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Resumo

A utilizacdo de plantas medicinais remonta da antiglidade. Espécies de
Hypericum vem sendo utilizadas desde a Grécia Antiga. Com o advento da indUstria
farmacéutica, as plantas medicinais passaran a ser estudadas sob o0 ponto de vista
cientifico. Este trabalho teve como objetivos redlizar o isolamento e identificagdo de
flavondides de caules e folhas dos extratos de H. cordatum e isolamento de compostos com
atividade antifingica em extratos de folhas em cloroférmio. O fracionamento dos extratos
foi feito por técnicas cromatogréficas em colunas, em camada delgada e CLAE. Os perfis
cromatograficos apresentaram poucos compostos comuns aos dois 0rgdos. Os extratos
metandlicos mostraram a presenca de um grande um grande nimero de flavonoides, em
especial flavondis e flavonas. Foram identificados 4 flavondides, sendo quercitina e
quercitrina comuns a caule e folhas, e rutina e canferol até o momento confirmadas apenas
em caules. As moléculas foram identificadas pela andlise de seus espectros na luz
ultravioleta comparados aos espectro de padrfes comerciais e por co-cromatografia
realizadas com esses padrdes. Outros 8 compostos foram isolados em CLAE escada
semipreparativa e enviados para analise de ressonancia magnética nuclear. Em relacéo a
atividade antifingica, o extrato de cloroformio de folhas apresentou 2 compostos com
atividade média, os quais tiveram seu perfil cromatogréfico analisados e foram enviados
para ressonancia magnética nuclear, para possive identificacdo dos compostos.



Abstr act

The employ of medicinal plants comes from the distant past. Species of the genus
Hypericum were used since antiquity in Greece. When the pharmaceutical industry
appeared, scientific studies with medicina plants have been initiated. The am of this work
was the isolation and identification of flavonoids present in the methanolic extracts from
stems and leaves of H. cordatum and the isolation of fungotoxic compounds in chloroform
extracts of leaves. The fraction of this species methanolic extracts was done using column,
thin layer and high performance liquid chromatography techniques. The data obtained show
that few compounds are common in the plant organs anayzed. A great number of
flavonoids were found in the methanolic extracts, specialy flavonols and flavones. Four
flavonoids were identified: quercetin and quercitrin occurring both in stems and leaves, and
rutin and kaempferol occurring only in stems. The identification of these compounds was
done by the analyses of the ultraviolet light spectrum obtained in HPLC-DAD and by co-
chromatography with sandard solutions. Eight compounds were isolated by
semipreparative HPLC and were sent to MRN anayses. The fraction of the chloroform
extracts of leave showed two active compounds that were also sent for identification for
their chemicd structure.



1. INTRODUCAO

1.1.1 Consider acOes gerais sobre as plantas medicinais

O uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades é conhecido desde a mais
remota antiglidade, sendo as obras mas antigas sobre medicina e plantas medicinais
origindrias da China e Egito (ALZUGARAY & ALZUGARAY, 1983). Diversas culturas se
valeram das plantas medicinais, sendo esta a principal, ou mesmo a Unica matéria prima para
elaboracdo de medicamentos (ODY, 1993). No inicio do século XX, a descoberta e o
desenvolvimento de processos de sintese de compostos organicos, culminaram no
desenvolvimento de diversos medicamentos. Entretanto, efeitos colaterais, causados por eles,
somados aos atos va ores dos medicamentos sintéticos promoveram a busca por novas drogas,
e 0 interesse por compostos fitotergpicos, uma dternativa de tratamento (VOLAK &
STODOLA, 1990).

Em 1915 Sydler propés o termo Farmacognosia para o estudo de droges e
medicamentos de origem natural, a maioria deles de origem vegeta. Essa &ea da
farmacologia, como ciéncia, passou a ser subdividida em areas mais especificas, como por
exemplo, a farmacoergasia que estuda as melhores formas de cultivo para cada planta, a
farmacoquimica (fitoquimica) que estuda a origem, asintese e as formas de extracéo dos
compostos. Dessa forma o estudo de plantas medicinais, € uma ciéncia complexa, dependendo
de muitas formas de conhecimento, e consequentemente, profissionais especidizados em
diferentes partes do saber (Di STASI, 1995).

Os compostos produzidos pel os vegetais s8o agrupados em dois grupos: 0os metabdlitos
primarios, tais como carboidratos, aminoacidos e lipideos ; e os metabdlitos secundérios que
sd0 compostos elaborados a partir da sintese dos metabdlitos primérios, tais como compostos
fendlicos, terpendides, dleos essenciais e acadides entre outros. S80 esses compostos 0s
responsaveis pelos efeitos medicinais, ou téxicos, das plantas, e eles apresentam grande
importancia ecolégica, uma vez que podem atuar na atracdo de polinizadores, ou representar
uma defesa quimica contra estresse ambiental (BALADRIN et al ., 1985; Di STASI, 1995).



O uso de espécies medicinais pela populagéo brasileira € grande, e este conhecimento
vem sendo transmitido de uma geracéo para outra, entretanto estudos cientificos integrados
em diferentes areas do conhecimento, confirmando o emprego das plantas medicinais, sO
passaram a ser reaizados, a partir, da década de 70.

O numero de espécies reamente conhecidas, e utilizadas como medicamentos €
pequeno, frente a biodiversidade vegetal e a devastacéo causada pelo homem, em especia nos
seculos XIX e XX (GOTTLIEB & KAPLAN, 1990), surgiu entdo uma politica de preservacéo
do meio ambiente, com receio da perda de espécies raras. Desse modo houve um incentivo as
pesquisas de levantamentos floristicos e de triagens quimicas das espécies nativas. No Brasl,
menos de 1% dessas espécies medicinais nos diferentes ecossistemas foram quimicamente
estudadas (VIEIRA, 1993).

Desde 1998 vem sendo redlizada no Instituto de Boténica de Sdo Paulo umatriagem de
espécies nativas de Mata Atlantica e de Cerrado com metabdlitos responsavels por atividades
fungitoxica, antibacteriana, antitumora e antioxidante. As espécies que mostram agumas
dessas atividades sdo selecionadas para estudos fitoquimicos visando a identificacdo dos
principios ativos. Entre as espécies andisadas foi sdlecionada para investigagbes mais
detalhadas Hypericum cordatum, pertencente a familia Clusiaceae (Guittiferag).

1.1.2 A familia Clusiaceae

Essa familia compreende quarenta e nove géneros de ampla distribuicdo nas regides
tropicais e subtropicais de todo mundo com apenas um género atingindo as regides temperadas
(JOLY, 1993)

As Clusiacese sio plantas primariamente lenhosas, arboreas ou arbustivas, lactescente,
ou ndo, com folhas inteiras de disposicdo dterna, oposta ou verticiladas, sem estipulas, com
flores gerdmente vistosas isoladas, ou reunidas em inflorescéncia. Flores ciclicas ou
hemiciclicas, gerdmente hermafroditas, ou de sexo separado, de simetriaradia (JOLY, 1993).



1.1.3 Género Hypericum

Com cerca de 460 espécies, 0 género Hypericum € o maior dentro da familia
Clusiaceae e 0 Unico a penetrar efetivamente regides temperadas. Aparentemente é um género
monofilético, podendo tornar-se com plantas da familia Podostemaceae um grupo
parafilético, em funcdo de estudos redlizados em biologia molecular que mostram que essas
plantas tém muita relacdo com as do género Hypericum. Possui plantas bastante utilizadas na
horticultura devido a coloracéo das flores (ROBSON, 2006), sendo mais de 25% das espécies
cultivadas (ROBSON, 1995).

O hipérico era empregado no ambito religioso, decorando imagens, o que levou ao
nome popular hyper (do grego, sobre) eikon (do grego, imagem). O cristianismo também deu
sua contribuic¢do, sendo o outro nome popular do hipérico “Erva de Sdo Jodo” associado a
época de floracéo da planta que ocorre em junho (ROBSON, 2001).

Em relacdo a atividade medicinal, a utilizacdo do hipérico remonta a Grécia antiga. Na
medicina ocidental, foi utilizado como medicamento de uso externo durante muitos anos, e sb
recentemente seu emprego em cdpsulas para serem ingeridas vem sendo estudadas,
especialmente nos tratamentos de crises depressivas, e como agente antitumoral (ROBSON,

2001).

Emrelacdo a morfologia, apresentam habito bastante variado, desde porte arboreo com
espécies atingindo 12 metros de altura até herbaceo com plantas de pegueno porte, com folhas
reduzidas a escamas. O porte arbdreo € raro, as espécies lenhosas apresentam caule principal
ereto e ramos laterais. Dentre as herbéceas, as plantas podem apresentar desenvolvimento
paralelo ao solo, ou crescimento vertical pequeno, podendo apresentar rizomas. Duas espécies
podem desenvolver ramos vegetativos a partir das raizes H. perforatum e Hypericum
pulchrum) o que pode explicar um pouco a abundancia dessas espécies na Europa oriental
(ROBSON, 1977).



1.1.4 Hypericum cordatum

Hypericum cordatum ocorre no Brasil em Santa Catarina, Minas Gerais, Séo Paulo,
Parana e Rio Grande do Sul (ROBSON, 1981).

Caracteriza-se por apresentar de vinte centimetros a um metro de altura, possui caule
ereto, ramificado na base e, as vezes acima. Quando jovens apresentam coloragdo marrom
avermelhada. Possui folhas sésseis, isomorficas, eretas ovato-oblongas ou elipticas. Suas
flores medem de 15 a 25 milimetros possuindo cor amarelo daranjado (ROBSON, 1981)

1.1.5 Quimica da familia Clusiaceae

A familia Clusiaceae, especia mente em géneros como Clusia e Garcinia, apresentam
em sua congtituicdo quimica compostos como benzofenonas e floroglucindis, que podem ser
encontrados em folhas, raizes, ramos e frutos. Esses compostos séo formados por sintese mista
a partir das vias do acido chiquimico e do acetato, apresentando geralmente o anel trihidroxi
prenilado, cuja aquilacdo forma uma complexa ligagdo com compostos hiciclicos ou
triciclicos (CUESTA-RUBIO et al., 1999; GROSSMAN & JACOBS, 2000; CUESTA-
RUBIO et al., 20012 CUESTA-RUBIO et al., 2001%). Das raizes de Clusia paralicola foi
isolado um composto de atividade neurotréfica, aclusilpardicolina A, que é um biaril, no qua
um grupo prenil e geranil estdo agrupados (TAKAOKA et al., 2002). OLIVEIRA et al.,
(1999) isolaram duas benzofenonas (nemorosona-Il e 6-epi-nemorosona) e uma xantona em
espécies de Clusia nemorosa, C. roseae, C. grandiflora, C. indginis e C. renggerioides
LOKVAN et al. (2000) isolaram benzofenonas poliisopreniladas (chamones | e 1l) e
nemorosona Il do l&ex do tronco de Clusia grandiflora e da resina do nectério. Esses
compostos sdo bastante semelhantes, variando apenas o grau de prenilacdo. Nemorosona € o
principal condtituinte da resina flora de Clusia roseae (CUESTA-RUBIO et al., 2001%).
TEIXEIRA & CRUZ, (2005) e CRUZ & TEIXEIRA, (2004) isolaram do extrato hexanico de
Clusia obdeltifolia benzofenonas com ciclizagdo complexas dos substituintes isopentenil e

lavandulil, benzofenonas poliisopreniladas, além de benzofenonas polipreniladas



(Sampsoniona B e Sampsoniona G) compostos que apresentam esqueleto tipo triciclo
undecano.

Outro grupo de compostos presentes na familia Clusiaceae sG0 as cumarinas. CRUZ et
al. (1997) isolaram duas cumarinas preniladas e duas fenil-cumarinas preniladas do extrato
hexanico de caules de Kielmeyera argéntea. GRAMACHO et al. (1999) isolaram uma 4-fenil-
cumarina (friedelind), uma furanocumarina e mameigina do extrato hexanico de caule
Kielmeyera alata.

Xantonas também sdo bastante comuns dentro da familia Clusiacese. Kielcorina foi
encontrada em extrato de Kielmeyera coriaceae, Kielmeyera corymbosa, Kielmeyera speciosa,
Kiedmeyera ferruginosa e Kielmeyera rubriflora (CASTELAO, et al., 1976). No extrato
metandlico de Kielmeyera variabilis foram isoladas xantonas como assiguxanthona B,
kielcorina e 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-prenilxantona, aém do acido 2,5-diidroxibenzoico, que
mostraram atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata (CORTEZ et al., 1998).
PINHEIRO et al. (2003) descreveram que compostos das fragdes do extrato de caule de
Kielmeyera variabilis apresentaram assiguxantona, kielcorina, &cido 2,5-diidroxibenzoico e
uma mistura de xantonas, as quais apresentaram atividade contra cepas de Staphylococcus
aureus eBacilus subtilis.

Xantonas polipreniladas, garcibracteanona, neoisobractaina A e B (atividade
citotéxica) e xerofenona C, 5-O-metil-xant ona, bracteataxantona, nemorosol e outras xantonas
simples foram identificadas em Garcinia bracteata em extratos de folhas e casca (THOISON
et al., 2005).

REYES et al., (2004) em estudos realizados com extratos hexanicos de Calophyllum
brasiliense verificaram atividade contra a replicacdo viral indicando essa espécie como uma
fonte potenciad de compostos anti-HIV. Também com atividade anti-HIV, os tautdbmeros,
clusianonae 7-epi-clusianona foram isolados de frutos de Clusia torresii. Todos os compostos
goresentaram inibicdo da infeccdo, porém clusianona inibiu infeccdo ligando-se a proteina
viral gp 120 e impedindo a interacéo dessa com o receptor no linfécito CD-4 (PICCINELLI et
al., 2005).



AUDI et al. (2002) verificaram que extratos etandlicos de folhas de Kiemeyra
coriaceae apresentam efeito ansiolitico, mas ndo antidepressivo.

