo contra B.
subtilis, o que despertou interesse de estudos de outros metabdlitos secundarios
bioativos nas partes aéreas de H. pectinata [65].

Em comparacdo com os dados da literatura de hyptolactonas isoladas de
espécies das familias Annonaceae [71], Aristolochiaceae [72], Lamiaceae [9],
Lauraceae [73] e Verbenaceae [74], Clavicipitaceae [75], Nectriaceae [22],
Trichocomaceae [24] e Xylariaceae [23], a subclasse dos pectinolidos é a que
apresenta o maior numero de hyptolactonas. Até o presente estudo foram encontradas
nas partes aéreas de H. pectinata (Lamiaceae) 17 pectinolidos e o hyptolido [9,16—
20], o que faz da H. pectinata a espécie que possui a maior quantidade de
hyptolactonas. As estruturas quimicas dos pectinolidos sdo demonstradas na Figura

1, pagina 26.

Proveniente do extrato triclorometano das partes aéreas de H. pectinata,
Pereda-Miranda et al. (1993) isolaram, pela primeira vez, os pectinolidos A-C e
determinaram a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos. Em seguida,
avaliaram seus efeitos citotoxicos e antimicrobianos. Os efeitos citotoxicos foram
avaliados frente as células de céancer colorretal (Col2), mamario (BC1 e ZR75-1),
fiborossarcoma (HT-1080), pulm&o (Lul), melanoma (Mel2), nasofaringe (KB),
epiderméide (A431), prostata (LNCaP), células KB resistente a vimblastina (KB-V) e

leucemia linfocitica murina (P-388), enquanto seus efeitos antimicrobianos foram



CAPITULO 1 | REVISAO BIBLIOGRAFICA 44

avaliados in vitro frente a B. subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans. As
substancias apresentaram semelhantes efeitos citotoxicos em todas as linhagens
avaliadas, com DEso entre 0,1-3,3 pg/mL [9]. De acordo com Lu et al. (1997), um
farmaco pode ser considerado um modesto agente anticancer quando DEso < 4,0
Mg/mL [70], logo, essas substancias tém potenciais como protétipos a farmacos

antitumorais frente as linhagens avaliadas.

Contra a bactéria B. subtilis, os pectinolidos A-C apresentaram CIM de 6,25; 25
e 12,5 yg/mL, respectivamente, enquanto, contra S. aureus as CIM foram de 12,5;
100 e 100 pg/mL, respectivamente. Frente as bactérias E. coli, P. aeruginosa e frente
ao fungo C. albicans, os pectinolidos A e B apresentaram CIM entre 200-300 pg/mL,
enquanto para o pectinolido C, a CIM né&o foi determinada [9]. O controle positivo
(estreptomicina) foi utilizado para as bactérias B. subtilis e S. aureus, com CIM de 3,12
e 6,25 ug/mL, respectivamente. De acordo com a escala de intensidade da atividade
antimicrobiana, determinada por Rios e Recio (2005), contra B. subtilis, o pectinolido
A apresentou forte atividade (CIM < 10 pg/mL), os pectinolidos B e C apresentaram
moderada atividade (CIM entre 10 e 100 ug/mL). Contra S. aureus, as substancias
apresentaram moderada atividade, e para os demais microrganismos, os valores de
CIM caracterizou auséncia de atividade antimicrobiana (CIM > 100 ug/mL) [68]. Logo,
essas substancias tém potenciais com como agentes antibacterianos, havendo
chances a ser protétipos a farmacos que devem ser comprovadas a partir de novos

estudos.

Boalino et al. (2003) isolaram o pectinolido E, e pela primeira vez, o0s
pectinolidos D, F e G, provenientes do extrato metandlico das partes aéreas de H.
pectinata, a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos foi determinada, seus
efeito bioldégicos ndo foram avaliados [17]. Mendoza-Espinoza et al. (2009) [30]
realizaram um estudo de reatribuicdo estrutural, configuracéo absoluta e conformacgéao
da hypurticina, metabdlito secundario isolado das partes aéreas de H. urticoides por
de Vivar, Vidales e Pérez (1991) [76], foi observado que sua estrutura quimica

corresponde ao do pectinolido E.

Fragoso-Serrano, Gibbons e Pereda-Miranda (2005) isolaram os pectinolidos
A-C, e pela primeira vez, o pectinolido H, provenientes do extrato triclorometano das

folnas de H. pectinata, a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos foi
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determinada. As substancias tiveram seus efeitos citotoxicos avaliados em células
cancerigenas humanas de nasofaringe (KB) e aos seus efeitos antibacterianos in vitro
contra a cepa de S. aureus ATCC 25923, duas cepas de S. aureus multirresistente as
drogas (MDRSA, Multidrug-resistant S. aureus): XU-212 e SA-1199B e uma cepa de
S. aureus resistente a meticilina (MRSA, Methicillin-resistant S. aureus): EMRSA-15.
Como controle positivo foi utilizado a tetraciclina com CIM de 0,008; 128; 64 e 0,15

pg/mL, respectivamente.

O pectinolido A apresentou CIM de 32 pg/mL para ATCC 25923 e 128 pg/mL
para as demais cepas. O pectinolido B apresentou CIM de 128 ug/mL para ATCC
25923 e 256 pg/mL para as demais cepas. O pectinolido C apresentou CIM de 64;
256; 128 e 128 ug/mL, respectivamente, enquanto o pectinolido H apresentou CIM de
32 ug/mL para ATCC 25923 e 64 ug/mL para as demais cepas [18]. De acordo com a
escala proposta por Rios e Recio (2005) de intensidade da atividade antimicrobiana
para substancias puras, os pectinolidos A e C apresentaram moderada atividade
antibacteriana frente a cepa ATCC 25923 (CIM entre 10-100 ug/mL), e atividade
inativa para as demais cepas (CIM > 100 ug/mL). O pectinolido B apresentou-se
inativo as cepas avaliadas, o pectinolido H apresentou atividade moderada frente as
qguatro cepas avaliadas. Os pectinolidos A, C e H possuem potenciais como agentes
antibacterianos, em especial, o pectinolido H com melhores resultados, principalmente

frente a cepa SA-1199B com mesmo CIM obtido para farmaco de referéncia [18] [68].

Nos ensaios de citotoxicidade para as células KB, os pectinolidos A e C
apresentaram DEso de 0,63 e 2,52 ug/mL, respectivamente, enquanto os pectinolidos
B e H apresentaram DEso > 20 ug/mL. Como controle positivo foi utilizado a elipticina
(DEso = 0,10 yg/mL) [18]. Os pectinolidos A e C possuem potenciais como protétipo a
farmaco antitumoral frente as células KB, devido aos baixos valores obtidos (DE < 4,0

pg/mL) [70], além disso, os valores sdo semelhantes ao do farmaco de referéncia.

Martinez-Fructuoso et al. (2019) isolaram os pectinolidos A-C e pela primeira
vez, os pectinolidos I-M, provenientes dos extratos diclorometano das partes aéreas
de H. pectinata, a estereoquimica de todos os carbonos assimeétricos foi determinada.
Os efeitos citotoxicos dessas substancias foram avaliados em células humanas de
cancer mamario (MCF-7), cervical (HeLa) e colorretal (HCT-15). O pectinolido K

apresentou as melhores atividades citotoxicas com Clso de 0,5; 0,7 e 0,8 uM, seguido
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do pectinolido C com Clso de 1,0; 0,3 e 2,3 yM, respectivamente. Como controle
positivo foi utilizado a vimblastina, com Clso de 0,012; 0,011 € 0,011 pM, e a pironetina,
com Clso de 0,015; 0,092 e < 0,015 pM, respectivamente [19]. Apesar da diferenca de
valores entre essas hyptolactonas e os farmacos de referéncia, as substancias
inibiram a proliferacéo celular em baixas concentracdes, logo, apresentam potencial
como prototipo a farmaco antitumoral, sendo necessarios estudos mais aprofundados

de seus efeitos citotoxicos.

A atividade citotoxica dessas substancias foi apoiada por estudos in silico,
estudos de docking molecular indicaram que as &-lactonas a,B-insaturadas da classe
das hyptolactonas possuem alta afinidade pelo sitio de ligacdo da a-tubulina a
pironetina, o que pode ser um possivel mecanismo que contribui para os seus
potenciais citotdéxicos. Das oito substancias avaliadas, os pectinolidos L e M, que nao
possuem insaturacdo nos anéis lacténicos, ndo foram citotoxicos [19]. A auséncia da
a,B-insaturacéo sugere que o efeito bioldgico das hyptolactonas é devida a presenca

da a,B-insaturacao na lactona.

Santana et al. (2019) isolaram o pectinolido E e o hyptolido, ja conhecidos, e
pela primeira vez, o pectinolido J’, provenientes do extrato etandlico das
inflorescéncias de H. pectinata, a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos
foi determinada. Essas hyptolactonas foram avaliadas quanto ao efeito citotoxico em
células cancerigenas humanas de mama (MDA-MB-231). Considerando que as
substancias isoladamente tiveram baixa atividade citotoxica, os autores testaram as
substancias em mistura na mesma propor¢cao em que elas se encontram no extrato.
Desse modo, as substancias apresentaram-se mais potentes com Clso de 15,2; 5,6 e
28,5 pg/mL, respectivamente [16]. Os detalhes dessa avaliacdo foram mencionados

anteriormente no item 2.5.2.1.

Martinez-Fructuoso et al. (2020) isolaram, pela primeira vez, os pectinolidos N-
P, provenientes do extrato diclorometano das partes aéreas de H. pectinata e
determinaram a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos [20]. Até o
momento, ndo ha relatos cientificos contendo atividades biologicas dos pectinolidos
D, F, G, N-P.

Até o momento, ndo ha relatos cientificos que avaliaram a toxicidade do

hyptolido e pectinolidos frente as células normais. Entretanto, a argentilactona, uma
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hyptolactona presente no 6leo essencial de H. ovalifolia, teve seu efeito citotoxico e
genotoxico avaliados frente as células normais de fibroblastos de pulmdo humano
(MRC5), a substancia ndo apresentou citotoxicidade e nem genotoxicidade [77]. Além
disso, a 4-deacetdxi-10-epi-olguina, hyptolactona presente nas partes aéreas de H.
oblongifolia [78] e as xylariaopironas E-G, hyptolactonas presentes no fungo Xylariales
sp. [79], ndo apresentaram efeito de letalidade frente a Artemia salina Linnaeus, sendo
um indicativo de baixa toxicidade para essas substancias [78]. Como relatado no item
2.5.1.3, os extratos etandlicos das inflorescéncias, folhas, ramos e raizes de H.
pectinata ndo apresentaram citotoxicidade frente as células normais de mama
humano (MCF-10A) [16]. Com estes resultados, alinhados aos resultados de
toxicidade dessas outras hyptolactonas, podemos supor que o hyptolido e os
pectinolidos podem ser atdxicos ou apresentarem baixas toxicidades.

2.6 Revisfes literarias envolvendo as hyptolactonas

O hyptolido e os pectinolidos tiveram seus efeitos antibacterianos e citotoxicos
frente as células tumorais avaliados [9,18]. Vale destacar que os pectinolidos L e M
nao possuem insaturacdo nas lactonas e néo apresentaram citotoxicidade [19], nos
levando a acreditar que o potencial terapéutico desses metabdlitos secundarios é
devido a presenca de lactona a,B-insaturada que age como eletréfilo em reacdes de
“adicdo de Michael’ [28]. Como relatado nos paragrafos finais da introducdo desta
dissertacdo, uma das possiveis maneiras de averiguar a autenticidade dessa
informacéo seria através da busca por estudos de revisédo por metabdlitos secundarios
gue sejam 5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona e analogos nas bases de dados cientificas

eletrbnicas.

Em agosto de 2020 e em dezembro de 2021 foram feitas buscas por artigos de
revisdo envolvendo essas substancias, nas bases de dados Science Direct, Scopus,
PubMed e Web of Science, com a seguinte estratégia de busca: "5,6-dihydro-a-
pyrone” OR "5,6-dihydro-2H-pyran-2-one” AND "review". A busca foi filtrada para que
0s termos aparecessem nos titulos, resumos ou palavras-chave dos artigos. Foram
encontrados apenas 4 artigos de revisao nas bases de dados PubMed, Science Direct
e Scopus, entretanto, nenhum deles apresentaram informacfes sucintas,
correlacionando o potencial terapéutico dessas substancias a presenca de lactona

a,B-insaturada.
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Na tentativa de obter mais informacfes a respeito dessa classe de metabdlitos
secundario, seria necessaria uma busca bibliografica mais aprofundada. Essa busca
bibliogréafica poderia ser realizada utilizando as diretrizes de uma reviséo sistematica.
Assim como outros tipos de estudo de revisao, a revisdo sistematica utiliza como fonte
de informacédo a literatura sobre determinado tema, entretanto seu desenvolvimento
utiliza metodologias sistematizadas e explicitas na identificacdo e avaliacdo dos
estudos relevantes sobre uma questado abordada objetiva e imparcial, envolvendo o
trabalho de pelo menos dois revisores que avaliam de forma independente cada

referéncia selecionada, a fim de obter uma maior qualidade metodologica [37,38].

Com base no exposto, o capitulo 2 desta dissertacdo foi voltado ao
levantamento bibliogréfico de todas as hyptolactonas provenientes de fontes naturais
e 0S seus potenciais biolégicos por meio de uma revisao sistematica. O capitulo 3 foi
desenvolvido com base no que foi observado no capitulo 2, sobre os efeitos
antimicrobianos das hyptolactonas, no qual foi relatado o isolamento do hyptolido e
pectinolidos das partes aéreas de H. pectinata para investigacdo do potencial

antibacteriano frente a espécie S. pyogenes.
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CAPITULO 2

REVISAO SISTEMATICA

OBJETIVOS
Objetivo geral

Realizar um levantamento bibliografico dos metabdlitos secundarios

denominados hyptolactonas, originadas de fontes naturais, e suas atividades

bioldgicas por meio de revisao sistematica.

3.2

Objetivos especificos

Buscar os trabalhos cientificos nas bases de dados eletrénicas PubMed Central
(PMC), Science Direct, Scopus e Web of Science por meio de estratégias de
busca formulada;

Realizar a triagem dos resultados da busca de forma independente entre os
revisores para inclusdo de artigos em sintese qualitativa;

Tabular todos o0s metabdlitos secundarios denominados hyptolactonas
originados de fontes naturais;

Tabular todos os metabdlitos secundarios denominados hyptolactonas com
atividades bioldgicas;

Avaliar o risco de viés dos artigos envolvendo analise do potencial biolégico
das hyptolactonas em estudos de intervencdes em animais, de acordo com
ferramenta SYRCLE (systematic review center for laboratory animal
experimentation), de maneira independente entre 0s revisores;

Avaliar a qualidade metodoldgica entre os dois revisores por meio do
Coeficiente Kappa de Cohen, nas etapas de triagem e inclusédo dos artigos no
estudo e na etapa de avaliacdo do risco de viés.



CAPITULO 2 | METODOLOGIA 50

4 METODOLOGIA

A revisdo sistematica foi realizada de acordo com a recomendacao PRISMA
2020 (Preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses). Apos
formular uma pergunta de reviséo, a recomendacé&o consiste em um checklist com 27
itens e um fluxograma representando todo o processo desde a busca até a inclusao
dos estudos, com o objetivo de aumentar a qualidade e confiabilidade de revisdes

sistematicas e meta-analises [37,38].

4.1 Critérios de elegibilidade

A revisao sistematica foi elaborada por dois revisores: Felipe Gabriel Henrique
Julido (FGHJ) e Prof. Dr. James Almada da Silva (JAS), respectivamente, orientando
e orientador. Seu desenvolvimento foi realizado com o intuito de responder a seguinte
pergunta: “Quais sdo as hyptolactonas originadas de fontes naturais e os seus
potenciais bioldgicos?”

A pergunta de revisdo foi formulada de acordo com a Estratégia PCC,
representada pelo mnemobnico: populacdo (P), conceito (C) e contexto (C). A
estratégia PCC é utilizada por fornecer uma visdo ampla de um topico na formulagéo
de uma pergunta [80], nesse caso, seria a identificacdo de todas as hyptolactonas
originadas de fontes naturais e de maneira geral, 0s seus potenciais biologicos. A
atribuicdo do mnemonico para a pergunta adotada foi formulada da seguinte maneira:
hyptolactonas (populagdo); identificar o nimero maximo de hyptolactonas existentes
e seus potenciais biolégicos (conceito); originadas de fontes naturais, podendo ser
isoladas ou sintéticas (contexto).

Como o objetivo desta revisdo sistematica é identificar todas os metabdlitos
secundarios denominados hyptolactonas, originados de fontes naturais e 0s seus
potenciais biologicos, foram adotados os seguintes critérios de incluséo: artigos de
diferentes datas de publicagfes, idiomas e periddicos; artigos de isolamentos das
hyptolactonas com ou sem demonstracdes de efeitos bioldgicos; e artigos de sinteses
das hyptolactonas com demonstracbes de efeitos biologicos. Como critérios de
exclusao: artigos de reviséo, notas, capitulos de livro e resumos por ndo serem artigos
completos originais; artigos de sinteses das hyptolactonas sem demonstracdes de

efeitos biolégicos; artigos de isolamentos ou sinteses das hyptolactonas com
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resultados pré-especificados das atividades biologicas, mas que nao foram
devidamente relatados nos estudos; e estudos de metabdlitos secundarios de

diferentes estruturas quimicas.

4.2 Fontes de informacao

Para a adicdo dos artigos de interesse no estudo, a recomendacdo PRISMA
2020 estabelece trés etapas: identificacdo, triagem e inclusdo dos estudos,
demonstradas em um fluxograma [37,38]. A etapa de identificacdo dos estudos foi
realizada pelo revisor FGHJ. Foram utilizadas as bases de dados eletr6nicas: PubMed
Central (PMC), Science Direct, Scopus e Web of Science por meio de estratégias de
busca formuladas pelos revisores (FGHJ e JAS). Logo ap0s a etapa de triagem e
incluséo, os revisores entraram em consenso para identificacado de estudos adicionais
por meio de citagdes dos artigos adicionados e nas quatro bases de dados adotadas,
dessa vez, sem as estratégias de busca formuladas, a identificacdo destes estudos
foi realizada pelo revisor FGHJ. A primeira busca das publicacdes cientificas foi
realizada em 20 de agosto de 2020 e a Ultima busca foi realizada em 21 de dezembro
de 2021.

4.3 Estratégias de busca

Foram utilizadas as plataformas DeCS (Descritores em Ciéncias da Saude) e
MeSH (Medical Subject Headings) para busca de descritores referentes as palavras-
chave 5,6-dihydro-a-pyrone, 5,6-dihydro-2H-pyran-2-one, 6-heptyl-5,6-dihydro-2H-
pyran-2-one, o-lactone e a-pyrone para formular estratégias de busca para a
localizacdo de relatos cientificos nas bases de dados adotadas, entretanto, nenhum
descritor foi encontrado. Dessa forma, formulou-se as estratégias de busca por meio
destas palavras-chave e suas variacdes, alinhadas aos operadores booleanos. Foi
utilizada a mesma estratégia de busca nas bases de dados PMC e Scopus, sendo
reduzida na Web of Science, por apresentar melhores resultados, e na Science Direct,
devido ao limite de operadores booleanos suportados. As estratégias de busca sao
demonstradas no Quadro 1.
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Quadro 1 — Estratégias de busca adotadas para busca dos registros nas bases de
dados.

Bases de

dados Estratégias de busca

"d-lactone” OR "delta-lactone" OR "&-lactones” OR "delta-lactones” OR
"a-pyrone" OR "a-pyrones" AND "5,6-dihydro-a-pyrone” OR "5,6-
PMC dihydro-a-pyrones" OR "5,6-dihydro-2H-pyran-2-one" OR "5,6-dihydro-
2H-pyran-2-ones" OR "6-heptyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one" OR "6-
heptyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-ones”

"d-lactone” AND "5,6-dihydro-a-pyrone” OR "5,6-dihydro-a-pyrones”
Science OR "5,6-dihydro-2H-pyran-2-one" OR "5,6-dihydro-2H-pyran-2-ones"

Direct OR "6-heptyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one" OR "6-heptyl-5,6-dihydro-
2H-pyran-2-ones"

"d-lactone” OR "delta-lactone” OR "®-lactones" OR "delta-lactones" OR
"a-pyrone" OR "a-pyrones" AND "5,6-dihydro-a-pyrone” OR "5,6-
Scopus | dihydro-a-pyrones" OR "5,6-dihydro-2H-pyran-2-one" OR "5,6-dihydro-
2H-pyran-2-ones" OR "6-heptyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one" OR "6-
heptyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-ones"

"d-lactone" OR "d-lactones" OR "a-pyrone" OR "a-pyrones” AND "5,6-
Web of | dihydro-a-pyrone" OR "5,6-dihydro-a-pyrones” OR "5,6-dihydro-2H-
Science | pyran-2-one" OR "5,6-dihydro-2H-pyran-2-ones" OR "6-heptyl-5,6-
dihydro-2H-pyran-2-one" OR "6-heptyl-5,6-dihydro-2H-pyran-2-ones"

Fonte: Préprio autor.

Para as bases de dados Science Direct, Scopus e Web of Science, a busca dos
registros foi filtrada para que os termos das estratégias de busca aparecessem nos
titulos, resumos ou palavras-chave. A busca foi realizada sem auséncia dos filtros
adotados na PMC, devido a pequena quantidade de registros encontrados ao realizar
tal combinacdo com a estratégia de busca adotada ou com uma estratégia de busca
menos delimitada. A nao utilizacdo dos filtros ndo impossibilitou a presenca dos
termos selecionados nos titulos, resumos ou palavras-chave dos registros com a

estratégia de busca adotada.

4.4  Processo de selecao

Apbs a extragdo dos registros das bases de dados, os relatos duplicados e os

sem acesso foram descartados na etapa de identificacdo pelo revisor FGHJ. A
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avaliacao dos estudos para serem adicionados na revisao sistematica foi realizada na
etapa de triagem e incluséo, realizadas pelos dois revisores de forma independente,

as discrepancias foram resolvidas por meio de discusséo.

A etapa de triagem da recomendacdo PRISMA 2020, utilizando estratégia(s)
de busca formulada(s), € dividida em trés subtriagens [37,38]. A primeira e segunda
triagem foram realizadas com base nos termos das estratégias de busca presentes
nos titulos, resumos ou palavras-chave dos registros, seguida da terceira triagem,
utilizando o texto completo dos estudos elegiveis para inclusdo. Foram analisados
registros de diferentes datas de publicacfes, idiomas e peridédicos na primeira triagem,
0s artigos de revisdo, notas, capitulos de livro e resumos foram removidos por nao

serem artigos completos originais.

Os artigos remanescentes foram submetidos a segunda triagem e foram
excluidos os artigos de sinteses de metabdlitos secundarios denominados
hyptolactonas sem demonstracdes de efeitos bioldgicos; e estudos de metabdlitos
secundarios de diferentes estruturas quimicas. Foram selecionados, os artigos de
isolamentos de metabdlitos secundarios denominados hyptolactonas com ou sem
demonstracdes de efeitos biolégicos; artigos de isolamentos de metabdlitos
secundarios denominados hyptolactonas com demonstracdes de efeitos biologicos,
apoiados por estudos in silico; e artigos de sinteses de metabdlitos secundarios
denominados hyptolactonas com demonstracdes de efeitos bioldgicos. Na terceira e
Gltima triagem, os artigos selecionados foram avaliados em texto completo para serem
incluidos no estudo, com a finalidade de excluir artigos com resultados pré-
especificados das atividades biolégicas, mas que ndo foram devidamente relatados

nos estudos.

Com a etapa de inclusdo dos estudos finalizada, foi feita a extracdo de dados
dos artigos pelos dois revisores. Ao analisar os dados, 0s revisores entraram em
consenso para inclusdo de novos estudos por meio de citagbes dos artigos
anteriormente adicionados e nas quatro bases de dados adotadas (PMC, Science
Direct, Scopus e Web of Science), sem as estratégias de busca formuladas. Esses
estudos nado foram identificados pelas estratégias de busca por ndo possuirem 0s
termos escolhidos nos titulos, resumos ou palavras-chave, ou por ndo estarem

indexados nessas bases de dados.
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45 Processo de coleta de dados

Por meio das estratégias de busca formuladas, os registros extraidos das bases
de dados pelo revisor FGHJ, foram adicionados a plataforma online Rayyan. E uma
plataforma automatizada que auxilia pesquisadores no desenvolvimentos de revisdes
sistematizadas (revisdes sistematicas, meta-andlises, revisdes de escopo, etc.), util
para eliminacdo de duplicatas, organizacéo e triagens dos registros, facilitando na

separacao de registros incluidos e excluidos, e decisdes colaborativas [81].

Primeiramente, foi feita uma varredura para deteccao de registros duplicados
(indexador em mais de uma base de dados), os registros duplicados néo detectados
pela plataforma foram removidos manualmente. O mesmo revisor fez um
mapeamento (tentativa de download) de todos os registros remanescentes, a fim de
remover os registros sem acesso. Apesar de estarem indexados nas bases de dados
adotadas, alguns registros ndo foram acessados, mesmo recorrendo a outras bases

de dados ou paginas da web.

Logo apds, seguiu-se com as etapas de triagem e incluséo, realizadas pelos
dois revisores (FGHJ e JAS) por meio da opcédo de ocultacdo de procedimento
presente na plataforma, garantindo a independéncia de cada revisor nessas etapas.
Além das informacdes de ano de publicacao, autores, titulos e resumos, a plataforma
disponibiliza as informacdes do tipo de publicacdo de cada registro, auxiliando na
exclusdo dos artigos de revisdo, notas, capitulos de livro e resumos por ndo serem
artigos completos originais. Os revisores delimitaram os artigos passiveis de inclusdo
e exclusdo, e ao finalizar, os resultados foram comparados de maneira automatica,

eventuais discrepéncias foram resolvidas por meio de discusséo.

Apos a finalizag&o da etapa de incluséo, foi realizada a extragéo dos dados dos
artigos pelos dois revisores, organizados em documentos do programa Microsoft Word
2019. Ao analisar os dados, foi necessaria a realizacdo de uma nova busca por artigos
por meio de outros métodos (relatados no item 4.4). A nova etapa de identificagéo foi
realizada pelo revisor FGHJ, e as etapas de triagem e inclusédo seguiu-se da mesma

maneira demonstrada no paragrafo anterior.

Posteriormente, os revisores extrairam os dados dos artigos e todo o conteudo

seguinte (demonstrado em topicos) presente nesta revisdo sistematica, foi realizado
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pelos dois participantes, e apos a concluséao de cada topico, foi verificada novamente

a precisdo quando as informacdes sobre qualquer um dos tépicos nao foram claras.

4.6 Nomenclatura da classe das hyptolactonas

Como foi relatado na introdugéo desta dissertacao, os metabdlitos secundarios
do grupo 6-heptil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona e seus analogos ndo possuiam uma
nomenclatura especifica que englobassem essa classe de substancias. Na etapa de
triagem e inclusdo foram avaliados registros de diferentes datas de publicacdes,
idiomas e periodicos. No Rayyan foi possivel determinar qual foi o primeiro artigo que
relatou a obtencdo desses metabdlitos secundarios, por meio de um filtro de ano de
publicacdo dos artigos incluidos no estudo, e a partir da primeira substancia isolada,
a nomenclatura foi estabelecida. A nomenclatura adotada foi determinada em

consenso pelos dois revisores.

47 Risco deviés

Foi adicionado na revisao sistematica artigos envolvendo a analise do potencial
biologico das hyptolactonas em estudos de intervencdes em animais. Para esses
artigos foi necessario avaliar o risco de viés (risk of bias), a fim de determinar a
confiabilidade das intervencdes. O procedimento foi realizado de acordo com a
ferramenta SYRCLE, desenvolvida para avaliar o risco de viés em estudos de
intervengdes em animais [82], baseada na ferramenta RoB (Risk of bias) da Cochrane
Collaboration, desenvolvida para avaliar o risco de viés de intervencdes em estudos

clinicos randomizados em seres humanos [83].

A ferramenta SYRCLE consiste em 10 questdes de sinalizacao, referentes a 10
dominios. Os dominios englobam 6 tipos de vieses: viés de selecdo, viés de
desempenho, viés de deteccgédo, viés de atrito, viés de relato e outro(s) viés(vieses).
Para o dominio outros vieses, ficou a critério dos revisores adicionar outros tipos de
guestdes que pudessem levantar preocupacdes sobre a possibilidade de vieses, nesta
revisdo sistematica, foi determinada uma Unica pergunta na questdo de sinalizacdo
que engloba esse dominio. Como resposta para cada questdo de sinalizacdo foi
utilizado o julgamento: “sim”, sinalizando baixo risco de viés; “incerto”, sinalizando

risco incerto de viés; ou “nao”, sinalizando alto risco de viés. Assim, houve uma maior
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transparéncia e aplicabilidade nos estudos com maiores quantidades de sim no
julgamento, indicando procedimentos menos enviesados. As discrepancias foram

resolvidas por meio de discusséo.

A avaliacdo individual e avaliacdo geral do risco de viés dos estudos foram
desenvolvidas nos programas computacionais Microsoft Word 2019 e Microsoft Excel
2019, respectivamente. As avaliacdes foram feitas pelos dois revisores de forma
independente, as discordancias foram resolvidas por meio de discusséao.

4.8 Avaliacao de confiabilidade

Foi utilizado o Coeficiente Kappa de Cohen [84] para avaliacdo da qualidade
metodoldgica entre os dois revisores nas etapas de triagem e inclusdo dos artigos no
estudo e na etapa de avaliacdo do risco de viés, ambas realizadas
independentemente entre os mesmos. O método adotado € usado para descrever e
testar o grau de concordancia e confiabilidade entre dois avaliadores em uma analise
especifica, fornecendo uma ideia do quanto os resultados se afastam daqueles
esperados [84—86]. A andlise estatistica foi realizada na plataforma online GraphPad.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecao de estudos

Por meio de estratégias de busca formuladas, na etapa de identificagdo foram
encontrados 292 registros nas quatro bases de dados consultadas. Desses, 39
registros foram encontrados no PubMed Central (PMC), 48 no Science Direct, 74 no
Scopus e 131 no Web of Science. Foram removidos 92 registros antes da etapa de
triagem, sendo 81 registros por estarem indexados em duas ou mais bases de dados
e 11 registros sem acesso, resultando em 200 registros para serem avaliados na etapa

de triagem.

Na primeira triagem foram excluidos 15 registros (11 artigos de revisado, 2
resumos, 1 capitulo de livro e 1 nota) por ndo serem artigos completos originais,
restando 185 artigos avaliados na segunda triagem. Desses, foram excluidos 157
artigos, sendo 6 artigos de sinteses de metabdlitos secundarios denominados
hyptolactonas sem demonstracdes de efeitos biologicos, e 151 estudos de metabdlitos
secundarios de diferentes estruturas quimicas. Na terceira e Ultima triagem, os 28
artigos selecionados foram avaliados em texto completo para elegibilidade, com a
finalidade de excluir artigos com resultados pré-especificados das atividades
biol6gicas, mas que ndo foram devidamente relatados nos estudos, entretanto,

nenhum artigo foi excluido.

Os 28 artigos foram incluidos no estudo, sendo 23 artigos de isolamentos de
metabolitos secundarios denominados hyptolactonas. Desses, 11 artigos nao
avaliaram os efeitos bioldgicos [17,20,73,87-94]; 11 avaliaram os efeitos biol6gicos
[22,23,71,78,95-101]; e 1 avaliou os efeitos biolégicos, apoiados por estudos in silico
[19]. Dentre os artigos de sinteses incluidos, em 3 avaliaram seus efeitos biolégicos
[102-104], entretanto, em outro artigo [30], os autores nao informaram como
obtiveram as hyptolactonas avaliadas biologicamente, supdem-se que suas
obtencdes ocorreram por sinteses, devido ao tipo de conteudo abordado no estudo,
resultando em 4 artigos de sinteses com demonstracdes de efeitos biologicos. Por
fim, foi incluido 1 artigo que relatou seus isolamentos e sinteses, em ambos os

métodos de obtengdes, com demonstragdes de efeitos bioldgicos [9].
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Posteriormente, os revisores entraram em consenso para inclusdo de estudos
através de outros métodos. Foram identificados 36 registros, sendo 3 identificados por
meio de citagOes dos artigos anteriormente adicionados e 33 identificados por meio
de busca nas quatro bases de dados adotadas (PMC, Science Direct, Scopus e Web

of Science), sem as estratégias de busca formuladas.

Dos 36 registros identificados, foram removidos 2 registros sem acesso,
resultando em 34 artigos avaliados na etapa de triagem, desta vez, dividida em duas
subtriagens. Desses, 2 artigos foram excluidos na primeira triagem por serem artigos
de sinteses de metabodlitos secundarios denominados hyptolactonas sem
demonstracdes de efeitos bioldgicos. Na segunda triagem, os 32 artigos selecionados
foram avaliados em texto completo para elegibilidade com a finalidade de excluir
artigos com resultados pré-especificados das atividades biologicas, mas que nao

foram devidamente relatados nos estudos, entretanto, nenhum artigo foi excluido.

Os 32 artigos foram incluidos no estudo, sendo 5 artigos de sinteses de
metabdlitos secundarios denominados hyptolactonas com demonstracdes de efeitos
bioldgicos [105—-109] e 27 artigos que relataram seus isolamentos. Dentre os artigos
de isolamentos, 11 artigos ndo avaliaram os efeitos bioldgicos [25,26,72,76,110-116];
15 avaliaram os efeitos biolégicos [16,18,79,117-120,24,31,62,65,70,74,75,77]; e 1

avaliou os efeitos bioldgicos, apoiados por estudos in silico [121].

