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Identificacdo de flavon6ides em Hypericum cordatum (Vell.)
N. Robson (Clusiaceae)!
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(recebido: 16 de margo de 2007; aceito: 29 de agosto de 2008)

ABSTRACT - (Identification of flavonoids in Hypericum cordatum (Vell.) N. Robson (Clusiaceae)). The aim of this work
was the fractionation of methanolic extracts from stems and leaves of Hypericum cordatum and the identification of flavonoids.
The fractionation of methanolic extracts was done using filtration columm in Sephadex LH 20 resin, thin layer and high
performance liquid chromatography techniques. Several flavonoids were found in the methanolic extracts, specially flavonols
and flavones. Four flavonoids were identified: quercetin, quercitrin, rutin and kaempferol. The identification of these
compounds was done by the analyses of the ultraviolet light spectrum obtained in HPLC-UV/DAD and by co-chromatography
with standard solutions.

Key words - “Cerrado”, flavonoids, medicinal plant, phenolic compounds, Saint John’s worth

RESUMO - (Identificagdo de flavonéides em Hypericum cordatum (Vell.) N. Robson (Clusiaceae)). Este trabalho teve
como objetivo realizar o fracionamento de extratos metandlicos de caules e folhas de Hypericum cordatum e a identificacdo
de flavonéides. O fracionamento dos extratos foi feito por cromatografia de filtracdo em resina de Sephadex LH 20, em
camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os extratos metandlicos mostraram a presenca de varios flavondides,
em especial flavondis e flavonas. Foram identificados quatro flavondides: quercetina, quercitrina, rutina e canferol. Os compostos
foram identificados pela andlise de seus espectros na luz ultravioleta obtidos em CLAE-UV/DAD e por co-cromatografia

realizada com os padrdes.

Palavras-chave - Cerrado, compostos fendlicos, erva de Sdo Jodo, flavonédides, planta medicinal.

Introducao

Hypericum cordatum (Vell.) N. Robson é uma espécie
de pequeno porte encontrada no Cerrado das regides
Sudeste e Sul do Brasil, que foi selecionada em uma
triagem de plantas com atividade antimicrobiana para
estudos fitoquimicos (Biota/Fapesp 98/05074-0). Pertence
a familia Clusiaceae (Guttiferae), que é formada por 49
géneros, sendo Hypericum o Unico a ocorrer efetivamente
nas regides temperadas (Robson 1981, Robson 2006).

O género Hypericum vem tendo grande destaque
na literatura uma vez que varias agdes farmacoldgicas
da espécie européia Hypericum perforatum L. vém sendo
confirmadas (Ozturk et al. 1996, Suzuki et al. 1984,
Franklin et al. 1999, Barnes et al. 2001, Zou et al. 2004,
Silva et al. 2005, Perfumi et al. 2005). Essa espécie,
empregada desde a antiguidade por suas atividades
medicinais, € atualmente comercializada como fitoterapico
no tratamento de depressdo média a moderada (Marques
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1999). Entre os principais componentes identificados
em H. perforatum destacam-se como principios ativos
a hiperforina (floroglucinol) e hipericina (antraquinona).
Segundo Barnes et al. (2001), parece existir uma
interacdo entre o teor desses compostos e o dos flavondides
encontrados na espécie para que atividade antidepressiva
seja observada.

Apesar disso, poucas investigacdes tém identificado
flavonoides nas espécies de Hypericum (Calie et al. 1983,
Rocha er al. 1996, Barnes et al. 2001). Flavondides sdo
compostos comuns na natureza, atuando na atracio de
polinizadores e como co-pigmentos das antocianidinas.
Apresentam diversas atividades bioldgicas, destacando-se
as antiinflamatoria, antibidtica, antitumoral e antioxidante
(Bruneton 1995). Quimicamente sdo compostos derivados
da via do 4cido chiquimico-acetato, caracterizados por
apresentarem dois nucleos fendlicos ligados por uma
cadeia de trés carbonos (Harborne 1984).