LOPEZ et al., (1977) descreveram atividade contra a infeccdo de cercarias de
Schistosoma mansoni quando o extrato de Kielmeyera coriaceae € aplicado na pele de animais
em experimento, sendo o principio ativo umaxantona (ogaxantona). PINHEIRO et al., (1996)

verificaram atividade moluscicidaem Clusia verticilata e Clusia ionophylum

Nas espécies de Hipérico destacamse como principios ativos antraguinonas e 0s
compostos fendlicos, tais como flavondides, xantonas, floroglucindis (BARNES, 2001).

Antraguinonas

Quinonas sd0 compostos organicos que podem ser considerados como produtos da
oxidacdo de fendis, e da mesma forma a reducdo de quinonas pode originar 0s
correspondentes fendis. Sua principal caracteristica é a presenca de dois grupos carbonilicos
que formam um sistema conjugado com pelo menos duas duplas ligagdes C-C. Apenas
agumeas nafto-, antra- e fenantraquinonas podem ser caracterizados com cardter aromatico. As
0- e p- quinonas sfo 1,2- e 1,4 dicetonas ciclicas conjugadas e as m- ou 1,3 quinonas néo
existem (FALKENBERG, 2001).

Em funcdo do tipo de ciclo no qual o sstema de duplas e cetonas conjugadas esta
inserido, temse 0 grupo das principais quinonas, conhecidos usualmente como nafto-, benzo-
e antraquinonas. Também sd0 encontrados na hatureza quinonas terpénicas de estrutura
policiclica mais complexa, como as diterpenoquinonas com esgueleto do tipo abietano, e os
pigmentos policiclicos relacionados com a hipericina encontrados em Clusiaceae. Nesta
dltima, a fungdo quinona se encontra em sua forma estendida com duas carbonilas em anéis
diferentes e unidas por ligagéo dupla conjugada (FALKENBERG, 2001).

Quinonas se apresentam como estruturas cristalinas de coloracdo amarela a vermelha,
ocasionamente podendo apresentar coloracdo azul, verde ou mesmo negra. Sua contribui¢ao

para a coloracdo dos organismos que as contém € pequena se comparada com as antocianinas



e carotendides. As antronas e antrondis tém coloragdo amarela enquanto as antraquinonas
propriamente ditas tem coloracdo laranja ou amarela e as nafto-diantronas coloragao violeta:
avermelhado (FALKENBERG, 2001).

A edtrutura quindide condiciona uma dta reatividade quimica e as quinonas séo
agentes fortemente oxidantes (FALKENBERG, 2001).

Até 0 momento sdo conhecidos na natureza mais de 1500 quinonas, encontradas em
bactérias, liquenes, gimnospermas e angiospermas. Na Figura 1 estdo dois exemplos de
antraguinonas presentes em especies de Hypericum (FALKENBERG, 2001).

OH O OH

“lii'll‘iiln OH
HO
HO

Pseudohipericina

OH J OH OH O

Figura 1. Estrutura de antraguinonas (Hipericina e pseudo-hipericing) presentes em espécies
de Hypericum

Compostos Fendlicos

O termo composto fendlico abrange um amplo grupo de moléculas que possuem em
comum um anel aromético portando uma ou mais hidroxilas. Compostos fendlicos tendem a
ser sollvels em agua, podem estar ligados a aglcares. Sd0 compostos instaveis facilmente
oxidaveis em pH acadino. Do ponto de vista farmacol 6gico possuem atividade anti-séptica,
antiinflamatdria e podem inibir atividade enzimética (BRUNETON, 1985; HARBORNE,

1984). Na Figura 2 temse alguns exemplo de compostos fendlicos
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Figura 2: Diferentes compostos fendlicos.

Fenilpropandides

Compostos fendlicos formados por um anel aromético ao qual uma cadela lateral de 3
carbonos se encontra ligada, formando uma estrutura (CeCs). Algumas estruturas séo bastante
comuns na hatureza, por exemplo o acido cinamico e o &cido p-cumérico. Os fenilpropandides
derivados do &cido cinamico apresentam isomerizacdo das moléculas quando o extrato aquoso

€ exposto a radiacéo UV (BRUNETON, 1995; HARBORNE, 1984). A Figura 3 gresenta
estrutura de fenilpropandides.
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Figura 3: Moléculas de fenilpropandides.

Floroglucinbis

Séo compostos fendlicos smples que se destacam por apresentar atividade
antibacteriana (BARNES, 2001; HARBORNE, 1984). Derivados da via do écido chiquimico-
acetato, os floroglucindis sdo benzendis derivados do écido cindmico. S&0 compostos
extraidos de agumas coniferas e também bastante comuns nas espécies de Hypericum
(ROWE, 1989; BRUNETON et al., 1995). A Figura 4 apresenta floroglucindis presentes em

espécies de Hypericum.

HO

HO

H;CO

Acido cafeico

Acido Sinapico

OH




OH

HO OH

Japomicina-A

Floroglucinol

Figura 4: Estrutura do floroglucinol e da Japomicina-A, presente em espécies de Hypericum.

Flavondides

S0 compostos caracterizados por apresentarem dois nlcleos fendlicos ligados por uma
cadeia de trés carbonos, também derivados da via do acido chiquimico-acetato. S&o bastante
comuns na natureza atuando na atracd de polinizadores, e como co-pigmentos das
antocianidinas (BRUNETON et al., 1995). Apresentam atividades antiinflamatorias,
antimicrobianas, antitumorais e antidiabéticas (BARNES, 2001), o que torna classe de
compostos de interesse para a industria farmacéutica. Apresentam espectro com absor¢éo
méximanaluz UV em 254 e 350nm (HARBORNE, 1984).

Esses compostos tém origem biossintética mista, com parte da molécula proveniente da
rota do acido chiquimico e parte do &cido mevalénico, com estrutura quimica baseada no
esquel eto 2-fenilcromano (BRUNETON.1995). Sdo compostos sollveis em agua, podendo ser
extraidos com etanol 70% permanecendo na fase aquosa apos particéo com éter de petroleo.
Apresentam dteracdo de coloracdo quando tratados com ambnio ou bases. Apresentam
ligagdes conjugadas, que garante intensa absorgéo naluz UV, ou mesmo na luz visivel. Podem
ser encontrados na forma livre ou conjugados a aclcares, podendo uma mesma aglicona estar
ligada a diferentes aglicares na mesma planta. Por apresentarem uma variada constituicao,
foram divididos em diferentes classes, tais como flavondis, flavonas, isoflavonas, chaconas,
auronas, e flavanonas (HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981).
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Os flavondis sdo encontrados como co-pigmentos das antocianidinas nas pétadas e
folhas de plantas superiores. Caracterizam-se por apresentar uma hidroxila ligada na posicéo
3. Embora sgja uma classe de flavondides bastante rica, 3 agliconas sd0 as mais comuns
(canferol, quercetina e miriceting), sendo a maioria dos flavondis existentes variacOes dessas
trés estruturas. Alguns flavondis podem apresentar glicosideos ligados a sua estrutura, sendo o
mais comum a quercetina-3-rutinosideo, mais conhecido como rutina (HARBORNE, 1984;
HAHLBROCK, 1981).

As flavonas diferem dos flavondis por ndo apresentarem hidroxila ligada a posicéo 3, o
que dtera 0 espectro na regido do ultravioleta, mobilidade cromatogréfica e reacOes
colorimétricas. Podem apresentar glicosideos ligados a molécula. As flavonas mais comuns
s80 luteolina e apigenina. Um grupo especia de flavonas sdo os biflavonis que sdo compostos
diméricos (formado por 2 flavonas) ligados através de ligacdo carbono-carbono ou ligacéo
carbono-oxigénio. Ocorrem especidmente nas Gimnospermas (HARBORNE, 1984;
HAHLBROCK, 1981).

As isoflavonas sdo isdmeros das flavonas, porém de ocorréncia muito mais restrita
(subfamilia Papilonoidea — Fabaceae), em relacdo a atividade fisioldgica, sdo subdivididas em
trés grupos, compostos que mimetizam atividade estrogénica, compostos com atividade
inseticida e fitoalexinas (HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981).

As chaconas e auronas sd0 grupos peguenos de metabdlitos que ocorrem
especiamente na Familia Asteraceae. Possuem coloragdo amarelada, a qua se torna vermelha
quando expostaa vapor es a cainos. Chalconas ndo apresentam anel central (anel C), enquanto
gue nas auronas ha um, formado por 5 membros (HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981).

As flavanonas sdo isdbmeros das chaconas, podendo as moléculas apresentar
interconversdo em estudos in vitro. S&o flavondides comuns nos frutos de Citrus, porém sem a
ocorréncia da chalcona andoga (HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981).

Na biossintese dos flavondides, a primeira substancia formada é uma chalcona, que
estd em equilibrio enzimatico com sua flavanona correspondente. O par cha conalflavanona €

precursor das subclasses dos flavondides (Figura 5). Diretamente dele, derivam as flavonas, os
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isoflavondides e os dihidroflavondides. Estes dltimos sdo intermedi&rios da sintese de
catequinas, antocianidinas e flavondis. As auronas derivam diretamente das chalconas
(HAHLBROCK, 1981). Os ultimos passos na biossintese dos flavondides estdo associados aos
processos de O- e G glicoslacles, acilagdo dos aclcares e aquilacbes (SALEH, 1979).
Estudos tém demonstrado a influéncia de aguns fatores ambientais na regulacéo génica de
flavonoides (FUGLEVAND et al., 1996). A Figura 5 apresenta as formulas das principais
classes de flavonoides.

OH

O-Glu-Rha
Rutina

Canferol

OH (Flavonol) OH ¢
(Flavonol)

OH oH

Buteina
(Chalcona)

Apigenina
(Flavona)

Naringina
(Flavanona)

Daidzeina
(Isoflavona)

Figura 5: Principais classes de flavondides.
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Xantonas

Sdo compostos fendlicos amarelados presentes apenas em 8 familias de vegetais,
Clusiaceae, Gentianaceae, Polygalaceae, Leguminosae, Lythraceae, Moraceae, Loganiaceae e
Rhamnaceae. S8o largamerte distribuidas entre as angiospermas, fungos e samambaias como
C-glicosideos, nas Gentianaceae e Polyganaceae como O-glicosideos. Estudos mais
detalhados tém sido feitos nas Gentianaceae e Clusiaceae (Guttiferag) (HOSTETMANN &
HOSTETMANN, 1989).

Semdhantes a flavondides em reacdo colorimétrica e mobilidade em cromatografia
Apresentam espectro na luz UV bastante caracteristico, com absor¢do maxima entre 230-
245nm, 250-265nm, 305-330nm e 340-400nm (HARBORNE, 1984; HOSTETTMANN &
HOSTETTMANN, 1989).

S80 compostos de sintese mista, derivados da via do &cido chiquimico-acetato,

apresentando a benzofenona como um dos intermediérios de sua sintese.

S&o responsaveis por vérias atividades farmacoldgicas. Xantonas lipofilicas de
Pserosporum febrifugum apresentam dividade citotoxica e antitumora (KUPCHAN et al.,
1980). Xantonas de Hypericum brasliense sdo responsavels pela atividade antifingica.
SUZUKI et al. (1978) descobriram xantonas com tri-substituicdo, que mostraram forte
inibicdo da enzima MAQ, indicando 0 emprego de xantonas como antidepressivo. Alguns
derivados de xantonas mostram atividade mutagénica, que é perdida quando ha glicosilacdo
das moléculas. H4 também citacdo de que algumas xantonas tém atividade antiinflamatoria e
contra tuberculose. A Figura 6 apresenta um nlcleo de xantona e uma molécula de xantona

presente em Hypericum.

O Xantona OH o) Oxyjacareubin

Figura 6: Nucleo de xantona e xantona presente em espécies de Hypericum,
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1.1.6 Atividades Bioldgicas do género Hypericum

Neste género destacase Hypericum perforatum espécie européa empregada na
medicina popular. E uma planta de hébito herbéceo, perene, nativa da Europa e Asia, tendo
sido introduzida nos Estados Unidos, onde se adaptou muito bem (BARNES et al., 2001).

O hipérico apresenta diversificada atividade biolégicaa Na medicina popular,
destacamt se as atividades sedativa, adstringente, neuralgia, excitabilidade, fibrose, problemas
no ciatico (BARNES et al., 2001), uso tépico em ferimentos (MUKHERJHEE et al., 2000).
As atividades biolégicas parecem estar ligadas a moléculas como hipericina e hiperforina
(DUKE, 1985) e suas atividades hioldgicas no sistema nervoso centrad (OZTURK, 1996;
MULLER, 1997). Além das moléculas descritas, outras classes de compostos destacamse,
como as xantonas (SHIGURO, 1990; ROCHA et al ., 1995; HU et al1999% BARNES et al .,
2001), flavondides (SEABRA & ALVES, 1991, BARNES et al., 2001), floroglucinbis
(ROCHA et al., 1996; HU et al 1999°) e antraguinonas (BARNES et al ., 2001).

Os estudos farmacol dgicos tém confirmado diversas utilizagtes da planta na medicina
popular, especiadmente a antidepressiva, antimicrobiana, antitumoral e antifungica (DUKE
1985; VOLAK & STODOLA, 1990). Além das atividades biolégicas, o hipérico é utilizado na
culinaria como flavorizante natura (categoria 5) com limites para teores de hipericina e de
xantonas (BARNES &t al ., 2001).

Estudos realizados com extratos da planta destacam a eficiéncia desta em relacdo aos
placebos no tratamento de depressdo média a moderada. Entretanto ainda S0 recessarios
estudos comparativos do extrato da planta em relacdo as novas drogas com atividade
antidepressiva que agem na tomada de serotonina e do efeito da planta no tratamento de longa
duracio (BARNES et al ., 2001).