No contexto geral, dos 234 registros avaliados independentemente pelos dois
revisores (registros das etapas de triagem e incluséo), foram adicionados a revisdo

sistematica 60 artigos envolvendo as hyptolactonas, sendo 22 artigos de isolamentos

sem demonstracoes de efeitos biologicos [17,20,90-94,110-
114,25,115,116,26,72,73,76,87-89]; 26 artigos de isolamentos com demonstracdes
de efeitos bioldgicos [16,18,74,75,77-79,95-99,22,100,101,117—-

120,23,24,31,62,65,70,71]; 2 artigos de isolamentos com demonstragdes de efeitos
bioldgicos, apoiados por estudos in silico [19,121]; 9 artigos de sinteses com
demonstracdes de efeitos biolégicos [30,102-109]; e 1 artigo de isolamentos e
sinteses, em ambos os métodos de obtencbes, com demonstracdes de efeitos
bioldgicos [9]. Um fluxograma ilustrando os estagios progressivos para inclusdo dos
artigos na revisédo sistematica, elaborado de acordo com a recomendacdo PRISMA
2020 [37,38], é demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 — Fluxograma PRISMA com as diferentes fases de uma revisdo sistematica para inclusdo de estudos de metabdlitos
secundarios denominados hyptolactonas.
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"Em um dos artigos, os autores ndo informaram como obtiveram as
hyptolactonas avaliadas biologicamente, supdem-se que suas obtengdes
ocorreram por sinteses, devido ao tipo de contetido abordado no estudo.

Fonte: Préprio autor.



CAPITULO 2 | RESULTADOS E DISCUSSAO 60

Como relatado no item 4.3 da metodologia, a busca dos relatos cientificos nas
bases de dados Science Direct, Scopus e Web of Science foi filtrada para que os
termos das estratégias de busca aparecessem nos titulos, resumos ou palavras-chave
dos registros, diferentemente da PMC, ao utilizar os filtros, foram encontrados apenas
2 registros, logo, a busca dos relatos cientificos foi realizada sem auséncia de filtros,
resultando em 39 registros. a diferenca de resultados pode ser atribuida ao fato da

PMC ser uma base de dados voltada a revistas cientificas da area da saude.

5.2 Processo de determinacdo da nomenclatura hyptolactona

Foi observado que os 60 artigos adicionados na revisdo sistematica foram
todos escritos em inglés e publicados entre os anos de 1964-2021. Desses, foi
publicado um artigo por ano em 1964 [25], 1977 [72], 1981 [114], 1990 [78], 1994 [90],
1998 [94], 2005 [18], 2006 [102], 2016 [119], 2017 [95] e 2021 [87]; foram publicados
dois artigos por ano em 1991 [76,89], 1992 [65,75], 1993 [9,116], 1995 [73,91], 1996
[92,93], 1997 [70,117], 2001 [96,105], 2009 [30,98], 2012 [103,108], 2013 [74,99],
2015 [77,101] e 2018 [23,120], foram publicados trés artigos por ano em 1979 [111—
113], 1987 [26,88,115], 2004 [97,107,118], 2014 [100,109,121] e 2019 [16,19,24];
foram publicados quatro artigos por ano em 2003 [17,71,106,110]; por fim, foram
publicados seis artigos por ano em 2020 [20,22,31,62,79,104]. Uma melhor
representacdo estd sendo demonstrada na Figura 8.

Figura 8 — Quantidade de artigos publicados entre o periodo de 1964-2021 dos 60
artigos envolvendo as hyptolactonas, adicionados na revisao sistematica.
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Observa-se na Figura 8 que o primeiro relato desses metabdlitos secundarios
foi no estudo de Birch e Butler (1964), com o isolamento do hyptolido das folhas de H.
pectinata [25]. Como relatado no item 2.5.2.1 (pagina 40), essa lactona foi isolada
primeiramente das folhas da espécie por Gorter (1920) [66], entretanto, sua estrutura
guimica foi revisada e passou-se a ser uma d-lactona a,B-insaturada com uma cadeia
lateral de sete carbonos, ou comumente chamada de 6-heptil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-
ona, a partir dos estudos de Birch e Butler (1964) e Achmad et al. (1987) [26]. Os
autores desta revisdo sistematica atribuiram a nomenclatura hyptolactona (hyptolido
+ lactona), devido ao hyptolido ser a primeira 6-heptil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona,
obtida de fonte natural, com o objetivo de unificar os metabdlitos secundarios desse
grupamento e seus analogos: d-lactona e d-lactona a,B,y,6-insaturada, ambas com
uma cadeia lateral de sete carbonos; e y-lactona a,(3,y,6-insaturada com uma cadeia

lateral de oito carbonos.

5.3 Caracteristicas dos estudos

Apbs a etapa de inclusdo dos artigos na revisao sistematica, verificou-se que
h& 86 metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas. Dos 86 metabdlitos
secundarios encontrados, 72 foram encontrados em plantas das familias Annonaceae
[71], Aristolochiaceae [72], Lamiaceae [9], Lauraceae [73] e Verbenaceae [74], e 14
metabdlitos secundarios foram encontrados em fungos das familias Clavicipitaceae

[75], Nectriaceae [22], Trichocomaceae [24] e Xylariaceae [23].

As hyptolactonas isoladas de plantas foram: anamarina (1) [111], argentilactona
(2) [117], boronolido (3) [115], brevipolidos A-O (4-18) [95,98,99,118],
deacetilboronolido (19) [113], deacetilumuravumbolido/desacetilumuravumbolido (20)
[91,113], hyptenolido (23) [100], hyptolido (24) [62], lippialactona (25) [74],
monticolidos A-F (26-31) [19,87], monticofuranolido A (78) [20], neohyptolido (32)
[101], olguina (33) [112], pectinolidos A-E (34-38), pectinolido F (84), pectinolidos G-
H (79-80), pectinolidos I-K (39-41), pectinolidos L-M (85-86), pectinolidos N-P (81-83),
pectinolido J' (42) [9,16-20], spicigera lactona (43) [116], spicigerolido (44) [96],
synargentolidos A-E (45-49) [94], syndenolido (50) [90], synparvolidos A-C (51-53)
[93], synrotolido (54) [88], umuravumbolido (55) [113], 1’,2’-dideacetilboronolido (57)
[114], 4-deacetOxi-10-epi-olguina (58) [78], 10-epi-olguina (59) [70], 6R-[5R,6S-
(diacetiléxi)-1S,2R-(di-hidréxi)-3E-heptenil]-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona  (60), 6R-
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[5R,6S-(diacetiloxi)-1R-(hidroxi)-2R-(metdxi)-3E-heptenil]-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona
(61), 6R-[1R,2R,5R,6S-(tetra-acetildxi)-3E-heptenil]-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (62)
[78], (6R)-(5’-ox0-hepten-1’E,3’E-dienil)-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (63), (6S)-(5'-
oxo-hepten-1'Z,3’E-dienil)-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (64) [71,122], 6R-[2R,4S,6S-
(triacetoxi)-heptil]-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (65) [73,123] e (2'-acetoxi)-6-hept-4-
enil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (66) [92].

As hyptolactonas isoladas de fungos foram: fupironas A-B (67-68) [22],
gamahonolidos A-B (21-22) [75], xylariaopirona A (69), xylariaopirona B (56),
xylariaopirona C-G (70-74) [23,79], 6-(2'R-hidroxi-3'E,5'E-dieno-1"-heptil)-4-hidroxi-3-
metil-2H-piran-2-ona (75), 6-(2'S-hidroxi-5'E-eno-1'-heptil)-4-hidréxi-3-metil-2H-piran-
2-ona (76) e 6-(2'S-hidroxi-1'-heptil)-4-hidréxi-3-metil-2H-piran-2-ona (77) [24].

A classe das hyptolactonas é composta de 66 d-lactonas a,B-insaturadas e 20
lactonas analogas. Dentre as 66 &-lactonas a,B-insaturadas, 63 foram isoladas de
plantas: 1 [111], 2 [117], 3 [115], 4-18 [95,98,99,118], 19 [113], 20 [91], 23 [100], 24
[62], 25 [74], 26, 27 [19], 28-31 [87], 32 [101], 33 [112], 34-36 [9], 37, 38 [17], 39-41
[19], 42 [16], 43 [116], 44 [96], 45-49 [94], 50 [90], 51-53 [93], 54 [88], 55 [113], 57
[114], 58 [78], 59 [70], 60-62 [78], 63, 64 [71,122], 65 [73,123] e 66 [92], e 3 isoladas
de fungos: 21, 22 [6] e 56 [23] (Figura 9).

Dentre as 20 lactonas anéalogas, 11 sado &-lactonas q,f,y,0-insaturadas, ambas
isoladas de fungos: 67, 68 [22], 69-74 [23,79], 75, 76 e 77 [24]. Trés sao &-lactonas
sem insaturacdes no anel: 84-86, ambas isoladas de plantas [17,19], e 6 s&o Y-
lactonas a,B-insaturadas, ambas isoladas de plantas: 78 [20], 79 [17], 80 [18] e 81-83
[20]. Como os anéis das y-lactonas possui um carbono a menos em comparacao as

O-lactonas, elas possuem um carbono a mais na cadeia lateral (Figura 9).
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Figura 9 — Representacao das estruturas quimicas das 86 hyptolactonas.
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Figura 9 — Representacao das estruturas quimicas das 86 hyptolactonas.
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Figura 9 — Representacao das estruturas quimicas das 86 hyptolactonas.
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Figura 9 — Representacao das estruturas quimicas das 86 hyptolactonas.
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As hyptolactonas estdo presentes majoritariamente em plantas da familia
Lamiaceae, correspondendo a 67 das 72 hyptolactonas isoladas de plantas. Sao elas:
1[111], 2 [120], 3 [115], 4-18 [95,98,99], 19 [113], 20 [91], 23 [100], 24 [62], 26, 27
[19], 28-31 [87], 32 [101], 33 [112], 34-36 [9], 37, 38 [17], 39-41 [19], 42 [16], 43 [116],
44 [96], 45-49 [94], 50 [90], 51-53 [93], 54 [88], 55 [113], 57 [114], 58 [78], 59 [70], 60-
62 [78], 78 [20], 79 [17], 80 [18], 81-83 [20], 84 [17], 85 e 86 [19].

A substancia 2 também foi encontrada na familia Aristolochiaceae [72], e
juntamente com a substancia 63 e 64 foram encontradas na familia Annonaceae
[71,122]. As substancias 10-12 também foram encontradas na familia Verbenaceae
[118], assim como a substancia 25 [74]. Na familia Lauraceae foram encontradas as
substancias 65 [73,123] e 66 [92].

Das hyptolactonas presentes em fungos, as substancias 21 e 22 foram

encontradas na familia Clavicipitaceae [75], 67 e 68 na familia Nectriaceae [22], 56,
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69-74 na familia Xylariaceae [23,79], e as substancias 75, 76 e 77 na familia

Trichocomaceae [24].

5.3.1 Efeitos biolégicos das hyptolactonas

Das 86 hyptolactonas presentes na revisdo sistematica, 27 ndo foram
submetidas a ensaios biolégicos, sendo 26 originadas de plantas e 1 originada de
fungo. Dentre as originadas de plantas, 20 sdo 6-lactonas a,B-insaturadas: 1 [111],
28-31 [87], 33 [112], 37 [17], 43 [116], 45-49 [94], 50 [90], 51-53 [93], 57 [114], 65
[73,123] e 66 [92]; 5 s&o y-lactonas a,B-insaturadas: 79 [17], 81-83 e 78 [20], e apenas
1 d-lactona: 84 [17]. Das lactonas provenientes de fungos, apenas a substancia 22 (&-

lactona a,B-insaturada), ndo teve seu potencial biolégico avaliado [75].

Tiveram seus potenciais biolégicos avaliados 59 hyptolactonas, sendo 46
originadas de plantas e 13 originadas de fungos. As hyptolactonas 67 e 68, originadas
de fungo, foram avaliadas quanto ao efeito antibacteriano, entretanto, os resultados
nao foram apresentados [22]. Desse modo, das 59 hyptolactonas, 57 tiveram algum
tipo de atividade biol6gica comprovada. A essas 57 substancias foram atribuidas
atividade citotoxica frente as células cancerigenas (78,95%), antibacteriana (35,09%),
antifungica (15,79%), inibicdo de CCR5' e monoamina oxidase B (MAO-B) (10,53%),
leishmanicida  (5,26%), antimalarica (3,51%), antiespasmddica (1,75%),
antidermatéfita (1,75%), antichagasica (1,75%) e herbicida (1,75%). Graficos de
setores com valores percentuais das 46 hyptolactonas provenientes de plantas e das
11 hyptolactonas provenientes de fungos com efeitos bioldégicos comprovados séo

demonstrados na Figura 10.

1 C-C receptor quimiocina tipo 5 (CCR5), um dos principais correceptores do virus da imunodeficiéncia
humana tipo 1 (HIV-1).
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Figura 10 — Gréfico de setores com valores percentuais de atividades biolégicas atribuidas a 57 hyptolactonas: 46 originadas de

plantas e 11 originadas de fungos (A); atribuidas a 46 hyptolactonas originadas de plantas (B); atribuidas a 11 hyptolactonas
originadas de fungos (C).
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Fonte: Proprio autor.
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Como pode ser observado na Figura 10, a atividade biolégica predominante foi
a citotoxica frente as células tumorais. Dentre as 45 hyptolactonas com atividade
citotdxica (78,95%), 38 foram originadas de plantas: 2 [107], 3 [9], 4-18 [95,98,99], 20
[108], 24 [16], 26, 27 [19], 34-36, 80 [18], 39-41, 85, 86 [19], 38, 42 [16], 44 [96], 54
[109], 55 [108], 58 [78], 59 [70] e 62 [78], e 7 foram originadas de fungos: 56, 69-71
[23], 75, 76 e 77 [24].

A segunda atividade biologica mais utilizada nos estudos foi a atividade
antibacteriana, com 20 hyptolactonas avaliadas (35,09%). Dessas, 10 foram
originadas de plantas: 24 [9], 32 [101], 34-36 [18], 58 [101], 60-62 [65] e 80 [18], e 10
foram originadas de fungos: 56, 69-74 [23,79], 75-77 [24]. A atividade antifingica foi
atribuida a 9 hyptolactonas (15,79%), dentre elas, 5 foram originadas de plantas: 2
[119], 24, 34-36 [9] e 4 originadas de fungos: 21 [75], 75-77 [24]. Foram atribuidas a
atividade de inibicdo de CCR5 e MAO-B as 6 hyptolactonas (10,53%): 10-12
(originadas de plantas) foram atribuidas a inibicdo de CCR5 [118], 72-74 (originadas
de fungos) foram atribuidas a inibicdo de MAO-B [79].

A atividade leishmanicida, antimalarica, antiespasmddica, antidermatofita,
antichagasica e herbicida foram avaliadas apenas utilizando as hyptolactonas
originadas de plantas: 2 [117], 63 e 64 [71,122] quanto ao potencial leishmanicida
(5,26%); 2 [71] e 25 [74] quanto ao potencial antimalarico (3,51%); 2 quanto ao
potencial antichagasico [102] e antidermatéfito [97]; 3 quanto ao potencial herbicida
[103]; e 23 quanto ao potencial antiespasmadico [100], correspondendo a 1,75% cada
uma dessas atividades.

Uma representacdo com as 10 atividades biologicas atribuidas as 57
hyptolactonas esta demonstrada na Figura 11, enquanto no Quadro 2 € demonstrada
as atividades bioldgicas das 57 hyptolactonas isoladas de plantas e fungos, e seus
respectivos percentuais, e como observado, as hyptolactonas isoladas de fungos
incluidas no estudo foram obtidas em menores quantidades, consequentemente, uma
menor variedade de ensaios biologicos foi realizada. Um fluxograma ilustrando o
namero total de hyptolactonas com efeitos bioldgicos comprovados presentes nos 60

artigos incluidos nesse estudo é demonstrado na Figura 12.
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Figura 11 — Percentuais das atividades biolégicas atribuidas a 57 hyptolactonas.

A) d-lactonas a,B-insaturadas
B) 6-lactonas a,B,y,8-insaturadas Citotoxica
C) y-lactonas a,B-insaturadas
D) &-lactonas

Herbicida Antibacteriana

Antidermatofita i’ ;@'

~_

Antiespasmédica > 4 X «d  Leishmanicida

Antimalérica

Fonte: Préprio autor.
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Quadro 2 - Atividades biologicas e respectivos percentuais das hyptolactonas

naturais de plantas e fungos.

Atividades biologicas (%)

Hyptolactonas

Ref.

Naturais de plantas

2 [107]
4-18 [95,98,99]
20 e 55 [108]
26, 27, 39-41,

85 e 86 [19]

Citotoxica (66,67%) 231,63%4:?2 [[fg]
80 [18]

44 [96]
54 [109]

58 e 62 [78]

59 [70]

24 [9]
32 [101]

34-36 e 80 [18]
58 [101]

60-62 [65]
10-12 [118]

. 24, 34-36 [9]
Antifangica (8,77%) [119]
Antichagasica (1,75%) [102]

2

[97]

L [71]
Antimalarica (3,51%) o5 [74]
Herbicida (1,75% 3 [103]
2 [117]

63 e 64 [71]
Antiespasmadica (1,75% 23 [100]

a da ae 00O

L 56, 69-71 [23]

Citotoxica (12,28%) 7577 [24]
56, 69-74 [23,79]

75-77 [24]

e 21 [75]
Antifungica (7,02%) 7577 [24]
72-74 [79]

Fonte: Préprio autor.
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Figura 12 — Fluxograma com o numero total de hyptolactonas com efeitos biol6gicos comprovados, presentes nos 60 artigos
incluidos no estudo.

Fonte: Préprio autor.
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5.3.2 Sumarizacédo dos resultados

O Quadro 3 fornece informacdes taxondmicas, efeitos bioldégicos, modelos
bioldgicos e doses/concentracdes/poténcias das 57 hyptolactonas que apresentaram
atividades bioldgicas. Muitas hyptolactonas possuem em comum o0s modelos
biolégicos que foram utilizados, como por exemplo, 0os ensaios de citotoxicidade em
células tumorais e ensaios antibacterianos. Determinados resultados apresentaram
as respostas bioldgicas na forma de concentracao inibitéria em 50% (Clso), dose
efetiva em 50% (DE-so), inibicdo de crescimento (grownt) em 50% (IGso), concentracéo
inibitéria minima  (CIM), concentracdo bactericida minima (CBM) e concentracdo
fungicida minima (CFM). As informacGes quanto a familia e a espécie de cada
metabdlito secundario nos ajudaram a observar quais hyptolactonas provem de
espécies de taxonomias em comum. A taxonomia facilitou na determinacdo de
quantas hyptolactonas foram isoladas de plantas e fungos, e em quais espécies e

familias essas substancias foram encontradas majoritariamente.
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(continua)
Hypto- Fontes Familias _Efglt_os I_\/Iogje_los Doses/Corjce_ntragoes/ Ref.
lactonas bioldgicos bioldgicos Poténcias
Patas e bacos de
Annona r'l/zlnl_ematantha Annonaceae L eishmanicida® BALB/c |_nfectad_os 25 mg/kg [117]
iq. com Leishmania
amazonenses
Raimondia cf. L Plasmodium _
. Annonaceae Antimalaricof : DEso = 0,1 pg/mL [71]
monoica Saff. falciparum
Microsporum canis,
, i M. gypseum,
Antiderma Trichophyton CIM =7,8-125 ug/mL | [97]
tofito
rubrume T.
mentagrophytes.
CIM =9 pg/mL na
2 presenca de acetato [121]
Leveduras de CIM = 18 pg/mL na
Hyptis ovalifolia . Paracocmglmdes presenca de glicose
Lamiaceae lutzii 77
Benth. [ [77]
9 pg/mL
I [119]
Antifingico Leveduras de P.
lutzii, P. brasiliensis, _ i
P. americana e P. CFM = 4,5-36 pg/mL [120]
restrepiensis
Mutantes silen-
ciados de leveduras 9, 18 e 36 pg/mL [119]
de P. brasiliensis
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias L A n Ref.
lactonas biologicos biologicos Poténcias
Leveduras de P. I
e brasiliensis 36 pug/mL [120]
Antifingico® 9-72 ug/mL na presenca
Micélios de P. lutzii |~ < S preseng
e acetato e glicose
Isocitrato liase de P. m
lutzii (PbICL) 18 pg/mL
Hyptis ovalifolia : Clso = 50 pM na
Benth. Lamiaceae PbICL nativa de presenca de acetato [121]
AntifingicoY leveduras Clso = 80 yM na
presenca de glicose
PbICL
recombinante de Clso = 28,8 uM
2 leveduras
CitotoxicoP A5492 > 36 ug/mL [120]
Leishmanicida® | ~romastigotas delL. 10 pg/mL [105]
mexicana
AntichagésicoF Tripomastigotas de Clso = 0,94 mM [102]
Trypanosoma cruzi
o MCF-72 Clso = 14,7 uM
Sintetizada ] NCI-ADR? Clso = 11,0 uM
CitotdxicoP NCI 4602 Clso = 14,3 uM [107]
UACC622 Clso = 55,0 uM
786-02 Clso = 73,6 uM
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- Fontes Familias _Efgit_os I_\/Iogje_los Doses/CorAlceptra(;c”)es/ Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias
OVCARO03? Clso = 33,8 uM
2 Sintetizada - CitotoxicoP PCO 32 Clso = 29,0 uM [107]
HT-292 Clso = 42,3 uM
Lolium multiflorum 1 mM
Herbicida® Lam. Broto: 201‘3/<>n;||\l'\/’|aiz: 48% [103]
Lactuca sativa L. Broto e raiz: 0%
BC12 DEso = 2,8 pg/mL
HT-10802 DEso = 4,5 ug/mL
Lul?d DEso = 3,9 pg/mL
Mel22 DEso = 3,3 pg/mL
3 Sintetizada ] Col2a DEso = 4,0 pg/mL
CitotoxicoP KB2 DEso = 4,0 yg/mL [9]
KB-Vva DEso = 8,6 ug/mL
P-3882 DEso = 1,0 pg/mL
A4312 DEso = 6,5 ug/mL
LNCaP? DEso = 3,2 ug/mL
ZR75-12 DEso = 8,7 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias T P n Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias
] _ _ _ . MCF-7 DEso> 10 uM
4 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotdxicoP [98]
HT-29 DEso = 5,8 uM
_ . . . . MCF-7 DEso = 6,1 uM
5 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP [98]
HT-29 DEso = 6,1 uM
6 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotdxicoP MCF-7 DEso> 10 uM [98]
Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP MCF-7 DEso> 10 pM [98]
8 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP MCF-7 DEso> 10 pM [98]
_ . . . o MCF-7 DEso = 6,7 uM
9 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP [98]
HT-29 DEso = 7,5 uM
1aP =
Lippia alba (Mill) ibicko de MIP-1a Clso = 10 pg/mL
N.E.Br. ex Britton & Verbenaceae CCQR5B"D MIP-1RP Clso = 7,2 yg/mL [118]
P.Wilson RANTES? Clso> 10 ug/mL
10 MCF-7 DEso = 3,6 uM [98]
HCT-152 Clso = 8,4 pg/mL
Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotdxicoP MCF-7 Clso = 5,1 pg/mL 100]
KB Clso = 0,3 pg/mL
PC-32 Clso = 5,1 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- Fontes Familias Efeitos Modelos Doses/Concentracdes/ Ref
lactonas biolégicos biolégicos Poténcias '
. : . . o HelLa? Clso = 0,07 pg/mL
10 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotdxicoP [99]
Hep-22 Clso = 3,4 pg/mL
Lippia alba (Mill.) i de MIP-1a Clso> 10 pg/mL
N.E.Br. ex Briton & | Verbenaceae chsﬁ MIP-16 Clso = 5,5 pg/mL [118]
P.Wilson RANTES Clso = 8,7 ug/mL
HCT-15 Clso = 6,8 pg/mL
11 MCF-7 Clso = 5,2 pg/mL
. , , , . KB Clso = 2,0 pg/mL
Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP [99]
PC-3 Clso = 5,4 pg/mL
Hela Clso = 5,8 pg/mL
Hep-2 Clso = 8,3 pg/mL
Lippia alba (Mill) i de MIP-1a Clso = 8,8 pg/mL
N.E.Br. ex Britton & Verbenaceae CC(:;RSB MIP-183 Clso = 6,0 pg/mL [118]
. P.Wilson RANTES Clso> 10 pg/mL
HCT-15 Clso = 5,6 pg/mL
Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP MCF-7 Clso = 7,1 pg/mL [99]
KB Clso = 1,9 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias T A n Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias
PC-3 Clso = 4,7 pg/mL
12 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP HelLa Clso = 4,4 pg/mL [99]
Hep-2 Clso = 6,3 pg/mL
HCT-15 Clso = 10,7 pg/mL
MCF-7 Clso = 3,5 pg/mL
) _ _ _ . KB Clso = 1,2 pg/mL
13 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotdxicoP [99]
PC-3 Clso = 5,8 pg/mL
HelLa Clso = 2,3 pg/mL
Hep-2 Clso = 6,1 pg/mL
HCT-15 Clso>10 puM
MCF-7 Clso> 10 uM
. . . . L KB Clso = 9,5 uM
14 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotdxicoP [95]
PC-3 Clso = 10,0 pM
HelLa Clso = 4,2 uM
Hep-2 Clso>10 pM
_ _ _ _ . HCT-15 Clso> 10 uM
15 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotdxicoP [95]
MCF-7 Cls0=9,3 uM
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias T P n Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias
KB Clso =7,5uM
_ _ _ _ o PC-3 Clso = 8,8 uM
15 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotdxicoP [95]
Hela Clso = 3,3 pM
Hep-2 Clso=7,7 uM
HCT-15 Clso>10 puM
MCF-7 Clso> 10 uM
_ _ _ _ . KB Clso = 1,7 uM
16 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotdxicoP [95]
PC-3 Clso=7,5 uM
HelLa Clso = 6,0 uM
Hep-2 Clso = 5,7 uM
HCT-15 Clso> 10 uM
MCF-7 Clso> 10 uM
_ _ _ _ o KB Clso = 3,6 uM
17 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP [95]
PC-3 Clso>10 pM
HelLa Clso = 9,5 uM
Hep-2 Clso> 10 uM
18 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP HCT-15 Clso> 10 uM [95]
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)
Hypto- Fontes Familias _Efglt_os I_\/Iogje_los Doses/CorAlceptra(;oes/ Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias
MCF-7 Clso>10 uM
KB Clso = 4,9 uM
18 Hyptis brevipes Poit. Lamiaceae CitotoxicoP PC-3 Clso>10 pM [95]
HelLa Clso = 6,9 uM
Hep-2 Clso =9,4 uM
Hela Clso = 3.48 uM
20 Sintetizada - CitotoxicoP MCF-7 Clso = 8,19 uM [108]
A549 Clso = 1,54 pM
. ; . L e Cladosporium
* B v
21 Epichloé typhina Clavicipitaceae Antifingico herbarum 25 pg/spot [75]
Clso =90 uM
fleo de Cavia induzida por histamina
23 Hyptis macrostachys Lamiaceae Antl,es_pas- porcellus _ Cl_so =170 yM [100]
Benth. maodico induzida por carbacol
Traqueia de C. > 100 pM com e sem
porcellus inducé&o por carbacol
Antifingicof Candida albicans CIM > 500 pg/mL
24 Hyptis pectinata (L.) Lamiaceae | | Staphylococcus CIM > 100 pg/mL [9]
Poit. Antibacteriano® aureus
Escherichia coli CIM > 500 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.
(continuacéo)

Hypto- Fontes Familias Efeitos Modelos Doses/Concentracdes/ Ref
lactonas bioldgicos bioldgicos Poténcias '
Pseudomonas
aeruginosa CIM > 500 pg/mL [9]
CIM =100 pg/mL
Bacillus subtilis [65]
75 mg/mL
(21 = 28,0 mm)V
Antibacterianof 75 mg/mL
S. aureus (ZI = 15.5 mm)
Streptococcus 75 mg/mL [31]
mutans (Zl = 20,0 mm)
_ _ E coli 75 mg/mL (moderada-
o4 Hyptis pectinata (L.) Lamiaceae ' mente sensivel)
Polt Salmonella Typhi 75 mg/mL
yp (relativamente sensivel)
MCF-7 Clso = 76,76 pg/mL 62]
T47D2 Clso = 181,55 ug/mL
MDA-MB-2312 Clso = 5,6 pg/mL [16]
CitotdxicoP BC1 DEso = 2,4 ug/mL
HT-1080 DEso = 9,6 pg/mL 0]
Lul DEso = 4,9 pg/mL
Mel2 DEso = 12,2 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

83

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias T A n Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias
Col2 DEso = 4,7 pg/mL
KB DEso = 3,6 pg/mL
KB-V DEso = 4,5 pg/mL
Hyptis psgittlnata (L) Lamiaceae P-388 DEso = 1,6 pg/mL [9]
. _ A431 DEso = 3,7 ug/mL
24 CitotoxicoP
LNCaP DEso = 7,5 pg/mL
ZR75-1 DEso = 6,4 pg/mL
Hep-2 Clso = 6,2 pg/mL
N&o informada - KB Clso = 3,6 pg/mL [30]
HelLa Clso = 2,8 pg/mL
Liopia iavanica P. falciparum
25 bpia | Verbenaceae Antimalarico® sensivel a Clso = 9,1 pg/mL [74]
(Burm.f.) Spreng. i
cloroquina
MCF-7 Clso = 7,7 uM
Hyptis monticola , s _
26 Mart. ex Benth. Lamiaceae CitotoxicoY HelLa Clso = 2,7 uM [19]
HCT-15 Clso >10 M
i i MCF-7 Clso = 9,8 yM
27 Hyptis monticola Lamiaceae CitotoxicoY ! [19]
Mart. ex Benth. Hela Clso = 6,9 pM
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias T P o Ref.
lactonas biolégicos biolégicos Poténcias
Hyptis monticola . o _
27 Mart. ex Benth. Lamiaceae CitotoxicoY HCT-15 Clso = 9,9 uM [19]
MDRSA CIM = 64 pg/mL
Neohyptis paniculata . . e c = 04 yg/m
32 (Baker) J.K.Morton Lamiaceae Antibacteriano MRSA [101]
S. aureus CIM =128 pg/mL
Antifingicof C. albicans CIM = 250 pg/mL
B. subtilis CIM = 6,25 pg/mL
S. aureus CIM = 12,5 pg/mL [9]
E. coli
. . : CIM = 200 pg/mL
Antibacteriano® P. aeruginosa
S. aureus CIM = 32 pg/mL
34 Hyptis pectinata (L) Lamiaceae MDRSA [18]
Poit. CIM = 128 ug/mL
MRSA
BC1 DEso = 1,0 pug/mL
HT-1080 DEso = 1,7 yg/mL
CitotdxicoP Lul DEso = 0,9 pg/mL [9]
Mel2 DEso = 0,7 pg/mL
Col2 DEso = 1,0 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- Fontes Familias Efeitos Modelos Doses/Concentracdes/ Ref
lactonas bioldgicos bioldgicos Poténcias '
KB DEso = 1,8 pg/mL [9]
DEso = 0,63 pg/mL [18]
KB-V DEso = 1,8 pg/mL
P-388 DEso = 0,9 pg/mL
i i A431 DEso = 1,4 yg/mL 9
34 Hyptis pectinata (L.) Lamiaceae CitotoxicoP H9 ]
Poit. LNCaP DEso = 0,7 pg/mL
ZR75-1 DEso = 3,6 pg/mL
MCF-7
Clso = 3,2 uM
HelLa [19]
HCT-15 Clso = 5,7 yM
Antifingicof C. albicans CIM = 300 yg/mL
B. subtilis CIM = 25 pg/mL
S. aureus CIM =100 pg/mL [9]
35 Hyptis pectinata L) Lamiaceae _ _ E. coli
Poit. Antibacteriano® _ CIM = 300 pg/mL
P. aeruginosa
S. aureus CIM = 128 pg/mL 18]
MDRSA CIM = 256 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
lactonas Fontes Familias bioldgicos bioldgicos Poténcias Ref.
Antibacteriano® MRSA CIM = 256 ug/mL [18]
BC1 DEso = 2,5 pg/mL
HT-1080 DEso = 2,3 ug/mL
Lul DEso = 3,8 pg/mL 0]
Mel2 DEso = 2,2 pg/mL
Col2 DEso = 1,1 pg/mL
KB DEso = 1,4 pg/mL
35 Hyptis pectinata (L.) Lamiaceae o DEso > 20 pg/mL [18]
Poit. CitotoxicoP KB-V DEso = 2,0 pg/mL
P-388 DEso = 0,1 pg/mL
A431 DEso = 0,6 pg/mL [9]
LNCaP DEso = 0,9 pg/mL
ZR75-1 DEso = 1,6 pg/mL
MCE-7 Clso = 9,3 uM
HelLa Clso =4,1 uyM [19]
HCT-15 Clso = 5,2 yM
36 Hyptis psgitti.nata (L) Lamiaceae Antifungico® C. albicans CIM > 500 pg/mL [9]
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- Fontes Familias Efeitos Modelos Doses/Concentracdes/ Ref
lactonas bioldgicos bioldgicos Poténcias '
B. subtilis CIM =12,5 pg/mL
S. aureus CIM = 100 pg/mL
, [9]
E. coli
: : : CIM > 500 pg/mL
Antibacteriano® P. aeruginosa
S. aureus CIM = 64 pg/mL
MDRSA CIM = 128 e 256 pg/mL [18]
MRSA CIM = 128 pg/mL
BC1 DEso = 2,0 pg/mL
36 Hyptis pectinata (L) Lamiaceae HT-1080 DEso = 1,8 pg/mL
Lul DEso = 2,3 ug/mL 0]
Mel2 DEso = 3,3 pg/mL
Col2 DEso = 1,6 pg/mL
CitotoxicoP HS
DEso = 1,7 pg/mL
KB
DEso = 2,52 pg/mL [18]
KB-V DEso = 3,2 ug/mL
P-388 DEso = 2,2 ug/mL [9]
A431 DEso = 0,8 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
lactonas Fontes Familias bioldgicos bioldgicos Poténcias Ref.
_ ) LNCaP DEso = 0,8 pg/mL
Citot6xicoP [°]
ZR75-1 DEso = 1,9 pg/mL
36 Hyptis psgittinata (L) Lamiaceae MCF-7 Clso =1,0 yM
CitotoxicoY HelLa Clso = 0,3 uM [19]
HCT-15 Clso = 2,3 uM
38 fyptis pectinata (L) || amiaceae Citotoxico? MDA-MB-231 Clso = 28,5 pg/mL [16]
MCF-7 Clso = 5,9 uyM
39 Hyptis psgittihata (L) Lamiaceae CitotoxicoP HelLa Clso = 6,2 uM [19]
HCT-15 Clso = 7,4 uyM
MCE-7 Clso =1,3 uM
40 Hyptis psgittihata (L) Lamiaceae CitotdxicoP HelLa Clso=1,4 uM [19]
HCT-15 Clso = 9,5 yM
MCF-7 Clso = 0,5 yM
41 Hyptis pFe)gitti.nata (L) Lamiaceae CitotéxicoY HelLa Clso = 0,7 uM [19]
HCT-15 Clso = 0,8 yM
42 Hyptis psgitti.nata (L) Lamiaceae CitotoxicoP MDA-MB-231 Clso = 15,2 ug/mL [16]
44 Hyptis spicigera Lam. Lamiaceae CitotdxicoP KB DEso = 1,5 yg/mL [96]
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.
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(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias T P n Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias
HCT-15 DEso = 17,4 pg/mL
o SQC-1 UISO? DEso = 15,9 pg/mL
Sintetizada [106]
KB DEso = 5,8 pg/mL
44 - CitotdxicoP OVCAR? DEso = 19,0 ug/mL
Hep-2 Clso = 9,4 pg/mL
N&o informada KB Clso = 5,4 pg/mL [30]
HelLa Clso = 15,9 pg/mL
HelLa 1Gso = 7,4 uM
o o PANC 12 IGso = 0,06 uM
54 Sintetizada - CitotoxicoP [109]
HepG22 IGso = 5,7 uM
SK-N-SH?2 IGso = 10,2 yM
Hela Clso = 0,245 pM
o o MDA-MB-231 Clso = 0,565 pM
55 Sintetizada - CitotoxicoP [108]
MCF-7 Clso = 1,926 pM
A549 Clso = 0,936 pM
) _ Antibacteriano® | Erwinia carotovora CIM = 20,5 pg/mL
56* Xylariales sp. Xylariaceae — [23]
CitotoxicoP A549 Clso > 50 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
lactonas Fontes Familias bioldgicos bioldgicos Poténcias Ref.
HepG2
56* Xylariales sp. Xylariaceae CitotoxicoP CaSki Clso> 50 pg/mL [23]
MDA-MB-231
_ _ MDRSA CIM =64 e 128 uyg/mL