No Brasil, algumas espécies brasileiras passaram
a ser estudadas. Rocha ez al. (1994, 1995, 1996), isolaram
floroglucindis, a-pirona, xantonas e acido betulinico de
Hypericum brasiliense Choisy. Abreu et al. (2005)
determinaram nessa espécie a distribui¢ao de compostos
durante o crescimento da planta, verificando alta
concentracdo de compostos fendlicos na floracio e de
terpenos na frutificacio. Ferraz et al. (2005) verificaram
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benzopiranos com atividade anti-tumoral em Hypericum
polyanthemum Klotzsch ex Reichardt. Fenner et al.
(2005) verificaram atividade antifiingica em Hypericum
ternum A. St.-Hil. e Viana et al. (2005) verificaram
atividade anti-depressiva em Hypericum caprifoliatum
Cham. & Schltdl., em funcdo da presenca de floroglucindis
que agem no sistema dopaminérgico.

Estudos preliminares realizados com extratos de
diferentes partes de Hypericum cordatum indicaram a
presenca de flavondides no extrato metandlico, inativo
em bioensaios de atividade antiftingica e anti-tumoral
(Gallina 1999).

O objetivo do presente trabalho foi realizar o
fracionamento dos extratos metandlicos de caules e folhas
e aidentificacdo de flavondides presentes em Hypericum
cordatum.

Material e métodos

Material vegetal — Hypericum cordatum coletado por
Cordeiro; material testemunho Cordeiro 1702 depositado
no herbdrio SP.

Coleta — As plantas foram coletadas em Ibitina (Sao Paulo,
SP) em campo aberto na beira da estrada, nas proximidades
da Rodovia SP-250, Km 63, as margens da Rua Caieiras.

Obtencgao do pé de folhas e caules — O material foi seco a
sombra. Caules e folhas foram separados e pulverizados em
moinho Tecnal TE-625.

Preparo do extrato — Os caules e folhas pulverizados foram
submetidos a extracdo seqiiencial com solventes de polaridades
crescentes (éter de petrdleo, cloroférmio e metanol), conforme
metodologia descrita por Rocha et al. (1994). Neste trabalho
foram analisados apenas extratos metandlicos. Apds
concentra¢do em rota-evaporador Biichi, obteve-se 59,67 g
do extrato de caule e 63,91 g para o extrato de folha.

Fracionamento dos extratos metandlicos de caule e folha —
Foi realizado por cromatografia de filtracdo em coluna
(48,0 cm x 4,5 cm) de Sephadex LH-20. Utilizou-se como
eluente metanol e foram coletadas fragdes de 50 mL (Harborne
1984, Rocha et al. 1994). O fracionamento foi monitorado
por cromatografia em camada delgada em placa de silica,
desenvolvida em tolueno: acetato de etila: dcido férmico
(5:4:1) sendo as placas posteriormente reveladas com NP-PEG
(difenilboriloxietilamina 1,0% em metanol, seguida de
solucdo de polietilenoglicol 4000 5,0% em etanol), reagente
para deteccdo de flavondides (Wagner & Bladt 2001). As
fracdes que mostraram mobilidade cromatogréfica semelhante
foram reunidas. As quatro fracdes que mostraram a presenca
de flavondides foram submetidas a novo fracionamento em
coluna de Sephadex LH 20, de acordo com a metodologia ja
descrita.

As novas fragdes obtidas foram solubilizadas em metanol
e submetidas a particao liquido:liquido com tolueno: acetato
de etila: acido férmico (5:4:1), tendo-se obtido duas fases, a
soltvel e a insoltivel nessa mistura de solventes. Tendo em
vista a mobilidade das fracdes soldveis no solvente citado,
elas foram submetidas a novos fracionamentos em coluna
(40,0 cm x 2,2 cm) de Sephadex LH-20, utilizando-se como
eluente metanol. As subfragdes obtidas foram monitoradas
por cromatografia em camada delgada em placa de silica no
mesmo eluente citado, e reunidas de acordo com a semelhanca
apos revelagdo com NP-PEG.

As fragdes insoluveis foram analisadas por cromatografia
em camada delgada em cromatoplaca de celulose (Merck)
utilizando como eluente butanol: 4cido acético: dgua (3:1:1)
erevelagdo com NP-PEG. Em seguida essas fracdes insoliveis
foram analisadas por eletroforese conforme técnica descrita
em Seabra ef al. (1991) e Seabra & Alves (1991). Amostras
das fragdes da fase insolivel (10 mg) solubilizadas em dgua
dcida com TFA 0,1% foram submetidas a hidrdlise parcial
(com HCI 3,0 N a temperatura ambiente, por 30 minutos) e
a hidroélise total (com HCI 3,0 N a 100 °C por duas horas) O
material hidrolisado foi submetido a particdo com acetato
de etila e a fracdo aquosa foi neutralizada com cloreto de
bario 1,5 g. A eletroforese foi realizada com as fracdes
insoldveis (100 pg) ressuspendidas em H20 com 4cido
trifluoroacético (TFA) a 0,1%, que foram aplicadas em papel
Whatmann 3 mm, de 20,0 cm por 35,0 cm. Utilizou-se
tampao (buffer) de pH 2,0 com 4acido férmico: dcido acético:
dgua (3,3 mL: 14,7 mL: 182,0 mL), e uma tensdo 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 amonio para deteccdo de flavondides sulfatados.