A dividade antidepressiva foi inicidmente atribuida a presenca de hipericina
(antraguinona), porém, estudos clinicos e experimentais apontam a hiperforina como
composto com atividade antidepressiva. Na redlidade até hoje, investigagfes tém comprovado
o efeito desses dois compostos, e ha referéncia de um sinergismo deles com moléculas da
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classe dos flavonodides (BARNES et al ., 2001). Além disso, xantonas e flavondides tém grande
importancia do ponto de vistafarmacoldgico (VIANA et al., 2005).

Diversos trabahos vem sendo redlizados para esclarecer 0 mecanismo de acdo da
hipericina, hiperforina e de compostos da classe dos flavondides.

SUZUKI et al. (1984) descreveram a hipericina como inibidora da monoamino oxidase
(MAO), porém estudos posteriores mostraram gue a hipericina tratava- se de um inibidor fraco,
ou ndo inibidor de MAO. Além disso, existem indicacdes de que as concentracdes necessarias
de hipericina para obtencdo de atividade biolégica dificilmente seriam atingidas apos
administracdo ord de preparados de Hypericum perforatum (BARNES et al ., 2001).

KHALIFA (2005) verificou que o extrato de Hypericum perforatumatua em estruturas
diferenciadas, aumentando as concentracbes de MAO em diferentes &eas cerebrais, a
transmissdo dopaminérgica no tdlamo e a noradrenérgica no hipocampo e no trorco cerebral, e
os niveis de 5-hidroxitriptamina (5-HT) no tronco cerebral, tlamo, cortex e hipocampo.

Hipericina e flavondides nas concentragbes de neuro-transmissores aumentam de
forma significativa a atividade da 5-HT no cortex cerebrd. Além disso, variaghes na
concentracéo da mistura de flavondides hipericina promoveu aumento de noradrendina do
diencéfalo e norepinefrina nas &reas relacionadas a depresséo (BARNES et al ., 2001).

Estudos de atividade antidepressiva em ratos sugerem uma interagdo entre 03% de
hipericina e 3.8% de hiperforina, sendo a atividade antidepressiva relacionada a interagdo de

receptores e ao aumento da transmissdo serotonérgica (BARNES et al ., 2001).

Hiperforina pura também se mostrou ativa, porém a atividade € provocada pelo
aumento de sodio intracelular em fungo da troca Na/H™ resultante da queda do pH

intracelular, o que provoca a absor¢ao de serotonina (BARNES et al ., 2001).

HOSSEINZADEH et d. (2004) avaliaram a atividade anticonvulsiva dos extratos
aquoso e etandlico de parte aérea de H. perforatum e verifica)am que a atividade é
parcia mente mediada pela via do éxido nitrico e que o extrato apresenta baixa toxicidade.
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De acordo com XU et al. (2005) extratos de parede celular de Aspergillus niger
induzem a supressdo do Oxido nitrico e a biossintese de &cido jasmbnico e hipericina em

Hypericum perforatum.

FRANKLIN et al. (1999) verificaram que a administracdo de dose Unica do extrato de
hipérico promove aumento nos niveis de hormoénio do crescimento e decréscimo nos niveis de

prolactina. A concentracao de cortisol ndo foi afetada.

Diversos trabalhos tém analisado o efeito de extratos de H. perforatum no tratamento
do acoolismo (PERFUMI et al., 1999; REVZANI et al., 1999; PANOCKA et al., 2000;
PERFUMI et al., 2001; PERFUMI et al., 2002; PERFUMI et al., 2003; PERFUMI et al.,
2005). Esses estudos redlizados em ratos mostraram que extratos de H. perforatum cultivados
em melo de ato CO», e portanto enriquecidos com hiperforina, apresentam atividade inibidora
na auto-administracéo de etanol. Houve queda de 37,2% para doses de 31mg/kg, e 81,8%
para doses de 125mg/kg. Essa reducdo na auto-administracéo de etanol ocorreu durante uma,
duas e até 24 horas apds os animais terem tido acesso ao etanol. Apenas com as doses de
7mg/kg ndo houve inibicdo na auto-administracdo de etanol. Nenhum dos tratamentos foi
eficiente para periodos superiores a 48 horas (PERFUMI et al ., 2005).

Embora os extratos de H. perforatum sgam muito utilizados na medicina popular o
efeito fototdxico da hipericina é bem conhecido, e mesmo que os niveis de hipericina
plasmética estejam abaixo da dose minima capaz de promover a fotossensibilizacdo, ela pode
produzir danos a0 DNA, e esses efeitos podem demorar anos para se manifestar (TRAYNOR
et al., 2005).

Com relacéo aos efeitos anti-tumorais de H. perforatum KAPSOKALIVAS et al., 2005
em estudos realizados in vitro, verificaram que a utilizagdo do extrato ndo substitui a
necessidade de transplante de medula 0ssea no caso de leucemia, porém representam uma
aternativa ro tratamento de tumores devido a sua fotoestabilidade, baixa toxicidade e aos
custos acessivels.

Em face das diferentes atividades farmacolOgicas comprovadas para H. perforatum

outras espécies de hipérico passaram a ser estudadas. Extratos metandlicos, e infusdes. da
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parte aérea no periodo da floracd de Hypericum canariense e Hypericum granulosum
apresentaram atividade antidepressiva em ratos tratados com tetrabenazine e submetidos a
teste de nado forcado, porém, ndo provocaram relaxamento muscular significativo, atividade
anticolinérgica e anti-sedativa. Foi verificada uma sutil diminuico na atividade motora dos
animais, porém apenas as fragbes butandlicas de H. canariense e cloroférmica de H.
glandulosum provocaram hipotermia (mantida por seis horas apistratamento) aos animais, ao
contrario da clorpromazina que provocou sensivel diminuicdo da atividade motora e acentuada
hipotermia (mantida por quatro horas apos tratamento). A fracdo cloroférmica do extrato de
H. glandulosum apresentou antagonismo significante contra ptése induzida por tetrabenazine.
ApGs ingestdo oral de 500mg/kg das fragdes butandlicas e clorof ormicas de ambas as espécies
a atividade antidepressiva em teste de nado forcado foi observada sendo a fragcéo cloroférmica
de H. glandulosum a que apresentou resultado mais significativo (SANCHEZ-MATEO et al.,
2005).

Extratos metandlicos e cloroférmicos de H. canariense e H. glandulosum
apresentaram atividade antibacteriana contra cepas Gram-positivas. Atividade antibacteriana
também foi produzida pelos extratos butandlicos de H. glandulosum (SANCHEZ-MATEO et
al., 2005).

Extratos de H. kazdaghenss apresentaram forte atividade antibacteriana contra
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosus sendo a maior atividade
para essas bactérias encontradas no extrato cloroférmico. Para Escherichia coli e Salmonella
thyphimurium o extrato metandlico produziu maior taxa de inibicéo, e para Saphylococcus
aureus houve maior taxa de inibicdo com o extrato acetonico (DULGER & GONUZ, 2005).

GIBBONS et al.,, (2005) isolaran de H. foliosum uma nova molécula de
acilfloroglucinol (1,3,5trihidroxi-6-[2" -3 -metilepdxi- 3"’ - metil-butil]-2-[2 - metil-
butanoil]-4-[3'-metil-2'’-butenil]-benzeno), molécula que mostrou atividade contra uma
grande variedade de cepas multiresistentes de Staphylococcus aureus com concentragdo

inibitériaminima entre 16 e 32 pg/ml .

TANAKA et al., (2005) isolaram, do extrato metandlico de Hypericum chinense, o
composto  biyouyanaginrA, composto por unidades de sesquiterpeno, spirolactona e
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ciclobutano. A Biyouyanagin-A apresenta forte atividade contra HIV, além de inibir a sintese
de citocina. Hypericum connatum apresentou atividade antiviral contra o virus da
imunodeficiénciafeina (FIV) (SCHMITT et al., 2001).

Ainda devido a0 grande interesse no efeito medicind de H. perforatum vérios
trabalhos vem sendo redizados sobre o desenvolvimento da espécie e a producéo dos

compostos ativos.

COUCEIRO et al., 2006 anadlisaram a variacdo do teor dos metabdlitos secundarios de
plantas de H. perforatum desenvolvidas em campo e em casa de vegetacdo, e nesta sob duas
temperaturas diferentes (25 e 30°C). As taxas de hipericina foram mais atas em 30°C,

enguanto as de hiperforina foram mais e evadas em 25°C.

GADZOVZKA, et al. (2005) estudaram a micropropagacdo de explantes de H.
perforatum visando a producdo de hipericina e pseudo-hipericina. Desenvolveram calos em
meio MS/Bs na presenca de NP-benziladenina (0,1 a 5,0mg.L ™). A regeneracdo dos ramos foi
obtida com auxinas acido indolacético (AlA) e &cido indolbutirico (AIB) na concentragéo de
0,05 a 1,0mg.L. O trabaho teve ainda como objetivo verificar o efeito de reguladores de
crescimento na producdo da hipericina e pseudo-hipericina. Hipericina foi produzida em
calos, ramos e plantula. A aplicacio de benziladenina (0,1 a 2,0mg.L}) aumentou a producéo
de hipericina e pseudo-hipericina nos ramos, porém tal efeito ndo foi observado nos calos. A
administracgo de AIA néo afetou a producéo das antraguinonas, porém a disponibilizacgo de
AIB no meio cultura promoveu queda nas taxas de hipericina e pseudo- hipericina

1.1.7 Estudos realizados com espécies brasileiras de Hypericum

No Brasil uma das primeiras espécies estudadas foi o H. brasiliense. ROCHA et al.,
1994; 1995; e 1996 isolaram dos extratos da parte aérea da planta em éer de petrdleo,
floroglucindis; dos extratos em diclorometano, &-pirona, xantonas e acido betulinico; e do
extrato em metanol 7 flavondides. Atividades fungitoxicas e antibacterianas foram
comprovadas como agles das xantonas e floroglucindis. ABREU et al., (2004) estudou nessa
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espécie a distribuicdo dos compostos durante o crescimento da planta, verificando alta
concentracdo de compostos fendlicos na florac@o e de terpenos na frutificaco.

O efeito da variacdo de fatores ambientais como estresse hidrico (alagamento e seca) e
de diferentes temperaturas (atas e baixas) foram analisados visando verificar as adteragdes na
producdo de metabdlitos secundérios em Hypericum brasiliense De modo gera o estresse
hidrico aumentou os niveis de todos os metabdlitos observados, em especia dos flavondides,
enguanto a variacdo de temperatura afetou de forma diferenciada os grupos de metabdlitos
estudados (ABREU & MAZZAFERA, 2005).

Em estudos realizados com H. brasiliense no desenvolvimento de células da medula
Ossea de ratos foi analisado o efeito clastogénico de seus extratos, ndo tendo sido constatado o
efeito genotdxico dessa espécie (ESPOSITO et al.., 2005).

A partir de 1998/1999 vérias outras espécies de Hypericum da regido sul e sudeste do
Brasil vém sendo objeto de investigaces. GALLINA (1999) detectou atividade antifungica de
extratos obtidos em éer de petrdleo e cloroformico. Extratos metandlicos mostraram a

presenca de flavondides, mas n&o atividade antifungica.

Atividade antifungica também foi verificada no 6leo essencia obtido de folhas, e a
andlise da composicéo do Oleo essencial mostrou &-pineno, mirceno e limoneno como 0s
principais componentes podendo estar relacionados com a aividade antifungica e
antibacteriana vista na espécie.

Acido filicinico e floroglucindis derivados desse &cido foram identificados e sio
responsaveis pelas atividades antimicrobianas das sete espécies estudadas FERRAZ et al.,
2004) e delas apenas Hypericum ternuum mostrou atividade antifungica contra vérias espécies,
em especia contra Candida albicans e Trychophytonh metagrophytes e T. rubrum
responsavels pela maioria das infecgbes em pacientes imunodeficientes (FERNNER et al .,
2005).

Hypericum polyanthenum uma espécie nativa da regido sul do Brasil, apresentou
atividade antitumoral. FERRAZ et al ., (2005) verificaram que 0s compostos que apresentavam

atividade inibitéria eram benzopiranos (que séo moléculas precursoras das xantonas). O estudo
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apontou que a atividade esté relacionada a ateracdo no ciclo celular, promovendo 0 aumento
dafase Sdamitose.

Hypericum caprifoliatum, espécie nativa da regido sul do Brasil, apresentou atividade
antidepressiva em testes de nado forcado, porém este dado nédo esta relacionado a atividade
inibidora de MAO. N&o ha hipericina nessa espécie e 0s compostos com atividade
antidepressva se encontram no extrato apolar (€éter de petrdleo), estando, portanto,
relacionadas a floroglucindis, os quais reduziram a mobilidade de ratos em teste de nado
forcado. O extrato em ciclohexano apresentou um composto que aumentou a atividade
hipotérmica da apomorfina, um resultado inesperado, uma vez que hipotermia induzida por
atas doses de antidepressivo, sugere atividade do sistema dopaminérgica na atividade

antidepressiva dos extratos de Hypericum caprifoliatum (VIANA et al ., 2005).

O interesse em se estudar Hypericum cordatum surgiu do destaque que vinha tendo na
literatura 0 uso de Hypericum perforatum, como antiinflamatéria, antibacteriana,
antidepressiva; aém do nimero de espécies desse género em estudo, nas quais atividades

antifngicas vinham sendo identificadas.

1.2.1 Objetivos Gerais:

Comparar a composi¢cao quimica de caules e folhas de Hypericum cordatum.
1.2.2 Objetivos Especificos:

Redizar o isolamento e a identificacdo de flavondides nos extratos metandlicos e de

compostos fungitoxicos em extratos clorof érmicos.
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2. CAPITULO 1 - Andlise de flavondides em extratos metandlicos de caules e
folhas.

2.1. Introducdo

Diversos flavondides vém sendo identificados em espécies do género Hypericum
(ROCHA et al., 1995; ABREU et al. 2004). A importancia desses compostos esta rel acionada
a suas atividades biologicas como antibacteriana, antiinflamatdrias, antifingicas (BARNES,
2001).