'\'(eB%VI‘é‘?;'ija&'g:‘tf‘r:a —— MRSA CIM =64 e 128 pg/mL | [101]

S. aureus CIM =128 pg/mL
Lamiaceae B. subtilis CIM = 100 pg/mL [65]

Hyptis oblongifolia AS49 DEso = 74,8 ug/mL
Benth. HT-29 DEso = 40,3 ug/mL [78]

£g MCEF-7 DEso = 36,8 pg/mL

BC1 DEso = 4,8 pg/mL

Citotéxico? HT-1080 DEso = 5,7 yg/mL

Lul DEso = 3,3 pg/mL

Sintetizada - Mel2 DEso = 4,1 pg/mL [9]

Col2 DEso = 3,0 pg/mL

KB DEso = 2,9 pg/mL

KB-V DEso = 3,4 ug/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias T P n Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias

P-388 DEso = 0,4 pg/mL

S o A431 DEso = 1,9 pg/mL
58 Sintetizada - CitotdxicoP [9]

LNCaP DEso = 1,8 pg/mL

ZR75-1 DEso = 4,7 pg/mL

BC1 DEso = 1,8 ug/mL

Lul DEso = 4,8 pg/mL

Col2 DEso = 2,1 pg/mL

Rabdosia ternifolia : P
B =

59 (D.Don) H.Hara Lamiaceae Citotoxico KB DEso = 1,8 pg/mL [70]

KB-V (-VLB)a DEso = 2,1 pg/mL

LNCaP DEso = 1,2 pg/mL

KB-V (+VLB)?2 DEso = 2,2 yg/mL
60 HyptlsBc;t:]I?hnglfolla Lamiaceae Antibacteriano® B. subtilis CIM =100 pg/mL [65]
61 HyptlsBoet?]I;)hnglfolla Lamiaceae Antibacteriano® B. subtilis CIM =100 pg/mL [65]
Antibacteriano® B. subtilis CIM =100 pg/mL [65]

i ifoli A549 DEso = 56,3 pg/mL

62 Hyptis oblongifolia Lamiaceae | | 5 Mg

Benth. CitotdxicoF HT-29 DEso = 34,7 ug/mL [78]

MCF-7 DEso = 31,2 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias T P n Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias
63 Ralmqndla cf. Annonaceae Leishmanicida® Promastlgotas_de L. DEso= 1,9 pg/mL [71]
monoica Saff. panamensis
64 Ralmqndla cf. Annonaceae Leishmanicida® Promastlgotas.de L. DEso= 0,42 pg/mL [71]
monoica Saff. panamensis
Antibacteriano® E. carotovora CIM = 25,5 pg/mL
A549
69* Xylariales sp. Xylariaceae o HepG2 [23]
CitotdxicoP . Clso > 50 ug/mL
CaSki?
MDA-MB-231
Antibacteriano® E. carotovora CIM = 22,6 pg/mL
A549
70* Xylariales sp. Xylariaceae . HepG2 [23]
CitotdxicoP . Clso > 50 ug/mL
CaSki
MDA-MB-231
Antibacteriano® E. carotovora CIM = 24,7 ug/mL
. . A549
71* Xylariales sp. Xylariaceae o [23]
CitotoxicoP HepG2 Clso > 50 pg/mL
CaSki
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/
Fontes Familias T P n Ref.
lactonas bioldgicos biologicos Poténcias
71* Xylariales sp. Xylariaceae CitotoxicoP MDA-MB-231 Clso > 50 pg/mL [23]
Inibigao MAO-B? Clso> 100 pmol/mL
enzimatica
E. coli CIM = 25,6 pg/mL
72* Xylariales sp. Xylariaceae S. aureus CIM = 46,9 pg/mL [79]
AntibacterianoF .
P. aeruginosa CIM = 55,6 pg/mL
E. carotovora CIM > 100 pg/mL
Inibigao MAO-B Clso> 100 pmol/mL
enzimatica
E. coli CIM = 32,4 pg/mL
73* Xylariales sp. Xylariaceae S. aureus CIM = 47,8 pg/mL [79]
Antibacteriano® .
P. aeruginosa CIM =57,9 pg/mL
E. carotovora CIM> 100 pg/mL
Inibigdo MAO-B Clso= 15,6 ymol/mL
enzimatica
E. coli CIM = 57,8 pg/mL
74* Xylariales sp. Xylariaceae S. aureus CIM = 48,9 pg/mL [79]
Antibacteriano® :
P. aeruginosa CIM = 56,3 pg/mL
E. carotovora CIM > 100 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto-
lactonas

Fontes

Familias

Efeitos
bioldgicos

Modelos
bioldgicos

Doses/Concentracdes/

Poténcias Ref.

75*

Penicillium
ochrochloron

Trichocomaceae

Antifingicof

Cercospora
arachidicola

Alternaria solani

Fusarium
graminearum

CIM = 12,5 pg/mL

Bipolaris carbonum

Sclerotinia
sclerotiorum

Cylindrocladium
parasiticum

A. alternata f. sp.
mali

C. personata

Botrytis cinerea

Ustilago scitaminea

Colletotrichum
gloeosporioides

CIM = 25 pg/mL [24]

Rhizoctonia cerealis

Helminthosporium
maydis

C. orbiculare

CIM = 50 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(continuacéo)

Hypto- Fontes Familias Efeitos Modelos Doses/Concentracdes/

lactonas bioldgicos bioldgicos Poténcias Ref.

Ascochyta gossypii

A. alternata

— CIM = 50 pg/mL
B. fabiopsis

-, H B .
Antifingico A. brassicae

C. graminicola
Exserohilum CIM =100 pg/mL
turcicum

B. subtilis

Penicillium Micrococcus luteus

Trichocomaceae [24]
ochrochloron S. aureus

75*

B. megaterium

Salmonella enterica

Antibacteriano® CIM =50 pg/mL

Proteus vulgaris
S. Typhi

P. aeruginosa

E. coli

Enterobacter
aerogenes
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto- Fontes Familias Efeitos Modelos Doses/Concentracdes/
lactonas bioldgicos bioldgicos Poténcias

A549
Huh72

LN2292
75+ Penicillium Trichocomaceae | Citot6xicoP MGC? Clso >100 pg/mL [24]

ochrochloron
MHCC97H?2
LOVO?2
MDA2312

C. arachidicola

Ref.

: CIM =12,5 pg/mL
F. graminearum

A. solani

B. carbonum

C.personata

i iflnaico® CIM = 25 pg/mL
Trichocomaceae Antifungico C. parasiticum Mg [24]

76* Penicillium
ochrochloron

U. scitaminea

C. graminicola
A. alternata f. sp.

mali CIM = 50 pg/mL
B. fabiopsis
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(continuacéo)

Hypto-
lactonas

Fontes

Familias

Efeitos
bioldgicos

Modelos
bioldgicos

Doses/Concentracdes/

Poténcias

Ref.

76*

Penicillium
ochrochloron

Trichocomaceae

Antifingicof

B. cinerea

A. alternata (Fries)
Keissler

R. cerealis

H. maydis

C. orbiculare

A. gossypii

CIM = 50 pg/mL

S. sclerotiorum

C. gloeosporioides

CIM = 100 pg/mL

A. brassicae

E. turcicum

CIM > 100 pg/mL

[24]

Antibacteriano®

S. Typhi

CIM = 25 pg/mL

B. subtilis

M. luteus

S. aureus

B. megaterium

S. entérica

P. vulgaris

CIM =50 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(continuacéo)

Hypto- Fontes Familias Efeitos Modelos Doses/Concentracdes/

lactonas bioldgicos bioldgicos Poténcias Ref.

P. aeruginosa

_ _ - CIM =50 pg/mL
Antibacteriano® E. coli

E. aerogenes CIM =100 pg/mL
A549

- Huh7
76* Penicillium Trichocomaceae [24]
ochrochloron LN229

CitotoxicoP MGC Clso > 100 ug/mL
MHCC97H
LOVO
MDA231

A. solani

C. parasiticum CIM = 12,5 pg/mL
A. alternata f. sp.
Penicillium mali

77* ochrochloron Trichocomaceae Antifungicof C. arachidicola [24]

B. carbonum

: CIM = 25 pg/mL
B. cinerea

C. graminicola
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(continuacéo)

Hypto-
lactonas

Fontes

Familias

Efeitos
bioldgicos

Modelos
bioldgicos

Doses/Concentracdes/

Poténcias

Ref.

7

Penicillium
ochrochloron

Trichocomaceae

Antifingicof

R. cerealis

CIM = 25 pg/mL

F. graminearum

C.personata

U. scitaminea

H. maydis

C. orbiculare

A. gossypii

A. alternata (Fries)
Keissler

C. gloeosporioides

CIM =50 pg/mL

[24]

B. fabiopsis

CIM = 100 pg/mL

A. brassicae

S. sclerotiorum

E. turcicum

CIM > 100 pg/mL

Antibacteriano®

B. subtilis

M. luteus

S. aureus

B. megaterium

CIM =50 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos biologicos.

(continuacéo)

Hypto-
lactonas

Fontes

Familias

Efeitos
bioldgicos

Modelos
bioldgicos

Doses/Concentracdes/

Poténcias Ref.

77

Penicillium
ochrochloron

Trichocomaceae

Antibacteriano®

S. enterica

P. vulgaris

S. Typhi

P. aeruginosa

E. coli

E. aerogenes

CIM =50 pg/mL

CitotoxicoF

A549

Huh7

LN229

MGC

MHCC97H

LOVO

MDA231

[24]

Clso > 100 pg/mL

80

Hyptis pectinata (L.)

Poit.

Lamiaceae

Antibacteriano®

S. aureus

CIM = 32 pg/mL

MDRSA

MRSA

CIM = 64 pg/mL [18]

CitotoxicoPf

KB

DEso > 20 pg/mL
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Quadro 3 — Metabdlitos secundarios da classe das hyptolactonas, naturais de plantas ou fungos, e seus efeitos bioldgicos.

(concluséo)

Hypto- o Efeitos Modelos Doses/Concentragdes/

lactonas Fontes Familias bioldgicos bioldgicos Poténcias Ref.
MCF-7

85 Hyptis psgittihata (L) Lamiaceae CitotoxicoP HelLa Clso > 10 uM [19]
HCT-15
MCF-7

86 Hyptis psgitti.nata (L) Lamiaceae CitotdxicoP HelLa Clso > 10 uM [19]
HCT-15

Fonte: Préprio autor.

Notas: "Isoladas de fungos.

@ Ensaio biolégico in vivo. P Ensaio bioldgico in vitro. Y Ensaio bioldgico in vitro, apoiado por estudo in silico. * Ensaio bioldgico ex vivo.
@ Linhagens celulares de canceres:

Humanos = cerebral (LN229); cervical (HeLa, SQC-1 UISO e CaSki); colorretal (Col2, HCT-15, HT-29 e LOVO); epidermoide (A431);
fibrossarcoma (HT-1080); hepatico (HepG2, Huh7 e MHCC97H); intestino (MGC); laringe (Hep-2); mama (BC1, MCF-7, MDA231, MDA-MB-231,
NCI-ADR, T47D, e ZR75-1 — dependente de hormdnio); melanoma (Mel2 e UACCG62); nasofaringe (KB, KB-V — KB resistente a vimblastina, KB-
V (-VLB) e KB-V (+VLB)); neuroblastoma (SK-N-SH); ovéario (OVCAR e OVCARO03); pancreético (PANC 1); prostata (LNCaP — dependente de
horménio, PC-3 e PCO 3); pulméo (A549, Lul e NCI 460); renal (786-0).

Murino = leucemia linfocitica (P-388).

b C-C receptor quimiocina tipo 5 - CCR5 (célula U-87-CCR5), um dos correceptores do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), a
avaliacao foi por meio de seus ligantes conjugados MIP-1a, MIP-18 e RANTES. € Staphylococcus aureus multirresistente as drogas (Multidrug-
resistant Staphylococcus aureus - MDRSA); Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus - MRSA).
d Monoamina oxidase B (MAO-B).

I'Inibicdo de crescimento, indugdo do estresse e interferéncia na biossintese da parede celular. ' Inibicdo de crescimento e interferéncia na
biossintese da parede celular. '"! Inibicdo em micélios, transicbes micélios-leveduras e leveduras na presenca de acetato e glicose. 'Y Placa de
silica-gel de cromatografia em camada delgada. v Teste de difusdo em placa, atividade antibacteriana foi avaliada medindo-se o didmetro da
zona de inibicdo (ZI) ao redor dos discos.
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5.4  Avaliacéo do risco de viés dos estudos

Como relatado no item 4.7, a avaliagé@o do risco de viés dos artigos envolvendo
a andlise do potencial biolégico das hyptolactonas em estudos de intervengdes em
animais foi realizada de acordo com as diretrizes da ferramenta SYRCLE [82]. Com
base na ferramenta, foram adotadas 10 questdes de sinalizacéo, referentes a 10
dominios, englobando 6 tipos de vieses. Para cada questéo, os revisores adotaram o
julgamento: Sim, sinalizando baixo risco de Viés; incerto, sinalizando risco incerto de
viés; e nao, sinalizando alto risco de viés. Os dominios e as questdes de sinalizacdo

sao demonstrados no Quadro 4.

Quadro 4 — Diretrizes da ferramenta SYRCLE para avaliacdo do risco de viés.

Dominios (tipos de ~ e
Itens . (tip Questdes de sinalizagao
vieses)
1 Geracao de sequéncia | Foi previamente definido e aplicado um método de
(viés de selecao) geracdo de sequéncia para alocar os animais?
s : Os grupos foram inicialmente pareados
Caracteristicas basais e : ) .
2 it ~ (caracteristicas basais semelhantes) ou foi realizado
(viés de selecao) . : ) L
ajuste posterior para efeito de analise?
Ocultagéo de alocagéo ~ o : .
3 ag cac A alocacao dos animais foi realizada as cegas?
(viés de selecao)
4 Alojamento aleatério Os animais foram alojados aleatoriamente durante o
(viés de desempenho) experimento?
s Os cuidadores e/ou pesquisadores estavam “cegos”
Ocultacao (viés de : i ~
5 sobre o conhecimento de qual intervencgéo os
desempenho) o )
animais receberam durante o experimento?
Avaliacéo aleatéria de o , .
- Os animais foram selecionados aleatoriamente para
6 resultados (viés de T
~ a avaliacao dos resultados?
deteccéao)
Ocultacao (viés de : . .
7 & (N O avaliador interpretou os resultados as cegas?
deteccao)
Dados de resultados Os dados de resultados incompletos (perdas e
8 incompletos (viés de exclusdes no decorrer do experimento) foram
atrito) adequadamente abordados?
Relatério de resultados - i L.
. - Os relatorios do estudo estéo livres de relatorios
9 seletivos (viés de i
seletivos de resultados?
relato)
O estudo esté livre de divergéncias textuais,
10 Outro viés numeracdes, simbolos ou unidades de medidas
entre o procedimento experimental e resultados?

Fonte: Préprio autor.
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Dentre os artigos adicionados nesta revisao sistematica, apenas em dois foram
conduzidas analises do potencial biolégico das hyptolactonas em estudos de
intervencdes em animais, mais especificamente, em roedores. Os estudos de
Waechter et al. (1977) [117] e Costa et al. (2014) [100], conduziram 0s experimentos
in vivo e ex Vvivo, respectivamente. Os resultados individuais e gerais da avaliacdo do
risco de viés dos estudos sdo representados na Figura 13 e Figura 14,

respectivamente.

Figura 13 — Resultado individual da avaliagdo do risco de viés dos estudos de
intervencdes em animais, adicionados nesta revisdo sistematica, com base nas
diretrizes da ferramenta SYRCLE.

Costa et al. (2014) [100]
Waechter et al. (1977) [117]

Geracdo de sequéncia (viés de sele¢do)

Caracteristicas basais (viés de sele¢ao)

Ocultacéo de alocacéo (viés de selecdo)

Alojamento aleatdrio (viés de desempenho)

Ocultacao (viés de desempenho)

Avaliacao aleatoria de resultados (viés de deteccao)

Ocultagéo (viés de detecgédo)

Dados de resultados incompletos (viés de atrito) .

Relatorio de resultados seletivos (viés de relato) .

Outro viés .

e Baixo risco de viés - Risco incerto de viés e Alto risco de viés

Fonte: Préprio autor.
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Figura 14 — Resultado geral da avaliacéo do risco de viés dos estudos de intervencdes
em animais, adicionados nesta revisao sistematica, com base nas diretrizes da
ferramenta SYRCLE.

Geracdo de sequéncia (viés de selecéo) 2

Caracteristicas basais (viés de seleco) [

Ocultacédo de alocagéo (viés de selegao) 2
Alojamento aleatério (viés de desempenho) 2
Ocultagéo (viés de desempenho) 2

Avaliagéo aleatéria de resultados (viés de detecgao) 2

Ocultagéo (viés de detecgao) 2
Dados de resultados incompletos (viés de atrito) [ NN .
Relatorio de resultados seletivos (viés de relato) [N e
outro viés [N

0% 25% 50% 75% 100%

H Baixo risco de viés Risco incerto de viés W Alto risco de viés

Fonte: Préprio autor.

E observado na Figura 13 que os estudos tiveram resultados semelhantes,
apresentando baixo risco de viés nos dominios: caracteristicas basais, dados de
resultados incompletos e relatério de resultados seletivos. Os estudos diferiram
apenas no dominio outro viés, dominio esse, atribuido pelos autores desta revisédo
sistematica. Dentre os dominios adotados, pode-se dizer que o estudo de Waechter
et al. (1977) [117] € mais enviesado que o estudo de Costa et al. (2014) [100].

No geral, os estudos apresentaram risco incerto de viés nos demais dominios
(Figura 14), que sdo especificamente os dominios referentes a aleatoriedade no
decorrer do experimento (randomizac¢ao), diminuindo a transparéncia e aplicabilidade
dos estudos. No campo clinico, o ensaio clinico randomizado é considerado o
paradigma para avaliar a eficacia das intervencdes [124]. Esse tipo de abordagem
ainda ndo € uma pratica padrdo em experimentos com animais, 0 que compromete a
qualidade dos relatorios, devido aos detalhes sobre condicbes de moradia ou
avaliagdo dos resultados que muitas vezes ndo sao relatados [82,125], principalmente

em estudos mais antigos como o de Waechter et al. (1977) [117].
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5.5 Confiabilidade de evidéncia

A avaliacdo da qualidade metodologica entre os dois revisores nas etapas de
triagem e inclusao dos artigos (item 5.1) e na etapa de avaliacédo do risco de viés (item
5.4) foi determinada pelo Coeficiente Kappa de Cohen (k) [84]. A interpretacdo dos
resultados foi de acordo com escala de Landis e Koch (1977) [85]: quanto mais
préximo de 1 for a estatistica, maior € a concordancia entre os revisores. Nas etapas
de triagem e inclusdo dos artigos, o resultado, expresso por “k + DP? (IC95%?3)”, foi de
0,94 £ 0,03 (0,88-0,99): concordéancia quase perfeita, e na etapa de avaliagao do risco
de viés, os resultados respectivamente de Waechter et al. (1977) [117] e Costa et al.
(2014) [100] foram de 0,83 + 0,17 (0,50-1,00): concordancia quase perfeita, e 0,78 +
0,20 (0,39-1,00): concordéancia substancial.

5.6 Escassez de avaliacbes das atividades biolégicas in vivo das
hyptolactonas

Como demonstrado no item 5.3.2, as hyptolactonas foram avaliadas quanto aos
seus efeitos biolégicos na maioria dos artigos por experimentos in vitro. Apenas em 1
artigo foi conduzido experimentos in vivo para analise do potencial biolégico das
hyptolactonas em estudos de intervengdes em animais [117]. Levando em conta que
essas substancias apresentaram de moderado a forte potencial biolégico em
determinadas atividades biologicas por que os estudos de intervencfes em animais

SA0 escassos?

Pelo fato dessas substancias serem pouco conhecidas e talvez pela baixa
guantidade de substéncias que se obtém de fontes naturais, ha 1 Unico relato
cientifico. Até 0 momento, existem apenas 38 artigos contendo atividades biologicas
das hyptolactonas, nimero bastante desproporcional, ao se constatar que existem 86
hyptolactonas obtidas de plantas e fungos, entre as quais 57 tiveram seus efeitos
biolégicos comprovados. As substancias 2, 24 e os pectinolidos merecem destaque
por serem o0s metabolitos secundarios que tiveram seus efeitos bioldgicos

comprovados em diferentes atividades biolégicas (Quadro 3).

2 Desvio padréo.
3 Intervalo de confianca de 95%.
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Como alternativa para a pequena quantidade de substancias isoladas de
produtos naturais, esses metabdlitos secundarios podem ser obtidos por meio de
sinteses organicas. Diferente de outros metabdlitos secundarios com complexas
estruturas quimicas, em que a sintese organica nado é viavel, como por exemplo, a
sintese da vimblastina [126], as hyptolactonas possuem estruturas quimicas
relativamente simples, entretanto, existem poucos artigos cientificos que relataram

suas sinteses e avaliariam seus efeitos biologicos.

Dentre os 38 artigos contendo atividades biolégicas das hyptolactonas, apenas
8 sdo artigos que comprovaram suas sinteses [102—-109]. E necessaria uma maior
valorizacdo por parte da comunidade cientifica a respeito do potencial terapéutico
dessas substancias, o que poderia resultar na descoberta de novos farmacos e
consequentemente, tratamentos terapéuticos mais seguros e mais eficazes. Apesar
das dificuldades que envolvem o isolamento de substancias, ainda é de grande
importancia a descoberta de novas hyptolactonas para iniciar a avaliacdo dos seus
efeitos bioldgicos e assim verificar seus verdadeiros potenciais bioldgicos.

5.7 Hyptolactonas e suas atividades bioldgicas

5.7.1 Anamarina

Alemany et al. (1979) isolaram a anamarina (1), pela primeira vez, de uma
espécie ndo identificada do género Hyptis (Lamiaceae), a estereoquimica de todos os
carbonos assimétricos foi determinada nesse estudo (Figura 9) [111]. Até o momento,
nado ha relatos de que essa substancia tenha sido isolada novamente e muito menos

de suas atividades bioldgicas.

5.7.2 Argentilactona

A argentilactona (2) foi isolada primeiramente dos rizomas de Aristolochia
argentina Griseb. (Aristolochiaceae) [72]. E também encontrada nas raizes de A.
haematantha (Annonaceae) [117] e R. cf. monoica (Annonaceae) [71]; em Oleos
essenciais de folhas, caules aéreos, partes subterrdneas, e extrato das partes
subterraneas de A. argentina [110]; e em 6leo essencial das folhas de H. ovalifolia

(Lamiaceae) [97], sendo a Unica hyptolactona incluida nesse estudo encontrada em
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espécies de plantas de diferentes familias. Nesses artigos de isolamento, a

estereoquimica de seu unico carbono assimétrico foi determinada (Figura 9).

Proveniente das raizes de A. haematantha, Waechter et al. (1977)
determinaram a atividade leishmanicida in vivo dessa substancia contra L.
amazonensis. Patas e bacos de camundongos BALB/c, infectados com a cepa
FLA/BR/67/PH de L. amazonensis, foram tratados com a substancia 2 (25 mg/kg) e o
controle positivo, antimoniato de N-metilglucamina (100 mg/kg), administrados por via
subcutanea (substancia 2 e controle positivo) e por via oral (apenas a substancia 2).
A hyptolactona reduziu em 48 e 54% a carga parasitaria nos bacos, administrada por
via subcutanea e oral, respectivamente, e apresentou a mesma eficacia do controle
positivo, reduzindo em 97 e 75% a carga parasitaria nas patas, administrada por via
subcutanea e oral, respectivamente. De maneira significativa, o melhor tratamento da
lesédo nas patas foi por via subcutanea [117]. Logo, essa substancia tem potencial

como agente leishmanicida.

Carmona et al. (2003) isolaram a (-)-argentilactona (2), (6R)-(5’-oxo-hepten-
1’E,3’E-dienil)-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (63) e (6S)-(5’-oxo-hepten-1'Z,3’E-dienil)-
5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (64) das raizes e folhas de R. cf. monoica, e avaliaram
quanto o efeito antimalarico. A substancia 2 foi submetida a atividade antimalérica
contra a cepa FCB-2 de Plasmodium falciparum (DEso de 0,1 ug/mL). Como controle
positivo foi utilizado a cloroquina (DEso de 0,005 pg/mL) que mostrou-se mais potente

do que essa substancia [71].

Priestap et al. (2003) identificaram quarenta e trés componentes nos 6leos
essenciais das folhas, caules e 6rgaos subterraneos de A. argentina, fornecendo 6leos
volateis com altas concentragdes de argentilactona (57-89%) [110]. De Oliveira et al.
(2004) isolaram a substancia 2 do 6leo essencial das folhas de H. ovalifolia e avaliaram
seu potencial antidermatdfito in vitro contra 60 cepas de Microsporum canis, M.
gypseum, Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes. Como controle positivo foi
utilizado o itraconazol, com concentragdes inibitérias minimas (CIM) entre 0,12-125
pg/mL). A substancia 2 apresentou valores semelhantes ou melhores que o controle

contra M. canis e M. gypseum com CIM variando entre 7,8 e 32,1 pg/mL [97].

Do Prado et al. (2014) isolaram a substancia 2 do 6leo essencial das folhas de

H. ovalifolia e avaliaram in vitro sua atividade antifingica frente a Paracoccidioides
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lutzii (Pb01) em células de levedura, transicdo de micélio para levedura e na inibicao
enzimatica da isocitrato liase da espécie (PbICL), uma enzima chave do ciclo do
glioxilato. Essa substancia inibiu o crescimento das leveduras com CIM de 9 e 18
Hg/mL na presenca de acetato e glicose como fonte de carbono, respectivamente e a
transicdo de micélio para levedura nas concentracdes de 9, 18, 36 e 72 pg/mL em
ambas as fontes de carbono. A interferéncia da argentilactona (18 pg/mL) nas fases
micélio, transicdo micélio-levedura e levedura de PbICL foi avaliada, houve inibicao
em todas as condi¢bes, sendo maior na presenca de acetato (45%) do que na glicose
(30%), a atividade de PbICL decresceu de levedura, micélio-levedura e micélio,
respectivamente. Foi avaliado o efeito inibitorio da substancia na atividade de PbICL
recombinante e nativa das leveduras, apresentando Clso de 28,8 UM para a enzima
recombinante e Clso de 50,0 e 80,0 uM para enzima nativa na presenca de acetato e
glicose, respectivamente. Os valores de Clso da substancia 2 foram similares ao do
controle positivo, 3-nitropropinato, que apresentou Clso de 25,7; 45,4 e 76,0 uM,
respectivamente. Os resultados foram apoiados por estudos in silico de homology
modelin, molecular dynamics e docking molecular dessa substéncia com a PbICL. Os
resultados indicaram que essa hyptolactona é um excelente candidato como agente

antifangico [121].

Prado et al. (2015) isolaram a substancia 2 do 6leo essencial de H. ovalifolia.
Com o objetivo de avaliar se a substancia induz dano ao DNA em células humanas,
seu efeito citotoxico e genetoxico foram avaliados frente as células normais
fibroblastos de pulmdo humano (MRC5), a substancia ndo foi citotbxica e nem
genotoxica (9 pg/mL). Observou-se também que enzimas de vias importantes, como
a da glicolise, ciclo de Krebs e o ciclo do glioxilato foram afetas, observado apos
analise protedmica das células de levedura de P. lutzii apds a incubagéo da substancia
(9 pg/mL). Isso quer dizer que, em geral, as vias metabodlicas responséaveis pela
producao de energia para a sobrevivéncia do fungo foram afetadas na presenca dessa
hyptolactona. Esses resultados sugerem que a substancia 2 tem grande potencial

como agente antifangico [77].

Araujo et al. (2016) isolaram a substancia 2 do Oleo essencial das folhas de H.
ovalifolia e avaliaram seu potencial antifungico in vitro frente as células de leveduras
de espécies de Paracoccidioides (Quadro 3). Para a P. lutzii foi avaliada a inibic&do de

crescimento, inducéo do estresse oxidativo e interferéncia na biossintese da parede
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celular e para P. brasiliensis foi avaliada apenas a inibicdo de crescimento dos
mutantes silenciados de seus genes, todos os mutantes avaliados foram sensiveis a
substancia. Os resultados sugerem que a argentilactona é um potencial candidato
para terapia antifangica [119].

Silva et al. (2018) isolaram a substancia 2 do 6leo essencial de H. ovalifolia e
avaliaram o seu potencial antifingico in vitro frente as leveduras de P. lutzii, P.
brasiliensis, P. americana e P. restrepiensis (Quadro 3) com valores de CIM e
concentracéo fungicida minima (CFM) variando de 4,5 a 36 pg/mL. A substancia (36
Mg/mL) inibiu a atividade enzimética da malato desidrogenase, citrato sintase e
piruvato desidrogenase, induziu a producéo de espécies reativas de oxigénio e inibiu
a biossintese de polimeros da parede celular de P. brasiliensis (Pb18). Nao
apresentou citotoxicidade frente as células AMJ2-C11 (macréfago alveolar), BALB/c
3T3 clone A31 (fibroblasto murino) e A549 (cancer de pulméao), nas concentracfes
que inibiram o crescimento das espécies Paracoccidioides. Esses resultados sugerem
que a substancia 2 tem grande potencial como agente antifingico [120].

Saeed et al. (2001) avaliaram o efeito leishimanicida in vitro da (R)-(-)-
argentilactona (2) sintética contra Leishmania mexicana. Na concentracdo de 5 ug/mL,
houve uma redugcédo acentuada no crescimento de promastigotas, enquanto a 10
Mg/mL, ndo houve proliferacdo de parasitas, levando-os a morte entre 2 e 3 dias.
Segundo os autores, sua eficiéncia é comparavel ao estibogluconato de sédio,

farmaco antileishmaniaco (dados ndo apresentados no artigo) [105].

Sintetizados por de Fatima et al. (2006), a (R)-argentilactona (2) e seu
estereoisbmero, (S)-argentilactona, foram avaliados in vitro contra formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, protozoario causador da Doenca de Chagas.
A (S)-argentilactona foi duas vezes mais potente do que a substancia 2, com Clso de
0,47 e 0,94 mM, respectivamente. O controle positivo, cristal violeta, apresentou Clso
de 0,08 mM [102]. Apesar do farmaco de referéncia ser mais potente do que as duas
substancias, pode-se dizer que esses enantibmeros apresentam potencial como

agente antichagasico, devido aos seus baixos valores de Clso.

Sintetizados por de Fatima et al. (2004), os enantidbmeros citados acima tiveram
seus efeitos citotoxicos avaliados frente as células humanas cancerigenas de mama

(MCF-7), mama com resisténcia a multiplas drogas (NCI-ADR), pulméo (NCI 460),
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melanoma (UACC62), ovario (OVCARO03), préstata (PCO 3), cancer colorretal (HT-29)
e renal (786-0). No geral, o farmaco de referéncia (doxorrubicina) apresentou
melhores citotoxicidades, entretanto, a substancia 2 provou ser mais potente para
células NCI-ADR (Clso = 11,0 uM) que o doxorrubicina (Clso = 48,7 uM), logo essa
hyptolactona possui potencial citotoxico em células cancerigenas dessa linhagem
[107].