Posteriormente, as fragdes soltveis e insoliveis foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Para estas andlises utilizou-se cromatografo Varian
equipado com detector na luz ultravioleta (CLAE-UV) e
cromatégrafo Dionex equipado com detector de arranjo de
diodo (CLAE-UV/DAD). Nas andlises nos cromatégrafos
Varian e Dionex foram utilizadas colunas analiticas de silica
RP-18, fluxo de 1,0 mL min"'. Foram injetados 20,0 uL das
fracdes na concentracio de 5,0 mg mL™, e a deteccao foi feita
a 250 e 370 nm.

Utilizou-se dois gradientes diferentes para eluicdo dos
compostos. O gradiente de elui¢do 1 foi programado com
rampa variando de 0 a 5 minutos com agua (0,1% TFA):
acetonitrila (0,1% TFA) (95:5) (V/V), em seguida dgua
(0,1% TFA): acetonitrila (0,1% TFA) (9:1) (V/V) até 10
minutos, dgua (0,1% TFA): acetonitrila (0,1% TFA) (8:2)
até 20 minutos, dgua (0,1% TFA): acetonitrila (0,1% TFA)
(4:6) (V/V), até 40 minutos, acetonitrila (0,1% TFA) 100%
até 43 minutos e posteriormente 100% de metanol até 46
minutos.

O gradiente de elui¢do 2 foi programado com rampa
variando de 0 a 10 minutos com agua (0,1% TFA) 100%,
em seguida dgua (0,1% TFA): acetonitrila (0,1% TFA) (8:2)
(V/V) até 20 minutos, dgua (0,1% TFA): acetonitrila (0,1%
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TFA) (6:4) até 30 minutos, dgua (0,1% TFA): acetonitrila
(0,1% TFA) (4:6) (V/V) até 40 minutos, dgua (0,1% TFA):
acetonitrila (0,1% TFA) (2:8) (V/V) até 50 minutos,
acetonitrila (0,1% TFA) (100%) até 60 minutos, acetonitrila
(0,1% TFA): metanol (8:2) (V/V) até 70 minutos e
finalmente metanol 100% até 80 minutos. Utilizou-se
acetonitrila e metanol padrio CLAE (J.T. Baker), Acido
triflouracético (Merck) e os padrdes rutina, quercitrina,

Resultados e discussao

O fracionamento por cromatografia em coluna dos
extratos metandlicos brutos de caules e de folhas
produziu oito fragGes. Destas, apenas as quatro primeiras
mostraram presencga de flavonédides e foram selecionadas
para andlises mais detalhadas (figura 1). As andlises

quercetina e canferol, da Sigma. das cromatografias em camada delgada das subfragdes
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Figura 1. Fracionamentos dos extratos metandlicos de caules e de folhas, com a indicacdo das fracdes selecionadas. Legenda:
/ separa dados de folhas dos de caule. FR — fracdes, CC — cromatografia em coluna, TLC — cromatografia em camada
delgada, NP-PEG - revelador para flavondides.

Figure 1. Fractionation of metanolic extracts of stems and leaves and the indication of selected fractions. Legend: / separate
data of leaves and stems. FR — fractions, CC — column chromatography, TLC — thyn layer chromatography, NP-PEG:
reagent for flavonoids detection.
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soldveis obtidas dessas fracdes mostraram flavonas e
flavondis (Tabelas 1 a 5), fato pouco comum nas espécies
de Hypericum, de acordo com Calie et al. (1983). Foram
entdo selecionadas para cromatografia liquida de alta
eficiéncia as fracoes 4.1 (1,8 g) e 4.2 (2,3 g) do extrato
de caule, uma vez que mostraram fatores de reten¢do
semelhantes aos de alguns dos padrdes de flavondides,
nas anélises em cromatografia de camada delgada de silica.