Flavondides sdo compostos fendlicos de ocorréncia bastante comum nos vegetais. S&o
substancias de baixo peso molecular, produzidas praticamente em todos os 6rgaos das plantas.
Embora presente em outros grupos vegetais, ocorrem mais abundantemente nas Angiospermas
(HARBORNE,1973).

Nos tecidos vegetais, os flavondides ocorrem de forma conjugada, uma vez que as
agliconas fendlicas sdo presumivelmente toxicas para as células (HARBORNE, 1979). Formas
agliconicas estéo presentes no meio celular externo, como no pé farinhoso dos botdes florais
de Primula, e na cera foliar epicuticular de vérias espécies (WOLLEMWEBER & DIETZ,
1981). Os processos de glicosi|acdo, metilacao e hidroxilacéo sfo responsavels pelas variagoes
estruturais dos flavondides, aém de agirem como fatores detoxificadores (MEARS, 1980).

SILVA et al., (2005) verificaram no extrato etandlico de H.perforatum a existéncia de
atividade antioxidante significativa. O fracionamento desses extratos apontou que a fracdo de
flavonoides e, ou &cido cafeolquinico eram as que apresentavam maior atividade antioxidante,
enquanto hipericina e hiperforina ndo apresentaram atividade antioxidante relevante.

ZOU et al., (2004) estudaram a atividade anticolesterolémica de fracOes ricas em
flavondides de H. perforatumem ratos Wistar e verificaram diminuicéo das taxas de colesterol
totd, triglicérides e lipoproteina da baixa densidade e diminuicédo da peroxidacdo de lipideos e

aumento da atividade da enzima antioxidante.
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Segundo BARNES et al., (2001) o efeito antidepressivo de H. perforatum esta
relacionado a0 sinergismo, ou a alguma relacdo entre a hipericing, hiperforina e a fragcéo de
flavonoides que ocorrem na espécie.

Entretanto, até o momento os estudos quimicos e farmacol 6gicos estdo ainda voltados
para producdo e atividade de antraquinonas e do floroglucinol, havendo apenas poucas
informacbes sobre a presenca dos flavondides (CALIE et al., 1983; ROCHA et al., 1996;
BARNESet al ., 2001).

Os flavondides tem sido empregados na quimiotaxonomia e ja foram identificados em
H. perforatum e H. brasiliense, mas nada foi estudado em H. cordatum espécie nativa do
cerrado.

O conhecimento da quimica de espécies nativas € um aspecto importante em face da
biodiversdade do nosso pais. Assm sendo, 0 objetivo deste trabaho foi redizar a andise dos

flavondides dessa egpécie.
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2.2 Material e M étodos

2.2 1Materiais:

2.2.1.1. Materia vegetd - Hypericum cordatum Cordeiro (1702) SP

Hypericum cordatum

(fotos por Mary Esther)

Local das coletas- as plantas foram coletadas em |bitna (S&o Paulo) em campo aberto,

na beira da estrada, nas proximidades da Rodovia SP-250, Km 63, as margens da Rua
Cadras.

2.2.1.2. Extratos metandlicos de caules, preparados de materiais coletados em 1999 e
2000.
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2.2.1.3. Extratos de folhas, preparados de exemplares coletados em 2004 .

2.2.2Métodos:
2.2.2.1 Preparo do Material Vegetal

ApGs coleta, 0 materia foi seco a sombra , a temperatura ambiente, sendo as folhas

separadas dos caules, e posteriormente pulverizadas, ficando disponiveis para a extracao.

2.2.2.2 Método de extracao

Foi feitaa extragdo sequiencia de 1579 do p6 de folhas (ROCHA et al .,1994) com éter
de petrdleo, cloroformio e metanol. A extracdo foi redizada em temperatura ambiente,
protegida da iluminagéo.

ApoOs as extragdes, os materiais foram filtrados e submetidos a concentraco em rota
evaporador.

2.2.2.3 Fracionamento do Extrato M etandlico de folhas e de caules

Os extratos metandlicos de folha e de caule de Hypericum cordatum, coleta de 2004 e

1999 e 2000 respectivamente foram submetidos a técnicas de fracionamento utilizadas por
ROCHA et al. (1994) Figuras1 e2.
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Extrato Metandlico
Folhas

C.C.Sephadex LH-20

C.C.Sephadex LH-20

Solubilizagdo em
Tol:Acoet:HCOOH

(5:4:1)

Andlise
por CLAE

Isolamento de
Compostos
Purificados

C.C. - Cromatografia em Coluna
CCD - Cromatografia em camada delgada Identificacdo
CLAE - Cromatografia liquida de alta dos compostos
eficiéncia por RMN

Figura 1: Organograma das técnicas de fracionamento do extrato metandlico de folhas.
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Extrato Metandlico

Caule
C.C.Sephadex LH-20

i

C.C.Sephadex LH-20

Solubilizagéo em
Tol:Acoet:HCOOH
(5:4:1)

L

Andlise das amostras
por CLAE

Isolamento de
Compostos
Purificados

C.C. - Cromatografia em Coluna Identificagio
CCD - Cromatografia em camada delgada

e A dos compostos
CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia por RMN

RMN -Resso nancia Magnética Nuclear

Figura 2: Organograma das técnicas de fracionamento do extrato metandlico de caules.
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Os extratos metandlicos de caule (59,67 g) e de folhas 63,91g) foram submetidos a
cromatografia em coluna de Sephadex LH 20 (122 g), de 48cm de altura por 4,5cm didmetro,
com volume vazio de 180mL. Utilizou-se como eluente Metanol. Foram coletadas fragoes de
50mL.

As fragOes obtidas do extrato metandlico foram submetidas a CCD de silica e
revelacdo com cloreto de aduminio (AICB), para deteccéo de flavondides. As fragbes 1 a 4,
gue mostraram a presenca dessa classe de compostos foram submetidas a uma nova
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 de 40cm de atura por 2.2cm de didmetro.
Utilizouse como eluente metanol. O fracionamento foi acompanhado por cromatografia em
camada delgada de silica em cromatoplacas da Merck, utilizando-se como € uente tolueno:
acetato de etila: &cido férmico (5:4:1) e revelagdo com AlCl.

As frages obtidas foram novamente submetidas a cromatografia em coluna (40cm de
altura por 2.2cm de didmetro) em Sephadex LH-20 utilizando como euente metanol. O
fracionamento foi acompanhado por CCD e revelagdo com cloreto de aluminio (AICk) para

reuni&o das amostras com perfil cromatogréfico semelhante.

Em seguida as fragdes reunidas foram dissolvidas em metanol e submetidas a particéo,
com tolueno: acetato de etila: &cido formico (5:4:1). A fase inferior (material escuro) que foi
denominada fase insolGvel, e a fase superior de coloracdo clara, que foi denominada de fase
solvel.

2.2.2.4 Andise comparativa das fragdes obtidas dos extratos de caules e folhas por CCD de

silica:

As fragOes obtidas dos extratos caulinar e foliar foram submetidas a cromatografias
em camada delgada de silica. Utilizouse como solventes cloroférmio: metanol 98:2;
cloroférmio: metanol 9:1; tolueno: acetato de etila: &cido formico — 5:4:1 e butanol: &cido
acético: agua — 3:1:1. Utilizouse como padrdes xantona (Sigma); floroglucinol (Sigma); e os
flavondides rutina, quercitrina, quercetina, canferol (Sigma) e quercetina-3-sulfato (padréo,
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identificado por RMN) obtido por VIEL, 2003. Utilizou-se como revelador AICk e NP-PEG
(WAGNER & BLADT, 2001)

2.2.2.5 Analise de compostos sulfatados

Tendo em vista que os compostos insolveis em tolueno: acetato de etila: &cido férmico
(5:4:1) sairam da origem com o solvente Butanol : Acido Acético: Agua (3:3:1) utilizado
por VIEL, (2003) como um eluente para flavonoides sulfatados, procuramos determinar a
presenca desse composto em nossas amostras. Paraisso as fragfes da fase insolGvel foram
submetidas a hidrolises &cidas e a andlise em eetroforese.

2.2.25.1 Hidrdlise acida

Dez miligramas das fragbes da fase insoltvel foram solubilizadas em égua &cida com
TFA 0.1%, e submetidas a hidrélise com HCl 3.0N a temperatura ambiente, por 30 minutos.
Foi redizada também a hidrélise total das fragbes. Para tanto, dez niligramas das fracOes
insolUveis foram submetidos a hidrélise em HCI 3.0N a 100°C por duas horas (SEABRA &
ALVES, 1991).

Em seguida foi feita uma particio com acetato de etila e a fragdo aquosa foi
neutralizada com cloreto de bario 1.59.

2.2.2.5.2 Eletroforese

As fragdes insoltveis (100 pg) do extrato de hipérico, ressuspendidas em HO com
acido trifluoroacético (TFA) a 0.1% foram aplicadas em papel Whatmann 3mm, de 20.0 cm
por 35.0 cm. Utilizouse tampé&o (buffer) de pH 2.0 com &cido férmico: &cido aceético: agua
(3.3mL : 14.7mL : 182.0mL ), submetidos a uma tenséo de 400V por 30, 60 e 90 minutos, em
fonte Bio Rad — Power Pac 3000. Apds a eletroforese, o papel foi revelado com vapor de
amoénio (SEABRA et al ., 1991) para deteccéo de flavondides sulfatados.
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2.2.2.6 Andlise das amostras solliveis e insolUvels dos extratos metandlicos de
cauleedefolhasem CLAE

2.2.2.6.1 Anadliseem CLAE semipreparativa.

Inicialmente foram sdlecionadas as amostras 2.3 da fase insolivel do extrato
metandlico de folha e 3.2 da fase insolUvel do extrato metandlico de caule, com as quais foram
realizados fracionamento em CLAE escala semipreparativa em cromatografo Dionex equipado
com detector de arranjo de diodo (DAD), etagpa do trabalho teve como intuito separar
compostos com espedtro na luz ultravioleta semelhante ao de flavonGides.

Utilizouse coluna semipreparativa RP-18, fluxo de 2.0mL min’. Na Tabdal esta
descrito o gradiente utilizado nas andlise. Foram injetados 2.0mL das amostras na

concentracao 2.0 mg mL . A deteccéo foi feitaa 250nm.

Tabela-1: Gradiente utilizado para avaiacdo do perfil cromatografico das fracbes de H.

cordatum.
Tempo Acetonitrila 0,1% Acido Agua 0,1% Acido M etanol
(minutos) Trifluoracético Trifluoracético
0a5 5% 95%
6a10 10% 0%
11a20 20% 80%
21a40 60% 40%
41 a43 - 100%
44 a46 - - 100%
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2.2.2.6.2 Andliseem CLAE analitica

As andlises em escala andlitica foram redizadas em cromatografo Varian e Dionex.
Utilizouse coluna de silica RP-18 com fluxo 20 mL min-1 (o fluxo foi mantido para
comparacdo dos perfis cromatogréficos em escaa anditica e semipreparativa). Utilizowse o
gradiente descrito na Tabela 1. Foram injetados 20uL das amostras na concentragdo de 1.0mg
mL™ e adeteccdo foi feita em 250nm.

2.2.2.7 |dentificagdo dos compostos isolados

Os compostos isolados nas andlises em CLAE semipreparativa foram encaminhados
para identificacdo quimica por métodos espectrométricos. As analises estéo sendo realizadas
pelo Dr. Jodo H. G. Lago do Ingtituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo.

2.3 Resultados

2.3.1 Detecgdo de flavonoides nos extr atos metandlicos de folha e caule

Os extratos brutos de folhas e caules em metanol produziram oito fracBes. Destas

apenas as fragdes 1, 2, 3 e 4 dos extratos de caules e de folhas, foram analisadas por
cromatografia em placa de silica e CLAE, devido a grande quantidade de compostos visiveis

naluz ultravioleta, e do rendimento obtido para cadauma.

As Figuras 3 a 8 gpresentam o resultado das andlises em CCD com todas as fragoes
obtidas de caules e folhas. O rendimento das fragtes, os Rfs dos compostos e a sua coloragcéo

na fluorescéncia na luz ultravioleta apos a revelacdo com NP-PEG estéo nas tabelas 2 a 6.
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A presenca de flavondides foi observada na maioria das fragbes obtidas de caule e
folhas uma vez que compostos verdes, amarelos ou aaranjados estéo presentes. Observou-se
compostos de fluorescéncia azulada, antes e depois da revelacdo com NP-PEG, que indicam a
presenca de compostos fendlicos.

A Figura 3 apresenta o perfil comatogréfico das fragdes das fases sollveis 1.1C e
1.1.1F a1.4.1F, e a Tabela 2 o rendimento dessas fragdes, e os Rfs dos compostos obtidos na
revelacdo com NP-PEG e obsarvacéo naluz UV (250nm).

A comparacdo de Rf e coloracdo indicou a presenca de quercetina na fracéo 1.3.1F.
Compostos fendlicos foram detectados nos Rfs 0,95 e 0,90 em caules e folhas. Compostos

com coloracdo azul (Rf 0,90) foram detectados em fragOes de folhas e caule.

A Figura 4 apresenta o perfil cromatogréfico das fragbes 2.1.1F a 2.1.4F da fase
soluvel do extrato metandlico de folhas e as fragctes 2.1.1C a 2.4.3C dafase soluve do extrato
metandlico de caule. Os Rfs de cada um dos compostos, assm como suas coloracfes na luz
ultravioleta (250nm) apds revelacdo com NP-PEG sdo encontradas na Tabela 3.

A Figura 5 apresenta o perfil cromatogréfico das fragcOes das fases soltveis 3.1.1F a
3.2.4F do extrato metandlico de folhas e das fraces 3.1.1C a 3.2.7C do extrato metandlico de
caule. Os Rfs de cada um dos compostos, assm como sua coloragdo na luz ultravioleta
(250nm) apds revelacdo com NP-PEG sdo encontrados na Tabela 4.