5.7.3 Boronolidos

Dessa subclasse ja foram isoladas trés hyptolactonas: boronolido (3) [115],
deacetilboronolido (19) [113] e 1°,2’-dideacetilboronolido (57) [114].

Davies-Coleman e Rivett (1987) isolaram a substancia 3 das folhas de
Tetradenia barberae (N.E.Br.) Codd (Lamiaceae) [115], e determinaram a

estereoquimica de todos os carbonos assimétricos (Figura 9).

Yamauchi et al. (2012) determinaram a atividade Optica e uma nova rota
sintética total de obtencdo do metabdlito secundario (+)-boronolido (3). Essa
hyptolactona e seu enantibmero sintético, (—)-boronolido, foram submetidos a
atividade herbicida in vitro contra inibicdo de crescimento de broto e raiz de L.
multiflorum (Poaceae) e L. sativa (Asteraceae), como controle foi utilizado os
comprimentos das ervas antes da avaliacdo. Na concentracdo de 1 mM, a
hyptolactona 3 apresentou melhores porcentagens de inibicdo do crescimento de L.
multiflorum, inibindo em 20% e 48% o crescimento de broto e raiz, respectivamente.
Entretanto, nenhuma das substancias avaliadas afetaram o crescimento de L. sativa
[103].

No estudo de obtencdo das hyptolactonas 24, 34-36 das partes aéreas de H.
pectinata, Pereda-Miranda et al. (1993) sintetizaram a hyptolactona 3. A substancia
foi submetida a ensaios citotoxicos frente as células humanas de cancer colorretal
(Col2), mamaério (BC1 e ZR75-1), fibrossarcoma (HT-1080), pulméo (Lul), melanoma
(Mel2), nasofaringe (KB), epidermoide (A431), prostata (LNCaP), células KB
resistente a vimblastina (KB-V) e leucemia linfocitica murina (P-388) (Quadro 3). A
substancia 3 apresentou melhores resultados citotéxicos em células P-388, BC1,
LNCaP e Mel2 com DEso = 1,0; 2,8; 3,2 e 3,3 uyg/mL, respectivamente [9]. O Instituto

Nacional do Cancer (INC) dos Estados Unidos considera que substancias com valores
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de Clso < 4,0 pg/mL apresentam forte atividade antineoplasica [69]. Raciocinio
semelhante pode ser atribuidos a valores de DEso, de acordo com Lu et al. (1997), um
farmaco pode ser considerado um moderado agente anticancer quando DEso < 4,0
Mg/mL [70]. Logo, essa hyptolactona possui potencial para se tornar um farmaco

antitumoral frente as linhagens avaliadas.

Das folhas de Tetradenia riparia (Hochst.) Codd (Lamiaceae), Van Puyvelde et
al. (1979) e Van Puyvelde et al. (1981), isolaram pela primeira vez, os boronolidos: 19
[113] e 57 [114], respectivamente. A substancia 19 também foi isolada por Davies-
Coleman e Rivett (1994) das folhas de Syncolostemon densiflorus Benth.
(Lamiaceae), juntamente com a 50 [90]. Os autores ndo determinaram a
estereoquimica total desses boronolidos, sendo determinada posteriormente por
sintese organica (Figura 9) [127]. Até o momento, ndo ha relatos de atividade bioldgica

para as hyptolactonas 19, 50 e 57.

5.7.4 Brevipolidos

Dessa subclasse ja foram isoladas quinze hyptolactonas de H. brevipes
(Lamiaceae): brevipolidos A-O (4-18) [95,98,99,118]. O que faz dessa espécie e da H.
pectinata (17 pectinolidos e o hyptolido) [9,16—20], as espécies com maiores

quantidades de hyptolactonas isoladas até o presente estudo.

Deng et al. (2009) isolaram, pela primeira vez, os brevipolidos A-F (4-9) de
todas as partes de H. brevipes [98], entretanto, ndo determinaram a estereoquimica
de todos os carbonos assimétricos das hyptolactonas 4-10. As substancias foram
isoladas juntamente com uma outra substancia ja conhecida, anteriormente isolada
de L. alba (Verbenaceae), pela primeira vez, por Hegde et al. (2004) [118], mais tarde
essa substancia recebeu o nome de brevipolido G (10), quando isolada de H. brevipes
por Suarez-Ortiz et al. (2013) [99].

Deng et al. (2009), avaliaram seus efeitos citotdxicos frente as células humanas
de céncer de mama (MCF-7), colon (HT-29) e pulméo (Lul), ensaio in vitro de
potencial transmembrana mitocondrial (MTP) e ELISA NF-kB baseado em enzimas.
Contra células MCF-7, as hyptolactonas 5, 9 e 10 apresentaram efeito significativo
com valores de DEso de 6,1; 6,7 e 3,6 UM, respectivamente, e valores > 10 uM para

4, 6-8. Contra células HT-29, as hyptolactonas 4, 5 e 9 apresentaram DEsp de 5,8; 6,1
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e 7,5 UM, respectivamente. Contra células Lul, nenhuma das substancias
apresentaram atividade significativa, nenhum resultado foi demonstrado [98]. Essas
hyptolactonas inibiram a proliferacdo das células MCF-7 e HT-29 em razoaveis
concentragfes, sendo necessérios estudos mais aprofundados de seus efeitos

citotoxicos.

A substéancia 10 apresentou atividade em ensaio ELISA NF-kB baseado em
enzimas com DEso de 15,3 yM, as outras substancias ndo demonstraram atividade
com > 50 yM, como controle positivo foi utilizado a rocaglamida (DEso = 2,0 uM). No
ensaio MTP, apenas as substancias 6 e 10 apresentaram atividade com DEso de 8,5
e 75 nM, respectivamente, como controle positivo foi utilizado estaurosporina (DEso =
2,6 nM). Nenhuma atividade potente foi encontrada em um ensaio de inibicdo de
proteassoma para as substancias isoladas [98].

Anteriormente, Hegde et al. (2004) isolaram as substancias 10-12 de L. alba
[118], entretanto, ndo atribuiram nenhuma nomenclatura e ndo determinarem a
estereoquimica de todos os carbonos assimétricos. As substancias s6 foram
chamados de brevipolidos G-I, respectivamente, no estudo de Suarez-Ortiz et al.
(2013) [99]. Hegde et al. (2004) avaliaram o potencial inibitério das substancias frente
ao receptor de quimiocina CCR5 (célula U-87-CCR5), a avalia¢éo foi por meio de seus
ligantes conjugados MIP-1a, MIP-13 e RANTES. As substancias 10-12 mostraram
atividade inibitéria modesta contra o ligante MIP-18 com Clso de 7,2; 5,5 e 6,0 pg/mL,
respectivamente. A atividade contra os outros ligantes foi menos potente ou nao
detectavel em concentracdes abaixo de 10 ug/mL (Quadro 3). Também foi avaliada a
atividade antiviral em ensaio de infec¢cao viral para determinar seu efeito na infeccéo
de células positivas para CCR5 pelo HIV-1. Embora alguma atividade antiviral tenha
sido observada, os efeitos ndo puderam ser distinguidos da citotoxicidade celular, que

foi aparente em concentragdes > 1 ug/mL (dados nao foram demonstrados) [118].

Suéarez-Ortiz et al. (2013) isolaram os ja conhecidos brevipolidos A-F (4-9), e
pela primeira vez, os brevipolidos G-J (10-13) das partes aéreas de H. brevipes, e
diferente de Deng et al. (2009) e Hegde et al. (2004), determinaram a estereoquimica
de todos os carbonos assimétricos (Figura 9), sendo apoiada por estudos in silico. As
substancias 10-13 tiveram seus efeitos citotoxicos avaliados frente as células de
cancer de nasofaringe (KB), laringe (Hep-2), colorretal (HCT-15), cervical (HelLa),
mama (MCF-7) e prostata (PC-3), com Clso de 0,3-10,7 pyg/mL (Quadro 3), como
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controle positivo foi utilizado a vimblastina (Clso = 0,001-0,006 pg/mL) [99]. As
substancias apresentaram-se promissores prototipos a farmaco antitumoral em
células cancerigenas dessas linhagens por apresentar Clsomuito proximo a 4,0 ug/mL,
considerado potente pelo INC estadunidense [69].

Suarez-Ortiz et al. (2017) isolaram, pela primeira vez, os brevipolidos K-O (14-
18) das partes aéreas de H. brevipes e determinaram a estereoquimica de todos os
carbonos assimétricos (Figura 9), apoiada por estudos in silico. Seus potenciais
citotoxicos foram avaliados frente as células de cancer de nasofaringe (KB), laringe
(Hep-2), colorretal (HCT-15), cervical (HeLa), mama (MCF-7) e prostata (PC-3), como
controle positivo foi utilizado a vimblastina (Clso = 0,001-0,007 pM). Contra as células
HCT-15, nenhuma substancia foi citotéxica com Clso > 10 yM. Contra células MCF-7,
a substancia 15 apresentou Clso = 9,3 pM, as demais substancias > 10 yM. Para as
outras linhagens celulares avaliadas, as substancias apresentaram Clso = 1,7-10 uM
(Quadro 3) [95]. As substancias apresentaram-se promissores protétipos a farmaco
antitumoral frente as células KB, Hep-2, HeLa e PC-3 por apresentar baixos valores
de Clso[128].

Sheng et al. (2020) sintetizam o (+)-brevipolido H (11) e avaliaram seu efeito
citotéxico frente as células PC-3 de cancer de préstata humano resistente a castracao.
A substancia induziu efeitos anticancerigenos causando disfuncdo mitocondrial e

apoptose celular [104].

5.7.5 Fupironas

Dessa subclasse foram isoladas duas substancias: fupironas A-B (67-68). Gao
et al. (2020) isolaram, pela primeira vez, as hyptolactonas do fungo endofitico
Fusarium sp. F20 (Nectriaceae), isolado dos caules de Mahonia fortunei (Lindl.) Fedde
(Berberidaceae), os autores n&o atribuiram a estereoquimica dos carbonos
assimétricos (Figura 9). Essas substancias (1 mg/mL) foram submetidas a ensaios
antibacterianos frente as bactérias gram-positivas, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, bactérias gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e a
ensaio de atividade inibitoria de sinalizagéo entre bactérias - QS (Quorum Sensing)
contra Chromobacterium violaceum. Entretanto, nenhum efeito antibacteriano foi

detectado (dados n&o apresentados no artigo) [22].
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5.7.6 Gamahonolidos

Dessa subclasse foram isoladas duas substancias: gamahonolidos A-B (21-
22). Koshino et al. (1992) isolaram, pela primeira vez, os gamahonolidos do fungo E.
typhina (Clavicipitaceae) isolado da erva Phleum pratense L. (Poaceae), e a
estereoquimica de todos os carbonos assimétricos foi determinada (Figura 9). A
atividade antifangica in vitro da substancia 21 frente a Cladosporium herbarum foi
constatada por analise bioautografica com uma quantidade de 25 pg/spot em uma
placa de silica-gel de cromatografia em camada de delgada. A atividade inibitoria da
substancia 22 nao foi avaliada [75], e até 0 momento, ndo hé relatos de sua atividade

bioldgica.

5.7.7 Hyptenolido

Costa et al. (2014) obtiveram, pela primeira vez, o hyptenolido (23) das partes
aéreas de H. macrostachys (Lamiaceae), e a estereoquimica de todos os carbonos
assimétricos foi determinada (Figura 9). O efeito antiespasmaodico ex vivo na traqueia,
induzido com carbacol (CCh), e no ileo, induzidos com CCh e histamina, de Cavia
porcellus (porquinho-da-india) foi investigado. O efeito foi avaliado comparando-se as
respostas antes (controle) e apds a adicdo da substancia 23. A hyptolactona nao
exerceu efeito relaxante na traqueia na presenca ou auséncia de epitélio funcional,
entretanto, apresentou atividade no ileo, inibindo as contrag@es fasicas induzidas por
CCh e histamina (Quadro 3). Ao comparar os valores de Clso, a inibicdo das
contracdes fasicas induzidas por histamina foi mais potente de quando induzida por
CCh [100].

5.7.8 Lippialactona

Ludere, van Ree e Vleggaar (2013) isolaram, pela primeira vez, a lippialactona
(25) das partes aéreas de L. javanica (Verbenaceae), os autores ndo determinaram a
estereoquimica de nenhum dos carbonos assimétricos, sendo determinada
posteriormente por sintese organica (Figura 9) [129]. Essa substancia foi avaliada in
vitro contra Plasmodium falciparum sensivel a cloroquina (D10) com Clso de 9,1
pg/mL, a substancia foi ativa frente ao microrganismo, entretanto, seu efeito foi menor

guando comparado com a cloroquina (Clso = 0,015 pg/mL) [74].
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5.7.9 Monticolidos e monticofuranolido

Da subclasse dos monticolidos ja foram isoladas seis substancias: monticolidos
A-F (26-31), e da classe dos monticofuranolidos, apenas o monticofuranolido A (78).
Martinez-Fructuoso et al. (2019) isolaram, pela primeira vez, as hyptolactonas 26 e 27
das folhas de H. monticola (Lamiaceae), as hyptolactonas ja conhecidas 34-36, e pela
primeira vez, as hyptolactonas 39-41, 85 e 86 das partes aéreas de H. pectinata, a
estereoquimica de todos os carbonos assimétricos foi determinada (Figura 9). Essas
substancias apresentaram efeitos citotoxicos in vitro frente as células humanas de
cancer cervical (HelLa), colorretal (HCT-15) e maméario (MCF-7). Dentre os
monticolidos, 0 26 obteve melhores resultados citotoxicos (Quadro 3), principalmente,
frente as células HelLa, com Clso de 2,7 uM, como controle positivo foi utilizado a
vimblastina, com Clso de 0,012; 0,011 € 0,011 yM, e a pironetina, com Cliso de 0,015;
0,092 e < 0,015 uM, respectivamente [19]. Apesar da diferenca de valores entre essa
hyptolactona e os farmacos de referéncia, a hyptolactona inibiu a proliferacéo celular
em razoavel concentracdo frente as células HelLa, sendo necessarios estudos mais

aprofundados de seus efeitos citotoxicos.

A atividade citotoxica dessas substancias foi apoiada por estudos in silico,
estudos de docking molecular indicaram que as &-lactonas a,B-insaturadas da classe
das hyptolactonas possuem alta afinidade pelo sitio de ligagdo da a-tubulina a
pironetina, o que pode ser um possivel mecanismo que contribui para 0s seus

potenciais citotoxicos [19].

Da Silva et al. (2021) isolaram as substancias 26 e 27, e pela primeira vez, as
substancias 28-31 das folhas de H. monticola [87], enquanto Martinez-Fructuoso et
al. (2020) isolaram a substancia 78, pela primeira vez, das folhas de H. monticola [20].
Em ambos os estudos, a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos foi
determinada (Figura 9). Até o momento, ndo existem atividades bioldgicas atribuidas
a essas hyptolactonas.

5.7.10 Olguinas e neohyptolido

Da subclasse das olguinas ja foram isoladas trés substancias: olguina (33)
[112], 4-deacetOxi-10-epi-olguina (58) [78] e 10-epi-olguina (59) [89], e apenas o
neohyptolido (32) da subclasse dos neohyptolidos [101].
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Alemany et al. (1979) isolaram, pela primeira vez, a substancia 33 das folhas e
flores de uma espécie nado identificada do género Hyptis (Lamiaceae) [112], e
determinaram a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos (Figura 9). O
mesmo grupo de pesquisa isolou a substancia 1 dessa mesma espécie [111]. S&o as
Gnicas hyptolactonas incluidas no estudo que foram obtidas de espécies nao

classificadas.

A substancia 58, também chamada de 5-deacetdxi-5'-epi-olguina [93,96], foi
isolada das partes aéreas de H. oblongifolia (Lamiaceae) por Pereda-Miranda, Garcia
e Delgado (1990), juntamente com as hyptolactonas 60-62, a estereoquimica de todos
0s carbonos assimétricos foi determinada (Figura 9). A hyptolactona 58 foi submetida
a ensaios citotoxicos frente as células humanas de cancer de mama (MCF-7), pulmao
(A-549) e colorretal (HT-29) (Quadro 3), apresentando DEso de 36,8; 74,8 e 40,3
Mg/mL, respectivamente. Além disso, essa substancia ndo apresentou efeito de
letalidade em Artemia salina, sendo um indicativo de baixa toxicidade para essas
substancias [78]. Essa hyptolactona ndo possui potencial como protétipo a farmacos

antitumorais frente a essas linhagens avaliadas por apresentar DEso elevado [70].

Rojas et al. (1992) avaliaram a atividade antibacteriana in vitro da substancia
58 (CIM = 100 pg/mL) frente a Bacillus subtilis, como controle positivo foi utilizado a
estreptomicina (CIM = 1,56 ug/mL) [65]. De acordo com a escala de intensidade da
atividade antimicrobiana para substancias puras, determinada por Rios e Recio
(2005), essa substancia possui moderada atividade antimicrobiana (CIM entre 10-100
pg/mL) [68].

Rahman e Gibbons (2015) isolaram a substancia 58, e pela primeira vez, a
substéancia 32 das partes aéreas de N. paniculata (Lamiaceae), e determinaram a
estereoquimica de todos os carbonos assimétricos (Figura 9). Essas hyptolactonas
foram avaliadas in vitro frente a cepa ATCC 25923 de S. aureus, cepas SA1199B,
RN4220, EMRSA-15, XU-212 de S. aureus multirresistente as drogas (MDRSA,
Multidrug-resistant S. aureus) e S. aureus resistente a meticilina (MRSA, Methicillin-
resistant S. aureus). Como controle positivo foi utilizado norfloxacino (CIM = 1-32
pMg/mL) [101]. De acordo com a escala de intensidade da atividade antimicrobiana para
substéancias puras, determinada por Rios e Recio (2005), a substancia 32 apresentou

moderado efeito antibacteriano (CIM entre 10-100 pg/mL) com CIM de 64 ug/mL para
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as cepas SA1199B, RN4220, EMRSA-15, XU-212, e auséncia de atividade
antimicrobiana (CIM > 100 ug/mL) para a cepa ATCC 25923 com CIM de 128 pg/mL.
A substancia 58 apresentou moderado efeito antibacteriano com CIM de 64 ug/mL
para as cepas SA1199B e EMRSA-15 e efeito inativo para as demais cepas, com CIM
de 128 ug/mL [68].

No estudo de obtencdo das hyptolactonas 24, 34-36 das partes aéreas de H.
pectinata, Pereda-Miranda et al. (1993) sintetizaram a hyptolactona 58. A substancia
foi submetida a ensaios citotoxicos frente as células humanas de cancer colorretal
(Col2), mamaério (BC1 e ZR75-1), fibrossarcoma (HT-1080), pulméo (Lul), melanoma
(Mel2), nasofaringe (KB), epidermoéide (A431), prostata (LNCaP), células KB
resistente a vimblastina (KB-V) e leucemia linfocitica murina (P-388) (Quadro 3). Essa
hyptolactona apresentou melhor efeito citotoxico frente as células P-388, LNCaP,
A431, KB, Col2 e Lul com DEsode 0,4; 1,8; 1,9; 2,9; 3,0 e 3,3 ug/mL , respectivamente
[9], 0 que pode ser considerada uma potente atividade citotoxica (DEso < 4 ug/mL)
[70], logo essa hyptolactona possui potencial para se tornar um prototipo a farmaco

antitumoral frente as linhagens avaliadas.

A substancia 59 foi primeiramente isolada por Almtorp, Hazell e Torssell (1991)
das partes aéreas de Hyptis capitata Jacq. (Lamiaceae) [89] e das folhas de R.
ternifolia (Lamiaceae) por Lu et al. (1997) [70]. Em ambos os estudos, a

estereoquimica de todos os carbonos assimétricos foi determinada (Figura 9).

Lu et al. (1997) avaliaram o efeito citotoxico frente as células humanas
cancerigenas de mama (BC1), pulmao (Lul), colorretal (Col2), nasofaringe (KB, KB-
V(-VLB), KB-V(+VLB)) e préstata (LNCaP), com excecao das células Lul (DEso = 4,8
pg/mL), apresentou DEso entre 1,2 e 2,1 ug/mL para as demais linhagens (Quadro 3).
Essa hyptolactona possui potencial a se tornar prototipo a farmaco antitumoral frente

a essas linhagens por apresentar DEso < 4,0 ug/mL [70].

5.7.11 Spicigera lactona

Aycard et al. (1993) isolaram, pela primeira vez, a spicigera lactona (43) das
inflorescéncias de H. spicigera (Lamiaceae) e ndo determinaram sua estereoquimica
(Figura 9) [116]. Até o presente trabalho ndo ha relatos de que essa substancia tenha

sido isolada novamente e muito menos de suas atividades biologicas.
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5.7.12 Spicigerolido

Pereda-Miranda, Fragoso-Serrano e Rojas (2001) isolaram, pela primeira vez,
o spicigerolido (44) das partes aéreas desengorduradas de H. spicigera e
determinaram a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos (Figura 9). A
substancia teve seu potencial citotdéxico avaliado frente as células de carcinoma
nasofaringeo humano (KB) (DEso = 1,5 pg/mL). A ellipticina foi utilizado como controle
positivo (DEso = 0,4 pg/mL) [96].

Falomir et al. (2003) sintetizam o (—)-spicigerolido (44), e avaliaram sua
citotoxicidade em células humanas tumorais de cancer de ovéario (OVCAR),
nasofaringe (KB), células humanas de cancer colorretal (HCT-15) e cervical (SQC-1
UISO) com DEso de 19,0; 5,8; 17,4 e 15,9 pg/mL, respectivamente. Como controle
positivo foi utilizado a ellipticina com DEso de 0,13; 0,10; 0,17 e 0,04 pg/mL,

respectivamente [106].

Mendoza-Espinoza et al. (2009) avaliaram a citotoxicidade das substancias 44
e 24 frente as células humanas tumorais de cancer de laringe (Hep-2), nasofaringe
(KB) e células humanas de cancer cervical (HeLa), como controle positivo foi utilizado
a ellipticina (Clso = 0,4 pg/mL). Apesar da substancia 44 (Clso=9,4; 5,4 e 15,9 ug/mL,
respectivamente) ser menos potente que a 24 (Clso = 6,2; 3,6 e 2,8 pg/mL,
respectivamente) e a ellipticina, essa hyptolactona apresentou baixo valor Clso frente

as células KB.

A fim de obter informacdes sobre o mecanismo de acgdo citotdxica das
substancias 24 e 44, Mendoza-Espinoza et al. (2009) também avaliaram a progresséo
do ciclo celular das células HelLa por citometria de fluxo, mais especificamente, as
fases G1, S e G2 da interface do ciclo celular. Apos 48h de exposicéo, foi observado
um impedimento significativo do crescimento celular na fase G2, com redugéo de 14
para 23% [30].

De acordo com o que foi observado nos estudos acima, a substancia 44 é um
promissor prototipo a farmaco antitumoral frente a células KB, por apresentar DEso e
Cls0< 4,0 ug/mL [69,70], enquanto para as outras linhagens de células avaliadas, pode

ser considerada moderadamente ativa.
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5.7.13 Synargentolidos

Dessa subclasse ja foram isoladas cinco substancias: synargentolidos A-E (45-
49). Collett, Davies-Coleman e Rivett (1998) isolaram, pela primeira vez, os
synargentolidos 45-49 das folhas e caules de Syncolostemon argenteus N.E.Br.
(Lamiaceae) [94]. A estereoquimica das substancias 45 e 46 foi completamente
elucidada por sinteses organicas nos estudos de Garcia-Fortane et al. (2005) [130] e
Prasad e Gutala (2013) [131], respectivamente. Até o presente estudo, a
estereoquimica total das substancias 47-49 néo foi determinada (Figura 9). N&o h&a
relatos de que os synargentolidos tenham sido isolados novamente e muito menos de

suas atividades bioldgicas.

5.7.14 Syndenolido

Davies-Coleman e Rivett (1994) isolaram, pela primeira vez, o syndenolido (50)
das folhas de S. densiflorus (Lamiaceae), juntamente com uma hyptolactona ja
conhecida (19), a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos dessas
hyptolactonas ndo foi determinada nesse estudo [90], sendo determinada
posteriormente por sinteses organicas (Figura 9) [123,127]. Ndo h& relatos de
atividades bioldgicas para essas hyptolactonas, e de que a substancia 50 tenha sido

isolada novamente.

5.7.15 Synparvolidos

Da subclasse do synparvolidos ja foram isoladas trés substancias: synparvolido
A-C (51-53). Os synparvolidos foram obtidos, pela primeira vez, das folhas de
Syncolostemon parviflorus E.Mey. ex Benth. (Lamiaceae) e a estereoquimica de todos
os carbonos assimétricos foi determinada (Figura 9) [93]. Nao ha relatos de que os
synparvolidos tenham sido isolados novamente e muito menos de suas atividades

bioldgicas.

5.7.16 Synrotolido

Davies-Coleman, English e Rivett (1987) isolaram, pela primeira vez, a

substancia 54 das folhas de Syncolostemon rotundifolius E.Mey. ex Benth.
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(Lamiaceae) e a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos foi determinada
(Figura 9) [88]. Sabitha et al. (2014) avaliaram a atividade citotoxica do (-)-synrotolido
sintético (54) frente as células humanas de cancer de neuroblastoma (SK-N-SH),
colorretal (HeLa), pancreatico (PANC 1) e hepético (HepG2), apresentando inibicdo
de crescimento (grownt) em 50% (IGso) de 10,2; 7,4; 0,06 e 5,7 uM, respectivamente.
Como controle positivo foi utilizada combretastatina, apresentando 1Gso de 4,3; 2,0;
0,04 e 3,1 uM, respectivamente. Como pode ser visto, essa hyptolactona apresentou
maior potencial como agente anticancer em células PANC 1 [109].

5.7.17 Umuravumbolidos

Dessa subclasse ja foram isoladas duas substancias: umuravumbolido (55) e
deacetilumuravumbolido/desacetilumuravumbolido  (20). Juntamente com a
substancia 19, Van Puyvelde et al. (1979) isolaram as substancias 20 e 55, pela
primeira vez, das folhas de T. riparia (Lamiaceae) [113]. A estereoquimica total dessas
hyptolactonas so6 foi elucidada (Figura 9) no estudo de Davies-Coleman e Rivett
(1995), com o isolamento da substancia 20 das folhas de T. riparia e sintese da
substancia 55 [91].

Sabitha et al. (2012) sintetizaram as substancias 20 e 55 e investigaram seus
efeitos citotoxicos frente as células humanas de cancer mamario (MDA-MB-231 e
MCF-7), cervical (HeLa) e pulmonar (A549). A substancia 20 n&o apresentou
citotoxicidade para células MDA-MB-231, enquanto para as demais células, obteve-
se Clso de 8,19; 3,48 e 1,54 uM, respectivamente. A substancia 55 apresentou uma
maior citotoxicidade, com Clso de 0,565; 1,926; 0,245 e 0,936 uM, respectivamente.
Como controle positivo foi utilizado a doxorubicina com Cliso de 0,501; 1,05; 0,451 e
1,21 pM, respectivamente [108]. Ao comparar seus resultados com os resultados do
controle positivo, supde-se que essas hyptolactonas, principalmente a 55, possuem

potenciais como protétipos a farmacos antitumorais frente as células avaliadas.

5.7.18 Xylariaopironas

Dessa subclasse ja foram isoladas sete substancias: xylariaopirona A (69),
xylariaopirona B (56), xylariaopirona C-G (70-74) [23,79].
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Guo et al. (2018) isolaram, pela primeira vez, as substancias 56, 69-71 do fungo
endofitico Xylariales sp. (Xylariaceae), encontrado nas folhas de Distylium chinense
(Franch. ex Hemsl.) Diels (Hamamelidaceae), e determinaram a estereoquimica de
todos os carbonos assimétricos (Figura 9). Essas substancias inibiram in vitro a
proliferacdo do fitopatdgeno Erwinia carotovora com valores de CIM variando entre
20,5-24,7 pg/mL (Quadro 3) [23]. De acordo com a escala de intensidade da atividade
antimicrobiana para substancias puras, determinada por Rios e Recio (2005), essas
substancias possuem moderada atividade antimicrobiana (CIM entre 10-100 pg/mL)
[68]. Suas atividades citotoxicas foram investigadas frente as células humanas de
cancer de mama (MDA-MB-231), pulméao (A549), células humanas de cancer hepatico
(HepG2), e cervical (CaSki). As sustancias nao foram citotéxicas com Clso> 50 ug/mL.
Como controles positivos foram utilizados anfotericina B/estreptomicina (1:1) para
atividade antibacteriana, e mitomicina para atividade citotoxica, contudo os valores de

suas concentra¢des de inibicdo ndo foram informados [23].

Yang et al. (2020) isolaram as substancias 72-74, pela primeira vez, de
Xylariales sp. e determinaram a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos
(Figura 9). As substancias foram submetidas a ensaios in vitro de inibicdo enzimatica
da monoamina oxidase B (MAO-B), efeito de letalidade em Artemia salina e efeito
antibacteriano frente ao fitopatogénico Erwinia carotovora subsp. carotovora, e
patdgenos humanos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa (Quadro 3). Como controles positivos, para E. coli foi utilizado ofloxacino
(CIM = 0,015 ug/mL), para S. aureus e P. aeruginosa foi utilizado amoxicilina (CIM =
0,15 e 0,12 pg/mL, respectivamente), para E. carotovora subsp. carotovora foi
utilizado estreptomicina (CIM = 1,54 ug/mL), para MAO-B foi utilizado a selegilina (Clso
= 0,5 ymol/mL) e para Artemia salina foi utilizado tween 20 (sua razao de inibi¢céo foi
de 95%) [79].

No ensaio de inibicdo da MAO-B, apenas a substancia 74 apresentou inibicdo
significativa com um valor de Clso de 15,6 ymol/mL, para as outras substancias os
valores foram > 100 pmol/mL. No ensaio de inibicdo de Artemia salina, as substancias
nao apresentaram toxicidade com inibicdo de < 20%. As substancias néo
demonstraram atividade frente a E. carotovora subsp. carotovora com CIM > 100
pg/mL, frente aos demais microrganismos, as CIM variaram de 25,6-57,9 ug/mL [79].

De acordo com a escala de intensidade da atividade antimicrobiana para substancias
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puras, determinada por Rios e Recio (2005), essas substancias possuem moderada
atividade antimicrobiana (CIM entre 10-100 ug/mL) [68].

5.7.19 Outras hyptolactonas (Miscelanea)

Diferentemente das demais substancias, as hyptolactonas 60-66 e 75-77 nao

foram atribuidas em subgrupos.

Das partes aéreas de H. oblongifolia (Lamiaceae), Pereda-Miranda, Garcia e
Delgado (1990), isolaram a substancia 58, e pela primeira vez, as hyptolactonas: 6R-
[5R,6S-(diacetiloxi)-1S,2R-(di-hidréxi)-3E-heptenil]-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona  (60),
6R-[5R,6S-(diacetiloxi)-1R-(hidroxi)-2R-(metoxi)-3E-heptenil]-5,6-di-hidro-2H-piran-2-
ona (61) e 6R-[1R,2R,5R,6S-(tetra-acetildxi)-3E-heptenil]-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona
(62), a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos foi determinada (Figura 9).
As hyptolactonas 58 e 62 foram submetidas a ensaios citotoxicos frente as células
humanas de cancer de mama (MCF-7), pulmao (A-549) e colorretal (HT-29) (Quadro
3). A substancia 62 foi mais citotoxica nas trés linhagens celulares avaliadas com DEso
de 31,2; 56,3 e 34,7 ug/mL, respectivamente. Além disso, as quatro hyptolactonas nao
apresentaram efeito de letalidade em Artemia salina, sendo um indicativo de baixa
toxicidade [78]. Essas hyptolactonas ndo possuem potencial como prototipos a

farmacos antitumorais frente as linhagens avaliadas por apresentar DEso elevado [70].

Rojas et al. (1992) isolaram as substancias 58, 60-62 de H. oblongifolia e o
hyptolido (24) de H. pectinata, a estereoquimica de todos os carbonos assimétricos
foi determinada (Figura 9). As substancias tiveram seus efeitos antibacterianos in vitro
frente a B. subtilis avaliados com CIM de 100 pg/mL, como controle positivo foi
utilizada a estreptomicina (CIM = 1,56 ug/mL) [65]. De acordo com a escala de
intensidade da atividade antimicrobiana para substancias puras, determinada por Rios
e Recio (2005), essa substancia possui moderada atividade antimicrobiana (CIM entre
10-100 pg/mL) [68].

Carmona et al. (2003) isolaram a argentilactona (2) e as substancias (6R)-(5-
oxo-hepten-1'E,3’E-dienil)-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (63) e (6S)-(5-0xo-hepten-
1'Z,3’E-dienil)-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (64) das folhas de R. cf. monoica
(Lamiaceae) [71]. Entretanto, a estereoquimica das substancias (Figura 9) so foi
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completamente elucidada por sinteses organicas no estudo de Bouzbouz et al. (2004)
[122].

Carmona et al. (2003) avaliaram o efeito leishmanicida e citotoxico das
substancias 63 e 64. O efeito leishmanicida foi avaliado in vitro frente a cepa
M/HOM/87/UA140 de Leishmania panamensis, sendo sensivel a essas substancias
com DEsode 1,9 e 0,42 ug/mL, respectivamente. Como controle positivo foi utilizado
a glucantime (DEso de 6,7 pg/mL). Essas substancias se mostraram citotoxicas frente
as células normais promonociticas humanas (U-937), com dose letal em 50% (DLso)
de 2,1 e 1,0 yg/mL, respectivamente, portanto ndo sao promissoras, apesar de

apresentarem melhores resultados leishmanicidas do que o controle positivo [71].