Inicialmente foram realizadas anélises em CLAE-UV
da fragcdo 4.1 do extrato de caule, do padrao de canferol,
e da fracdo 4.1 misturada com o padrdo (canferol). As

Tabela 1. Rfs dos compostos das fragdes soliveis 1.1C e
1.1.1F a 1.4.1F. Eluente: Tolueno: Acetato de Etila: Acido
Férmico (5:4:1). Reagente revelador: NP-PEG, e andlise na
luz ultravioleta a 250 nm. Glicosideos de flavonas mostram
coloracgdo verde escuro e glicosideos de flavonol coloracao
alaranjada ou amarela. O Rf da quercetina foi 0,54 e a cor
laranja. (C = caule, F = folha).

Table 1. Rfs of the soluble fractions compounds 1.1C and
1.1.1F — 1.4.1F. Eluent: Toluene: Ethyl acetate: Formic acid
(5:4:1). Revelation reagent: NP-PEG, and analysis in UV
light (250 nm). Glucosides of flavones showed green
coloration and glucosides of flavonol showed orange or
yellow coloration. The Rf of the standart quercetin was 0,54
with orange color. (C = stem, F = leaves).

Fracdes Massa Rf — Revelador
(mg) NP-PEG UV curto
1.1C 6,0 Rastro esverdeado até Rf 0,90

1.1.1F 28.6 Origem azul; 0,51 (azul); 0,62
(verde); 0,78 (verde)

1.1.2F 53,3 Origem verde; 0,51 (azul); 0,60
(verde)

1.1.3F 88.5 Origem verde

1.1.4F 13,2 Origem escura; 0,71 (escuro); 0,90
(azul)

1.2.1F 89,7 Origem verde; 0,50 (verde)

1.2.2F 12,2 Origem escura; 0,90 (azul)

1.2.3F 20,2 Origem escura; 0,68 (escuro); 0,75
(escuro)

1.2.4F 48,9 Origem verde; 0,57 (verde)

1.2.5F 48,1 Origem escura; 0,11 (marrom-
avermelhado); 0,18 (verde); 0,54
(amarelo); 0,61 (verde); 0,90 (azul)

1.3.1F 11,9 Origem escura; 0,11 (escuro); 0,28
(verde); 0,54 (amarelo); 0,90 (azul)

1.3.2F 67,8 Origem verde

1.4.1F 4,1 Origem escura; 0,90 (azul)

Tabela 2. Rfs dos compostos da fase soldvel das fracdes
2.1.1Fa2.4.1Fe2.1.1C a2.4.3C. Eluente: Tolueno: Acetato
de Etila: Acido Férmico (5:4:1). Reagente revelador: NP-PEG,
e observacdo na luz ultravioleta a 250 nm. Glicosideos de
flavonas mostram coloracdo verde escuro e glicosideos de
flavonol coloragdo alaranjada ou amarela. O Rf da quercetina
foi 0,54 e a cor laranja. (C = caule, F = folha).

Table 2. Rfs of the soluble fractions compounds 2.1.1F a
24.1F e 2.1.1C a 2.4.3C. Eluent: Toluene: Ethyl acetate:
Formic acid (5:4:1). Revelation reagent: NP-PEG, and
analysis in UV light (250 nm). Glucosides of flavones
showed green coloration and glucosides of flavonol showed
orange or yellow coloration. The Rf of the standart quercetin
was 0,54 with orange color. (C = stem, F = leaves).

Massa Rf - Revelador

Fragdes (116)  NP-PEG UV curto

2.1.1F 12,5 Origem escura; 0,21 (escuro)

2.1.2F 13,5 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 32,4 Origem escura

2.2.1F 5,7  Origem verde; 0,54 (verde); 0,90 (azul)

222F 80,4 Origem escura; 0,50 (escura); 0,54
(alaranjado); 0,71 (verde); 0,90 (azul)

223F 19,3 Origem escura; 0,20 (verde); 0,45
(verde); 0,58 (verde); 0,90 (azul)

2.3.1F 34,3  Origem escura

232F 17,6  Origem escura; 0,11 (marrom-
avermelhado); 0,20 (verde) 0,52
(escuro); 0,57 (alaranjado); 0,60 (verde)

2.4.1F 16,8  Origem azul; 0,19 (azul); 0,90 (azul)

2.1.1C 66,5  Origem amarela; 0,14 (verde); 0,50
(escuro)

2.1.2C 124,4 Origem escura; 0,14 (verde); 0,21
(verde); 0,42 (verde)