A Figura 6 apresenta o perfil cromatogréfico das fraces das fases solUveis 3.3.1F a
3.4.3F do extrato metandlico de folhas, e das fragbes 3.3.1C a 3.4.4C do extrato metandlico de
caule. Os Rfs de cada um dos compostos, assm como sua coloragcdo na luz ultravioleta
(250nm) apds revelacdo com NP-PEG é encontrada na Tabela 5.

A Figura 7 apresenta o perfil cromatogréfico da fragdo da fase solivel 4.1.1F do
extrato metandlico de folhas, e das fragdes 4.1.1C e 4.1.2C do extrato metandlico de caule. Os
Rfs de cada um dos compostos, assim como sua coloracdo no ultravioleta (250nm) apds
revelacdo com NP-PEG sio encontrados na Tabela 6.
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A Figura 8 apresenta o perfil cromatogréfico das fragdes das fases insollveis 1.1F a
fracdo 4.2F do extrato metandlico de folhas, e das fragdes 1.1C a 4.2C do extrato metandlico
de caule. Utilizou-se como euente Butanol: Acido Acético: Agua (3:1:1), sendo a placa
revelada com NP-PEG.
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Figura 3: Cromatografia em camada delgada das fragbes da fase solvel 1.1C e 1.11F a
1.4.2F. Eluente: Tolueno: Acetato de Etilaz Acido Formico (5:4:1). Revelador: NP-PEG.
Observacdo na luz ultravioleta 250nm.
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Figura 4 Cromatografia em camada delgada das fragOes da fase solivel 2.1.1F a 24.1F e
2.1.1C a 2.4.3C. Eluente: Tolueno: Acetato de Etilac Acido Formico (5:4:1). Revelador: NP-
PEG. Observacdo naluz ultravioleta 250nm.
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Figura 5: Cromatografia em camada delgada das fragbes da fase solivel 3.1.1F a 3.24F e
3.1.1C a 3.2.7C. Eluente: Tolueno: Acetato de Etila: Acido Férmico (5:4:1). Revelador: NP-
PEG. Observacdo na luz ultravioleta 250nm.
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Figura 6: Cromatografia em camada delgada das fragdes da fase soluvel 3.3.1F a 34.3F e
3.3.1C a 3.4.4C. Eluente: Tolueno: Acetato de Etilac Acido Férmico (5:4:1). Revelador: NP-
PEG. Observacéo na luz ultravioleta 250nm
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Figura 7: Cromatografia em camada delgada das fragbes da fase solivel 4.1F e 4.1C e 4.2C.

Eluente: Tolueno: Acetato de Etila: Acido Férmico (5:4:1). Revelador: NP-PEG. Observacio
na luz ultravioleta 250nm.
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Figura 8: Cromatografia em camada delgada das fragbes dafase insollvel 1.1F a4.2Fe2.2Ca

4.2C. Eluente: Butanol: Acido Acético: Agua (3:1:1). Revelador: NP-PEG. Observacio na luz
ultravioleta 250nm.
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Tabela 2: Rfs dos compostos das fragdes sollveis 1.1.1F a 1.4.1F. Eluente: Tolueno: Acetato
de Etila: Acido Formico (5:4:1). Revelador: NP-PEG. Observaco naluz ultravioleta 250nm.

Amostra Rendimento (mg) Revelador NP-PEG UV longo

11C 6,0 Rastro esverdeado até Rf 0.90

111F 28,6 Origem azul; 0.51 (azul); 0.62 (verde); 0.78 (verde)

11.2F 53,3 Origem verde; 0.51 (azul); 0.60 (verde)

11.3F 88,5 Origem verde

114F 13,2 Origem escura; 0.71 (escuro); 0.90 (azul)

121F 89,7 Origem verde; 0.50 (verde)

12.2F 12,2 Origem escura; 0.90 (azul)

123F 20,2 Origem escura; 0.68 (escuro); 0.75 (escuro)

124F 489 Origem verde; 0.57 (verde)

125F 48,1 Origem escurg; 0.11 (marromavermelhado); 0.18 (verde); 0.54
(amarelo); 0.61 (verde); 0.90 (azul)

13.1F 11,9 Origem escura; 0.11 (escuro); 0.28 (verde); 0.54 (amarelo); 0.90
(azul)

13.2F 67,8 Origem verde

14.1F 41 Origem escura; 0.90 (azul)
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Tabela 3: Rfs dos conpostos da fase solivel das fragdes 2.1.1F a 2.4.1F e 2.1.1C a 2.4.3C.
Eluente: Tolueno: Acetato de Etila: Acido Férmico (5:4:1). Revelador: NP-PEG Observacdo
na luz ultravioleta 250nm

Amostra Rendimento (mg) Revelador NP-PEG UV longo

21.1F 125 Origem escura; 0.21 (escuro)

2.1.2F 135 Origem azul; 0.10 (escuro); 0.52 (escuro)

2.1.3F 16,9 Origem escura; 0.10 (escuro); 0.52 (escuro); 0.90 (azul)

2.14F 324 Origem escura

22.1F 57 Origem verde; 0.54 (verde); 0.90 (azul)

22.2F 80,4 Origem escura; 0.50(escura); 0.54 (daranjado); 0.71 (verde);
0.90 (azul)

22.3F 19,3 Origem escura; 0.20 (verde); 0.45 (verde); 0.58 (verde); 0.90
(azul)

23.1F 343 Origem escura

23.2F 17,6 Origem escurg; 0.11 (marrom-avermel hado); 0.20 (verde) 0.52
(escuro); 0.57 (alaranjado); 0.60 (verde)

24.1F 16,8 Origem azul; 0.19 (azul); 0.90 (azul)

2.1.1C 66,5 Origem amarela; 0.14 (verde); 0.50 (escuro)

21.2C 1244 Origem escura; 0.14 (verde); 0.21 (verde); 0.42 (verde)

2.1.3C 35,6 Origem escura

2.1.4C 131 Origem escura; 0.50 (escuro); 0.90 (azul)

221C 21,8 Origem azul; 0.90 (azul)

2.2.2C 3.7 Origem escura; 0.14 (escuro)

223C 91,2 Origem escura

23.1C 3,9 Origem escura; 090 (azul)

2.3.2C 1156 Origem azul; 0.90 (azul)

24.1C 9,3 Origem escura; 0.52 (escuro); 0.90 (azul)

2.4.2C 14,8 Origem azul; 0.52 (verde); 0.67 (verde); 0.90 (azul)

2.4.3C 10,4 Origem escura; 0,45 (esverdeado); 0.90 (azul)
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Tabela 4. Rfs dos compostos da fase soltvel das fragbes 3.1.1F a 3.2.4F e 3.1.1C a 3.2.7C.
Eluente: Tolueno: Acetato de Etila: Acido Férmico (5:4:1). Revelador: NP-PEG. Observacéo
na luz ultravioleta 250nm.

Amostra Rendimento (mg) Revelador NP-PEG UV longo

3.1L.1f 2,0 Origem clara; 0.85 (azul)

312 238 Origem azul

31.3f 1.6 Origem azul; 0.37 (azul); 0.54 (verde); 0.74 (verde); 0.90 (azul)

31llc 4.3 Origem azul; 0.74 (verde); 0.90(azul)

312c 23 Origem azul; 0.47 (verde); 0.57 (roxo)

3.1.3c 21 Origem verde; 0.57 (roxo); 0.61 (laranja); 0.64 (verde); 0.74
(verde); 0.90 (azul)

314c 11 Origem azul; 0.90 (azul)

3.1.5c 1.8 Origem azul

3.2.1f 0,8 Origem azul; 0.61 (verde); 0.74 (verde); 0.80 (verde); 0.90 (azul)

3.2.2f 1.3 Origem clara; 0.61 (verde); 0.74 (verde); 0.80 (verde); 0.90 (azul)

3.2.3f 0,7 Origem clara; 0.61 (verde); 0.74 (verde); 0.80 (verde); 0.90 (azul)

3.2.4f 1,8 Origem clara

321c 11.3 Origem clara; 0.40 (claro); 0.50 (verde); 0.57 (roxo); 0.61
(laranja); 0.67 (azul); 0.90 (azul)

322c 2.8 0.57 (roxo); 0.61 (laranja); 0.67 (azul)

32.3c 2.1 0.57 (roxo); 0.80 (azul); 0.90 (azul)

3.24c 18 Origem clara; 0.25 (verde)

3.2.5¢ 6.5 Origem verde; 0.25 (verde); 0.57 (escuro)

3.2.6c 3.0 Origem clara; 0.61 (verde); 0.74 (verde)

3.2.7c 2.2 Origem verde; 0.74 (verde)
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Tabela-5: Rfs dos compostos das fragdes sollveis 3.3.1F a 3.4.4F e 3.3.1C a 3.4.4C. Eluente:
Tolueno: Acetato de Etila: Acido Formico (5:4:1). Revelador: NP-PEG. Observacéo na luz

ultravioleta 250nm.
Amostra Peso (mg) Revelador NP-PEG UV longo

3.3.1f 13 Origem azul; 0.63 (verde)

3.3.2f 2.8 Origem verde; 0.62 (verde)

3.3.3f 0.9 Origem azul; 0.55 (verde)

3.3.4f 1.0 Origem clara

33.1c 6.5 Origem verde; 0.25 (verde); 0.42 (verde); 0.52 (verde); 0.64
(verde); 0.78 (verde)

3.32c 3.0 Origem verde; 0.42 (verde); 0.52 (verde); 0.57 (amarelo); 0.61
(branco); 0.78 (verde)

3.34c 2.2 Origem verde; 0.42 (verde); 0.52 (verde); 0.57 (amarelo); 0.61
(branco); 0.78 (verde)

3.3.5¢ 0.8 Origem verde; 0.42 (verde); 0.52 (verde); 0.57 (amarelo); 0.61
(branco); 0.78 (verde)

3.3.6c 5.3 Origem amarela; 0.42 (verde); 0.52 (verde); 0.57 (amarelo); 0.61
(branco); 0.78 (verde)

3.3.7c 3.2 Origem verde

3.4.1f 24.9 Origem verde; 0.40 (verde); 0.50 (azul); 0.57 (verde)

3.4.2f 3.0 Origem verde; 0.48 (verde); 0.61 (amarelo esverdeado); 0.74
(verde); 0.90 (azul)

3.4.3f 1.9 Origem azul; 0.90 (azul)

3.4.4f 0,8 0.64 (verde); 0.74 (verde); 0.90 (azul)

34.1c 3.6 Origem verde; 0.74 (verde)

34.2c 3.2 Origem verde; 0.60 (verde); 0.74 (verde)

3.4.3c 25 Origem amarelada; 0.45 (amarelado); 0.50 (azul); 0.57 (azul);
0.74 (verde)

34.4c 11 Origem verde; 0.52 (verde amarelado); 0.90 (azul)
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Tabela 6: Rfs dos compostos das fragdes sollveis 4.1C, 4.2C e 4.1F, coloragéo no UV longo
apés revelacdo com NP-PEG. Eluente: Tolueno: Acetato de Etila Acido Formico (5:4:1).
Observacdo naluz UV 250nm.

Amostra Peso (mg) Revelador NP-PEG UV longo
4.1c 10.2 Origem laranja; 0.14 (verde); 0.21 (verde); 0.28 (verde); 0.41
(verde); 0.54 (laranja)
4.2c 118 Origem laranja; 0.14 (verde); 0.21 (verde); 0.28 (laranja); 0.38
(verde) ; 0.41 (verde); 0.54 (laranja); 0.61 (verde); 0.71 (verde);
0.90 (azul)
4.1f 13.2 Origem verde; 0.50 (azul); 0.54 (verde); 0.61 (verde); 0.71

(verde); 0.77 (verde); 0.90 (azul)

2.3.2 Deteccao de flavonoides sulfatados.

As fragdes obtidas dos extratos de caule e de folhas de H. cordatum ndo mostraram a
presenca de querceting, ou de outros compostos sulfatados nas andises realizadas por hidrolise
&cida ou detroforese.

2.3.3 Perfil cromatografico e espectro na regido do ultravioleta das fragdes
insolaveis do extrato metandlico 2.3 de folha e 3.2 caule submetidas a CLAE-DAD em

escala semiprepar ativa.

A fracdo 2.3 da fase insolivel do extrato metandlico de folha foi submetida a
cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala semipreparativa em cromatografo equipado
com detector de arranjo de diodo. A Figura 9 apresenta o perfil cromatogréfico da fracdo.
Foram coletados os compostos com TR 8.1 minutos, TR 10.8 minutos, TR 15.6 minutos e TR

18.3 minutos, por apresentarem espectro naluz ultravioleta semelhante ao de flavondides.
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A Figura 10 apresenta 0 espectro na luz ultravioleta do composto com tempo de
retencéo 36.4 minutos, presente na fracdo da fase insollvel 2.3 do extrato de folha, comparado
a0 espectro ultravioleta do padréo de quercetina.

A Figura 11 apresenta 0s espectros na luz ultraviol eta de compostos presentes no perfil
cromatografico obtido. Os compostos com tempo de retencdo 8.0, 10.8 e 15.6 minutos
apresentam espectros na regido do ultravioleta caracteristico para compostos fendlicos,
enguanto os compostos 18.3, 19.7, 26.6, 32.9, 36.4, 36.7 e 40.7 minutos apresentam espectro
caracteristico de flavonGides.
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Figura 9: Perfil cromatogréfico da fragdo da fase solivel 2.3 do extrato de folhas no
cromatografo Dionex equipado com detector de arranjo de diodo (DAD), com coluna
semipreparativa.
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Figura 10: Comparagdo do espectro do composto 36.4 minutos da fragdo da fase insolivel 2.3
do extrato metandlico de folha (CLAE-DAD em coluna semipreparativa) com o espectro do
padréo de quercetina (CLAE-DAD em coluna analitica).
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Figura 11: Espectro na luz ultravioleta de alguns dos compostos da fragdo da fase solavel 2.3
do extrato de folhas.
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A Figura 12 apresenta o perfil cromatogréfico em escala semipreparativa da fragdo 3.2
da fase insolUvel do extrato metandlico de caule. Destacam se 0s compostos comtempo de
retencdo 10.3 minutos, 17.3 minutos, 22.3 minutos, 29.1 minutos, 29.6 minutos, 33.5 minutos
e 34.1 minutos, os quais foram coletados e enviados para andlise por ressonancia magnética

nuclear.