A estereoquimica de todos os carbonos assimétricos do syndenolido (50) foi
determinada por Collett et al. (1997), ap6s a saponificacdo da 6R-[2R,4S,6S-
(triacetdxi)-heptil]-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (65) [123], isolada, pela primeira vez,
das cascas de troncos maduros de Cryptocarya latifolia Sond. (Lauraceae) por Drewes
et al. (1995), entretanto, sua estereoquimica ainda ndo havia sido determinada [73],
sendo determinada totalmente (Figura 9) no estudo de Collett et al. (1997). A
substéancia 65 é também conhecida como triacetato por possuir trés grupos acetoxila
em sua cadeia lateral. Até o momento, ndo ha relatos de que essas substancias

tenham sido isoladas novamente, muito menos de suas atividades bioldgicas.

Drewes, Horn e Wijewardene (1996) isolaram, pela primeira vez, um isdmero
do umuravumbolido (55) das cascas de C. latifolia, denominado (2'-acetdxi)-6-hept-4-
enil-5,6-di-hidro-2H-piran-2-ona (66) [92], a estereoquimica de todos os carbonos
assimétrico ndo foi determinada (Figura 9). Até o momento, ndo ha relatos de que
essa substancia tenha sido isolada novamente e muito menos de suas atividades

bioldgicas.

Aléem das xylariaopironas [23,79], outras hyptolactonas encontras em fungo
endofito sdo as 6-(2'R-hidroxi-3'E,5'E-dieno-1'-heptil)-4-hidroxi-3-metil-2H-piran-2-ona
(75), 6-(2'S-hidroxi-5'E-eno-1"-heptil)-4-hidroxi-3-metil-2H-piran-2-ona (76) e 6-(2'S-
hidroxi-1'-heptil)-4-hidréxi-3-metil-2H-piran-2-ona (77). Zhao et al. (2018) isolaram
essas substancias, pela primeira vez, de P. ochrochloron (Trichocomaceae), das

raizes de Taxus xmedia Rehder (Taxaceae) e determinaram a estereoquimica de
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todos os carbonos assimétricos (Figura 9). As substancias tiveram seus potenciais

antifangico, antibacteriano e citotoxico avaliados.

A atividade antifungica das substancias 75-77 foi avaliada in vitro contra 20
espécies de fungos de interesses agricolas: Alternaria solani, Alternaria alternata
(Fries) Keissler, Alternaria alternata f. sp. mali, Alternaria brassicae, Cylindrocladium
parasiticum, Cercospora arachidicola, Cercospora personata, Bipolaris carbonum,
Botrytis cinerea, Botrytis fabiopsis, Colletotrichum graminicola, Colletotrichum
orbiculare, Colletotrichum gloeosporioides, Rhizoctonia cerealis, Fusarium
graminearum, Ustilago scitaminea, Helminthosporium maydis, Ascochyta gossypii,
Sclerotinia sclerotiorum e Exserohilum turcicum. Como controle positivo foi utilizado
cetoconazol (CIM = 0,78-6,25 pg/mL). As substancias apresentaram CIM entre 12,5 e
> 100 pg/mL (Quadro 3) [24].

A atividade antibacteriana das substancias 75-77 foi avaliada in vitro contra 10
espécies de bactérias: Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Salmonella Typhi, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. Como controle
positivo foi utilizado a ciprofloxacina (CIM entre 0,78-6,25 pg/mL). As substancias
apresentaram semelhantes atividades com CIM entre 25 e 100 pg/mL (Quadro 3) [24].

De acordo com a escala de intensidade da atividade antimicrobiana para
substancias puras, determinada por Rios e Recio (2005), essas substancias
apresentaram moderada atividade antibacteriana (CIM entre 10-100 ug/mL) e de

moderada a inativa atividade antifungica (CIM > 100 ug/mL) [68].

Suas atividades citotdxicas foram avaliadas frente as células humanas de
cancer cerebral (LN229), colorretal (LOVO), hepatico (Huh7 e MHCC97H), intestinal
(MGC), mamario (MDA231) e pulmonar (A549). Essas substancias nao foram
citotoxicas, apresentando Clso > 100 pg/mL, como controle positivo foi utilizado
sorafenibe (Clso entre 0,31-2,44 pug/mL) [24].
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5.8 Relagao do grupo lactona a,B-insaturada e a atividade biolégica

5.8.1 Efeito citotéxico

Como demonstrado no item 5.3.1 (pagina 67), a avaliagdo da citotoxicidade em
células cancerigenas € a atividade predominante na classe das hyptolactonas
(78,95%), principalmente, dentre as hyptolactonas originadas de plantas (66,67%).
Das 45 hyptolactonas que foram submetidas a ensaios citotoxicos frente as células
cancerigenas, 36 sao O-lactonas a,B-insaturadas, 6 sao ©-lactonas q,B,y,0-
insaturadas, 2 sédo d-lactonas sem insaturagcdo no anel e 1 € y-lactona a,B-insaturada
(Quadro 5).

Quadro 5 — Classificacdes das 45 hyptolactonas com efeitos citotdxicos frente as
células cancerigenas avaliados.

Classificacdes Hyptolactonas Ref.
2 [107]
3 [9]
4-18 [95,98,99]
20 e 55 [108]
24,38 e 42 [16]
36 &-lactonas a,B-insaturadas 26, 27, 34-36, 39-41 [19]
44 [96]
54 [109]
56* [23]
58 e 62 [78]
59 [70]
: 69-71* [23]
6 d-lactonas a,B,y,0-insaturadas 75 77% 24]
2 d-lactonas 85 e 86 [19]
1 y-lactona a,B-insaturada 80 [18]

Fonte: Proprio autor.
Nota: *Isoladas de fungos.

As &-lactonas a,B-insaturadas 3, 10, 12, 13, 16, 20, 24, 34-36, 40, 41, 44, 54,
55, 58 e 59 se destacaram por serem as substancias presentes neste estudo que

tiveram os melhores resultados de citotoxicidade frente as células tumorais.
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A substancia 3 apresentou efeito significativo frente a célula P-388 com DEso
de 1,0 ug/mL [9]. As substancias 10, 12, 13 e 16 apresentaram efeito significativo
frente as células KB com Clso de 0,3; 1,9; 1,2 ug/mL [99] e 1,7 uM [80],
respectivamente, a substancia 44 apresentou DEso de 1,5 ug/mL na mesma linhagem

celular [96]. Frente a célula HelLa, a substancia 10 apresentou Clso de 0,07 ug/mL [99].

A substancia 20 apresentou Clso de 1,54 pM frente a célula A549 [108]. A
substancia 24 apresentou DEso de 1,6 ug/mL frente a célula P-388 [9]. A substancia
34 apresentou-se eficiente frente as células BC1, HT-1080, Lul, Mel2, Col2, P-388,
A431, LNCaP, KB e KB-V com DEso de 1,0; 1,7; 0,9; 0,7; 1,0; 0,9; 1,4; 0,7 [9]; 0,63
[18] e 1,8 pg/mL, respectivamente [9]. A substancia 35 apresentou-se eficiente frente
as células P-388, A43, LNCaP, ZR75-1, Col2 e KB com DEso de 0,1; 0,6; 0,9; 1,6; 1,1
e 1,4 yg/mL, respectivamente [9]. A substancia 36 apresentou-se eficiente frente as
células A431 e LNCaP com DEso de 0,8 ug/mL, e frente as células HT-1080, Col2, KB
e ZR75-1 com DEso de 1,8; 1,6; 1,7 e 1,9 pg/mL, respectivamente [9], frente as células
MCF-7 e HeLa com Clso de 1,0 e 0,3 uM, respectivamente [19].

A substéncia 40 apresentou Clso de 1,3 e 1,4 uM frente as células MCF-7 e
HelLa, respectivamente [19]. A substancia 41 apresentou-se eficiente frente as células
MCF-7, HeLa e HCT-15 com Clso de 0,5; 0,7 e 0,8 pM, respectivamente [19]. A
substancia 54 apresentou 1Gso de 0,06 uM frente a célula PANC 1 [109].

A substancia 55 apresentou-se eficiente frente as células HeLa, MDA-MB-231,
MCF-7 e A549 com Clso de 0,245; 0,565; 1,926 e 0,936 uM, respectivamente [108]. A
substancia 58 apresentou-se eficiente frente as células P-388, LNCaP e A431 com
DEso de 0,4; 1,8 e 1,9 pg/mL, respectivamente [9]. A substancia 59 apresentou-se
eficiente frente as BC1 e KB com DEso de 1,8 pyg/mL e frente a célula LNCaP com
DEso de 1,2 ug/mL [70].

A hyptolactona 80 € a unica y-lactona avaliada quando ao efeito citotdxico,
entretanto, ndo apresentou citotoxicidade frente as células KB com DEso > 20 ug/mL
[18]. As &-lactonas a,B,y,0-insaturadas tiveram seus efeitos citotoxicos avaliados, as
substancias 69-71 foram avaliadas frente as células A549, HepG2, CaSki, e MDA-MB-
231, entretanto, ndo apresentaram citotoxicidade com Clso > 50 pg/mL [23]. As
substancias 75-77 foram avaliadas frente as células A549, Huh7, LN229, MGC,
MHCC97H, LOVO e MDA231, entretanto, ndo apresentaram citotoxicidade com Clso
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> 100 ug/mL [24]. As d-lactonas 85 e 86 ndo possuem insaturacéo no anel lacténico,
e ndo apresentaram citotoxicidade frente as células MCF-7, HeLa e HCT-15 com Clso
>10 uM [19].

Como observado, as o-lactonas aq,B-insaturadas apresentaram atividades
citotoxicas, enquanto as &-lactonas q,B,y,6-insaturadas, y-lactona a,B3-insaturada e as
O-lactonas sem insaturacdo no anel, ndo apresentaram efeito citotéxico significativo,
0 que leva a acreditar que a a,B-insaturacao € muito importante para o efeito biolégico

demonstrado.

As &-lactonas a,B3-insaturadas séo substancias estruturalmente relacionadas a
pironetina, produto natural com forte atividade citotoxica e que apresenta em sua
estrutura o grupo &-lactona a,B-insaturada, levando-nos a acreditar que os potenciais
terapéuticos das hyptolactonas é de fato devido a presenca deste grupo funcional.
Bafuelos-Hernandez et al. (2014) realizaram um estudo de docking molecular para
identificar possiveis modos de ligacdo entre a pironetina e a a-tubulina na formacao
do complexo pironetina-tubulina. O resultado indicou que ha interacdes de ligacdo de
hidrogénio com a pironetina por meio dos residuos de aminoacidos da asparagina
(Asn249 e Asn258) e lisina (Lys352). Observou-se também que o grupamento amino
da Lys352 e o carbono 3 da a,B-insaturacdo da lactona (H2N-C) estavam proximos
o suficiente (3,69 a 5,38 A) para favorecer uma adicdo de Michael (Es= -7,00 kcal/mol)
[132].

Diante disso, Martinez-Fructuoso et al. (2019) realizou um estudo de docking
molecular com as &-lactonas a,B-insaturadas: monticolidos 26 e 27, pectinolidos 36 e
41, e a a-tubulina. A interacdo ocorreu principalmente por meio de ligacdes de
hidrogénio estaveis com os residuos de aminoacidos da fenilalanina (Phe351), valina
(Val353) e Lys352 na mesma unidade da a-tubulina proposta para a interacdo da
pironetina, e com energias de ligagdo semelhantes. Para o complexo com a
substancia 36, a distancia entre o grupo amino da Lys352 e o carbono 3 da &-lactona
a,B-insaturada foi de 5,10 A, perto o suficiente para favorecer uma adicdo de Michael
(Ef = -5,82 kcal/mol). Outras interacdes foram observadas: trés ligacdes de hidrogénio
entre o oxigénio do anel da d-lactona e o hidrogénio amidico da Val353; carbonila do

residuo acetdxi em C-3' na cadeia lateral com o hidrogénio amidico da Phe351, e a
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carbonila do residuo acetoxila em C-5 com o hidrogénio amidico da Lys352 (Figura
15) [19].

Figura 15 — Complexo entre o pectinolido C (36) e a-tubulina, mostrando a distancia
entre o grupo amino residual do aminoécido lisina (Lys352) e o carbono 3 da lactona
a,B-insaturada (H2N-Cf). Os valores da energia de acoplamento (Er) e distancia da
ligacdo H2N-CpB sé&o indicados.

NH,-C/ distance = 5.10 A
E~=-582

Fonte: Martinez-Fructuoso et al. (2019) [19].

As demais substancias exibiram valores semelhantes de interacdes
observadas para a substancia 36. A analise de docking molecular confirmou que o
grupo d-lactona a,B-insaturada das hyptolactonas € importante para o efeito biol6gico
e que podem formar uma ligagao covalente com a Lys352 da a-tubulina por meio de
adicao de Michael [19].

Farmacos antitumorais, como exemplo, o paclitaxel, exerce seus efeitos
antitumorais por interagir com a B-tubulina [133]. As hyptolactonas, assim como a
pironetina [27], sdo as primeiras substancias que interagem com a a-tubulina e por

iSS0, um novo mecanismo de acao para inibir a proliferacédo de células tumorais.

5.8.2 Efeito antibacteriano

Foi observado nesta revisao sistematica que até o momento ndo existe nenhum
relato cientifico que correlacione o0 potencial herbicida, antiespasmodico e

antimicrobiano das hyptolactonas com a a,B-insaturacao do anel lacténico, entretanto,
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pelo fato desta parte da molécula poder ser considerada um farmacaoforo, interagindo
com o0s aminoacidos presentes em proteinas importantes de células tumorais,
acreditamos que comportamento semelhante deve acontecer para com os demais
alvos bioldgicos, interagindo com determinados aminoacidos de proteinas importantes
presentes em plantas e em microrganismos, como por exemplo, as bactérias. Como
demonstrado no item 5.3.1 (pagina 67), a segunda atividade biolégica mais utilizada
nos estudos foi a atividade antibacteriana, com 20 hyptolactonas avaliadas (35,09%),
principalmente, dentre as hyptolactonas originadas de plantas (17,54%). Dentre as 20
hyptolactonas que foram submetidas a ensaios antibacterianos, 10 sao &-lactonas a,[3-
insaturadas, 9 sdo o&-lactonas aq,B,y,0-insaturadas e 1 é y-lactona a,B-insaturada
(Quadro 6).

Quadro 6 - Classificagbes das 20 hyptolactonas com efeitos antibacterianos
avaliados.

Classificacoes Hyptolactonas Ref.
24 [9]
32e58 [101]
10 d-lactonas a,B-insaturadas 34-36 [18]
56* [23]
60-62 [65]
. 69-74* [23,79]
9 &-lactonas a,B,y,6-insaturadas 75 77 124]
1 y-lactona a,B-insaturada 80 [18]

Fonte: Préprio autor.
Nota: *Isoladas de fungos.

As d-lactonas a,B-insaturadas 24, 58, 60-62 inibiram o crescimento de Bacillus
subtilis (bactéria gram-positiva) com concentrac¢do inibitoria minima (CIM) de 100
pMg/mL [65]. Entretanto, as &-lactonas a,B-insaturadas 34-36 e as &-lactonas a,B,y,0-
insaturadas 75-77 inibiram em menores concentragdes, com CIM de 6,25; 25 e 12,5
Mg/mL para as substancias 34-36, respectivamente [9], e CIM de 50 ug/mL para as
substancias 75-77 [24].

As hyptolactonas 32, 34-36, 58 (6-lactonas a,B-insaturadas), 72-77 (d-lactonas

a,B,y,0-insaturadas) e 80 (y-lactona a,B-insaturada) apresentaram atividade frente a
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Staphylococcus aureus (bactéria gram-positiva). As substancias 32 e 58 inibiram seu
crescimento com CIM de 128 ug/mL [101]. As substancias 75-77 inibiram seu
crescimento com CIM de 50 pg/mL [24]. As substancias 34-36 e 80 inibiram seu
crescimento com CIM de 12,5; 100 [9]; 64 e 32 pg/mL [18], respectivamente. As
substancias 72-74 apresentaram melhores resultados de inibicdo com CIM de 46,9;

47,8 e 48,9 ug/mL, respectivamente [79].

Contra S. aureus multirresistente as drogas (Multidrug-resistant S. aureus -
MDRSA) e S. aureus resistente a meticilina (Methicillin-resistant S. aureus — MRSA),
as substancias 34 e 36 inibiram o crescimento microbiano com CIM de 128 ug/mL,
para a substancia 35 a CIM foi de 256 pg/mL [18]. As substancias 32, 58 [101] e 80
[18] apresentaram melhor efeito antibacteriano contra MDRSA e MRSA em menor

concentracéo, inibindo crescimento microbiano com CIM de 64 ug/mL.

As substancias 34 e 35 inibiram o crescimento de Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (bactérias gram-negativas) com CIM de 200 e 300 pg/mL
para cada substancia [9]. As substancias 75-77 inibiram o crescimento das duas
espécies com CIM de 50 ug/mL [24]. As substancias 72-74 apresentaram melhor
atividade antibacteriana frente a P. aeruginosa com CIM de 55,6; 57,9 e 56,3 ug/mL,
respectivamente, as substancias 72 e 73 apresentaram melhor atividade
antibacteriana frente a E. coli com CIM de 25,6 e 32,4 ug/mL, respectivamente, a CIM

foi de 57,8 ug/mL para a substancia 74 [79].

Contra Erwinia carotovora (bactéria gram-negativa), a 6-lactona a,B-insaturada
56 e as d-lactonas q,B,y,6-insaturadas 69-71 inibiram o crescimento microbiano com
CIM de 20,5; 25,5; 22,6 e 24,7 ug/mL, respectivamente [23].

5.9 Limitagbes

Como demonstrado no item 5.8.2, as hyptolactonas apresentaram potenciais
antibacterianos frente as bactérias gram-positivas e gram-negativas, entretanto,
mesmo com a falta de informacdo do potencial biolégico desses metabdlitos
secundarios, os resultados demonstraram que a a,B-insaturacdo do anel lacténico
seja responsavel por suas atividades bioldgicas. Por meio desta revisdo sistematica,
foi observado que os efeitos antibacterianos das hyptolactonas foram limitados ao

género Streptococcus. Até o momento, o hyptolido (24) foi a Unica hyptolactona que
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teve seu efeito antibacteriano avaliado frente a uma bactéria do género, a espécie
Streptococcus mutans (bactéria gram-positiva) [31]. Por meio do que foi observado
neste capitulo 2, sobre o efeito antibacteriano das hyptolactonas frente as bactérias
gram-positivas, o capitulo 3 desta dissertacdo teve como objetivo avaliar o efeito
bioldgico, pela primeira vez, das hyptolactonas: hyptolido e pectinolidos, isolados de

H. pectinata, frente a Streptococcus pyogenes (bactéria gram-positiva).

5.10 Registro e protocolo

A revisdo sistematica ndo foi registrada pelos revisores, logo, ndo ha um
protocolo.
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6 CONCLUSOES

O rigor metodologico na avaliacdo dos estudos presentes na revisao
sistematica foi fundamental para a determinacdo das 86 hyptolactonas existentes e
suas atividades biologicas. As evidéncias cientificas presentes nos 60 artigos
incluidos neste estudo, demonstram que seus potenciais biolégicos sejam devido a
presenca do grupo lactona a,B-insaturada na maioria das hyptolactonas. O efeito
citotoxico em células cancerigenas sdo as atividades predominantes na classe,
entretanto, apenas as 0-lactonas a,B-insaturadas apresentaram efeito citotoxico,
enquanto as d-lactonas aq,B,y,d-insaturadas, y-lactona a,B3-insaturada e d-lactonas
sem insaturacao no anel ndo apresentaram citotoxicidade. O que leva a acreditar que
a a,B-insaturacdo € muito importante para o efeito biolégico demonstrado,
considerado o grupo farmacoforo da classe, e pelos resultados positivos de efeitos
antimicrobianos, logo, esse grupamento quimico pode ser melhor explorado para
estudos envolvendo a descoberta de novos farmacos. A escassez de dados a respeito
dos potenciais bioldgicos in vivo das hyptolactonas é provavelmente, consequéncia
da falta de conhecimento cientifico sobre essa classe de substancias e pela pequena
guantidade que se pode isolar de plantas e fungos. Estudos mais aprofundados, em
modelos in vivo, resultariam na descoberta de novos efeitos biolégicos ou mesmo a
confirmacédo do potencial que essas substancias tém em se tornarem candidatos a

farmaco.
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CAPITULO 3

ISOLAMENTO DO HYPTOLIDO E PECTINOLIDOS E
INVESTIGACAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO

7 OBJETIVOS

7.1  Objetivo geral

Realizar o isolamento do hyptolido e pectinolidos presentes nas folhas e
inflorescéncias da espécie Hyptis pectinata (L.) Poit. e investigar o potencial
antibacteriano frente a Streptococcus pyogenes.

7.2  Objetivos especificos

o Obter extratos etandlicos das folhas e inflorescéncias de H. pectinata;

o Obter as fracdes enriquecidas em hyptolido e pectinolidos (FEHP) das folhas e

inflorescéncias utilizando cromatografia liquida classica (CLC);

o Avaliar a atividade de inibicdo do crescimento microbiano e o efeito bactericida

das FEHP frente a S. pyogenes;

o Isolar o hyptolido e pectinolidos presentes nas FEHP por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE);

o Elucidar as estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios utilizando

ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM);

o Avaliar a atividade de inibigcdo do crescimento microbiano e o efeito bactericida
das substancias isoladas de H. pectinata frente a S. pyogenes.
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8 METODOLOGIA

A espécie H. pectinata foi coletada no Povoado Tombo, municipio de
Salgado/SE (Latitude: 11,035286; Longitude: 37,471435). O niumero do cadastro do
material vegetal de estudo no SisGen & A828C50 e o numero do voucher da espécie
depositada no Herbério da Universidade Federal de Sergipe (UFS), ASE 34.715.

Apés a coleta, todo o procedimento experimental para o isolamento do
hyptolido e pectinolidos foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais Bioativos
(LPNBio) do Departamento de Farmécia da UFS — Campus Lagarto, coordenado pelo

Prof. Dr. James Almada da Silva (orientador).

8.1 Obtencao dos extratos brutos

Baseada na metodologia de Santana et al. (2019) [16], as folhas e
inflorescéncias da espécie foram separadas e submetidas a secagem a 40 °C por 4
dias em estufa com circulacdo forcada de ar, até a completa desidratacdo. Em
seguida, essas partes da planta foram pulverizadas em liquidificador, sendo tamisadas
em peneira de aco de 2 mm e armazenadas em frascos até a preparacéo dos extratos
brutos. Os materiais vegetais secos foram submetidos a extracdo assistida por
ultrassom (EAU) em banho ultrassénico (Unique, USC-1450A, Brasil) com frequéncia
de 25 kHz por 2h a 25 °C, utilizando etanol absoluto 99,8% (v/v) na propor¢ao de 1:5
(m/v, material vegetal seco em gramas/volume em mL de solvente). Sendo a primeira
vez que a EAU é utilizada para obtencéo de extratos brutos das partes aéreas da
espécie para posterior isolamento do hyptolido e pectinolidos. Os extratos brutos
foram filtrados, o solvente evaporado em evaporador rotativo a 40 °C (Alpax EQ 9027,
Brasil), em seguida, mantidos em dessecador por no minimo 12h e armazenados a
4 °C.

8.2 Obtencdao das fracfes enriquecidas em hyptolido e pectinolidos

Os extratos brutos das folhas e das inflorescéncias foram dissolvidos em 300
mL de etanol/agua 60:40 (v/v) e submetidos a partigéo liquido-liquido (PLL). Na PLL
foram utilizados hexano (3 x 100 mL), diclorometano (3 x 100 mL) e acetato de etila

(3 x 100 mL) em ordem crescente de polaridade. Os solventes de todas as fragbes
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foram eliminados em evaporador rotativo a 40 °C e as fracGes diclorometano das
folhnas (HPFD) e inflorescéncias (HPInD) de H. pectinata foram utilizadas para a
obtencdo das fracdes enriquecidas em hyptolido e pectinolidos (FEHP) por
cromatografia liquida classica (CLC) [16]. A afinidade pelo diclorometano é devido a

baixa polaridade dessas substancias.

Cada fracdo diclorometano foi submetido & CLC em coluna de vidro (30 cm x
4,6 cm), preenchida com silica-gel para coluna cromatogréafica (60 A, 0,063-0,200 mm,
70-230 Mesh. Fabricante: NEON Comercial) com eluicdo gradiente. A fase moével
consistiu na mistura hexano/diclorometano/acetona, nas proporc¢des (v/v/v): 3:1:1 (400
mL), 2:2:1 (500 mL), 2:1:2 (2000 mL), 0:1:4 (500 mL), finalizando com 600 mL de
metanol [16]. Foram coletadas 66 fragfes (50 mL/fracéo) da coluna onde aplicou-se a
fracdo diclorometano das inflorescéncias e 58 frac6es (50 mL/fracdo) da coluna onde

aplicou-se a fracao diclorometano das folhas.

Em cada CLC, as fragOes foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), com a finalidade de reunir as fracdes que apresentaram o
mesmo perfil cromatografico. A CCDA também foi utilizada para identificar as fracbes
gue apresentariam maiores concentracdes de hyptolido e pectinolidos. Para isso,
utilizou-se padrdes dessas substancias previamente isolados pelo grupo de pesquisa
do Laboratério de Produtos Naturais Bioativos (LPNBio) da UFS - Campus Lagarto.
Para a CCDA foram utilizadas placas de aluminio (4 cm x 5 cm) de superficie recoberta
com silica-gel (60G F254. Fabricante: Lemandou Chemicals, China), eluidas em 5 mL
de uma solugado com hexano/diclorometano/acetona 3:1:1 (v/v/v), e como revelador, a
solucéo de vanilina sulftrica 1% (m/v). A leitura das placas foi realizada por radiacéo
ultravioleta (UV) em Camara Escura UV/Transiluminador UV (Cienlab, CE-850, Brasil)
com deteccdo em 254 e 365 nm. Posteriormente, as fracdes foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para confirmar em quais fracdes essas

substancias estariam presentes [16].

8.3 Andlise, isolamento e purificacdo do hyptolido e pectinolidos

A analise e o isolamento das substéncias presentes nas FEHP das
inflorescéncias e folhas da espécie foram realizados por CLAE (Shimadzu®, Japéo)

com detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A, equipado com desgaseificador
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DGU-20A5R, bombas binarias LC-20AR, controladora CBM-20A e programa LC
solution. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas tanto para a analise das FEHP,
como na purificacao dos hyptolido e pectinolidos em modo semipreparativo, seguiram
a metodologia desenvolvida por Santana et al. (2019) [16].

Na analise por CLAE, utilizou-se coluna Cis Shim-Pack (250 x 4,6 mm, 10 pm)
a 25°C (auséncia de forno), fase mével metanol/agua 50:50 (v/v) em modo isocratico,
comprimento de onda de detecgdo de 210 nm, vaz&do de 1,0 mL/min e volume de
injecdo 20 pL (injecdo manual). As amostras (1 mg/mL) foram solubilizadas em
metanol e filtradas utilizando filtro de 0,45 pum antes da injecdo. O tempo de analise

foi de 30 minutos para cada amostra.

As substancias foram isoladas da FEHP das inflorescéncias e folhas por CLAE
em modo semipreparativo, utilizando uma coluna Cis Shim-Pack (250 x 20 mm, 10
um) a 25°C (auséncia de forno), fase moével metanol/agua 50:50 (v/v) em modo
isocratico, comprimento de onda de deteccdo de 210 nm, vazdo de 18,9 mL/min e
volume de injecdo 1000 pL (injecdo manual). As amostras foram solubilizadas em
metanol e filtradas utilizando filtro 0,45 pm. O tempo de separacéao foi de 30 minutos
para cada amostra. Antes da injecdo das amostras, a coluna foi condicionada com a
fase mével metanol/agua 50:50 (v/v) por 20 min na vazao de 1 mL/min e 18,9 mL/min
em modo analitico e semipreparativo, respectivamente. Apds as analises e
isolamentos das substancias por CLAE, os cromatogramas foram construidos

utilizando o programa Origin™ verséo 6.0.

8.4 Elucidacao das estruturas quimicas

8.4.1 Ressonancia magnética nuclear

A elucidacéo das estruturas quimicas das substancias isoladas da FEHP das
inflorescéncias e folhas foi realizada por Ressonancia Magnética Nuclear. As analises
foram realizadas no Laboratério de Ressonéancia Magnética Nuclear do Instituto de
Quimica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e na Central de Anélises
de Farmacos, Medicamentos e Alimentos (CAFMA) da Universidade Federal do Vale
do Séo Francisco (UNIVASF), respectivamente. Em ambos 0s casos, 0s espectros

unidimensionais e os espectros bidimensionais COSY, HSQC e HMBC foram obtidos.



CAPITULO 3 | METODOLOGIA 137

As substancias isoladas da FEHP das inflorescéncias (5 mg) foram dissolvidas
em 600 uL de cloroférmio deuterado (CDCIz) e analisadas em espetrometro Bruker®
Avance-lll, operadas em 600 MHz a 298 K. As substancias isoladas da FEHP das
folhas (5 mg) foram dissolvidas em CDCIs e analisadas em espetrdmetro Bruker
Ascend™ 400, operadas em 400 MHz a 298 K.

A operagao do HSQC dos experimentos realizados na UNICAMP e UNIVASF
teve sua frequéncia editada para metileno, intitulado HSQC-editing [134,135] ou
HSQC-edited (HSQC-ED) [136,137]. Esse tipo de operacdo fornece informacfes de
multiplicidade semelhantes as de uma sequéncia 3C DEPT-135, onde os sinais de
grupos metino e grupos metila sdo progressivamente aumentados e 0s sinais de grupo
metileno sdo diminuidos, logo os sinais CH2 aparecem negativos em relacdo aos
sinais CH e CH3[134]. Os dados dos deslocamentos quimicos dos carbonos (*3C) de

cada substancia foram obtidos nos espectros do HSQC-ED e HMBC.

8.4.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

A quantificacéo relativa das substancias nas FEHP das inflorescéncias e folhas,
e aquisicdo dos espectros de massas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em ionizacao por electrospray foram realizadas
no Centro de Laboratérios de Quimica Multiusuarios (CLQM) do Departamento de
Quimica da UFS — Campus Sao Cristovdo. As analises foram realizadas no
cromatégrafo da Shimadzu® (Quioto, Japdo) SFC Nexera UC acoplado ao
espectrometro de massas monoquadruplo, modelo LCMS-2020, em ionizac&do por
electrospray no modo SCAN (m/z 150 a 600) e no modo SIM positivo (4,5 kV). Foi
utilizada a coluna Cis Shim-Pack (250 x 4,6 mm, 10 um) da Shimazdu, na temperatura
de 35 °C, com heart block a 200 °C, DL 250 °C, nitrogénio como gas nebulizador e
gas de secagem a 1,5 e 10 L/min, respectivamente. Foi utilizada a fase mével
metanol/agua 60:40 (v/v) contendo 5 mmol/L de formiato de amdnio, vazdo de 0,5
mL/min e volume de injecdo de 5 pL (injecdo automatica). As amostras (5 pg/mL)

foram solubilizadas em metanol e filtradas utilizando filtro 0,45 pm.

Antes da injecdo das amostras, a coluna foi condicionada com a fase movel
metanol/agua 60:40 (v/v) contendo 5 mmol/L de formiato de amodnio, por 30 min na

vazao de 0,5 mL/min.
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8.5 Atividade antibacteriana

A FEHP das inflorescéncias e das folhas, hyptolido e pectinolidos tiveram seus
efeitos antibacterianos avaliados in vitro frente a Streptococcus pyogenes. Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular e Microbiologia
(LaBMIC) do Departamento de Farmacia da UFS — Campus Lagarto, coordenado pelo

Prof. Dr. Rafael Ciro Marques Cavalcante.

8.5.1 Cepas bacterianas, condi¢fes de cultivo e indculo

A patrtir do estoque congelado (-20 °C), preservado em glicerol, as cepas da
espécie S. pyogenes ATCC 19615 foram cultivadas em placa de Petri, contendo agar
nutriente acrescido de 5% de sangue (dgar sangue) e incubada em estufa
microbiolégica (Shel Lab, SCO2W, EUA) a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 por 24h
[138-140]. A partir do cultivo foi feito um in6culo de uma colbnia isolada em 4 mL de
caldo brain heart infusion (BHI). A suspensdo bacteriana foi incubada overnight a
37 °C em atmosfera de 5% de CO2 [141], logo ap0s, a sua densidade foi ajustada até
atingir o padrao de turbidez de 0,5 na escala de McFarland, resultando em uma
suspensao bacteriana contendo aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/mL [142,143],
correspondente as absorbancias entre 0,08 a 0,13, aferida em espectrofotometro a
625 nm [142]. Cada ensaio envolvendo o microrganismo, relatados a seguir, partiu de

uma suspensao bacteriana aferida a 0,1 + 0,01.

8.5.2 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Para a determinacdo da CIM de cada fracdo e substancia, utilizou-se o método
de microdiluicdo em caldo, baseado no estudo de Andrade (2021) [144] e no National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) [143]. A CIM foi determinada
como a menor concentracdo de cada analito, capaz de inibir o crescimento microbiano
[145].

O procedimento foi realizado em placas de microtitulacdo de 96 pocos (fundo
chato), partindo da suspenséo bacteriana de concentracédo de 1 a 2 x 108 UFC/mL, e
posteriormente diluida em caldo BHI na proporcao de 1:100 (v/v), respectivamente,

obtendo-se uma suspensdo bacteriana diluida com concentragdo de 1 a 2 x 108
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UFC/mL [143]. Para determinar a concentracdo final de dimetilsulféxido (DMSO) que
poderia ser utilizado nos experimentos, realizou-se a avaliacdo do efeito
antibacteriano do DMSO em diferentes concentracoes. Inicialmente, o DMSO absoluto
foi adicionado a suspensao bacterina diluida, de modo que suas concentracdes nos
pocos variassem de 8 a 0,0625% (v/v). ApoOs essa avaliacdo, a concentracéo final do
DMSO adotada foi de 1%.