2.1.3C 35,6 Origem escura

2.1.4C 13,1  Origem escura; 0,50 (escuro); 0,90 (azul)

2.2.1C 21,8 Origem azul; 0,90 (azul)

2.2.2C 3,7  Origem escura; 0,14 (escuro)

223C 91,2 Origem escura

2.3.1C 3,9  Origem escura; 0,90 (azul)

2.3.2C 115,6  Origem azul; 0,90 (azul)

2.4.1C 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 3. Rfs dos compostos da fase soldvel das fracdes
3.1.1Fa3.2.4Fe 3.1.1Ca3.2.7C. Eluente: Tolueno: Acetato
de Etila: Acido Férmico (5:4:1). Reagente revelador: NP-PEG,
e observacdo na luz ultravioleta a 250 nm. Glicosideos de
flavonas mostram coloracdo verde escuro e glicosideos de
flavonol coloragdo alaranjada ou amarela. O Rf da quercetina
foi 0,54 e a cor laranja. (C = caule, F = folha).

Table 3. Rfs of the soluble fractions compounds 3.1.1F a
3.2.4F e 3.1.1C a 3.2.7C. Eluent: Toluene: Ethyl acetate:
Formic acid (5:4:1). Revelation reagent: NP-PEG, and
analysis in UV light (250 nm). Glucosides of flavones
showed green coloration and glucosides of flavonol showed
orange or yellow coloration. The Rf of the standart quercetin
was 0,54 with orange color. (C = stem, F = leaves).

Tabela 4. Rfs dos compostos das fragdes soliveis 3.3.1F a
3.4.4F e 3.3.1Ca3.4.4C. Eluente: Tolueno: Acetato de Etila:
Acido Férmico (5:4:1). Reagente revelador: NP-PEG.
Observagdo na luz ultravioleta 250 nm. Glicosideos de
flavonas mostram coloracdo verde escuro e glicosideos de
flavonol coloragdo alaranjada ou amarela. O Rf da quercetina
foi 0,54 e a cor laranja. (C = caule, F = folha).

Table 4. Rfs of the soluble fractions compounds 3.3.1F a
3.4.4F e 3.3.1C a 3.4.4C. Eluent: Toluene: Ethyl acetate:
Formic acid (5:4:1). Revelation reagent: NP-PEG, and
analysis in UV light (250 nm). Glucosides of flavones
showed green coloration and glucosides of flavonol showed
orange or yellow coloration. The Rf of the standart quercetin
was 0,54 with orange color. (C = stem, F = leaves).