A Figura 13 apresenta a comparacdo dos espectros na regido do ultravioleta dos
composto de tempo de retencdo 33.5 minutos e do padréo de quercitrina obtidos por CLAE-
DAD.

A Figura 14 mostra os espectros na luz ultraviol eta obtidos nas andlises realizadas com
a fracdo 3.2 da fase insolivel do extrato metandlico de caule. Os compostos com tempo de
retencdo 5.7, 10.2, 17.1 e 26.9 minutos apresentam espectro na regido do ultravioleta
semelhante ao espectro de compostos fendlicos, e os compostos com tempo de retencdo 28.2,
29.0, 30.3, 32.9, 335, 34.2 e 34.4 minutos apresentam espectro na regido do ultravioleta
caracteristico de flavonGides.
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Figura 12: Perfil cromatografico da fase insolUvel da fracdo 3.2 do extrato de caule em
cromatografia liquida de alta eficiéncia em cromatografo Dionex com coluna semipreparativa,
equipado com detector de arranjo de diodo (DAD).
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Figura 13: Comparacéo do espectro do composto 33.5 minutos da fracéo da fase insollvel 3.2
do extrato metandlico de caule (CLAE-DAD em coluna semipreparativa) com 0 espectro na

regido do ultravioleta de quercitrina (CLAE-DAD em coluna andlitica).
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Figura 14: Espectro UV de alguns compostos presentes na fracdo 3.2 do extrato de caule da
fase insollvel.



2.3.4 Perfil cromatogr &fico das fracfes insolUvels do extrato metandlico de caules
efolhas submetidasa CL AE em escala analitica.

As Figuras 15 a 18 apresentam os perfis cromatogréficos das fragdes da fase insolvel
do extrato metandlico de caule por CLAE em escala anditica. A Tabela 7 a porcentagem dos

compostos presentes nas diferentes fragdes.

A figura 15 A apresenta o perfil cromatografico da fracéo 2.3 da fase insolivel do
extrato metandlico de caule. Nessa fracdo destacam-se 0s picos com tempos de retencdo 3.6,
5.7 € 8.9 minutos.

A figura 15 B gpresenta o perfil cromatogréfico da fraco 2.4 da fase insollvel do
extrato metandlico de caule. Nessa fracdo destacamse dois picos de maior porcentagem nos

tempos de retencdo 3.5 e 15.8 minutos.

A Figura 16 A apresenta o perfil cromatogréfico da fragdo 3.1 da fase insolivel do
extrato metandlico de caule. Nessa fracdo destaca-se 0 pico com tempo de retencéo 3.9
minutos.

A Figura 16 B apresenta o perfil cromatogréfico da fragdo 3.2 da fase insollvel do
extrato metandlico de caule. Nessa fracdo, destacamse dois picos com tempos de retencédo 4.0

e 9.8 minutos.

A Figura 17 A apresenta o perfil cromatografico da fracdo 3.3 da fase insollvel do
extrato metandlico de caule. Destacam-se 0s compostos com tempo de retencdo 14.1 e 14.5

minutos.

A Figura 17 B apresenta o perfil cromatogréfico da fragdo 4.1 da fase insolavel do
extrato metandlico de caule. Destacamse 0s compostos com tempo de retencéo 3.7, 14.5 e
17.4 minutos.

Na Figura 18 B observa-se o perfil cromatogréfico da fragdo 4.2 da fase insolivel do
extrato metandlico de caule. Nessa fracdo destacamse trés picos, com tempo de retencéo 4.4,
14.6 e 17.3 minutos.
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Figura 15: Perfil cromatogréfico das fragtes 2.3 (A) e 2.4 (B) da fase insollvel do extrato
metandlico de caule por CLAE escala anditica no comprimento de onda 250nm.
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Figura 16: Perfil cromatogréfico das fragtes 3.1 (A) e 3.2 (B) da fase insollvel do extrato
metandlico de caule por CLAE escala analitica no comprimento de onda 250nm.
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Figura 17: Perfil cromatogréfico das fracbes 3.3 (A) e 4.1(B) da &se insoluvel do extrato
metandlico de caule por CLAE escala anditica no comprimento de onda 250nm.
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Figura 18: Perfil cromatogréfico da fracdo 4.2 dafase insolUvel do extrato metandlico de caule
por CLAE escda analitica no comprimento de onda 250nm.
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Tabela 7: Tempo de retencdo e porcentagem dos compostos das fragfes da fase insollvel do
extrato metandlico de caule.

Fracéo Fico Tempo de Retencéo Porcentagem
(min) (0)
2.3 1 3.6 7.36
2.3 2 5.7 240
2.3 3 8.9 2.09
2.4 1 35 6.69
2.4 2 8.4 2.06
2.4 3 133 4.70
2.4 4 158 20.79
2.4 5 17.3 3.02
3.1 1 39 11.80
3.1 2 144 250
3.2 1 4.0 10.35
3.2 2 9.8 14.43
3.3 1 14.1 7.95
3.3 2 145 5.02
4.1 1 3.7 14.85
4.1 2 145 28.34
4.1 3 174 10.13
4.2 1 4.4 12.99
4.2 2 14.6 11.02
4.2 3 17.3 13.17

As Figuras 19 a 23 agpresentam o perfil cromatografico das fragbes da fase insolUvel do
extrato metandlico de folha por CLAE em escala andliticaa. A Tabela 8 apresenta a
porcentagem dos compostos de cada fracdo.

A Figura 19 A apresenta o perfil cromatografico da fragdo 1.1 da fase insollvel do
extrato metandlico de folhas. Nessa fracéo destacam se dois picos, com tempos de retencdo
13.6 e 16.2 minutos.

A Figura 19 B apresenta o perfil cromatogréfico da fracdo 1.4 da fase insoltvel do
extrato metandlico de folha. Nessa fracdo destaca-se 0 composto com tempo de retencéo de
3.2 minutos.
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A Figura 20 A apresenta o perfil cromatogréfico da fraco 2.2 da fase insollvel do
extrato metandlico de folha. Nessa frag8o destacam se 0os compostos com tempo de retercéo
0.8 e 42.6 minutos.

A Figura 20 B apresenta o perfil cromatogréfico da fracdo 2.3 da fase insollvel do
extrato metandlico de folha. Nessa fraco destacam-se 0os compostos com tempo de retencéo
13.6 e 42.6 minutos.

A Figura 21 A apresenta o perfil cromatografico da fragdo 2.4 da fase insollvel do
extrato metandlico de folha. Nessa frag&o cinco picos com tempos de retengéo 9.2, 13.5, 13.7,
14.4 e 42.6 minutos.

A Figura 21 B apresenta o perfil cromatogréfico da fracdo 3.1 da fase insollvel do
extrato metandlico de folha. Nessa fragdo destacam-se o composto com tempo de retencédo
33.9 minutos.

A Figura 22 A apresenta o perfil cromatografico da fracdo 3.2 da fase insollvel do
extrato metandlico de caule. Nessa fracdo destacam: se 0s compostos com tempo de reten¢&o
0.8 e 42.6 minutos.

A Figura 22 B apresenta o perfil cromatogréfico da fracdo 3.3 da fase insollvel do
extrato metandlico de folha. Nessa fraco destacam-se 0os compostos com tempo de retencdo
3.5, 13.1, 16.1 e 42.6 minutos.

A Figura 23 A apresenta o perfil cromatogréfico da fracéo 3.4 da fase insolUvel do

extrato metandlico de folha. Nessa fragdo destacam se os picos com tempo de retengéo 13.8 e
14.3 minutos.

A Figura 23 B apresenta o perfil cromatogréfico da fracéo 4.1 da fase insollvel do
extrato metandlico de folhas. Nessa fragdo destacamse trés compostos, com tempos de
retencdo 4.2, 13.7 e 42.6 minutos.
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Figura 19: Perfis cromatogréficos das fracbes 1.1 (A) e 1.4 (B) das fraghes insolUvels do

extrato metandlico de folha
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Figura 20: Perfis cromatogréficos das fraces 2.2 (A) e 2.3 (B) das fracBes insollveis do
extrato metandlico de folha
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Figura 21: Perfis cromatogréficos das fraches 2.4 (A) e 3.1 (B) das fragBes insollveis do
extrato metandlico de folha
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Figura 23: Perfis cromatogréficos das fraches 3.4 (A) e 4.1 (B) das fragBes insollveis do
extrato metandlico de folha
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Tabela 8: Tempo de retencdo e porcentagem dos compostos das fragbes da fase insolivel do

extrato metandlico de folha.

Fracéo Fico Tempo de Retencéo Porcentagem
(min) (0)
11 1 136 5.01
11 2 16.2 46.04
14 1 3.2 27.89
2.2 1 0.8 4.30
2.2 2 42.6 6.65
2.3 1 136 24.90
2.3 2 426 19.14
2.4 1 9.2 20.45
2.4 2 135 6.52
2.4 3 137 9,57
2.4 4 144 6.13
2.4 5 42.6 14.87
3.1 1 339 33.19
3.2 1 0.8 521
3.2 2 42.6 5.92
3.3 1 35 19.18
3.3 2 131 16.31
3.3 3 16.1 20.06
3.3 4 42.6 28.94
34 1 138 21.04
3.4 2 14.3 11.86
4.1 1 4.2 12.99
4.1 2 137 6.85
4.1 3 42.6 13.17
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2.3.5 Deteccdo de Flavondides nas fractes 4.1 e 4.2 da fase insolUvel do extrato

metandlico de caule.

As fragbes 4.1 e 4.2 da fase insolivel do extrato metandlico de caule foram
selecionadas para comprovacao da presenca de flavondides, porque nas andlises em CLAE
anditica mostraram compostos com tempo de retencdo igua aos padrBes querceting,

quercitrina rutina e canferal.

A Figura 24 apresenta o perfil cromatografico da fracdo 4.1 da fase insolivel do
extrato metandlico de caule, o perfil cromatogréfico do padréo de canferol e o perfil da fracdo
4.1 dafase insollvel do extrato metandlico de caule com o padrdo de canferol. A presenca de

canferol foi confirmada paraafracéo 4.1.

Visando confirmagéo da identificacd do composto observado a fragdo 4.1 da fase
insolUvel do extrato metandlico de caule, foi submetidaa CLAE —DAD em escala andliticaem
cromatégrafo Dionex, para obtencdo dos espectros na regido do ultravioleta dos compostos
presentes.

A Figura 25 apresenta o perfil cromatografico em escala anadlitica da fracéo 4.1 da fase
insolUvel do extrato metandlico de caule. Para essa amostra destacam se 0S compostos com
tempo de retencéo 8.2, 14.7, 15.3 e 18.2 minutos.

A Figura 26 apresenta os espectros na regido do ultravioleta dos compostos com tempo
de retencéo 8.2, 18.5 e 23.9 minutos que indicam que eles sio compostos fendlicos. A Figura

27 apresenta 0s espectros na regido do ultravioleta dos compostos com tempo de retencéo
14.7, 15.3, 18.2, 20.2, 20.9, 23.5, 24.2, 29.7 e 32.1 minutos que indicam que esses compostos
sdo flavondides.

Os compostos com tempos de retencdo 15.3 e 18.2 minutos apresentam espectro na
regido do ultravioleta semelhantes aos padrfes de quercitrina e canferol, respectivamente
(Figura 28).

58



fill | Canferol

[ [T

Figura 24: Perfil cromatogréfico da fracdo 4.1 da fase insolUvel do extrato de caule (@), do
padréo de canferol (m) e da fragdo 4.1 dafase insollvel do extrato metandlico de caule com o
padréo de canferol (m).

59



900

600

400

200

mA

8.2

14.715.3
18.2

H Moo,

Ll
LI I B B

min

5.0 10.0

15.0 20.0 25.0

30.0

35.0

40.0

46.0

Figura 25: Perfil cromatogréfico em escala anditica da fragdo 4.1 da fase insollvel do extrato
metandlico de caule.
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Figura 26: Compostos com espectro de compostos fendlicos naregido do ultravioleta.
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Figura 27: Compostos com espectro de flavondides na regido do ultravioleta
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Figura 28: Comparacdo do espectro na regido do ultravioleta dos compostos com tempo de
retencdo 15.3 e 18.2 minutos com os padrdes de quercitrina e canferol respectivamente.
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A Hgura 29 apresenta os perfis cromatograficos da fracdo 4.2 da fase insolivel do
extrato metandlico de caule, da mistura de padrbes de flavonGides (rutina, quercitrina,
quercetina e canferol) e da fracéo 4.2 dafase insolivel do extrato metandlico de caule com a
mistura de padrdes de flavonoides. Verificou-se a presenca de rutina quercitrina e quercetina

Visando, ent&o a obtencdo dos espectros na regido do ultravioleta desses compostos
presentes nafracéo 4.2, elafoi submetidaa CLAE —DAD em escala analitica em cromatografo
Dionex.

A Figura 30 apresenta o perfil cromatografico em escala andlitica da fracéo 4.2 dafase
insolUvel do extrato metandlico de caule. Destacaramse 0s compostos com tempo de retencdo
14.7, 15.4 e 18.3 minutos.

A Figura 31 apresenta o espectro naregido do ultravioleta dos compostos da fragéo 4.2
da fase insoluvel de caule. O composto com tempo de retencéo 8.2 minutos tem espectro na
regido do ultravioleta caracteristico de composto fendlico, enquanto os compostos com tempo
de retencéo 11.0, 14.7, 154 e 185 minutos mostram espectros na regido do ultravioleta

caracteristico de flavondides.