Vinte miligramas da FEHP das inflorescéncias e das folhas, e cinco miligramas
de hyptolido e pectinolidos foram dissolvidos em DMSO absoluto de modo que a
concentracao inicial das FEHP e substancias nos pocos fossem de 512 e 256 ug/mL,
respectivamente. Foram adicionados nos pocos iniciais 2 yL de cada fracdo e
substancia, dissolvidas em DMSO, e 198 uL de suspensdo bacteriana diluida,
obtendo-se, respectivamente, uma propor¢cdo de 1:100 (v/v). As suspensodes
bacterianas contendo FEHP e substancias foram microdiluidas nos pocos seguintes
(j& preenchidos com 100 pL de suspensao bacteriana diluida), até as concentracfes
finais de 8 e 4 yg/mL, respectivamente, de modo que o volume final do conteddo nos

pocos fosse de 100 pL ao fim da microdiluicao.

Como controle negativo de inibicdo de crescimento (100 pL/pocgo), utilizou-se o
DMSO mais suspencao bacteriana, de modo que a concentracao final dessa nova
suspensao estivesse, respectivamente, na proporcdo de 1:100 (v/v). Como controle
positivo de inibicdo de crescimento (100 uL/poco), utilizou-se o antibidtico oxacilina
[146-148] mais suspenséo bacteriana com DMSO 1%, de modo que a concentragéo
final dessa nova suspensao estivesse, respectivamente, na propor¢ao de 1:100 (v/v).
A oxacilina teve seu preparo realizado (v/v) em cloreto de sédio 0,9%, de modo que

sua concentracao final nos pocos fosse de 0,4 pg/mL.

Apos a microdiluigéo, as placas foram incubadas em estufa microbiologica em
atmosfera de 5% CO:2 por 24h a 37 °C. Apos o periodo de incubacéo, os resultados
dos ensaios de viabilidade celular para determinacao da CIM de cada analito, foram
obtidos, respectivamente, por monitoramento de absorbancia em leitor de
microplacas; e visualmente, acrescido do ensaio de reducdo da resazurina. Os

ensaios foram realizados em triplicata.
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8.5.2.1 Viabilidade celular por monitoramento de absorbancia

Os resultados dos ensaios de viabilidade celular para determinacédo das CIM
foram obtidos por meio da leitura de absorbancia dos meios presentes nos po¢os em
leitor de microplacas (Multiskan GO 1.00.40, EUA) a 625 nm. Utilizou-se o controle
negativo de inibicdo de crescimento microbiano como padréo de leitura, a reducao no
valor da absorbancia em cada poco, indicou que houve inibicdo do crescimento
microbiano. Os resultados obtidos da leitura foram tratados em planilhas do programa
Microsoft Office Excel 2019, seguido da analise estatistica, utilizando analise de
variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey, sendo representados na forma de gréficos
por meio do programa GraphPad Prism™ 7.0.0. Os valores médios que apresentaram

diferencas com valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

8.5.2.2 Viabilidade celular por reducéo da resazurina

Visualmente, a inibicdo do crescimento microbiano foi constatada pela auséncia
de alteracao significativa na turbidez do meio, como um resultado a mais, realizou-se
0 ensaio colorimétrico de reducdo da resazurina [149,150], um indicador de reacdo
metabdlica de oxirreducéo. A solucdo aquosa de resazurina € um corante azul (pH =
7,0), mas na presenca de microrganismos viaveis, a resazurina (fracamente
fluorescente) é reduzida a resorufina (fortemente fluorescente), tornando a solugéo
cor-de-rosa [151-154].

Os ensaios foram realizados, baseando-se nos estudos de Nateche et al.
(2006) [149], Buergers, Rosentritt e Handel (2007) [155], Al-Dahmash et al. (2021)
[150] e Birgers et al. (2009) [156], apés a leitura das placas de 96 pocos em leitor de
microplacas para determinagédo das CIM, foram acrescentados 30 pyL de solugéo
agquosa de resazurina 0,01% (m/v) em todos os poc¢os preenchidos, e as placas
incubadas por 1h30 em estufa microbiolégica a 37 °C em atmosfera de 5% CO2. Em
seguida, foi observado se houve mudanca de coloracdo no conteudo das placas. Nos
pocos em que houve mudanca de coloracdo do azul para o rosa, caracterizou a
reducdo da resazurina em células viaveis, indicando crescimento microbiano,
engquanto nos pogos em que ndo houve mudanga de coloragéo, ocorreu a inibigéo

significativa do crescimento microbiano. A CIM foi determinada visualmente,
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considerando a menor concentracdo de cada analito nos po¢cos em que ndo houve

mudanca de coloracao [149,150].

8.5.3 Determinacdo da concentracao bactericida minima (CBM)

Logo ap6s o periodo de incubacao das placas de 96 pocos para determinacao
das CIM, determinou-se as CBM das fracdes e substancias por semeio em placa. O
meio presente nos poc¢os que nao foi observado crescimento bacteriano, foi semeado
na superficie do agar sangue em placas de Petri. A CBM foi determinada visualmente,
considerando a menor concentracdo de cada analito, capaz de causar a morte da
bactéria [145].

A fim de preservar a esterilizacdo do contetdo nas placas, o procedimento foi
realizacdo antes de suas leituras em leitor de microplacas. Baseado na metodologia
do estudo de Kong et al. (2014) [157], o contendo presente nos po¢cos em que houve
inibicdo do crescimento microbiano, constatada pela auséncia de alteragao
significativa na turbidez do meio, foi semeado na superficie do 4gar sangue. As placas
de Petri foram incubadas por 24h em estufa microbiol6gica a 37 °C em atmosfera de
5% COz2. Ap0s o periodo de incubacédo, a morte do microrganismo foi determinada
pela ndo formacéo de “estrias” na superficie do agar. Os ensaios foram realizados em

triplicata.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Obtencéao dos extratos brutos e fracionamento por particdo liquido-
liquido (PLL)

A partir de 244,28 g e 240,56 g das inflorescéncias e folhas de H. pectinata,
foram obtidos por extragdo assistida por ultrassom (EAU), 21,24 g e 10,67 g de
extratos brutos, respectivamente. Posteriormente, realizou-se a PLL (Figura 16A) de
cada extrato bruto, ao final, obtendo-se 7,09 g de fracdo diclorometano das
inflorescéncias (HPIND) e 3,56 g de fracdo diclorometano das folhas (HPFD). No
estudo de Santana et al. (2019), utilizou-se a PLL com diclorometano no extrato
etandlico das inflorescéncias da espécie, como um método a mais de extracdo, antes
do analito ser submetido a métodos cromatograficos para o isolamento do hyptolido e

pectinolidos [16].

9.2 Fracionamento por cromatografia liquida classica (CLC)

As fracdes diclorometano das inflorescéncias (HPInD) e folhas (HPFD), obtidas
por PLL foram submetidas a CLC (Figura 16B-C, respectivamente) e monitoradas por

CCDA como descrito no item 8.2 (pagina 134).

Da coluna onde aplicou-se a HPIND, foram coletadas 66 fracdes, e as fracoes
gue apresentaram o mesmo perfil cromatogréafico foram combinadas, resultando em 8
fracdes: HPIND-A (1-5), HPInD-B (6-9), HPIND-C (10-12), HPInD-D (13-22), HPInD-E
(23-41), HPInD-F (42-59), HPInD-G (60-65) e HPIND-H (66). Foram obtidas 0,28; 0,16;
0,24; 1,43; 1,90; 0,75; 0,33 e 3,40 g de cada fracao reunida, respectivamente.

Da coluna onde aplicou-se a HPFD, foram coletadas 58 fracdes, e as fracdes
gue apresentaram o mesmo perfil cromatogréafico foram combinadas, resultando em 6
fracdes: HPFD-A (1-2), HPFD-B (3-8), HPFD-C (9-16), HPFD-D (17-33), HPFD-E (34-
57) e HPFD-F (58). Foram obtidas 0,01; 0,16; 0,26; 1,22; 0,47 e 0,62 g de cada fracéo

reunida, respectivamente.
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Figura 16 — Foto representativa das PLL com diclorometano dos extratos brutos de
Hyptis pectinata (A); CLC da fracdo diclorometano das inflorescéncias (B) e folhas (C)
da espécie.

As fracbes HPInD-C, HPInD-D e HPInD-E, HPFD-C, HPFD-D e HPFD-E,
apresentaram substancias com Rf semelhantes ao Rf dos padrbes hyptolido e
pectinolido E (0,33 e 0,30, respectivamente), e por isso foram selecionados para a

analise por CLAE.

9.3 Andlise das fracBes enriquecidas em hyptolido e pectinolidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As anadlises cromatograficas foram baseadas na metodologia proposta por
Santana et al. (2019) [16]. Foram preparadas solu¢cdes das amostras dos padroes
pectinolido E, pectinolido J, hyptolido e das fracbes obtidas na CLC nas
concentracbes de 1 mg/mL. Em seguida, foi realizada a inje¢cdo de 20 yL de cada
amostra por CLAE em modo analitico como descrito no item 8.3 (pagina 135)

Inicialmente, foram injetados os padrdes, sendo obtidos anteriormente pelo
grupo de pesquisa do LPNBio [16], a fim de comparar os tempos de retencao (tr) dos
picos de cada um dos padrées com os tempos de retencdo dos picos dos
cromatogramas das fracdes selecionadas para analise. Observou-se nos
cromatogramas do pectinolido J’ (Figura 17A), hyptolido (Figura 18A) e pectinolido E
(Figura 19A), picos com tempos de retencdo em 9,2; 14,2 e 18,4 min, respectivamente.
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A presenca de impurezas nos padroes pode ser explicada pelo longo tempo de

armazenamento, apresentando pequeno grau de degradacao.

Os espectros de absorcdo de ultravioleta (UV) das bandas referentes ao
pectinolido J’ (Figura 17B), hyptolido (Figura 18B) e pectinolido E (Figura 19B) também
foram obtidos para comparacdo com as bandas dos espectros de UV das substancias
presentes nas fracdes analisadas. De acordo com Bruice (2006) [158], se a molécula
absorve radiacdo na regido de UV, um espectro € obtido com comprimentos de onda
entre 180-400 nm, se a molécula absorve radiacdo na regido do visivel (Vis), um
espectro é obtido com comprimentos de onda entre 400-780 nm. Observa-se nos
espectros de UV das trés substancias, bandas de intensa absorcdo em torno de 200
nm e bandas de baixa absor¢cé&o em torno de 320 nm para o pectinolido J’ e pectinolido
E. Os espectros sao bastante semelhantes, pois as trés substancias apresentam
estruturas quimicas similares (Figura 1, pagina 26) com similares grupos cromoforos,

responsaveis por tais absorcdes.

Cromoéforo ou grupo croméforo € a molécula ou parte da molécula, responséavel
pela absorcao de radiacdo na regido de UV-Vis em determinados comprimentos de
onda. A radiacdo absorvida é propriedade de um atomo ou grupo de atomos e nao
dos elétrons individualmente, os elétrons do grupo croméforo saem do estado
fundamental (regido de mais baixa energia) para o estado excitado (regido de maior
energia), quando a energia caracteristica dessa transicao esta dentro da regido do
visivel, pode absorver e refletir cores especificas, logo, € responsavel pela cor da
molécula [158,159].

Como pode ser observado na Figura 17B, Figura 18B e Figura 19B, substancias
gue possuem estruturas quimicas semelhantes, como os pectinolidos e hyptolido, iréo
absorver radiacdo UV em semelhantes comprimentos de onda, apresentando
semelhantes “lambdas maximos” (Amax), correspondendo aos comprimentos de onda
méaximos do ponto mais alto (maximo de absorbancia) das bandas de absorcéo
[158,159].
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Figura 17 — Cromatograma do padrdo analitico pectinolido J’ (tr = 9,2 min) (A) e
espectro de absorcao de UV do pectinolido J’ (B), obtidos por CLAE (Shimadzu®), em
modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um), a 25°C, fase movel
metanol/dgua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazao de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL.
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Figura 18 — Cromatograma do padrao analitico hyptolido (tr = 14,2 min) (A) e espectro
de absorcdo de UV do hyptolido (B), obtidos por CLAE (Shimadzu®), em modo
analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um), a 25°C, fase modvel
metanol/dgua (50:50), detec¢do UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL.
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Figura 19 — Cromatograma do padrdo analitico pectinolido E (tr = 18,4 min) (A) e
espectro de absorcdo de UV do pectinolido E (B), obtidos por CLAE (Shimadzu®), em
modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um), a 25°C, fase movel
metanol/dgua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazao de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL.
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A radiacdo UV-Vis possui energia suficiente para promover transicdes
eletrdnicas envolvendo elétrons de orbitais preenchidos o,  (ligantes), desocupados
o*, m* (antiligantes) e ndo ligantes (n). Quando uma molécula absorve radiagdo, um
elétron € promovido de um orbital ocupado para um orbital de maior energia potencial.
Em geral, a transicdo mais provavel é do orbital ocupado de maior energia (HOMO)

para o orbital desocupado de menor energia (LUMO) [158,159].

As transicbes mais provaveis em moléculas carbonilicas sdo as transicdes
T — T e n — 1*. A transicao eletrénica de mais alta energia € a promocéo de um
elétron de um orbital molecular m para um orbital molecular vazio ™, denomina
transicdo m — m* (transicdo permitida, alta intensidade no espectro de absorcao). A
transicao eletrénica com a energia mais baixa é a promocao de um elétron n para um
orbital molecular vazio m*, denominada transicdo n — 1* (transicao proibida, baixa
intensidade no espectro de absor¢éo). Transicdes que envolvam uma alteracéo do
namero quantico de spin de um elétron durante a transi¢cao, ndo tém permissdes de

ocorrer, e, por isso, sdo denominadas transi¢des proibidas [159].

Para moléculas carbonilicas, como exemplo, cetonas, acidos, ésteres, amidas

e outros compostos simples que contenham tanto sistemas 7 quanto
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pares de elétrons isolados, apresentam duas absor¢fes: uma transicdo proibida
n — ™ em Amax > 300 nm (podendo ou n&o ser observada devido a baixa intensidade)

e uma transicao permitida m — ™ em Amax < 250 nm (alta intensidade) [159].

Com o que foi relatado, observou-se no espectro de absorcdo de UV do
pectinolido J’ (Figura 17B), uma banda de alta intensidade da transicdo m — ™ com
Amax =200 nm e uma banda de baixa intensidade da transicdo n — ™ com Amax = 321
nm. Observou-se no espectro de absorgéo de UV do pectinolido E (Figura 19B), uma
banda de alta intensidade da transicdo m — 7 com Amax = 204 nm e uma banda de
baixa intensidade da transicdo n — 1™ com Amax = 319 nm. Observou-se no espectro
de absor¢cdo de UV do hyptolido (Figura 18B), uma banda de alta intensidade da

transicdo m — 1 com Amax = 202 nm.

ApoOs a andlise dos cromatogramas e dos espectros de absorcdo de UV dos

trés padrdes injetados, as fragdes obtidas na CLC foram injetadas.

9.3.1 Analises das fracdes obtidas do extrato diclorometano das inflorescéncias de
Hyptis pectinata (HPInD)

Como foi relatado no item 9.2 (pagina 142), apenas as fracbes HPInD-C,
HPInD-D e HPIND-E foram escolhidas para serem analisadas por CLAE a fim de

verificar em quais fragcdes o hyptolido e os pectinolidos estavam presentes.

9.3.1.1 Fracéao HPInD-C

A fracdo HPInD-C (0,24 g) ndo apresentou picos com tempos de reten¢cao dos
padrées (Figura 20), como pode ser observado nas sobreposicdes dos
cromatogramas dos padrdes e da fracdo HPInD-C na Figura 21. Apesar dos picos
com razodvel resolucéo no intervalo de 7,0 a 10,0 min e o pico com boa resolugédo em
19,9 min, as condi¢gbes cromatogréficas precisariam ser otimizadas para o isolamento

desses metabdlitos secundarios presentes nessa fragao.
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Figura 20 — Cromatograma da fracdo HPInD-C obtida por CLAE (Shimadzu®) em
modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 pm) a 25°C, fase moavel
metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL.
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Figura 21 — Cromatogramas da fracdo HPIND-C e dos padrdes pectinolido J' (tr= 9,2
min), hyptolido (tr = 14,2 min) e pectinolido E (tr =18,4 min), obtidos por CLAE
(Shimadzu®) em modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um) a 25°C,
fase mével metanol/dgua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min,
volume de injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL.
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9.3.1.2 Fracao HPInD-D

No cromatograma da fracdo HPInD-D (1,43 @), observa-se uma grande
guantidade de picos, com alguns deles apresentando boas resolucdes, principalmente
agueles com maiores tempos de retencao: 14,2; 18,7 e 25,5 min (Figura 22A), seus
espectros de absorcdo de UV sdo demonstrados na Figura 22B. O pico em 14,2 min
(AL = 200 nm) é referente ao hyptolido, observou-se banda de absorcdo da
transicdo m — ™ semelhante a do hyptolido padrédo e o mesmo tempo de retengéo
(tr = 14,2 min; AL = 202 nm; Figura 18, pagina 145).

O pico em 18,7 min (AL = 320 nm) da fracdo HPInD-D, apresentou, tanto
tempo de retencdo como espectro de UV diferente do pectinolido E padréo (tg =
18,4 min; AL = 204 nm; AL = 319 nm; Figura 19, pagina 146), indicando
que sdo substancias diferentes. O pico em 25,5 min (A% 2" = 316 nm) apresentou
excelente resolucéo cromatografica e, portanto, podendo ser isolado com a injecéo da
amostra em modo semipreparativo. Este pico apresentou semelhanca no espectro de
UV do pico em 18,7 min, logo, essas substancias, provavelmente, possuem o0 mesmo

ou semelhante grupo cromoforo, responsavel pela maior absorcdo em torno de 320

nm.
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Figura 22 — Cromatograma da fracdo HPInD-D (A) e espectros de absorcado de UV
(B) das substancias presentes na fracdo HPINnD-D com tempos de retengéo em 14,2
(possivel hyptolido); 18,7 e 25,5 min, obtidos por CLAE (Shimadzu®) em modo
analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 pm) a 25°C, fase movel
metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL. Tempos de retencédo das
substéancias de interesse da fracdo HPInD-D: 14,2; 18,7 e 25,5 min.
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Para uma melhor visualiza¢céo, sobreposi¢cdes dos cromatogramas dos padrdes

e da fracdo HPIND-D podem ser observadas na Figura 23.



CAPITULO 3 | RESULTADOS E DISCUSSAO 151

Figura 23 — Cromatogramas da fracdo HPInD-D e dos padrdes pectinolido J' (tr= 9,2
min), hyptolido (tr = 14,2 min) e pectinolido E (tr = 18,4 min), obtidos por CLAE
(Shimadzu®) em modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um) a 25°C,
fase movel metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min,
volume de injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL. Tempos de
retencdo das substancias de interesse da fracdo HPInD-D: 14,2; 18,7 e 25,5 min.
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Ao comparar 0s espectros de UV das trés substancias presentes na fracao
HPIND-D, observou-se que 0s Amax da transicdo m — ™ para as substancias com
tempos de retengcdo em 18,7 e 25,5 min estdo mais deslocados e mais intensos,
devido a dois tipos de fendmenos na absorcéo: deslocamento batocrdmico e efeito
hipercrébmico. Levando em conta que a variacdo de energia necessaria para uma
excitacado eletrbnica e comprimento de onda s&o inversamente proporcionais, 0
deslocamento batocrémico é um deslocamento para energia mais baixa e
comprimento de onda maior. Efeito hipercrobmico € um aumento de intensidade das

bandas no espectro de absorgéo [160].

Na presenca de ligacdes duplas conjugadas, os niveis de energia eletronicos
de um croméforo ficam mais proximos. A energia necessaria para produzir uma
transicdo de um nivel de energia eletrbnico ocupado para um nivel desocupado
diminui, a conjugacéo eleva a energia do HOMO e diminui a energia do LUMO. Quanto
mais ligagbes duplas conjugadas existirem em uma substéncia, menor a energia
requerida para a transicao eletronica e, portanto, maior serd o comprimento de onda

na qual a transicdo eletrénica ocorrera, ocorrendo o deslocamento batocrémico. A
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conjugacdo de dois cromoéforos ndo apenas resulta em um deslocamento
batocrémico, mas também aumenta a intensidade da absorcdo, ocorrendo efeito
hipercrémico, apresentando Amax das transi¢cdes m — m* e n — 1™ deslocados. Se a
cadeia conjugada torna-se longa o suficiente, a banda n — ™ € “enterrada” sob a
banda mais intensa, m — 1 [158,160]. Para um melhor entendimento, o efeito da
conjugacao sobre 0 Amax das transi¢bes m — m* e n — * de cetonas é demonstrado

na Figura 24.

Figura 24 — Efeito da conjugacao sobre 0 Amax de cetonas.

@) O
)l\ /u\/
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LUMO —— mr*
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AE néo conjugado AE conjugado
HOMO —m
HOMO —m=

Fonte: Adaptacéo de Bruice (2006) [161] e Pavia et al. (2010) [162].

Com base no exposto, pode-se afirmar que as substancias em 18,7 e 25,5 min
nao possuem em suas estruturas quimicas como cromoforo de maior absorgéo,
apenas o grupo lacténico a,B-insaturado, como acontece no hyptolido e pectinolido E,
e muito menos aromaticidade, substancias aromaticas possuem espectros de
absorcdo de UV com uma maior complexidade. Devido ao deslocamento e
intensidade das bandas da transi¢cdo m — *, supfe-se que as substancias possuem

0 grupo y- ou d-lacténico a,B-insaturado com extensédo da conjugacao.
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9.3.1.3 Fracao HPInD-E

A fracdo HPInD-E (1,90 g) apresentou uma quantidade muito grande de picos
com baixa resolucdo, apesar da presenca do pico em 8,81 min, que poderia ser
atribuido ao pectinolido J' (tr = 9,2 min). Seria necessario mudar as condi¢cdes
cromatograficas em CLAE para conseguir uma melhor separa¢do cromatografica para
o isolamento desta e de outras substancias, ou a realizacdo de outros fracionamentos
por CLC para diminuir a complexidade desta amostra (Figura 25). Para uma melhor
visualizagao, sobreposi¢oes dos cromatogramas dos padrdes e da fracdo HPIND-E
podem ser observadas na Figura 26.

Figura 25 — Cromatograma da fracdo HPInD-E, obtido por CLAE (Shimadzu®) em
modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um) a 25°C, fase movel
metanol/agua (50:50), detec¢do UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL.
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Figura 26 — Cromatogramas da fragdo HPInD-E e dos padrdes pectinolido J' (tr= 9,2
min), hyptolido (tr = 14,2 min) e pectinolido E (tr = 18,4 min), obtidos por CLAE
(Shimadzu®) em modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um) a 25°C,
fase movel metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min,
volume de injecdo de 20 pL. Concentracao da amostra de 1 mg/mL.
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Dentre as fracdes analisadas (HPInD-C, HPInD-D e HPInD-E) proveniente das
inflorescéncias de H. pectinata, a fracdo HPInD-D apresentou picos com boas
resolucdes, principalmente aqueles com maiores tempos de retencéo: 14,2; 18,7 e
25,5 min. Diferentemente, as fragcbes HPIND-C e HPInD-E apresentaram quantidade
muito grande de picos com baixa resolucdo e sobrepostos, dificultando o isolamento
por CLAE em modo semipreparativo por alargamento dos sinais cromatograficos. A
fracdo HPInD-D foi considerada a fragdo enriquecida em hyptolido e pectinolidos
(FEHP) das inflorescéncias e foi escolhida para o isolamento e purificacdo dessas

substancias.

9.3.2 Analises das fracdes obtidas do extrato diclorometano das folhas de Hyptis
pectinata (HPFD)

Como foi relatado no item 9.2 (pagina 142), as fracdbes HPFD-C, HPFD-D e
HPFD-E foram escolhidas para serem analisadas por CLAE a fim de verificar em quais

fragOes o hyptolido e os pectinolidos estavam presentes.
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9.3.2.1 Fracao HPFD-C

A fracdo HPFD-C (0,26 g) ndo apresentou picos com tempos de retencao dos
padrées hyptolido e pectinolido E (Figura 27), logo pode-se afirmar que estes
metabdlitos secundéarios ndo estdo presentes nesta fracdo. Apesar do pico em 8,92
min, que poderiamos atribuir ao pectinolido J° (tr = 9,2 min), os picos desse
cromatograma apresentaram baixissima resolu¢do. Seus picos menos intensos e a
pouca quantidade dessa fracdo, néo viabilizaria o isolamento de metabdlitos
secundarios. Para uma melhor visualizacdo, sobreposi¢cées dos cromatogramas dos

padrdes e da fragdo HPFD-C podem ser observados na Figura 28.

Figura 27 — Cromatograma da fragdo HPFD-C obtida por CLAE (Shimadzu®) em
modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um) a 25°C, fase movel
metanol/agua (50:50), detec¢do UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL.

50

45 4

40+

35+

30+

25

ABS

20

154

10

T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Tempo (min)



CAPITULO 3 | RESULTADOS E DISCUSSAO 156

Figura 28 — Cromatogramas da fracdo HPFD-C e dos padrdes pectinolido J’ (tr=9,2
min), hyptolido (tr = 14,2 min) e pectinolido E (tr = 18,4 min), obtidos por CLAE
(Shimadzu®) em modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um) a 25°C,
fase movel metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min,
volume de injecdo de 20 pL. Concentracao da amostra de 1 mg/mL.
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9.3.2.2 Fracao HPFD-D

No cromatograma da fracdo HPFD-D (1,22 g), observa-se uma grande
guantidade de picos, dentre eles, os picos com tempos de retencdo em 9,0; 14,8 e
19,4 min (Figura 29A). Sdo demonstrados na Figura 29B, os espectros de absorcao
de UV referentes aos picos em 9,0; 14,8 e 19,4 min. H4 uma grande semelhanca entre
esses espectros e os espectros UV dos padrdes pectinolido J’, hyptolido e pectinolido

E, respectivamente.

O pico em 9,0 min (AL 2,/ = 200 nm), indica que a substancia, possivelmente,
poderia ser o pectinolido J’, observou-se que diferente do espectro de absor¢céao de
UV do pectinolido J' padrao (tg = 9,2 min; ALZ™ = 200 nm; AL = 321 nm;
Figura 17, pagina 145), a banda da transicdo n — 1™ para a substancia em questéo
nao foi observada em seu espectro de absorcdo, possivelmente, devido a baixa
concentracdo da substancia presente na fracdo. O pico em 14,8 min (AL =
200 nm), indica que a substancia com esse tempo de retencéo poderia ser o hyptolido

(tg = 14,2 min; AL = 202 nm; Figura 18, pagina 145).
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Devido aos dados dos espectros de UV, o pico em 19,4 min (AZ 2. = 201 nm,;
AL = 319 nm), indica que a substancia com esse tempo de retencdo poderia ser
o pectinolido E (tg = 18,4 min; AL™ = 204 nm; A%;.™ = 319 nm; Figura 19,
pagina 146). A diferenca no tempo de retencdo foi consequéncia da variagcdo de

temperatura ambiente por auséncia de forno no equipamento.

Os tempos de retencdo das substancias em cromatografia liquida podem ter
variacdes com a variagdo da temperatura na coluna, pois o analito e a fase mével
podem sofrer alteracdo em algumas propriedades fisico-quimicas como solubilidade,
difusividade, polaridade e viscosidade, interferindo na retencéo dos analitos na coluna.
Em baixas temperaturas, a viscosidade aumenta e a velocidade de difusdo diminui,
fazendo com que a velocidade de transferéncia de massa do soluto entre a fase
estacionaria e a fase movel seja diminuida, e com ela a eficiéncia de separacéao,
aumentando a retencdo das substancias. Além disso, 0 aumento da viscosidade da
fase movel provoca um aumento na pressdo do sistema, diminuindo a vazao e

aumentando o tempo de andlise [163].
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Figura 29 — Cromatograma da fracdo HPFD-D (A) e espectros de absorcéao de UV (B)
das substancias presentes na fracdo HPFD-D com tempos de retengdo em 9,2 min
(possivel pectinolido J'); 14,8 e 19,4 (hyptolido e pectinolido E, respectivamente),
obtidos por CLAE (Shimadzu®) em modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250
mm, 10 um) a 25°C, fase mével metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm,
vazédo de 1 mL/min, volume de injecdo de 20 pL. Concentragdo da amostra de 1
mg/mL. Tempos de retencdo das substancias de interesse da fracdo HPFD-D: 9,0;
14,8 e 19,4 min.
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Para uma melhor visualizagéo, sobreposi¢cdes dos cromatogramas dos padrdes

e da fracdo HPFD-D podem ser observados na Figura 30.
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Figura 30 — Cromatogramas da fragdo HPFD-D e dos padrdes pectinolido J’ (tr = 9,2
min), hyptolido (tr = 14,2 min) e pectinolido E (tr = 18,4 min), obtidos por CLAE
(Shimadzu®) em modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um) a 25°C,
fase movel metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min,
volume de injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL. Tempos de
retencdo das substancias de interesse da fragcdo HPFD-D: 9,0; 14,8 e 19,4 min.
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9.3.2.3 Fragédo HPFD-E

A fracdo HPFD-E (0,47 g) apresentou picos com tempos de retencdo em 8,9 e
14,6 min, possivelmente pectinolido J’ e hyptolido, respectivamente. Entretanto, ndo
seria viavel o isolamento dessas substancias, nestas condi¢des, devido a reducéo
ainda maior da resolucdo, por alargamento dos picos cromatograficos, no modo
semipreparativo (Figura 31). Para uma melhor visualizagdo, sobreposi¢cdes dos
cromatogramas dos padrdes e da fragdo HPFD-E podem ser observados na Figura
32.
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Figura 31 — Cromatograma da fracdo HPFD-E obtida por CLAE (Shimadzu®),
utilizando coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 pm) a 25°C, fase movel
metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL.
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Figura 32 — Cromatogramas da fracdo HPFD-E e dos padrdes pectinolido J’ (tr= 9,2
min), hyptolido (tr = 14,2 min) e pectinolido E (tr = 18,4 min), obtidos por CLAE
(Shimadzu®) em modo analitico, coluna Cis Shim-Pack (4,6 x 250 mm, 10 um) a 25°C,
fase mével metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min,
volume de injecdo de 20 pL. Concentracdo da amostra de 1 mg/mL.
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Dentre as fragcbes HPFD-C, HPFD-D e HPFD-E proveniente das folhas de H.
pectinata, a fracdo HPFD-D apresentou picos com boas resolucdes, principalmente
agueles com maiores tempos de retencédo: 14,8 e 19,4 min. Diferentemente, as
fracbes HPFD-C e HPFD-E apresentaram quantidade muito grande de picos com
baixa resolucéo e sobrepostos, o que dificultaria o isolamento e purificacdo por CLAE.
A fracdo HPFD-D foi considerada a fracdo enriquecida em hyptolido e pectinolidos

(FEHP) das folhas e foi escolhida para o isolamento e purificacdo dessas substancias.

9.4 Isolamento e purificagcdo dos metabdlitos secundarios por CLAE

Apos analise da FEHP proveniente da fracao diclorometano das inflorescéncias
(HPIND-D) e folhas (HPFD), realizou-se o0 escalonamento das condi¢des
cromatograficas para o isolamento do hyptolido e pectinolidos por CLAE em modo
semipreparativo (Figura 33), seguindo a metodologia descrita no item 8.3 (pagina

135). O escalonamento foi realizado de acordo com a Equacéo 1 [164].

__ RiXLp

S =
R%XL,

Equacéo 1

Onde, S é o fator de escalonamento; Rr € Ra, 0s raios da coluna preparativa e analitica,
respectivamente, e Lp e La, 0S comprimentos das colunas preparativa e analitica,
respectivamente.

As anadlises cromatograficas foram baseadas na metodologia proposta por
Santana et al. (2019). Observou-se que a fase movel MeOH-H20 50:50 (v/v) foi a
melhor fase movel dentre as fases moveis testadas para a fragdo diclorometano das

inflorescéncias de H. pectinata para isolamento dessas substancias [16].

9.4.1 Isolamento e purificacdo das substancias da fracdo HPInD-D

Foi obtido 1,43 g da fracdo HPInD-D, entretanto apenas 0,88 g foi utilizado para
o0 isolamento dos metabolitos secundéarios. Esta massa foi dividida em cinco
microtubos e apoés a dissolucao e filtracdo das amostras realizou-se as injecdes em
concentracdo crescentes até a concentragdo maxima de 200 pg/mL para evitar

saturacdo da coluna cromatogréfica.
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Observa-se a coeluicdo de alguns picos apos o0 aumento de escala, mas isso

nao impediu que o isolamento fosse realizado satisfatoriamente (Figura 33).

Figura 33 — Cromatograma da fracdo HPInD-D obtida por CLAE (Shimadzu®) em
modo analitico (A), coluna Cis Shim-Pack (4,6x250 mm, 10 um), a 25°C, fase movel
metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min, volume de
inje¢cao de 20 pL. Cromatograma da fragdao HPIND-D obtida por CLAE em modo
semipreparativo (B), coluna Cis Shim-Pack (20x250 mm, 10 um), a 25°C, fase movel
metanol/dgua (50:50), detec¢do UV-Vis a 210 nm, vazéo de 18,9 mL/min, volume de
injecdo de 1000 pL.