Massa Rf - Revelador

Massa Rf — Revelador

Fragdes (116)  NP-PEG UV curto Fragdes (116)  NP-PEG UV curto
3.1.1F 2,0 Origem clara; 0,85 (azul) 3.3.1F 1,3  Origem azul; 0,63 (verde)
3.1.2F 23,8 Origem azul 3.3.2F 2,8  Origem verde; 0,62 (verde)
31.3F 1,6  Origem azul; 0,37 (azul); 0,54 (verde); 3.33F 0,9 Origem azul; 0,55 (verde)
0,74 (verde); 0,90 (azul) 334F 1,0 Origem clara
3.1.1C 43 Origem azul; 0,74 (verde); 0,90 (azul) 33.1C 6,5 Origem verde; 0,25 (verde): 0,42 (verde):
3.1.2C 2,3 Origem azul; 0,47 (verde); 0,57 (roxo) 0,52 (verde); 0,64 (verde); 0,78 (verde)
3.1.3C 2.1 Origem verde; 0,57 (roxo); 0,61 (laranja); 3.3.2C 3,0 Origem verde; 0,42 (verde); 0,52 (verde);
0,64 (verde); 0,74 (verde); 0,90 (azul) 0,57 (amarelo); 0,61 (branco); 0,78 (verde)
3.1.4C 1,1  Origem azul; 0,90 (azul) 3.3.4C 2,2 Origem verde; 0,42 (verde); 0,52 (verde);
0,57 (amarelo); 0,61 (branco); 0,78 (verde)
3.1.5C 1,8  Origem azul )
3.3.5C 0,8  Origem verde; 0,42 (verde); 0,52 (verde);
3.2.1F 0,8  Origem azul; 0,61 (verde); 0,74 (verde); 0,57 (amarelo); 0,61 (branco); 0,78 (verde)
0,80 (verde); 0,90 (azul) .
3.3.6C 5,3  Origem amarela; 0,42 (verde); 0,52 (verde);
3.2.2F 1,3  Origem clara; 0,61 (verde); 0,74 (verde); 0,57 (amarelo); 0,61 (branco); 0,78 (verde)
0,80 de); 0,90 1 .
(verde) (azul) 3.3.7C 3,2 Origem verde
3238 0.7 gggem clara; 0,61 (verde); 0,74 (verde): 5\ 1p 549 Origem verde: 0.40 (verde): 0,50 (azul);
,80 (verde); 0,90 (azul) 0.57 (verde)
3.24F 1,8 Origem clara 342F 3,0  Origem verde; 0,48 (verde); 0,61 (amarelo
3.2.1C 11,3  Origem clara; 0,40 (claro); 0,50 (verde); esverdeado); 0,74 (verde); 0,90 (azul)
gzgg g‘;’l‘l;’)) 0.61 (laranja); 0,67 (azul); 343 19 Origem azul; 0,90 (azul)
. 3.44F 0,8 0,64 (verde); 0,74 (verde); 0,90 (azul)
3.2.2C 2,8 0,57 (roxo); 0,61 (laranja); 0,67 (azul)
3.4.1C 3,6  Origem verde; 0,74 (verde)
3.2.3C 2,1 0,57 (roxo); 0,80 (azul); 0,90 (azul)
) 3.4.2C 3,2 Origem verde; 0,60 (verde); 0,74 (verde)
3.2.4C 1,8  Origem clara; 0,25 (verde)
3.4.3C 2,5 Origem amarelada; 0,45 (amarelado);
3.2.5C 6,5  Origem verde; 0,25 (verde); 0,57 (escuro) 0,50 (azul); 0,57 (azul); 0,74 (verde)
3.2.6C 3,0 Origem clara; 0,61 (verde); 0,74 (verde) 3.4.4C 1,1  Origem verde; 0,52 (verde amarelado);
327C 22  Origem verde; 0,74 (verde) 0,90 (azul)




616 R. S. Dourado & A. M. Ladeira: Flavondides em H. cordatum

Tabela 5. Rfs dos compostos das fragdes soliveis 4.1C, 4.2C
e 4.1F. Eluente: Tolueno: Acetato de Etila: Acido Férmico
(5:4:1). Reagente revelador: NP-PEG, e observagdo na luz
ultravioleta 250 nm. Glicosideos de flavonas mostram
coloragdo verde escuro e glicosideos de flavonol coloragdo
alaranjada ou amarela. O Rf da quercetina foi 0,54 e a cor
laranja. (C = caule, F = folha).

Table 5. Rfs of the soluble fractions compounds 4.1C, 4.2C
e 4.1F. Eluent: Toluene: Ethyl acetate: Formic acid (5:4:1).
Revelation reagent: NP-PEG, and analysis in UV light
(250nm). Glucosides of flavones showed green coloration
and glucosides of flavonol showed orange or yellow
coloration. The Rf of the standart quercetin was 0,54 with
orange color. (C = stem, F = leaves).

Frace Massa Rf — Revelador

fa60eS  (mg)  NP-PEG UV curto

4.1C 10,2 Origem laranja; 0,14 (verde); 0,21
(verde); 0,28 (verde); 0,41 (verde);
0,54 (laranja)

4.2C 11,8 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)

andlises foram realizadas em dois gradientes de eluentes
para comprovagao da identificacdo do canferol na fracdo.
Houve aumento do pico referente ao composto observado
no tempo de retencdo 21,4 min. quando a mistura foi
analisada com o eluente 1 (figura 2), do mesmo modo
que para o pico do composto com tempo de retencao
34,0 min. observado nas andlises com o eluente 2 (figura
3). Nas analises realizadas em CLAE-UV/DAD foi
possivel obter os espectros na regido do ultravioleta para
0 composto com tempo de retengdo 24,1 min. na fracao
4.1 e para o canferol, comprovando assim esse dado
(figura 4). Pode-se entdo concluir que canferol ocorre
em Hypericum cordatum.