Os compostos com tempos de retencdo 14.7, 15.4 e 18.5 minutos apresentam espectros
na regido do ultravioleta iguais aos espectros dos padrdes de rutina, quercitrina e quercetina
respectivamente (Figura 32).
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Quercetina

Canferol

Hinutes
Figura 29: Perfil cromatografico da fraco 4.2 da fase insolivel do extrato de caule (m), da

mistura de padréo de flavondides (W) da fracéo 4.2 da fase insollivel do extrato metandlico de
caulecom a mistura de flavondides (m).
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Figura 30: Perfil cromatogréfico em escala andlitica da fracdo 4.2 da fase insollvel do extrato

metandlico de caule.
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Figura 31: Espectro na regido do ultravioleta de compostos presentes na fracéo 4.2 da fase
insolGvel do extrato metandlico de caule.
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Figura 32: Comparacéo do espetro na regido do ultravioleta dos compostos com tempo de
retencdo 14.7, 15.4 e 18.5 da fragdo 4.2 dafase insolUvel do extrato metandlico de caule com o
espectro na regido do ultravioleta de padrdes de ruting, quercitrina e quercetina.
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2.3.6 Avaliacdo do perfil cromatografico das fraces da fase soluvel 1.3.1 e 2.2.3
do extrato defolha.

As frages da fase sollivel 1.3.1 e 2.2.3 também foram selecionadas para analise em
CLAE devido a presenca de compostos com Rfs que coincidiam com os padrdes de quercetina

e quercitring, respectivamente, nas cromatografias em camada delgada de silica.

A Figura 40 apresenta o perfil cromatografico das fragbes da fase solivel 1.3.1 € 2.2.3
do extrato de folhas. Comparando-se o perfil cromatogréfico das amostras, ao pefil
cromatogréfico da mistura de padrbes de flavondides (rutina, quercitring, quercetina e
canferol), podem ser observados compostos que coincidem com os padrfes de quercetina e

quercitrina também na fase solGvel.
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Figura 40: Perfil cromatogréfico das fragbes 1.3.1 da fase solivel do extrato de folhas (=) e

2.2.3 dafase sollve do extrato de folhas (=) e mistura de padrdes de flavondides ().
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2.4 Discussao:

Os dados obtidos nesse trabalho mostram a presenca de varios flavonGides em
Hypericum cordatum.

CALIE et al., (1983) estudando a composicdo quimica de véarias espécies de hipérico,
destacaram a grande riqueza de flavondides presentes no género entre as 33 populagdes de
hipérico estudadas. Foram identificados 12 tipos diferentes de flavondides. Todos os taxa
apresentaram quercetina glicosilada, entretanto, flavonas estavam presentes apenas em quatro
espécies (Hypericum suffruticosum  Hypericum  stragalum,  Hypericum hipericoides,
Hypericum edisonianum), a maior complexidade quimica foi observada em Hypericum
tetrapetalum gque apresentou flavonol e flavonas, dém de flavonas Gglicosiladas e flavonas
O-glicosiladas.

Diversos compostos apresentaram reacéo positiva para flavonoides apds revelacdo com
NP-PEG. Nas fragbes 1.1C; 1.1.1F; 1.1.2F, 1.2.1F e 1.2.5F, sdo observados compostos de
coloracdo esverdeada em varios valores de Rfs. A fracdo 1.3.1F contém um composto
alaranjado no Rf 0,54, mesmo valor obtido para quercetina. A presenca de quercitrina e rutina
também foi observada nas andlises em CLAE.

Um composto escuro no Rf 0.57 foi comum a caules e folhas. Nas fragbes 2.2.2F;
223F, 23.1F, 23.2F;, 2.1.1C e 2.1.4C sdo observados alguns compostos de coloracdo
esverdeada nos Rfs 0.20, 0,58 e 0,71. Um composto de Rf 0,54 (da querceting), também foi
observado nas cromatoplacas das fragbes 2.2.2F e 2.3.2F. E na fragdo 2.2.3F a presenca de
quercetina foi confirmada res andlisesem CLAE.

Um composto de Rf 0.80 foi observado nas fragdes 3 de folha e caules; no Rf 0.71 e no
Rf 0.64 das trés fragdes de caule. Compostos de coloragdo aaranjada no Rf 0.61. Nenhum
desses compostos apresentaram Rfs equivalentes aos padrdes de flavondides utilizados.
Podem ser observados compostos de coloracdo roxa no Rf 0.61 nas fragbes 3.1.2C; 3.2.1C;
3.2.2C e 3.2.3C. Néo foi possive utilizar xantonas comuns no género como padréo, mas a

xantona mostra essa coloracdo na luz ultravioleta.
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Compostos com coloracdo esverdeada estéo presentes nos Rfs 0.52; 0.58; 0.61 0.64 e
0.67 em vérias fragbes 3 de caules e de folhas. O composto de Rf 0,76 esta presente em 8
fraches de caule e em 2 fragdes de folha, mostrando-se um dos principais componentes da
fracdo 3. Um composto amarelo no Rf 0.12 da fracéo 3.3.6C e um de fluorescéncia azulada no
Rf 0,52 das fragdes 3.4.1F e 3.4.3C também sdo observados.

Compostos de coloracéo esverdeada séo observados no Rf 0,15 da fracéo 4.1; no Rf
0,23 das fragdes 4.1C e 4.2C; e no Rf 0,49 das fragdes 4.1C, 4.2C e 4.1F, e 0.69 nas fracOes
4.1F e 4.2C. Compostos de coloracdo daranjada na origem e nos Rfs 0.15; 0.35 e 0.51 foram
observados nas fragdes de caule.

Destacaramse, portanto glicosideos de flavonas (compostos de coloracdo verde
escuro) nas fragbes da fase solivel de caules e folhas, embora também tenham sido
observados glicosideos de flavonol (coloragcdo aaranjada ou amarelada) segundo metodologia
de WAGNER & BLADT, 2001.

O material da fase insolUvel, saiu da origem apenas com o solvente butanol: &cido
acético: agua (3:1:1) , ndo havendo boa separacdo dos componentes. Os compostos mais
representativos das fraghes insolivels so flavondis glicosilados (compostos de coloracéo
aaranjada ou amarelada) segundo WAGNER & BLADT, 2001.

O rendimento das fragdes solUveis foi muito baixo, ao contrario do obtido nas fracdes
insollveis. Os compostos que permaneceram na origem no eluente tolueno; acetato de etila
&ido formico (5:4:1) embora apresentassem coloragdo amardla na luz natural ndo
gpresentaram mobilidade em eluentes especificos para flavondides. Todos os compostos
sairam da origem apenas no euente butanol: &cido acético: agua (3:1:1). SEABRA & ALVES
(1991) e SEABRA et al (1991) isolaram quercetina-3-sulfato nas espécies H. elodes e H.
undulatum e VIEL (2003) também isolou esse composto em Cuphea carthagenenss.
Entretanto andlise por eetroforese com extratos de H. cordatum ndo mostraram presenca de
compostos sulfatados nessa espécie.
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Nas andlises redlizadas em CLAE as frages insolUvels dos extratos de caules e folhas
mostraram perfis distintos, porém alguns compostos com tempos de retencdo comuns, ou

préximos s&o observados nos extratos das duas partes da planta.

A comparacéo dos perfis cromatogréficos de caule e folhas e a andise dos compostos
presentes nas fragdes obtidas mostrou que a composicéo de folhas e caules é bem diferente,
porém os principais compostos estéo presentes em ambos os 0rgaos. No extrato de caule, as
fragdes 2.4, 3.2, 4.1 e 4.2 contém 0s componentes mais importantes do extrato. Para os

extratos de folha, as principais fragbesséo 1.1, 1.4 e 3.1.

A andise das fragbes 2.3F e 3.2C apresentaram compostos com espectro na regido do

ultravioleta caracteristicos de flavondides e de compostos fendlicos.

A andlise da fracdo 4.2 da fase insolUvel do extrato de caules ndo apresentou nenhum
composto com espectro na luz ultravioleta de compostos fendlicos, e apresentou apenas 5
compostos com espectro de flavondides. Os compostos com tempo de retencdo 14.7 minutos,
15.4 minutos e 18.5 minutos apresentaram espectro na luz ultravioleta semelhante aos

espectros da rutina, quercitrina e quercetina, respectivamente.

Em H. perforatum existe uma maior quantidade de flavondis. Entre os flavondis
identificados estdo a querceting, rutina, hiperosideo, dém de derivados da quercetina e
derivados do canferol (SILVA, et al., 2005).

CHAUDARY & WILLET (2006) verificaram o potencial antitumoral de flavonoides
de H. perforatum contra tumores de préstata. As andlises indicaram que a rutina ndo
apresentou atividade na inibicdo do citocromo CYP1A1 (citocromo das células mutantes).
Apigenina e amentoflavona funcionam como inibidores do citocromo por competicao,

quercetina também se mostrou ativa.

LUO (2004) verificou que flavondides de H. perforatuminibiam a oxido nitrico sintase
em homogenato de cérebros de cobaias, e que a taxa de inibicdo da enzima em relacdo as
concentraces de quercetina e hiperosideo eram dose dependentes, com o hiperosideo sendo
mais potente que a querceting, provavelmente devido a presenca de gaactose ligada a

mol écula.
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CONFORTI et al. (2002) isolaram flavondides de Hypericum triquetrifolium e estudos
espectrograficos apontaram a presenca de biapigenina, quercetina e canferol glicosilados. Foi
observada forte atividade antioxidante dos flavondides, em especia da biapigenina.

ABREU et al., (2004) descreveram quercetina e rutina em extratos caulinares de H.
brasiliense e verificaramse que as taxas dos metabolitos eram elevadas na época da
frutificacdo. Nafloracéo, destacava-se a ulignosina (floroglucinol) além darutina e quercetina.

Em H. cordatum os flavondides identificados ndo apresentaram atividades antifungicas
quando os extratos brutos foram analisados. Os flavondides identificados sGo comuns nas
plantas, mas ainda ndo haviam sido descritos na espécie brasileira. Alguns flavondides foram
isolados e estdo sendo identificados, e outros deverdo ainda ser obtidos em quantidades

suficiente para essa etapa do trabalho.
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3. Capitulo 2. Analise de compostos secundarios em extratos cloroférmicos de
folhas

3.1. Introducdo

Vé&ias doengas que ocorrem em animais e humanos sdo causadas por fungos. Os
fungos, direta ou indiretamente est&o envolvidos em varios processos infecciosos, e mais
recentemente, com o aparecimento da AIDS em micoses sistémicas oportunistas, associadas
com o0 uso de drogas imunossupressoras. Tais fatos tém acentuado pesquisas sobre novas
substancias de atividade antifungica de origem natural. Segundo GRAYER & HARBORNE
(1994), entre 1982 e 1993 foram isoladas de plantas em torno de 250 substancias com
atividade antifungica.

Na triagem que vem sendo redizada em plantas de cerrado, ja foram isolados e
identificados varios compostos com atividade antifungica.

Os compostos responsaveis por atividade fungitoxica pertencem a diferentes classes
quimicas, como xantonas, flavondides, isoprendides, terpendides, estilbenos e acadides
(BALADRIN & KINGHORN, 1993).

TOKER, ¢ al. (2006) verificaram gque os 6leos essenciais de Hypericum hyssopifolium
e Hypericum mycrocalycinum inibiram o crescimento de trés diferentes cepas de Escherichia
coli, cepas de Baccilus brevis, Sreptococcus pyogenes Pseudomonas aeruginosa,
Saphylococcus aureus e também apresentaram atividade contra Candida albicans.

CAKIR et al. (2005) verificaram a composicdo quimica dos Oleos essenciais de
Hypericum linaroide sendo caracterizados 74 compostos. A atividade antifungica dos 6leos foi
determinada contra cepas de fungos patdgenos da agricultura. Os 6leos apresentaram atividade

contra Fusariumm culmorum, Fusariumm equiseti, Alternaria solani e Rhizoctonia solani.

SCHIMITT et al., (2001) descreveram a atividade antiviral de extratos aguosos com
baixa concentragdo de taninos e extratos metandlicos de trés espécies de hipérico daregido sul
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do Brasil Hypericum caprifoliatum, Hypericum connatum e Hypericum polyantenum) contra
0 virus da imunodeficiéncia felina, o qua pertence a0 mesmo grupo dos Lentivirus, mesmo

grupo ao qua o HIV se encontra inserido.

COS et al., (2002) fizeram uma triagem de plantas com atividades antifungicas e
antiviral, e verificaram que extratos de folha Hypericum rebolutum apresentavam atividade
antiviral contra o adenovirus HSV, aém de atividade antiinflamatoria.

Em Hypericum brasiliensg, xantonas com atividade antifingica foram isoladas em
extratos em diclorometano de parte aérea de plantas (ROCHA et al., 1994; ABREU et al.,
2004).

Em Kielmeyera variabilis xantonas também foram os compostos responsavels pela
atividade antimicrobiana (PINHEIRO et al., 2003; CORTEZ et al., 1998).

DALL’AGNOL et al., (2003) verificaram a atividade antimicrobiana de espécies de
hipérico (Hypericum caprifoliatum, Hypericum carinatum, Hypericum connatum, Hypericum
ternum, Hypericum myrianthum e Hypericum polyanthenum) contra bactérias e fungos.

Diferentes xantonas vém sendo isoladas de diversas espécies de Hypericum
(CARDONA et al ., 1990; WU et al ., 1998; HU et al., 1999).