70 160 -

60 . 140

Possivel hyptolido

50 - 120

40 4 100

30

ABS

20

10

-10 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Tempo (min) Tempo (min)

A) Cromatograma analitico B) Cromatograma semipreparativo

Pode ser observada na Figura 34, a identificacdo dos picos que foram
realizadas apoés a injecao da amostra, apesar do maior interesse estar no pico 5 (tr=
11,9 min), pico 6 (tr= 15,9 min) e pico 7 (tr= 21,1 min).
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Figura 34 — Cromatograma com demonstracdes dos picos presentes na fracao
HPIND-D, obtida por CLAE (Shimadzu®) em modo semipreparativo, coluna Cis Shim-
Pack (20 x 250 mm, 10 um) a 25°C, fase movel metanol/agua (50:50), detecgcédo UV-
Vis a 210 nm, vazéo de 18,9 mL/min, volume de injecdo de 1000 pL.
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Os picos entre 2,5-7,0 min, referem-se as substancias em mistura que tiveram
suas bandas alargadas em consequéncia do escalonamento (picos 1). Percebe-se
que o pico 2 estava coeluindo com o pico 3 (tr = 8,5 min) devido ao alargamento dos
sinais. Desse modo, para tentar garantir a pureza do pico 2, a coleta foi feita a partir
da metade da intensidade maxima de absorbancia do pico gerado. Como esses picos
estavam coeluindo, o pico 3 provavelmente ndo estava puro. O pico 4 (tr = 10,5 min)
e pico 5 também estavam coeluindo, logo, assim como nos picos anteriores, para
garantir a pureza do pico 5, a coleta foi feita a partir da metade da intensidade maxima
de sua absorbancia. Como o pico 6 e pico 7 estavam com o6timas resolucdes, suas

coletas foram feitas um pouco acima da linha de base do cromatograma.

9.4.2 Isolamento e purificacdo das substancias da fracdo HPFD-D

Foram obtidos 1,22 g da fragdo HPFD-D, entretanto apenas 0,75 g foram

utilizadas para o isolamento. Esta massa foi dividida em quatro microtubos e apos a
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dissolucdo e filtracdo das amostras, realizou-se as injecbes em concentracao
crescentes até a concentracdo maxima de 200 pug/mL para evitar saturacdo da coluna

cromatografica.

Os cromatogramas analiticos e preparativo dessa fracdo sdo demonstrados na
Figura 35A-B. Observa-se a coeluicdo de alguns picos ap0s o aumento de escala, 0
que dificultou a purificacdo de algumas substancias. A substancia em 9,0 min (Figura
35A), esta coeluindo com outras substancias por causa do alargamento dos sinais, e
por isso foi inviavel o seu isolamento. Observa-se que possivel hyptolido coeluiu com
a substancia (possivel pectinolido E) em 12,5 min o que poderia resultar em uma baixa

pureza de ambas as substancias (Figura 35B).

Figura 35 — Cromatograma da fragdo HPFD-D obtida por CLAE (Shimadzu®) em
modo analitico (A), coluna Cis Shim-Pack (4,6x250 mm, 10 um), a 25°C, fase movel
metanol/agua (50:50), detec¢do UV-Vis a 210 nm, vazdo de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20 pL. Cromatograma da fracdo HPFD-D obtida por CLAE em modo
semipreparativo (B), coluna Cis Shim-Pack (20x250 mm, 10 um), a 25°C, fase movel
metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a 210 nm, vazao de 18,9 mL/min, volume de
injecdo de 1000 pL.
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No cromatograma da Figura 36 pode-se observar a identificacdo dos picos que
foram realizadas ap0s a injecdo da amostra, apesar do maior interesse estava na

coleta das substancias do pico 4 e pico 5.
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Figura 36 — Cromatograma com demonstracdes dos picos presentes na fragdo HPFD-
D, obtida por CLAE (Shimadzu®) em modo semipreparativo, coluna Cis Shim-Pack
(20 x 250 mm, 10 um) a 25°C, fase mével metanol/agua (50:50), deteccdo UV-Vis a
210 nm, vazéo de 18,9 mL/min, volume de inje¢éo de 1000 pL.
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Os picos entre 2,8-5,1 min (picos 1), 7,3-8,2 min (picos 2) e 8,9-9,1 min (picos
3), referem-se as substancias em mistura que tiveram suas bandas alargadas por
consequéncia do escalonamento. As substancias presentes no pico 4 (possivel
hyptolido) e pico 5 (possivel pectinolido E) estdo coeluindo proximamente. Na tentativa
de garantir a pureza do dessas substancias, as coletas foram feitas a partir da metade

da intensidade maxima de absorbancia do pico gerado.

Apos os isolamentos das substancias das fragdes HPIND-D e HPFD-D, suas
estruturas quimicas foram elucidas por RMN 'H, COSY, HSQC-ED, HMBC e EM,

como pode ser visto nos tépicos a sequir.
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9.5 Elucidacao das estruturas quimicas do hyptolido e pectinolidos

As substancias presentes nas FEHP das inflorescéncias e folhas foram
identificadas por RMN H, COSY, HSQC-edited (HSQC-ED), HMBC, EM em
ionizacao por electrospray e comparacdes com os dados da literatura [17,26]. Os
detalhes das andlises foram apresentados no item 8.4 (pagina 136).

Com a elucidacéo das estruturas quimicas, detalhadas a seguir, das FEHP das
inflorescéncias foram obtidos o hyptolido (pico 5), pectinolido G (pico 7), e uma nova
hyptolactona, pectinolido Q (pico 6). Da FEHP das folhas foi obtido o pectinolido E
(pico 5). Nao foi possivel garantir a pureza do pico 2 das inflorescéncias e pico 4
(possivel hyptolido) das folhas, que pode ser atribuido a perda de resolucdo por
alargamento dos picos cromatogréaficos. Ambas as substancias isoladas sédo 6leos

amarelados.

Foi obtido 1,43 g da fragdo HPInD-D, entretanto, apenas 0,88 g foi utilizada
para o isolamento dos metabdlitos secundarios, resultando em 17,9; 22,4 e 19,3 mg
de hyptolido, pectinolido Q e pectinolido G, com rendimentos de 2,03; 2,55 e 2,19%,
respectivamente. Foi obtido 1,22 g da fracdo HPFD-D, entretanto, apenas 0,75 g foi
utilizada para o isolamento, resultando em 36,9 mg de pectinolido E, com rendimento
de 4,92%.

Os espectros e estruturas quimicas das substancias podem ser observados ha
Figura 37 a Figura 57. Foram isolados duas &-lactonas a,B-insaturadas e duas y-
lactonas a,B-insaturadas. Assim como suas estruturas quimicas, seus espectros sao

similares. Por isso foi feita a analise espectral detalhada somente do pectinolido E.

9.5.1 Pectinolido E

Na Figura 37 podem ser observados a estrutura quimica do pectinolido E (pico
5 do cromatograma da fracdo HPFD-D das folhas, 6leo amarelado) e seu espectro de
RMN !H. Na Figura 38, Figura 39, Figura 40 e Figura 41 podem ser observados o
COSY, HSQC-ED, HMBC e EM, respectivamente. Por meio dos espectros HSQC-ED
e HMBC foram obtidos os deslocamentos quimicos de RMN 3C. A determinacéo
estrutural foi determinada com auxilio da estrutura proposta por Boalino et al. (2003)
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[17], com isso, na Tabela 1 sdo demonstradas as correlacdes de hidrogénios e

carbonos que fazem parte da molécula, observadas neste estudo e no estudo citado.

Figura 37 — Espectro (A) e ampliacées do espectro (B) de RMN *H (400 MHz, CDCls,
298 K) do pectinolido E.
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Figura 37 — Espectro (A) e ampliacdes do espectro (B) de RMN 'H (400 MHz, CDCls,

298 K) do pectinolido E.
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Figura 38 — Espectro COSY !H-'H (400 MHz, CDCls, 298K) do pectinolido E.
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Figura 39 — Espectro HSQC-ED 'H-13C (400 MHz, CDCls, 298K) do pectinolido E. Os

acoplamentos heteronucleares séo vistos entre chaves {*H,°C}.
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Figura 40 — Espectro HMBC 'H-3C (400 MHz, CDCls, 298K) do pectinolido E. Os
acoplamentos heteronucleares séo vistos entre chaves {*H,*C}.
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Tabela 1 — Dados dos espectros de RMN !H e 13C do pectinolido E, observados neste estudo (400 MHz, CDCIz) e no estudo de
Boalino et al., 2003 (*H: 500 MHz, *3C: 125 MHz; CDCls e 2 gotas de CD30D) [17]. Deslocamentos quimicos (5) em ppm. Constantes
de acoplamento *H-H (J) em Hz entre parénteses.

Dados experimentais Dados da literatura
Posicéao

O dc* OH dc
2 - 162,1 - 162,6
3 6,23 d (3Jznan=9,7) 125,3 6,17 d (3Jauan = 10,2) 128,8
4 6,98 dd ((Jsnan=9,7; 3Japsn = 5,8) 140,7 6,93 dd ((Jsnan = 10,2; 3Jansn = 5,1) 140,6
5 5,32 dd (3Jamsn=5,8; *Jsren= 2,9) 64,1 5,26 m 63,8
6 549 m 75,1 545m 75,0
1’ 5,78 dd (3J1H',2H’: 11,0; 3J6H,1H’: 8,5) 127,5 5,71 dd (3J1H',2H’ = 10,1; 3JGH,1H’ = 8,0) 127,0
2’ 561m 132,7 5,55 dd (PJiw 2w = 10,1; 3dom 3w = 9,2) 132,4
3 5,49 m 67,1 543 m 67,0
4’ 1,86 ddd (*Janasns=14,6; 1 =7,2; 3,1) 353 1,81 dd (3Jarraars = 9,6; J = 4,8) 34.0

4,(b) 1,98 m , 1,93 dd (2J4H’a,4H’b =9,6;J= 4,8) ’
5 4,97 m 71,1 491 m 71,3
6’ 4,97 m 70,4 4,89 m 70,8
7 1,21 d (3Jer, 7 = 6,4) 15,0 1,13 d (3JeH, 71 = 6,8) 14,7
5-OCOMe - 170,5 - 170,2
3’-OCOMe - 170,5 - 170,7
5-OCOMe - 170,5 - 170,9
6-OCOMe - 170,5 - 170,1
5-OCOMe 2,07s 21,2 2,08 s 21,1
3’-OCOMe 2,04s 21,2 2,04 s 21,0
5-0OCOMe 2,09s 21,2 2,10 s 20,6
6’-OCOMe 2,04 s 21,2 2,04 s 21,0

Fonte: Préprio autor.

Nota: *Valores de 5c obtidos nos espectros HSQC-ED e HMBC (400 MHz, CDCls).
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Os sinais em on 2,04 (6H, s), 2,07 (3H, s) e 2,09 (3H, s) observados no espectro
de RMN !H (Figura 37) foram atribuidos aos hidrogénios metilicos de quatro grupos
acetoxila, enquanto o sinal em 611,21 (3H, d, 3Jxe H7 = 6,4 Hz, H-7’) foi atribuido aos
hidrogénios metilicos terminais H-7’ da cadeia heptilica alifatica. Os sinais em 61 1,98
(1H, m, Hp-4') e 1,86 (1H, ddd, 2JaHaamb = 14,6; J = 7,2 e 3,1 Hz, H@)-4’), foram
atribuidos respectivamente aos hidrogénios metilénicos Hpp)-4’ € H@)-4’, presentes na

cadeia alifatica (Tabela 1).

De acordo com a andlise do espectro de RMN H e COSY (Figura 38), os sinais
em 81 6,23 (1H, d, 3J3H.4n=9,7 Hz, H-3) e 6,98 (1H, dd, 3J3n,41 = 9,7 € 3Jan,5H = 5,8 Hz,
H-4) foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos da ©&-lactona, H-3 e H-4,
respectivamente, engquanto os sinais observados em &+ 5,78 (1H, dd, 3Jiw2n=11,0 €
3JeH,11'= 8,5 Hz, H-1") € 5,61 (1H, m, H-2’) foram atribuidos aos dois outros hidrogénios
olefinicos, presentes na cadeia alifatica, H-1" e H-2’, respectivamente. A constante de
acoplamento de 11,0 Hz, estabeleceu a isomeria Z a dupla ligacdo entre os

hidrogénios H-1’ e H-2'.

Os sinais em 8n 4,97 (2H, m, H-6" e H-5’), 5,32 (1H, dd, 3J41,51 = 5,8 € 3JsH,6H =
2,9 Hz, H-5) e 5,49 (2H, m, H-3’ e H-6) foram atribuidos a cinco hidrogénios
oximetinicos, H-6’, H-5’, H-5, H-3’ e H-6. No COSY, observou-se acoplamento entre o
hidrogénio H-5 em 8w 5,32 (1H, dd, 3J4151 = 5,8 € 3Jsh,6H = 2,9 Hz, H-5) e 0 hidrogénio
olefinico H-4 (6n 6,98), entre o hidrogénio H-5 e hidrogénio H-6 em &1 5,49 (1H, m, H-
6), entre o hidrogénio H-6 e o hidrogénio olefinico H-1" (61 5,78). Observou-se
acoplamento entre os hidrogénios H-5" e H-6’ em &1 4,97 (2H, m, H-6’ e H-5’), entre
H-6’ e os hidrogénios metilicos H-7’ (o1 1,21), e entre o hidrogénio H-5’, acoplando
diferentemente com os hidrogénios metilénicos H)-4’ € Hp)-4’ em 61 1,86 (1H, ddd, J
=14,6; 7,2 e 3,1 Hz, Ha)-4’) € 1,98 (1H, m, Hp)-4’), respectivamente. O hidrogénio H-
3’ em 61 5,49 (2H, m, H-3’ e H-6), apresentou acoplamento com o hidrogénio olefinico

H-2’ (6n 5,61) e diferentemente com os hidrogénios metilénicos Hp)-4' € Ha)-4'.

Os deslocamentos quimicos de RMN 13C (Tabela 1) foram obtidos no HSQC-
ED (Figura 39) e HMBC (Figura 40). A molécula apresentou treze sinais para vinte
carbonos, onze desses sinais foram vistos no HSQC-ED e treze no HMBC. Os dois

sinais a mais vistos no HMBC foram indicativos de carbonos carbonilicos. O sinal em
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dc 170,5 foi atribuido a quatro carbonos carbonilicos dos grupos acetoxila, o sinal em
dc 162,1 foi atribuido ao carbono carbonilico C-2 da &-lactona, presentes em sua
conjugacéao, os carbonos olefinicos C-3 (a-conjugado) e C-4 (B-conjugado) em d&c
125,3 e 140,7, respectivamente. No HSQC-ED, o sinal em &c 21,2 foi indicativo de

carbonos metilicos dos quatro grupos acetoxila.

Os sinais em 6c 127,5 e 132,7 foram atribuidos aos outros dois carbonos
olefinicos, C-1’e C-2’, respectivamente. Os sinais em 6c 64,1 (C-5), 75,1 (C-6), 67,1
(C-3", 71,1 (C-5") e 70,4 (C-6") foram indicativos de carbonos oximetinicos, e 0s sinais
em dc 35,3 e 15,0 foram indicativos de carbono metilénico (C-4") e metilico (C-7') da

cadeia alifatica lateral, respectivamente (Tabela 1).

Uma das vantagens que confere ao HSQC-ED é o fato dos sinais dos grupos
metileno estarem negativos aos sinais dos grupos metila e metino, facilitando na
identificacdo de quantos grupos metileno fazem parte da molécula. Para o pectinolido
E, observou-se um sinal negativo no espectro de carbono em dc 35,3 (C-4’) acoplando
com os hidrogénios em &1 1,96 (Hp)-4’) e 1,86 (H@)-4').

O HMBC e COSY confirmaram a ligacao da cadeia heptilica alifatica a 6-lactona
em C-6, uma vez que exibiram acoplamentos de longo alcance entre o carbono C-6
(8¢ 75,1) e os hidrogénios H-4 (&1 6,98), H-2’ (81 5,61) e H-5 (6H 5,32) no HMBC, e
acoplamento entre os hidrogénios H-6 (61 5,49) e H-1’ (61 5,78) no COSY. A analise
de HMBC também auxiliou no posicionamento de um dos grupos acetoxila
diretamente do anel lactbnico, uma vez que o carbono C-5 (6c 64,1), ligado ao grupo
acetoxila, apresentou acoplamentos com os hidrogénios olefinicos H-4 (61 6,98) e H-
3 (6H 6,23), no COSY observou-se acoplamento entre H-4 (61 6,98) e H-5 (61 5,32), e
entre H-5 e H-6 (6H 5,49).

Na Figura 41 pode ser observado o0 espectro de massas do
pectinolido E, que possui massa monoisotopica teodrica de 426,15 Da (C20H26010). O
pico de baixa intensidade de razdo massa/carga (m/z) em 427,05, referiu-se ao seu
ion quasimolecular [M + H]* e o pico mais intenso em m/z 444,20, referiu-se ao aduto
de amoénio [M + NH4]*. Os resultados sdo condizente com os resultados apresentados
por Boalino et al. (2003) [17].
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9.5.2 Hyptolido

Na Figura 42 podem ser observados a estrutura quimica do hyptolido (pico 5
da fracdo HPIND-D das inflorescéncias, 6leo amarelado) e seu espectro de RMN *H.
Nas Figura 43, Figura 44, Figura 45 e Figura 46 podem ser observados o COSY,
HSQC-ED, HMBC e EM, respectivamente. Por meio dos espectros HSQC-ED e
HMBC foram obtidos os deslocamentos quimicos de RMN 3C. A determinacéo
estrutural foi determinada com auxilio da estrutura proposta por Achmad et al. (1987)
[26], com isso, na Tabela 2 sdo demonstradas as correlagbes de hidrogénios e
carbonos que fazem parte da molécula, observadas neste estudo e no estudo citado.

Figura 42 — Espectro (A) e ampliacdes do espectro (B) de RMN 'H (600 MHz, CDCls,
298 K) do hyptolido.

(continua)
PRI P EEER R R R R R I R N R R P EE RN R R R R R R R R R e
SRR R R N R R R
RRRBRIRVOOSOOOOOORRARRNMNHNHNANNNNANNGRANNANNNNAANTITILIIIITIIINMMMNOOOOOONNRRDREEE®AN
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm 222 de3R3 NSNS INANRRRR5RR R AR RN
l‘w w \WAAJJJJJJJJAAJAA R R P 55 T R e
— T =i T W —
- 8000
/ / X / // // / / .
- 6000
3',5',6'-0COMe 15000
o]
Il
4000
- 3000
- 2000
2'H
3IH - 1000
'
3H 1'H 6'H
4H | l 6H 5'H 5H(b) 5H(a) 4H(a)
i [ T || A,
4H(b)
< eaxooeacao ..OTQ.C?‘\! e
- — O - ANMAN m -1000
"5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)



176

(concluséao)

AO

| RESULTADOS E DISCUSS

CAPITULO 3
Figura 42 — Espectro (A) e ampliacdes do espectro (B) de RMN *H (600 MHz, CDCls,

298 K) do hyptolido.

B)

120 1.19 1.18 1.17 116

f1 (ppm)

124 123 122 121

s 2 2 2 2 = s s o 2 2 2 = s g 8 8§ s s 2 2 2 2 s s
2 8 § 8 % 8 o 7 2 8 § 8 % 8 o 7% 8 & 8 8 o g 828 8 8 8 o =
r ]
L [ . s
€806 . L3 o B
[ 8 wmafw [ mmg.N\// < psT8T y

uvors/ S 68T6 Y~ [ boes'T — _ L&

£89,'5 L ovz6'y— | 3

p1LLS o e Fs ~ ) .

652275~ LS preey F2 \ L&

B8LL'S = = op . =

\ £ FE [ 8 [68¢8'T — £
pI8LS F& [ & g leeg/ Il |
g=  PILEb 5e = G6E8'T— h r 3=
AN Fe N PRSI -
ozge v~ | [T, F [< psy8T~

006£4'S— r LL86'Y ~ =0 Lot I l0gss'T - L m

k26L's— w pgeer— \ |5 Y s lb£S8'T -

6565~ P2 Lsesv e L2 /

:Voc.mm [ h L8
r £600°S [ -
2 2 2 2 8 g s s 2 2 2 g 2 8 2 2 2 2 2 2 s s 2 2 o 2 8 8 8 8 8 g
2 8 8 3 8 8 o =% € 8§ 8 8 8 o = 2 8 § 8 ] 8 o = 2 2 2 8 g8 o 32 8 § 8 8 8 o 3
[ [t [}
- o BIETA ~ F2 _— _ Fe
[ lbeors— B = peogz— - feest -

0£0'9 069€T - | 5 5

b9£0'0 — V697 — y |y puge— =< 3 LE
. N - €187/

l68£0°9 — g [CELE"

Dot e B p8Lee— = L& peooz— ~ i

[ £ puzs/ S £ [ ~E et
HoOT|[ & Leszs— < |feor|l 78 T a8 ROT|[ o2 0°€
. 2= [1887'S = bzesT F oo Sz i

6050°9 ~ Fe N\ - « i - FS" |e60zT—

(2509~ ° e el - bTT0T— - S
: o

Mmmm_ww [ VS62'S — B UTope - [ | 2

|8 L2 Beorz/ 2
S BroEs— - €60b°C~ - L= o
L L s - NoGeToT— | <] | &
Lo ~
e LS
- ° - g 8 8 o
2 2 2 2 2 g 3 s s g s S s 2 2 2 2 = g g g8 g 8
8 82 § 8 % 8 o = g 8 § & o ®§ 2 8 8 3 8 8 o =% g & 8 5 o
ES g < O] L
Lo L& N P
© w =M . =3
och- [ 2 Nomo.N\f 83| - Tmm L8
tves's — 8 et B < Q
- % re - - ° L
[ Me R - L g = o

68989 - o N L L g

bEL8'9 0ES'S — re Bsvr'e~ - ] =3 e
. - o F 7 N o2-

Nmmm w\ 82 "2 kesvr— ~ Ng PEROT g % |
" (=% (=% . a T [=3
9~ ~ . 8 08 [G/SPT~ - 1| <8 & g8

5889 =M = leess— F32 Boovz— DIl | = Ba

/688'9 _ | 3 lesop'T— -

: S BES'S— ~

6v68°9 2 G69YT— - FE r
€668 o/ - Fa g
_ = 62hSS — " S6/%°C — L m ]

© L% Besyz— - [
w288y — | 2 R
M g
L& 8 [




CAPITULO 3 | RESULTADOS E DISCUSSAO 177

Figura 43 — Espectro COSY !H-'H (600 MHz, CDClIz, 298K) do hyptolido.
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Figura 44 — Espectro HSQC-ED H-3C (600 MHz, CDClIs, 298K) do hyptolido. Os
acoplamentos heteronucleares séo vistos entre chaves {*H,°C}.
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Figura 45 — Espectro HMBC !H-3C (600 MHz, CDCIs, 298K) do hyptolido. Os
acoplamentos heteronucleares séo vistos entre chaves {*H,*C}.
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Tabela 2 — Dados dos espectros de RMN *H e 13C do hyptolido, observados neste estudo (600 MHz, CDCIs3) e no estudo de Achmad
et al., 1987 (*H: 500 MHz, 13C: 125 MHz; CDCIs) [26]. Deslocamentos quimicos (5) em ppm. Constantes de acoplamento *H-1H (J)
em Hz entre parénteses.

Dados experimentais

Dados da literatura

Posicéao
8H 5(:* 8H 60
2 - 163,5 - 163,2
3 6,05 ddd (3J3H,4H =9,8; %Janen = 2,6; *JansHa = 1,1) 121,5 6,04 ddd (3J3H,4H =10,0; J = n/a; *Jzn,sma= 1,0) 121,3
4 6,88 ddd (3Jam.an = 9,8; 2JansHa = 5,7; 2JansHb = 2,7) 144,6 | 6,90 ddd (*Jzn.an = 10,0; 3Jansha = 6,0; 3Jansun = 3,0) 144,5
2,39 dddd (3J =18,4; 3% =5,7;3J =44,

5@ (“JsHa,5Hb 4\]3H’5Ha:4]k_‘;5]33 5Ha,6H 295 2.40 m 2.3

5(b) 2,46 ddt (stHa,sHb = 18,4; 3~]5Hb,6H = 11,2; 3\]4H,5Hb = 2,7) 2,45 m
6 5,28 m 73,8 | 5,30 ddd (*Jstber = 12,0; 3Jsmaen = 4,5; 3Jen,v1 = 7,0) 73,6
1 5,78 m 131,3 5,78 dd (*J1h 21 = 10,0; 3Jer,11 = 7,0) 131,0
2 5,56 m 130,8 554 m 130,6
3 553 m 66,5 554 m 66,3

4’ 1,84 m 1,84 m
4’(b) 2,01 dd (3J4'Hb,5’|-| = 9,4; 2J4’Ha,4‘Hb = 4,9) 34’9 2,02 m 3416
5 4,92 dt (3J4'Hb,5’|-| = 9,4; 3J5'|-|,6’|-| = 3,3) 70,9 4,94 m 70,7
6’ 4,99 dq (PJen,7H = 6,6; 3JsHen = 3,3) 70,5 5,00 dgq (PJen,7H = 6,5; 3JsHen = 2,9) 70,2
7 1,20 d (®(Jen,7H = 6,6) 14,7 1,21 d ((Jen,7H = 6,5) 14,5
3’-OCOMe - 170,3 - 169,5
5-OCOMe - 170,3 - 170,8
6’-OCOMe - 170,3 - 170,4
3’-OCOMe 2,08 s 21,1 2,08s 20,8
5-0OCOMe 2,05s 21,1 2,04s 20,8
6’-OCOMe 2,05s 21,1 2,03s 20,8

Fonte: Proprio autor.
Nota: *Valores de &¢ obtidos nos espectros HSQC-ED e HMBC (600 MHz, CDClIs); n/a = ndo informado.
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Observa-se na Figura 47 que as estruturas quimicas do pectinolido E e
hyptolido sdo semelhantes, diferindo apenas no grupo acetoxila em C-5,
conseguentemente, seus espectros unidimensionais e bidimensionais apresentaram

hidrogénios e carbonos com semelhantes deslocamentos quimicos.

Figura 47 — Estruturas quimicas do hyptolido e pectinolido E.

. —
OAc OAc
Hyptolido Pectinolido E

Fonte: Préprio autor.

Atribuiu-se no espectro de RMN 'H do hyptolido (Figura 42), os sinais em &H
2,39 (1H, dddd, 2JsHa,5Hb = 18,4; 3Jar,5Ha = 5,7; 3JsHaeH = 4,4 € “JavsHa = 1,1 Hz, H(a)-5)
e 2,46 (1H, ddt, 2JsHasHb = 18,4; 3Jshbern = 11,2 € 3JansHp = 2,7 Hz, Hp)-5) aos
hidrogénios H)-5 e H)-5, respectivamente. No HSQC-ED do pectinolido E (Figura
39) observou-se correlacédo *Jscsn do carbono C-5 com o sinal em 8w 5,32, indicativo
de grupo metino. No HSQC-ED do hyptolido (Figura 44), observou-se correlacdes
1Jsc,5n do carbono C-5 com os sinais em 8+ 2,39 e 2,46, indicativo de grupo metileno

com hidrogénios diastereotdpicos.

Grupos diastereotdpicos ndo sdo equivalentes e nem isécronos, tém diferentes
valores de deslocamentos quimicos nos espectros de RMN, podendo ocasionar
diferentes acoplamentos com os substituintes adjacentes [165]. Como exemplo,
observou-se que hidrogénio olefinico H-4 da &-lactona em &+ 6,88 (1H, ddd, 3JaH,sH =
9,8; 3JaHsHa = 5,7 € 3JansHp = 2,7 Hz, H-4), apresentou constantes de acoplamento
diferentes ao acoplar com os hidrogénios diastereotopicos H)-5 € Hp)-5 (Tabela 2).
Por serem hidrogénios diastereotépicos, no COSY (Figura 43) observou-se

acoplamento geminal (2Ju,H) entre eles, com constante de acoplamento de 18,4 Hz.
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Percebe-se que os deslocamentos quimicos para os hidrogénios H-5 do
hyptolido sdo mais protegidos do que o hidrogénio H-5 do pectinolido E, essa protecao
€ devido a auséncia de ligacdo entre o carbono C-5 e o oxigénio do grupo acetoxila.
Essa mesma protecdo é observada nos deslocamentos quimicos dos carbonos C-5
de ambas as substancias, sinal em dc 64,1 e 29,5 para o pectinolido E (Tabela 1) e

hyptolido (Tabela 2), respectivamente.

Diferentemente do HSQC-ED do pectinolido E, que foi observado sinal negativo
para apenas um grupo metileno (C-4’), no HSQC-ED do hyptolido observou-se dois
sinais negativos em 6c 34,9 e 29,5, referentes aos dois grupos metileno presentes em
sua estrutura C-4’ e C-5, respectivamente. No HMBC (Figura 45) foi possivel observar
0s sinais em oc 144,6 e 121,5, respectivamente referentes aos carbonos C-4 e C-3 da
a,pB-insaturacédo da &-lactona, acoplando diferentemente com os hidrogénios H)-5 e
Hm)-5.

Na Figura 46, pode ser observado o espectro de massas do hyptolido, que
possui massa monoisotopica tedrica de 368,15 Da (CisH240s). O pico de baixa
intensidade em m/z 369,20, referiu-se ao seu ion quasimolecular [M + H]* e o pico
mais intenso em m/z 386,20, referiu-se ao aduto de amonio [M + NHa4]*. Os resultados
séo condizente com os resultados apresentados por Santana et al. (2019) [16]. A
diferenca em m/z 58, entre os picos [M + NH4]* do pectinolido E (m/z 444,20) e
hyptolido (m/z 386,20), reforca a auséncia do grupo acetoxila e adicdo de mais um

hidrogénio ao carbono C-5 do hyptolido.

9.5.3 Pectinolido G

Na Figura 48 podem ser observados a estrutura quimica do pectinolido G (pico
7 do cromatograma da fracdo HPInD-D das inflorescéncias, 6leo amarelado) e seu
espectro de RMN 'H. Na Figura 49, Figura 50, Figura 51 e Figura 52 podem ser
observados o COSY, HSQC-ED, HMBC e EM, respectivamente. Por meio dos
espectros HSQC-ED e HMBC foram obtidos os deslocamentos quimicos de RMN 13C.
A determinacdo estrutural foi determinada com auxilio da estrutura proposta por
Boalino et al. (2003) [17], com isso, na Tabela 3 sdo demonstradas as correlagdes de
hidrogénios e carbonos que fazem parte da molécula, observadas neste estudo e no

estudo citado.
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Figura 48 — Espectro (A) e ampliacdes do espectro (B) de RMN *H (600 MHz, CDCls,
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298 K) do pectinolido G.
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Figura 48 — Espectro (A) e ampliacdes do espectro (B) de RMN *H (600 MHz, CDCls,

298 K) do pectinolido G.
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Figura 49 — Espectro COSY !H-'H (600 MHz, CDClIz, 298K) do pectinolido G.
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Figura 50 — Espectro HSQC-ED 'H-3C (600 MHz, CDCls, 298K) do pectinolido G. Os
acoplamentos heteronucleares séo vistos entre chaves {*H,°C}.
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Figura 51 — Espectro HMBC 'H-13C (600 MHz, CDCIz, 298K) do pectinolido G. Os
acoplamentos heteronucleares séo vistos entre chaves {*H,°C}.
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Figura 52 — Espectro de massas do pectinolido G, obtido em ionizacdo por
electrospray no modo SIM positivo (4,5 kV) a 308 K.
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Tabela 3 — Dados dos espectros de RMN 'H e 3C do pectinolido G, observados neste estudo (600 MHz, CDCls, 298 K) e no estudo
de Boalino et al., 2003 (*H: 500 MHz,13C: 125 MHz; CDCIs) [17]. Deslocamentos quimicos (5) em ppm. Constantes de acoplamento
'H-1H (J) em Hz entre parénteses.

Dados experimentais

Dados da literatura

Posicéao
OH dc* OH dc

2 - 169,1 - 169,1

3 6,23 d (3Jap4n = 5,4) 120,2 6,23 d (3Jsn4n = 5,4) 120,3

4 7,42 d ((Jsnan = 5,4) 143,3 7,43 d ((Jsnan = 5,4) 143,4

5 - 150,6 - 150,5

1 6,20 m 108,4 6,20 d (*J1 21 = 12,0) 108,5

2 6,70 ddd (3J1H',2'H =11,9; 3J2H’,3'H =10,9; 4J2H’,4’H = 0,9) 125,0 6,71 ddd (3J1H',2*H =12,0; 3JzH'_3'H =10,9; 4~]2H’,4’H = 0,8) 125,0

3 5,60 ddd (3Jz1an = 10,9; 3anan = 9,7; “Tswsma=1,1)  132,9 | 5,60 ddd Pz zn=10,9; 3Jzpan = 9,8; 4JswsHa=1,0) 132,9

4 5,73 m 67,0 5,73 m 67,0

5@ 1,88 ddd (2Jsta,shb = 14,5; 3Jar 5Ha = 7,8; *Jaw5Ha = 3,3) 344 1,88 ddd (3JsHasHb = 12,8; *Jarr sHa = 6,4; *Jan 5Ha = 3,2) 343

5,(b) 2,09m , 2,09m 1

6’ 4 97 dt (3J5H’b,6H’ =9,3; 3J6‘H,7’H = 3,5) 71,2 4,97 dt (3J5H’a,6H‘ =9,3; 336’H,7’H = 3,5) 71,2

7 5,03 dgq (3J7nsH = 6,6; 3JeH,7H = 3,5) 70,3 5,03 dq ((J7hsH = 6,6; 3JeH7H = 3,5) 70,4

8 1,20 d (3J7HeH = 6,6) 15,0 1,20 d (}J7neH = 6,6) 15,0
4’-OCOMe - 170,2 - 170,3
6’-OCOMe - 170,2 - 170,1
7-OCOMe - 170,2 - 170,2
4’-OCOMe 2,04 s 21,1 2,02s 21,2
6’-OCOMe 2,05s 21,1 2,06 s 21,1
7-OCOMe 2,05s 21,1 2,04 s 21,0

Fonte: Proprio autor.
Nota: *Valores de 5¢ obtidos nos espectros HSQC-ED e HMBC (600 MHz, CDCls).
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Sua estrutura quimica foi elucidada com auxilio dos dados espectroscopicos
apresentados por Boalino et al. (2003) [17]. Os autores do artigo estabeleceram sua
férmula molecular como CisH220s. Em comparagdo com o hyptolido (CisH240s), a

auséncia de hidrogénios indicou que a molécula apresentava uma insaturagédo a mais.