As figuras 5 e 6 apresentam os perfis cromatograficos
obtidos nas andlises em CLAE-UV da fragdao 4.2 do
extrato de caule, dos padrdes de flavondides (rutina,
quercitrina e quercetina) e da mistura da fracao 4.2 com
padrdes de flavondides. Verificou-se aumento do pico dos
compostos com tempo de retencdo 17,1; 18,2 e 21,4 min.
para o eluente 1 e do pico dos compostos com tempos
de retencdo 25,9; 27,4 e 31,0 min. para o eluente 2. As
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Figura 2. Perfil cromatografico da fracdo 4.1 da fase
insolivel do extrato metandlico de caule (5 mg mL") (A);
do padrdo de canferol (0,5 mg mL") (B) e da mistura da
fragdo 4.1 com o padrdo de canferol (solucdo diluida 1:1 —
V:V) (C). Anidlise em CLAE-UV realizada com o eluente 1.
Deteccdo a 370 nm.

Figure 2. Chromatographic profile of fraction 4.1 of
insoluble phase of methanolic extract of stem (5 mg mL™")
(A); kaempferol standard (B) and fraction 4.1 with the
kaempferol standard (C). Analysis in HPLC-UVwith elution
gradient 1. Detection at 370 nm.

figuras 7, 8 e 9 apresentam os espectros na regido do
ultravioleta dos compostos com tempos de retencdo
17,1 min., 18,2 min. e 21,4 min. da fracdo 4.2 que sdo
semelhantes aos espectros dos padrdes de flavonodides
rutina, quercitrina e quercetina, respectivamente. A
presenca de quercetina, quercitrina e rutina, foi também
identificada nas fracGes soltveis 1.3.1 (88,5 mg) e 2.2.3
(19,3 mg) do extrato metandlico de folhas (dados nao
apresentados).

Quercetina e canferol sdo flavonéides comuns em
vegetais. Rutina e quercitrina sao flavonéides glicosilados
encontrados em um menor nimero de espécies. Esses
quatro flavonoéides foram identificados em H. perforatum,
que também contém luteolina, hiperosideo, isoquercitrina,
os biflavondides biapigenina e amentoflavona além de
flavondides associados a taninos condensados como a
catequina (Marques 1999, Barnes et al. 2001). A espécie
Hypericum brasiliense Choisy possui 0s mesmos quatro
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Figura 3. Perfil cromatografico da fracdo 4.1 da fase
insolivel do extrato metandlico de caule (5 mg mL") (A);
do padrdo de canferol (0,5 mg mL') (B) e da mistura da
fragdo 4.1 com o padrdo de canferol (solucdo diluida 1:1 —
V:V) (C). Andlise em CLAE-UYV realizada com o eluente 2.
Deteccdo a 370 nm.

Figure 3. Chromatographic profile fraction of 4.1 of
insoluble phase of methanolic stem (5 mg mL") (A);
kaempferol standard (B) and fraction 4.1 with the
kaempferol standard (C). Analysis in HPLC-UVwith elution
gradient 2. Detection at 370 nm.
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flavonoéides identificados em Hypericum cordatum, e
compostos fendlicos ocorrem em maior concentracao na
época da floracio (Rocha et al. 1995, Abreu et al. 2005).

As sub-fracdes insoliveis ndo sairam da origem das
placas de silica, quando o solvente empregado foi tolueno:
acetato de etila: 4cido férmico (5:4:1) e foram arrastadas
para o Rf 0.50 nas andlises cromatograficas realizadas
em butanol: dcido acético: dgua (3:1:1). Assim sendo
cogitou-se a possibilidade de se tratarem de flavondides
sulfatados como a quercetina 3 glucuronide-3’sulfato e
a quercetina 3 sulfato, identificadas em trés espécies de
Hypericum (Seabra & Alves 1991, Seabra et al., 1991). A
realizacdo de eletroforese com essas sub-fra¢des insoltiveis
mostrou que ndo hd compostos sulfatados nessa espécie.

Apesar dos flavondides apresentarem atividades
antimicrobianas e de ter sido comprovada sua ocorréncia
nos extratos metandlicos de Hypericum cordatum,
atividades anti-flingicas e antibacterianas ndo foram
produzidas por eles (Gallina 1999).