Tendo em vida a fdta de informagBes sobre a quimica da espécie nativa do cerrado,
Hypericum cordatum (Clusiaceae), e aocorréncia de xantonas com atividade antifungica em
outras espécies do género, julgamos de interesse redlizar 0 estudo fitoquimico de extratos

cloroférmico, visando o isolamento de compostos ativos e a determinagdo da relacéo entre a
atividade e a presenca de xantonas ocorrentes nesse extrato.
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3.2. Material eM étodos
3.2.1.Materiais:
3.2.1.1. Materia vegetd - Hypericum cordatum Cordeiro (1702) SP

Local das coletas- as plantas foram coletadas em I bitina (S&o Paulo) em campo aberto,
na beira da estrada, nas proximidades da Rodovia SP-250, Km 63, as margens da Rua

Cadras.

3.2.1.2. Extratos cloroférmico de folhas, preparados de exemplares coletados em 2004.

323 Métodos:
3.2.2.1. Preparo do Material Vegetal

ApGs coleta, 0 materia foi seco a sombra , a tenperatura ambiente, sendo as folhas
separadas dos caules, e posteriormente pulverizadas, ficando disponiveis para a extragao.

3.2.2.2. Método deextracéo

Foi feita a extragdo exaustiva de 157g do pé de folhas (ROCHA et al. ,1994) com éter
de petrdleo, clorofrmio e metanol.

Apés as extragOes, os materiais foram filtrados e submetidos a concentragdo em rota

evaporador.
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3.2.2.3 Fracionamento do extrato de folhas em clor of6rmio.

O fracionamento do extrato cloroférmico de folhas (5,92g) foi feito em coluna de
Sephadex LH-20. Foi utilizada coluna de 48.0 cm de dtura, e 4.5 cm de didmetro, com 138 g
de Sephadex L H-20 solugdo de cloroférmio: metanol (1:1) como eluente (Figura l).

Extrato Cloroférmico
de Folha

3 Fracdes Ativas = Reunidas
1 Fracao se atividade

C.C.Silica 70-230

6 Fracdes Folhas
(1 fracao ativa)

Bioautografia

5 Fragdes Folhas
(2 fracdes ativas em Rf distintos)

_

Figura 1. Organograma das atividades do fracionamento por cromatografia do extrato
cloroférmico de folhas.
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As fragdes coletadas foram submetidas a CCD em cromatoplaca da Merck, utilizouse
como eluente cloroférmio: metanol (95:5). As fragBes semelhantes de acordo com a revelagéo
com vanilina sulfurica foram reunidas e submetidas ao bioensaio de atividade antifliingica
conforme técnica descritapor HOMANS & FUCHS (1970).

A amostra com atividade antifungica (3.3876g) foi submetida a uma nova
cromatografia em coluna. Utilizou-se coluna de silica 70-230 Mesh com 40.0 cm de dtura e
2.2 cm de diametro. Como eluente utilizou-se um gradiente de cloroférmio: metanol conforme
descrito na Tabda 1.

Tabela 1: A figura apresenta o gradiente de Cloroformio: Metanol utilizado na Cromatografia
em Colunade Silica 70-230 Mesh.

Concentragéo de Cloroférmio Concentragéo de Metanol NUmero de Fragdes Coletadas
(Volume de 5mL por fragéo)
100 00 o4
93 02 04
% o4 04
A 06 04
2 08 o4
0 10 20
80 20 20
70 30 20
60 10 20
50 50 20
40 60 20
30 70 20
20 80 20
10 0 20
0 100 20

Novamente, as fragdes coletadas foram submetidas a CCD em cromatoplaca de silica
da Merck e reveladas com vanilina sulfarica. Apés reunido, as fragbes foram submetidas a
bicautografia de HOMANS & FUCHS (1970).
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A fracdo que apresentava atividade antifingica foi submetida a uma nova
cromatografia em coluna. Foi utilizada uma coluna de 31.0 cm de atuae 1.2 cm de diametro.
Como fase fixa utilizouse silica flash, sendo afase movel, Cloroférmio: Metanol (9:1). Foram
coletadas fragbes de 5,0 mL. As fragbes coletadas foram submetidas a cromatografia em
cromatoplaca de silicada Merck e reveladas com vanilina sulfarica. Apds areunido, as fractes
foram submetidas a bioautografia pelo método de HOMANS & FUCHS (1970).

As fragbes com atividade antifingica foram submetidas a cromatografia preparativaem
cromatoplaca de silica. Utilizou-se como fase mével cloroformio; metanol (95:5), uma
pequena faixa da cromatoplaca foi cortada, e submetida a bioautografia pelo méodo de
HOMANS & FUCHS (1970). As zonas de inibicdo foram marcadas na cromatoplaca e
posteriormente raspadas. Os compostos ativos foram eluidos em cloroférmio:metanol (9:1).

Os compostos ativos isolados foram submetidos a CLAE para obtencéo do perfil

cromatogréfico de cada amostra, e encaminhados para identificagdo quimica por técnicas
espectrométricas.

As andlises em cromatografia liquida de dta eficiéncia foram redizadas em aparelho
Varian. Utilizouse coluna analitica de silica RP-18 (Varian), com fluxo de 1,0mL min! e com
gradiente metanol: &gua (Tabela 2). Para deteccdo dos compostos utilizouse radiacéo
ultravioleta no comprimento 250nm. Foraminjetados 20 uL dos compostos ativos eluidos na
concentracdo 1mg mi™t.
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Tabela 2: Gradiente utilizado para obtencdo do perfil cromatogréfico das fracdes antifungicas.

Tempo (minutos) Agua (0,1% Acido trifluoracético) M etanol
05 70 30
6-20 20 80
21-27 0 100
27-32 0 100
32-40 70 30

3.2.3 Bioensaio de atividade fungitoxica.

Foi realizado pelo méodo de bioautografia de HOMANS & FUCH (1970). As fragbes
foram submetidas a cromatografia em camada delgada, em solvente adequado, reveladas com
suspensdes dos fungos Cladosporium sphaerospermum ou Cladosporium cladosporioides
nebulizados na cromatoplaca. Ap6s a nebulizagdo com os esporos do fungo, as placas
permaneceram por 48h incubadas a 25°C. A ocorréncia de zonas de inibicdo do fungo

mostraram a existéncia de compostos de atividade fungitdxica.
Utilizouse 400ug dos extratos brutos, 200ug das fragdes e 100pg das fragoes.

Foi determinado o limite de deteccdo dos compostos eluidos. Utilizou-se 100ug, 50ug,
20ug e 10ug das fracOes dtivas.
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3.3 Reaultados

A Tabela 3 mostra o rendimento das fragOes obtidas na cromatografia em coluna de
sephadex LH-20.

Tabela 3: Rendimento das 4 fragdes obtidas do extrato cloroférmico

Extrato Cloroférmico Bruto (5.92g) Massa (g)
Fracao 1 0.9357
Fragso 2 1.7543
Fracdo 3 0.6976
Fracdo 4 1.3598
Rendimento Total 4.74749g

Veificou-se que as fragdes 1, 2 e 3 embora apresentassem perfil cromatogréfico
diferente para aguns compostos, mostravam zonas de inibicdo do crescimento dos fungos nas

mesmas regides, sendo por isso, reunidas numa Unica fragdo com 3.3876g.

Apds cromatografia em coluna de silica dessa fragéo ativa, observouse que apenas a
fracéo 6 possuia atividade. Verificouse 2 halos de inibi¢do, um no Rf 0,66 para Cladosporium
sphaerospermum e outro no Rf 0,77 para Cladosporium cladosporioides (Figura?2).

Novo fracionamento dessa fragdo 1.6 em coluna de silica flash produziu mais cinco
fracOes. Asfractes 1.6.4 e 1.6.5 apresentaram agora atividade antifuingica, nos Rfs 0,66 e 0,77
em ambos os fungos.

Apoés a cromatografia preparativa da fracéo 1.6.4 obteve-se gpenas um composto
antifungico (AF), denominado AF-1 (30mg).

A fracdo 1.6.5 produziu mais cinco compostos ativos, AF-2 (6.8mg), AF-3 (2.5mg),
AF-4 (3.2mg), AF-5 (3.7mg) e AF-6 (1.9mg). Em funcdo da quantidade obtida do composto
AF-6 e ndo foi submetido a novas andlises.
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A Figura 3 apresenta o perfil cromatografico do composto antifingico 1 e a Tabela 4
0s tempos de retencdo, porcentagem e absorbancia méxima dos compostos da fracdo ativa 1. A
fracéo esta praticamente pura , destacando-se o pico 3 (TR 7.9 minutos) como o principal
componente, que foi encaminhado para identificagcdo quimica

Os compostos da fragcdo antifngicar1, com tempo de retencdo 7.9 minutos e o da
fracdo antifungica-2 com tempo de retencdo 15.2 minutos s&o 0s principais compostos das
fracOesativas.

A Figura 8 apresenta o limite de deteccdo para das fragOes isoladas do extrato
cloroférmico de Hypericum cordatum.

Verificou-se para AF-1 e AF-2, aividade nas concentragtes 100ig e 50ig. As fragdes
AF-3, AF-4 e AR5 com atividade na placa preparativa ndo mostram atividade nem com
100ig. A atividade fungitoxica desses compostos pode ser atribuida a uma maior concentragéo

desses compostos ha placa preparativa

Rf 0,77
Rf 0,66
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Figura 2

Compostos antifungicos detectados na bioautografia do extrato cloroférmico de H. cordatum.
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Figura 3: Perfil cromatografico no comprimento de onda 250nm das fragtes antifungica 1
(A) e 2 (B) do extrato cloroférmico de folhas.
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Figura 4: Perfil cromatografico no comprimento de anda 250nm das fragtes antifungica 3 (A)
e 4 (B) do extrato cloroférmico de folhas.
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Figura 5: Perfil cromatogréfico no comprimento de onda 250nm da fracéo antifungica 5 do
extrato cloroférmico de folhas.

Tabela4: Tempos de retenco e porcentagem dos compostos das fragdes antifungica 1, 2, 3, 4
eb.

Fracéo Pico Tempo de Retencéo Porcentagem na Amostra
(min) (%)
AF-1 1 1.9 6.25
AF-1 2 2.6 3.78
AF-1 3 7.9 55.45
AF-2 1 15.2 1135
AF-2 2 28.4 6.04
AF-3 1 1.6 0.42
AF-3 2 10.3 140
AF-3 3 12.8 4.3
AF-3 4 218 4.45
AF-3 5 285 3.19
AF-4 1 10.7 3.30
AF-4 2 149 6.53
AF4 3 285 572
AF-5 1 10.8 7.55
AF-5 2 14.8 2.95
AF-5 3 285 454
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Figura 8: Limite de detecco das fragtes antifungicas do extrato cloroférmico de H. cordatum
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3.4 Discussao:

Neste trabaho, o extrato de folhas em cloroférmio foi submetido a fracionamento
biomonitorado.

Compostos com atividade antifungica vem sendo descritos em diversas espécies de
hipérico (H. brasliense, H. perforatum). Sao descritas diversas dasses de compostos com

atividade antifngica, por exemplo, floroglucindis, 6leos essenciais e xantonas.

No presente trabalho, a atividade fungitoxica detectada por GALLINA, (1999) foi
comprovada nos extratos de folhas em cloroférmio. A atividade observada € conseqiiéncia de
pelo menos dois compostos um presente na fragdo AF-1, e o outro na fragéo AF-2.

Nas andlises em CLAE a fracdo antifingica 1 apresentouse quase pura, sendo o
composto de tempo de retencdo 7.9 minutos, provavelmente o responsdvel pela atividade
antifingica. A fracdo antifngica 2 apresenta composto com tempo de retencdo 28.4 minutos
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que é observado também nas fragbes antiflngicas 3, 4 e 5. De quaquer modo nenhum dos
compostos dessas fragbes mostrou porcentagem maior que o composto da fracdo 1 que foi

encaminhado para identificacdo quimica.

Os compostos antifungicos das fractes AF-1 e AF-2 apresentaram atividade média nas
concentragdes 100ig e 50ig, e ndo apresentaram atividade nas concentracdes inferiores a
20ig

DALL’AGNOL et al ., (2003) erificaram atividade de diversas espécies de Hypericum
contra Candida albicans Em estudos posteriores utilizando 36 horas de incubacdo do meio de
cultura com fungos (ao invés das 48 horas do primeiro estudo) verificaram o desenvolvimento
de Candida albicans o que indica que os extratos de Hypericum retardam o desenvolvimento
desse fungo e isto pode justificar 0 uso popular das espécies de Hypericum no combate de
outras micoses.

Até 0 momento, ndo foi possivel caracterizar o composto da fragdo antifingica 1 como
sendo uma xantona. Outras classes de compostos como terpendides também tem sido
identificadas em outras espécies de Hypericum (ABREU et al ., 2004).

Assim sendo, podemos concluir que Hypericum cordatum apresenta compostos com

atividade antifungicas, embora o composto ativo possa hdo ser uma xantona.
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4. Conclusdes

Os extratos de Hypericum cordatum se mostraram ricos em flavondides em especia

flavonas e flavondis 0 que € pouco comum para 0 género Hypericum

Extratos de caules e folhas apresentaram perfil distinto, embora os principais

compostos ocorram em ambos os 6rgaos.

Foram confirmados em caules e folhas quercetina e quercitrina e nos caules rutina e
canferol.

N&o foi detectado nenhum flavondide sulfatado.
N&o foi observada atividade antifungica ro extrato metandlico.

Atividade antifingica foi comprovada para o extrato cloroférmico e é consequiéncia de

uma mistura de composto.

A fracdo AF-1 apresentouse quase pura, sendo o composto com TR 7.9 minutos o

principal componente da fracéo.

A fracdo AF-2 trata-se de uma mistura de compostos, sendo 0 composto com TR 15.2
minutos o principal componente da fragdo.

Verificorse que as fragbes AF-3, AF-4 e AF-5 apresentam perfis cromatogréficos

semel hantes.

Os compostos ativos mostraram limite de detecgdo em 50ug.

A atividade antifingica da mistura de compostos AF-3, 4 e 5 depende de

concentractes superiores a 1001 g.
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