Os sinais em du 2,05 (s, 6H) e 2,04 (s, 3H), observados no espectro de RMN
'H (Figura 48), foram atribuidos aos hidrogénios metilicos de trés grupos acetoxila. Os
sinais em 8n 6,23 (1H, d, 3J3H4n = 5,4 Hz, H-3) e 7,42 (1H, d, 3J3H4H = 5,4 Hz, H-4),
foram atribuidos a dois hidrogénios olefinicos da a,B-insaturagdo da y-lactona,
respectivamente H-3 e H-4. De acordo com o HSQC-ED, esses hidrogénios estao
ligados aos carbonos em o6c 120,2 e 143,3, regibes de carbonos insaturados,
atribuidos aos carbonos C-3 e C-4, respectivamente (Tabela 3). O sinal em &c 169,1
foi atribuido a carbonila da y-lactona (C-2). Os sinais em 8+ 6,70 (1H, ddd, 3J1H2H =
11,9; 3J2r3H= 10,9 e *J2n 41 = 0,9 Hz, H-2") e 5,60 (1H, ddd, 3J2H,3H = 10,9; 3J3H.4H =
9,7 e 431 5Ha = 1,1 Hz, H-3’) foram atribuidos a mais dois hidrogénios olefinicos H-2’
e H-3’, respectivamente. A constante de acoplamento de 10,9 Hz, estabeleceu a

isomeria Z a dupla entre os carbonos C-2’ e C-3’.

Diferentemente do pectinolido E, em que foi observado deslocamento quimico
em 81 5,32 para H-5, no espectro de RMN *H do pectinolido G néo foi observado sinais
nessa regido. A auséncia de hidrogénio no carbono C-5 (6 150,6) foi confirmada no
HSQC-ED (Figura 50), em que néao foi observado acoplamento 1Jscsn, € auséncia de
acoplamentos 3JansH € 3Jsh,1H N0 COSY (Figura 49). Além disso, o HMBC confirmou
a ligacdo da cadeia octilica alifatica a y-lactona em C-5, uma vez que exibiram
acoplamentos de longo alcance entre o carbono C-5 (6¢c 75,1) e os hidrogénios H-4’
(6n 7,42), H-1" (61 6,20) e H-2’ (61 6,70) no HMBC (Figura 51). A auséncia de
hidrogénio em C-5, e sinal em 3¢ 150,6, sugeriu uma dupla ligacéo entre os carbonos
C-5 e C-1’ (6¢ 108,4), indicando que a molécula apresentava uma insaturagdo a mais

em relacéo ao hyptolido.

O COSY, HSQC-ED e HMBC revelaram todo o sistema de spin associado a
cadeia lateral (Tabela 3), a partir do carbono C-2’, observou-se semelhanca entre seus
deslocamentos e acoplamentos da cadeia lateral, aos deslocamentos e acoplamentos

da cadeia lateral do hyptolido.
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Na Figura 52, € observado o espectro de massas do pectinolido G, que possui
massa monoisotopica tedrica de 366,13 Da (CisH220s). O pico de baixa intensidade
em m/z 367,30, referiu-se ao seu ion quasimolecular [M + H]* e 0 pico mais intenso
em m/z 384,20, referiu-se ao aduto de amoénio [M + NH4]*. Os resultados séo

condizente com os resultados apresentados por Boalino et al. (2003) [17].

O pico 7 da fracdo HPInD-D, referente a essa substancia (tg = 25,5 min;
AL = 316 nm; Figura 22, pagina 150), apresentou tempo de retengdo e espectro
de UV diferente do pectinolido E padrdo (tg = 18,4 min; AL ™ = 204 nm; A} " =
319 nm, Figura 19, pagina 146), tratando-se de substancias diferentes. A intensa
absorcdo em 316 nm no espectro de UV, indicou que a substancia poderia ser uma y-
ou O-lactona a,B-insaturada com ligacdes duplas conjugadas, relatado com mais

detalhes no item 9.3.1.2. Com a elucidacao de sua estrutura quimica, a substancia em

questao é uma y-lactona a,B-insaturada com duas liga¢des duplas conjugadas.

9.5.4 Pectinolido Q

Na Figura 53 podem ser observados a estrutura quimica do pectinolido Q (pico
6 do cromatograma da fracdo HPInD-D das inflorescéncias, 6leo amarelado) e seu
espectro de RMN 'H. Na Figura 54, Figura 55, Figura 56 e Figura 57 podem ser
observados o COSY, HSQC-ED, HMBC e EM, respectivamente. Por meio dos
espectros HSQC-ED e HMBC foram obtidos os deslocamentos quimicos de RMN *3C.
Até o momento nao ha relato cientifico de isolamento dessa hyptolactona, nas paginas
seguintes sera relatado que sua estrutura quimica € semelhante a do pectinolido G,
com isso, a sua determinacdo estrutural foi determinada com auxilio da estrutura
proposta por Boalino et al. (2003) [17] para o pectinolido G. Na Tabela 4 sao
demonstradas as correlacdes de hidrogénios e carbonos que fazem parte do

pectinolido Q, e do pectinolido G (obtido neste estudo).
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Figura 53 — Espectro (A) e ampliacdes do espectro (B) de RMN *H (600 MHz, CDCls,
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Figura 53 — Espectro (A) e ampliacdes do espectro (B) de RMN *H (600 MHz, CDCls,

298 K) do pectinolido Q.
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Figura 54 — Espectro COSY !H-'H (600 MHz, CDClIz, 298K) do pectinolido Q.
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Figura 55 — Espectro HSQC-ED 'H-3C (600 MHz, CDCls, 298K) do pectinolido Q. Os
acoplamentos heteronucleares séo vistos entre chaves {*H,3C}.
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Figura 56 — Espectro HMBC 'H-13C (600 MHz, CDClIz, 298K) do pectinolido Q. Os
acoplamentos heteronucleares séo vistos entre chaves {*H,°C}.
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Figura 57 — Espectro de massas do pectinolido Q, obtido em ionizagdo

electrospray no modo SIM positivo (4,5 kV) a 308 K.
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Tabela 4 — Dados dos espectros de RMN 'H e 3C dos pectinolidos Q e G (600 MHz, CDCIlz), observados neste estudo.
Deslocamentos quimicos (8) em ppm. Constantes de acoplamento *H-'H (J) em Hz entre parénteses.

_ Pectinolido Q Pectinolido G
Posicéo
OH oc* OH dc*
2 - 169,0 - 169,1
3 7,70 dd (3Janan = 5,6; SJarn = 0,7) 138,4 6,23 d (3Jaman = 5,4) 120,2
4 6,29 dd (3Janan = 5,6; *Jarrn = 1,8) 121,0 7,42 d ((Jaman = 5,4) 143,3
5 - 152,3 - 150,6
1 6,64 m 109,4 6,20 m 108,4
2’ 6,43 ddd ((Jrh2n= 12,5; 3J2n3n = 10,8; “Jow 4w = 0,8) 124,7 | 6,70 ddd (PJsw2n=11,9; 3Jor 3= 10,9; *Joran=0,9)  125,0
3 5,60 ddd (3JZ’H,3’H = 10,8; 3J3*H,4'|-| = 9,6; 4J3'H,5’Ha = 1,2) 132,6 5,60 ddd (3J2'H,3*H = 10,9; 3\]3'|-|,4'|-| = 9,7; 4J3H',5'Ha = 1,1) 132,9
4 570m 67,0 573 m 67,0
5'(a) 1,86 ddd (*JstasHe = 14,1; *JansHa = 8,7; Iz sHa = 3,2) 337 1,88 ddd (*Jswaste = 14,5; 3Jaw sHa = 7,8; *Jak 5Ha = 3,3) 34.4
5 ) 2,14 ddd (WsHasHp = 14,1; 3Jsrpen = 10,3; 3Jansme = 5,5) , 2,09 m '
6 4,93 dt (PJsmben = 10,3;3Jen7H= 3,3) 70,9 4,97 dt (CJshber = 9,3; Jer,7H = 3,5) 71,2
7 5,04 dq (3J7*H,8'H = 6,6; 3Js’|-|,7'|-| = 3,3) 70,3 5,03 dq (3J7'H_8'H = 6,6; 3JG’H,7’H = 3,5) 70,3
8’ 1,20 d (3J7*H,8'H = 6,6) 15,0 1,20 d (3J7'H,8’H = 6,6) 15,0
4’-OCOMe - 170,4 - 170,2
6’-OCOMe - 170,4 - 170,2
7’-OCOMe - 170,4 - 170,2
4’-OCOMe 2,03s 21,0 2,04 s 211
6’-OCOMe 2,05s 21,0 2,05s 211
7’-OCOMe 2,05s 21,0 2,05s 21,1

Fonte: Préprio autor.
Nota: *Valores de 5c obtidos nos espectros HSQC-ED e HMBC (600 MHz, CDCls).
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Observa-se na Figura 58 que as estruturas quimicas dos pectinolidos G e Q
sdo semelhantes. As substancias sao estereoisémeros do tipo diastereoisémeros,
com mudanca na isomeria E e Z da ligacdo dupla entre os carbonos C-5 e C-1". Ao
comparar os deslocamentos quimicos desses carbonos no espectro de RMN 13C
(Tabela 4), foi atribuida a isomeria E a dupla entre C-5 e C-1’ do pectinolido Q por
estarem mais deslocados. Devido a similaridade dessas hyptolactonas, seus
espectros unidimensionais e bidimensionais apresentaram hidrogénios e carbonos

com semelhantes deslocamentos quimicos.

Figura 58 — Estruturas quimicas dos pectinolidos G e Q obtidos neste estudo.

Pectinolido G Pectinolido Q

Fonte: Préprio autor.

Como pode ser observado no espectro de RMN *H do pectinolido G (Tabela 4),
os hidrogénios olefinicos H-3 e H-4 da y-lactona, apresentaram-se como dubletos,
acoplando entre si com deslocamentos quimicos em 6n 6,23 (1H, d, 3J3H4H = 5,4 Hz,
H-3) e 7,42 (1H, d, 3J3n4n = 5,4 Hz, H-4), respectivamente. No espectro de RMN *H
do pectinolido Q (Tabela 4), os sinais em 61 7,70 (1H, dd, 3JaH4H = 5,6 € %J3H,1H = 0,7
Hz, H-3) e 6,29 (1H, dd, 3J3n4H = 5,6 € “Jan,rH = 1,8 Hz, H-4) foram atribuidos aos
hidrogénios olefinicos da y-lactona H-3 e H-4, respectivamente, apresentando-se
como duplos dubletos. Esta multiplicidade foi o ponto “chave” para atribuicdo da
isomeria E a dupla ligacdo entre os carbonos C-5 (6c 152,3) e C-1" (6¢c 109,4) do
pectinolido Q.

Ao comparar as duas estruturas quimicas (Figura 58), a diferenca nas
isomerias das duplas entre C-5 e C-1’, faz com que seus hidrogénios H-1’ sejam
diferentes espacialmente. De acordo com Pavia et al. (2010) [166], a interacdo spin-
spin entre acoplamento homonuclear e heteronuclear, pode ser afetada com o angulo

da ligacdo. Com isso, a maneira como H-1’ (dn 6,64) do pectinolido Q est4 sendo
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representado espacialmente, fez com que houvesse uma efetiva interacdo spin-spin
entre H-1" e os hidrogénios H-3 e H-4. Com isso, atribuiu-se no espectro de RMN H
do pectinolido Q, acoplamento 4J entre H-4 e H-1" de 1,8 Hz e acoplamento °J entre
H-3 e H-1’ de 0,8 Hz.

Observou-se que diferente do pectinolido G, o hidrogénio H-3 do pectinolido Q
é mais desprotegido que H-4 (Tabela 4). Devido a isomeria E da dupla ligagido dos
carbonos C-5 (6c 152,3) e C-1’ (d¢c 109,4), essa desprotecao pode ser ocasionada pela
sobreposicdo dos orbitais das ligagbes duplas conjugadas, tornando H-3 mais

desblindado que H-4.

O hidrogénio H-1' (6 6,64) do pectinolido Q apresentou-se em sinal mais
deslocado que o H-1' (61 6,20) do pectinolido G (Tabela 4), esse deslocamento foi
atribuido ao fato do H-1’ do pectinolido Q estd espacialmente mais préximo do
oxigénio ligado ao carbono C-5, tornando-o mais desprotegido. Efeito contrério foi
observado aos H-2’ dessas substancias, em que o H-2’ (61 6,43) do pectinolido Q foi
menos deslocado que o H-2’ do pectinolido G (dn 6,70) por estar espacialmente mais

afastado do oxigénio.

O COSY (Figura 54), HSQC-ED (Figura 55) e HMBC (Figura 56) revelaram todo
o sistema de spin associado a cadeia lateral (Tabela 4). A partir do carbono C-3’,
observou-se semelhanca entre seus deslocamentos e acoplamentos aos

deslocamentos e acoplamentos da cadeia lateral do pectinolido G obtido neste estudo.

Na Figura 57 pode ser observado o espectro de massas do pectinolido
Q, que possui massa monoisotdpica tedrica de 366,13 Da (Ci1sH220s). Diferente dos
espectros de massas das hyptolactonas obtidas neste estudo, observou-se a auséncia
de seu ion quasimolecular [M + H]*. O sinal de baixa intensidade em m/z 366,25,
referiu-se ao seu ion molecular, condizente com o ion molecular apresentado por
Boalino et al. (2003) para o pectinolido G [17]. O pico de maior intensidade em m/z
384,25, referiu-se ao aduto de aménio [M + NHa]*, pico semelhante e de mesma
intensidade observou-se no espectro de massas do pectinolido G obtido neste estudo,

referente ao aduto amonio em m/z 384,20 (Figura 52, pagina 187).

O pico 6 da fracdo HPInD-D, referente a essa substancia (tg =

18,7 min; AL = 320 nm; Figura 22, pagina 150), apresentou tempo de retencéo
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e espectro de UV diferente do pectinolido E padrdo (tg = 18,4 min; AL™ =
204 nm; AN =319 nm; Figura 19, pagina 146), tratando-se de substancias
diferentes. A intensa absorcdo em 320 nm no espectro de UV, indicou que a
substancia poderia ser uma y- ou d-lactona a,B-insaturada com ligagbes duplas
conjugadas, relatado com mais detalhes no item 9.3.1.2. Com a elucidacéo de sua
estrutura quimica, a mais nova hyptolactona € uma y-lactona a,3-insaturada com duas

ligacOes duplas conjugadas.

ApoOs a elucidacdo das estruturas quimicas, as hyptolactonas obtidas neste
estudo (hyptolido, pectinolidos E, G e Q) e as fracbes enriquecidas em hyptolido e
pectinolidos (FEHP) das folhas e inflorescéncias de H. pectinata tiveram seus

potenciais antibacterianos avaliados frente a S. pyogenes.

9.6 Atividade antibacteriana frente a Streptococcus pyogenes

9.6.1 Avaliacao do efeito antibacteriano do DMSO

Inicialmente, determinou-se a CIM do DMSO frente a S. pyogenes por meio do
método de microdiluicio em caldo. O DMSO é um solvente organico de baixa
toxicidade, frequentemente utilizado em ensaios biolégicos para solubilizacdo de
amostras. A agdo permeante de membranas biologicas do DMSO tem permitido a sua
utilizacdo como potencializador de drogas antibacterianas, antifangicas, antivirais e
antiparasitarias [167,168]. Por isso, antes de realizar os ensaios biolégicos com as
fracBes e substancias, verificou-se em quais concentracdées o DMSO néo inibiria o

crescimento de S. pyogenes, a fim de evitar interferéncias nos ensaios biolégicos.

O DMSO foi diluido na suspenséo bacterina de modo que suas concentracdes
nos poc¢os (v/v) variassem de 8 (concentracéo inicial) a 0,0625% (concentracao final)
(Figura 59).
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Figura 59 — Avaliacdo da CIM do DMSO frente a S. pyogenes por meio do método de
microdiluicdo em caldo. Os resultados foram obtidos por monitoramento de
absorbancia em leitor de microplacas.

1201
1007 F
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60
401

201

Crescimento microbiano (%)

Concentracdes (%)

Nota: O eixo y representa o0 crescimento microbiano em porcentagem, enquanto 0 €ixo X
representa as concentracdes de DMSO testadas. Controle positivo de inibigdo: oxacilina 0,4
pg/mL (Oxa). Controle negativo de inibicdo: suspensdo bacteriana (0). Esse gréfico foi
representativo de experimentos realizados em triplicata com aplicagdo do teste estatistico
ANOVA de via Unica, seguido do teste de Tukey (p < 0,05). Letras iguais indicam médias
estatisticamente equivalentes, letras diferentes indicam médias com diferengas significativas.

O DMSO nas concentracfes abaixo de 8% foi incapaz de inibir o crescimento
de S. pyogenes. Na concentracéo de 8%, o DMSO inibiu o crescimento bacteriano em
97,76% (x 0,77), enquanto para o controle positivo de inibicdo (oxacilina), houve
inibicdo de 97,30% (x 0,70). A CIM do DMSO frente a S. pyogenes foi de 8%. Desse
modo, nos experimentos realizados neste trabalho, poderia utilizar o DMSO nas
concentracdes entre 4 e 0,0625%. Para garantir a n&do interferéncia do DMSO nos
ensaios, preferiu-se utilizar o DMSO na concentragéo de 1%.

9.6.2 Avaliacao do efeito antibacteriano das FEHP
9.6.2.1 Concentragao inibitéria minima (CIM)

Para determinacdo da CIM de cada fracdo testada por meio método de
microdiluicdo em caldo, as FEHP foram diluidas na suspensdo bacterina (v/v), de
modo que suas concentracdes variassem de 512 (concentracéo inicial) a 8 pg/mL

(concentracdo final). Os resultados dos ensaios de viabilidade celular para
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determinacao das CIM foram obtidos por monitoramento de absorbancia em leitor de

microplacas; e visualmente, acrescido do ensaio de reducdo da resazurina.

9.6.2.1.1 Viabilidade celular por monitoramento de absorbancia

As FEHP inibiram o crescimento microbiano em todas as concentracfes
avaliadas (Figura 60). Estatisticamente, houve diferenca significativa entre as
concentracOes avaliadas e a suspensdo bacteriana (controle negativo de inibig&o).
Nas concentragdes de 8, 16 e 32 pg/mL, a FEHP das inflorescéncias inibiu o
crescimento microbiano em 33,84 (+ 0,88), 39,22 (x 2,73) e 42,42% (+ 0,74),
respectivamente. Nas concentracdes de 8, 16 e 32 ug/mL, a FEHP das folhas inibiu o
crescimento microbiano em 29,97 (x 2,28), 65,55 (+ 1,40) e 80,02% (x 5,46). As
fracOes apresentaram diferenca significativa em comparagéo com a oxacilina (controle
positivo de inibicdo) nessas concentracdes. Nas concentracdes de 64, 128, 256 e 512
pg/mL, as FEHP inibiram em 100% o crescimento microbiano, assim como a oxacilina.
A CIM de cada fracao testada frente a S. pyogenes foi de 64 ug/mL.

Figura 60 — Avaliacdo da CIM das fracOes enriquecidas em hyptolido e pectinolidos
(FEHP) das inflorescéncias (A) e folhas (B) de H. pectinata frente a S. pyogenes por
meio do método de microdiluicio em caldo. Os resultados foram obtidos por
monitoramento de absorbancia em leitor de microplacas.

A) FEHP das inflorescéncias B) FEHP das folhas
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Nota: O eixo y representa 0 crescimento microbiano em porcentagem, enquanto o eixo X
representa as concentracdes das FEHP testadas. Controle positivo de inibicdo: oxacilina 0,4
pMg/mL (Oxa). Controle negativo de inibicdo: suspensdo bacteriana (0). Cada grafico foi
representativo de experimentos realizados em triplicata com aplicagdo do teste estatistico
ANOVA de via Unica, seguido do teste de Tukey (p < 0,05). Letras iguais indicam médias
estatisticamente equivalentes, letras diferentes indicam médias com diferencas significativas.
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9.6.2.1.2 Viabilidade celular por reducédo da resazurina

Visualmente, a inibicdo do crescimento microbiano foi constatada pela auséncia
de alteracao significativa na turbidez do meio, como um resultado a mais, realizou-se
0 ensaio colorimétrico de reducdo da resazurina. A determinacdo da CIM de cada
fracao foi realizada por meio de adicdo de uma solucdo aquosa de resazurina 0,01%

(m/v) nas placas de 96 pocos.

A solucdo aquosa de resazurina tem coloracdo azulada (pH = 7,0), mas na
presenca de células viaveis, a resazurina é reduzida a resorufina, tornando a solucdo
cor-de-rosa [151-154]. Como pode ser observado na Figura 61, a avaliacdo de
viabilidade celular, para ambas as fracdes, revelou que nas concentracdes de 8, 16 e
32 ug/mL, houve mudanca de coloracao do azul para o rosa, indicando que ocorreu a
reducdo da resazurina a resorufina, portanto, ocorreu crescimento microbiano. Nas
concentragbes de 64, 128, 256 e 512 pg/mL, ndo houve mudanca de coloracao,
portanto, ocorreu a inibicdo significativa de crescimento microbiano. Ao comparar 0s
resultados do ensaio de viabilidade celular por monitoramento de absorbancia em
leitor de microplacas, a determinacdo das CIM por meio de reducao da resazurina,
também confirmou que a CIM de cada fracéo testada frente a S. pyogenes foi de 64

Mg/mL.
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Figura 61 - llustracdo (A) e avaliacdo (B) da CIM das fracdes enriquecidas em
hyptolido e pectinolidos (FEHP) das inflorescéncias e folhas de H. pectinata frente a
S. pyogenes por meio do método de microdiluicio em caldo. Os resultados foram
obtidos por ensaio de reducéo da resazurina 0,01% (m/v).

A)
Concentragdes : b . ¢
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,§ 256—> ||B b) A5-A6 = FEHP das inflorescéncias + BHI
g 12— cO000000OOOOO® | ) A7-AS = FEHP das folhas + BHI
3 2‘2‘ . E..‘.::w..’ d) A9-A12 = FEHP das folhas + suspens&o bacteriana
.<§ 16 — | |F 0000 e) H1-H4 = Controle positivo (oxacilina 0,4 pg/mL)
g — |l 0000 f) H5-H8 = BHI
HOO00000® g) H9-H12 = Controle negativo (suspenséo bacteriana)
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9.6.2.2 Concentracao bactericida minima (CBM)

Apbs os ensaios para determinar as CIM da FEHP das inflorescéncias e folhas
de H. pectinata frente a S. pyogenes, realizou-se 0s ensaios para determinacdo de
CBM de cada fracdo por semeio em placa. Determinou-se as CBM, apés a realizacdo
de semeio do meio presente nos po¢os que nao foi observado crescimento bacteriano,
na superficie do agar sangue em placas de Petri. A morte do microrganismo foi
representada pela ndo formagao de “estrias” na superficie do agar sangue. Levando
em conta que cada fracado apresentou CIM de 64 pg/mL, observou-se que a FEHP
das inflorescéncias foi bactericida em 512 pg/mL e a FEHP das folhas foi bactericida
em 512 e 256 pg/mL. Conclui-se que as FEHP das inflorescéncias e folhas
apresentaram CBM de 512 (Figura 62A) e 256 pg/mL (Figura 62B), respectivamente.
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Figura 62 — Avaliacdo da CBM das fracGes enriquecidas em hyptolido e pectinolidos
(FEHP) das inflorescéncias (A) e folhas (B) de H. pectinata frente a S. pyogenes por
semeio na superficie do agar sangue em placas de Petri.

A)

Nota: FEHP das inflorescéncias (concentragdes): 512 (A1-A4), 256 (B1-B4), 128 (C1-C4), 64
(D1-D4) e 32 ug/mL (E1-E4). FEHP das folhas (concentracdes): 512 (A9-A12), 256 (B9-B12),
128 (C9-C12), 64 (D9-D12) e 32 ug/mL (E9-E12). Controle positivo de inibicdo (oxacilina 0,4
pg/mL): H1-H4. Controle negativo de inibicdo (suspenséo bacteriana): H9-H12.
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Apesar da CIM de 64 ug/mL para ambas as fracdes, de maneira geral, a FEHP
das folhas apresentou maior percentual de inibicdo frente a S. pyogenes em todas as
concentracdes testadas em comparacdo com a FEHP das inflorescéncias, além disso,
a FEHP das folhas foi bactericida em concentragdo menor (256 pg/mL) que a FEHP

das inflorescéncias (512 pg/mL).

9.6.3 Avaliagéo do efeito antibacteriano das substancias isoladas

De acordo com o que foi observado na revisdo sistematica, nenhuma
hyptolactona foi avaliada frente a Streptococcus pyogenes, o que conferiu ao hyptolido

e pectinolidos, o ineditismo frente a espécie.

9.6.3.1 Concentracao inibitéria minima (CIM)

Apés avaliacdo da atividade antibacteriana das FEHP, o hyptolido e os
pectinolidos E, G e Q foram avaliados frente a S. pyogenes. As concentracdes (v/v)
testadas variaram de 256 (concentracéo inicial) a 4 pg/mL (concentracéo final). Assim
como adotado para as FEHP, os resultados dos ensaios de viabilidade celular para
determinacao de cada CIM foram obtidos por monitoramento de absorbancia em leitor

de microplacas; e visualmente, acrescido do ensaio de reducéo da resazurina.

9.6.3.1.1 Viabilidade celular por monitoramento de absorbancia

Foi observado crescimento microbiano elevado em todas as concentracdes
testadas do hyptolido (Figura 63A), portanto, infere-se que a CIM poderia ser obtida
utilizando concentragbes acima de 256 pg/mL. Nas concentragbes com maior
percentual da substancia, foi observado diminuicdo do crescimento microbiano em
452 (x 1,19) e 4,92% (x 1,09) nas concentracbes de 128 e 256 pg/mL,
respectivamente. O crescimento microbiano na maioria das concentracdes testadas
do pectinolido Q também foi elevado (Figura 63B), entretanto, na concentragédo de 256
pHg/mL houve inibicdo de 42,4% (+ 2,17). Desse modo pode-se afirmar que essas

hyptolactonas apresentaram fraca atividade antibacteriana.

Diferentemente das substancias acima, foi possivel determinar as CIM dos

pectinolidos E e G. Pode-se observar na Figura 63C, que a CIM do pectinolido E foi
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de 256 pg/mL e na concentracdo de 128 pg/mL, a substancia inibiu o crescimento
microbiano em 32,11% (£ 4,32). O pectinolido G (Figura 63D) também apresentou
CIM de 256 pg/mL, mas na concentracao de 128 pg/mL, houve 100% (x 2,40) de

crescimento microbiano.

Figura 63 — Avaliacdo da CIM de hyptolactonas isoladas de H. pectinata (A-D) frente
a S. pyogenes por meio do método de microdiluicio em caldo. Os resultados foram
obtidos por monitoramento de absorbancia em leitor de microplacas.
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Nota: O eixo y representa 0 crescimento microbiano em porcentagem, enquanto o eixo X
representa as concentracdes das substancias testadas. Controle positivo de inibicdo: oxacilina
0,4 yg/mL (Oxa). Controle negativo de inibicdo: suspensao bacteriana (0). Cada grafico foi
representativo de experimentos realizados em triplicata com aplicacdo do teste estatistico
ANOVA de via Unica, seguido do teste de Tukey (p < 0,05). Letras iguais indicam médias
estatisticamente equivalentes, letras diferentes indicam médias com diferencas significativas.
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9.6.3.1.2 Viabilidade celular por reducédo da resazurina

Para o hyptolido e pectinolido Q, a avaliacédo da viabilidade celular por reducéo
da resazurina, revelou que em todas as concentracbes avaliadas (256 a 4 pg/mL),
houve mudanca de colorac&o do azul para o rosa, indicando crescimento microbiano.
Para os pectinolidos E e G, houve mudanca de coloracdo nas concentracdes entre
128 e 4 pg/mL. Essa mudanca de coloracao, caracterizou a reducao da resazurina a
resorufina, indicando que também haviam células viaveis, enquanto na concentracao
de 256 pg/mL, para ambas as substancias, ndo houve mudanca de coloracéo,
indicando a inibicdo significativa do crescimento microbiano, como pode ser
observado na Figura 64. Ao comparar os resultados do ensaio de viabilidade celular
por monitoramento de absorbancia em leitor de microplacas, a determinacao das CIM
por meio de reducdo da resazurina, também confirmou que as CIM dos pectinolidos
E e G frente a S. pyogenes foi de 256 pug/mL.
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Figura 64 — llustracdo (A) e avaliacdo (B) da CIM de hyptolactonas (hyptolido,
pectinolidos Q, E e G) isoladas de H. pectinata frente a S. pyogenes por meio do

meétodo de microdiluicdo em caldo. Os resultados foram obtidos por ensaio de reducéo
da resazurina 0,01% (m/v).
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b) A5-A8 = Pectinolido Q + suspenséo bacteriana

¢) A9-A12 = Pectinolido E ou Pectinolido G + suspenséo bacteriana
d) H1-H4 = Controle positivo (oxacilina 0,4 pg/mL)

e) H5-H8 = BHI

f) H9-H12 = Controle negativo (suspenséao bacteriana)
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9.6.3.2 Concentracao bactericida minima (CBM)

Nos ensaios envolvendo pectinolido E e G, os meios dos po¢os que ndo houve
crescimento bacteriano foram semeados na superficie do agar sangue em placas de
Petri. As substancias apresentaram CIM de 256 pg/mL, entretanto, apenas o

pectinolido G foi bactericida nessa concentragéo (Figura 65). Logo, o pectinolido G
apresentou CBM de 256 pg/mL.
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Figura 65 — Avaliacdo da CBM das hyptolactonas: pectinolido G (A) e pectinolido E
(B), isoladas de H. pectinata frente a S. pyogenes por semeio na superficie do agar
sangue em placas de Petri.

A)

B)

Nota: Pectinolido G/Pectinolido E (concentragfes): 256 (A9-Al12) e 128 ug/mL (B9-B12).
Controle positivo de inibicdo (oxacilina 0,4 pg/mL): H1-H4. Controle negativo de inibicdo
(suspensao bacteriana): H9-H12.
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Como foi demonstrado anteriormente na Figura 58 (pagina 197), os pectinolidos
G e Q sao estereoisdbmeros com mudanca apenas na isomeria E e Z da ligacéo entre
seus carbonos C-5 e C-1'. Dentre os estereoisomeros, apenas para o pectinolido G
(isbmero Z) foi possivel determinar a CIM frente a S. pyogenes nas concentracdes
avaliadas, apesar do pectinolido Q (isbmero E) ter uma inibicdo do crescimento
microbiano (42,4% + 2,17) na concentracdo de 256 pg/mL. Percebe-se que a forma
com que os atomos dessas estruturas quimicas estdo organizados no espago, por
simples mudancga de conformagéo, influenciou na atividade antibacteriana. Na Tabela
5 sdo demonstrados os resultados da avaliacdo da atividade antibacteriana frente a

S. pyogenes, obtidos neste estudo.

Tabela 5 — Resultados da avaliagdo da CIM (microdiluicdo em caldo) e CBM (semeio
em agar sangue) das fracGes enriquecidas em hyptolido e pectinolidos (FEHP) e
substéancias isoladas de H. pectinata frente a S. pyogenes.

Concentragoes (ug/mL)

Analitos
CIM CBM
FEHP das inflorescéncias 64 512
¢ Hyptolido > 256 > 256
& Pectinolido G 256 256
G Pectinolido Q > 256 > 256
FEHP das folhas 64 256
G Pectinolido E 256 > 256

Fonte: Préprio autor.

Notas: Controle positivo de inibicéo: oxacilina 0,4 pug/mL. & Substancia(s) obtida(s) da FEHP
sobreposta.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que as FEHP, tanto das folhas
como das inflorescéncias, apresentaram potenciais como agentes antibacterianos
frente a S. pyogenes com CIM de 64 uyg/mL. A partir destas fracbes foram obtidos o
hyptolido, pectinolidos G e Q (inflorescéncias), e o pectinolido E (folhas), entretanto,
apenas os pectinolido E e G apresentam-se como agentes antibacterianos, com CIM
de 256 pg/mL. Como essas substancias inibiram o crescimento de S. pyogenes em
concentracbes mais elevadas que as FEHP, podemos supor que em cada fragcédo
existem outras substancias que isoladamente contribuem para a maior atividade

antibacteriana ou até mesmo, o efeito sinérgico das substancias.
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10 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, a PLL, associada aos meétodos
cromatograficos classicos (CLC e CCDA) e automatizados (CLAE-UV), foram
fundamentais para a obten¢éo das FEHP das inflorescéncias e folhas de H. pectinata.
Apesar da pouca utilizagcdo do UV-Vis na elucidacdo de estruturas quimicas, foi
possivel obter informacfes a respeito das estruturas quimicas das substancias
isoladas a partir dos espectros de absorcédo de UV, associados aos cromatogramas.
As FEHP foram submetidas ao isolamento de metabdlitos secundérios da classe das
hyptolactonas por CLAE em modo semipreparativo, que apesar da perda de resolucao
por alargamento dos picos cromatograficos, foi possivel isolar as substancias de
interesse: hyptolido, pectinolidos E e G, e a inédita, pectinolido Q. As FEHP e as
substéancias isoladas foram avaliadas frente a S. pyogenes, sendo a primeira vez que
as substancias das classes das hyptolactonas tém seus efeitos antimicrobianos
avaliados frente a essa espécie. As FEHP e duas das hyptolactonas isoladas
(pectinolido E e G) inibiram o crescimento de S. pyogenes em baixas concentracdes.
Além disso, as FEHP e o pectinolido G foram bactericidas em baixas concentracdes,
0 que torna essas fracbes e substancias, potenciais agentes antimicrobianos. As
evidéncias geradas neste estudo, aliadas aos resultados existentes de efeito
antitumoral e antibacteriano dessas substancias e de outras hyptolactonas bioativas
presentes na revisao sistematica, possibilitam ao hyptolido e os pectinolidos uma
maior ampliacdo de suas potencialidades, havendo chances a se tornarem prototipos

a farmacos que devem ser comprovadas a partir de novos estudos.
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