Além disso atividade antidepressiva ndo foi verificada
em estudos farmacoldgicos feitos com essa espécie e
com Hypericum brasiliense (Mendes et al. 2002). Em
Hypericum perforatum hiperosideo e hipericina
mostraram atividade anti-depressiva (Luo et al. 2004),
e em Hypericum caprifoliatum a atividade anti-depressiva
estd relacionada a um floroglucinol (Viana et al. 2005).
Por outro lado, hipericina ndo foi detectada em nenhuma
espécie brasileira (Abreu et al. 2005, Fenner et al. 2005,
Viana et al. 2005). Assim sendo, parece que realmente
hd necessidade de uma interacio entre varios compostos
para que atividade anti-depressiva seja produzida por
espécies de Hypericum.
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Figura 4. Espectro na regido do ultravioleta do composto de tempo de reten¢@o 24,1 minutos da fracdo 4.1 da fase insoltvel do extrato
metandlico de caule (A) e do padrio de canferol (B), obtidos nas andlises em CLAE-DAD realizadas com o gradiente da Tabela 1.

Figure 4. UV spectrum of the compound with retention time 24.1 minutes of fraction 4.1 of insoluble phase of methanolic
extract of stems (5 mg mL™") (A) and kaempferol standard (B), obtained in HPLC-UV/DAD analysis with elution gradient

1.
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Figura 5. Perfil cromatografico da fracdo 4.2 da fase
insoldvel do extrato metandlico de caule (5 mg mL") (A),
dos padroes de flavondides (rutina, quercitrina e quercetina)
(0,5 mg mL") (B) e da mistura da fracdo 4.2 com os padroes
de flavondides (solugdo diluida 1:1 — V:V) (C). Anélise em
CLAE-UYV realizada com eluente 1. Detec¢do a 370 nm.

Figure 5. Chromatographic profile of fraction 4.2 of insoluble
phase of methanolic stem extract (5 mg mL™") (A), flavonoids
(rutin, quercitrin and quercetin) (0,5 mg mL") (B) and the
fraction 4.2 with the flavonoids standards (dilution of the
solution 1:1 — V:V) (C). Analysis in HPLC-UV with elution
gradient 1. Detection at 370 nm.
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Figura 6. Perfil cromatografico da fracdo 4.2 da fase
insolivel do extrato metandlico de caule (5 mg mL™") (A),
dos padroes de flavonéides (rutina, quercitrina e quercetina)
(0,5 mg mL") (B) e da mistura da fracdo 4.2 com os padrdes
de flavondides (solugdo diluida 1:1 — V:V) (C). Anélise em
CLAE-UYV realizada com eluente 2. Detec¢ao a 370 nm.

Figure 6. Chromatographic profile of fraction 4.2 of
insoluble phase of methanolic stem extract (5 mg mL™") (A),
flavonoids (rutin, quercitrin and quercetin) (0,5 mg mL™")
(B) and fraction 4.2 with the flavonoids standards (dilution
of the solution 1:1 — V:V) (C). Analysis in HPLC-UV with
elution gradient 2. Detection at 370 nm.
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Figura 7. Espectro na regido do ultravioleta do composto com tempo de retengdo 17,1 minutos da fracdo 4.2 da fase insoldvel
do extrato metandlico de caule (A) e do padrio de rutina (B), obtidos em CLAE-DAD realizadas com o eluente 1.

Figure 7. UV spectrum of the compound with retention time 17.1 minutes of fraction 4.2 of insoluble phase of methanolic
extract of stems (A) and rutin standard (B), obtained in HPLC-UV/DAD analysis with elution gradient 1.
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Figura 8. Espectro na regido do ultravioleta do composto com tempo de reteng@o 18,2 minutos da fracdo 4.2 da fase insolivel
do extrato metandlico de caule (A) e do padrdo de quercitrina (B), obtidos em CLAE-DAD realizadas com o eluente 1.

Figure 8. UV spectrum of the compound with retention time 18.2 minutes of fraction 4.2 of insoluble phase of methanolic
extract of stems (A) and quercitrin standard (B), obtained in HPLC-UV/DAD analysis with elution gradient 1.
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Figura 9. Espectro na regido do ultravioleta do composto com tempo de retengdo 21,4 minutos da fracio 4.2 da fase insoldvel
do extrato metandlico de caule (A) e do padrdo de quercetina (B), obtidos em CLAE-DAD realizadas com o eluente 1.

Figure 9. UV spectrum of the compound with retention time 21.4 minutes of fraction 4.2 of insoluble phase of methanolic
extract of stems (A) and quercetin standard (B), obtained in HPLC-UV/DAD analysis with elution gradient 1.

No presente trabalho foi obtida a identifica¢@o parcial
de quatro flavondides descritos também em outras espécies
do género. A identificacio de outros flavondides detectados
dependera de novas etapas de purificacdo dos componentes
das frag¢des obtidas, que serdo objeto de estudos futuros.
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