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Propagacgao in vitro de Hypericum cordatum (Vell.) N. Robson (Clusiaceae) e analise
fitoquimica de seus compostos secundarios
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RESUMO: Hypericum cordatum, planta com possivel atividade medicinal foi analisada no
presente estudo quanto a sua propagacao in vitro e seus principais compostos secundarios
em comparagao com Hypericum perforatum, espécie medicinal utilizada como antidepressivo.
Diante das dificuldades que ocorrem na coleta e sua multiplicagdo por sementes ou via
estacas caulinares, iniciou-se a propagacéo in vitro tendo como resultados: que a indugéo e o
crescimento de brotagdes foram estimulados pelo regulador 6-benziladenina (2,0 mg L), que
houve inducgéo de raizes por acido indol-butirico (0,5 mg L"), e que as baixas concentragbes de
auxinas, acido 2,4-diclorofenoxiacético, ou acido naftalenoacético (0,01 a 0,4 mg L") induziram
a formacgao de calos sendo uma alternativa viavel para a multiplicagdo desta espécie in vitro.
Constatou-se com base nas andlises bioquimicas e cromatograficas realizadas nesta fase
de desenvolvimento das plantas mantidas em culturas in vitro, que as mesmas ndo contém
hipericina. No entanto, pode-se atribuir o potencial medicinal de H. cordatum as outras
substancias que também possuem importantes atividades biolégicas, tais como a xantona e o
acido clorogénico sintetizados nas glandulas foliares de H. cordatum.

Palavras-chave: reguladores de crescimento, meio de cultura, antidepressivo

ABSTRACT: In vitro propagation of Hypericum cordatum (Vell. Conc.) N. Robson (Clusiaceae)
and phytochemical analysis of its secondary compounds. Hypericum cordatum, a plant with
possible medicinal activity, was analyzed in this study for its in vitro propagation and main secondary
compounds, compared to Hypericum perforatum, a medicinal species used as antidepressant.
Considering the difficulties that occur in its collection and multiplication through seeds or stem cuttings,
in vitro propagation was started and showed the following results: the induction and the growth of
sprouts were stimulated by the plant regulator 6-benzyladenine (2.0 mg L), there was root induction
by indolebutyric acid (0.5 mg L") and the low concentrations of auxins, 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid or naphthaleneacetic acid (0.01 to 0.4 mg L") induced callus formation, constituting a viable
alternative for the in vitro multiplication of this species. Biochemical and chromatographic analyses
carried out at this developmental stage of plants kept in in vitro cultures indicated that they do
not contain hypericin. However, the medicinal role of H. cordatum can be attributed to other
substances that also have important biological activities, such as xanthone and chlorogenic acid,
both synthesized in the leaf glands of H. cordatum.

Key words: growth regulators, culture medium antidepressant

INTRODUGAO

As plantas medicinais sdo extensivamente
utilizadas em varias comunidades por séculos
e, antes da moderna farmacologia, as doengas
infecciosas ou contagiosas como variola, sarampo,
sifilis, tifo e hepatite eram letais devido a inexisténcia
de tratamentos eficazes neste periodo (Chu, 2009).
Com os remédios alopaticos e as vacinas, doengas
causadas por bactérias, protozoarios, varios virus e
inimeras outras enfermidades crénicas sao trataveis.

Recebido para publicagdo em 20/12/2010
Aceito para publicagdo em 27/06/2012

Atualmente, tem-se a busca de compostos contra
0 cancer e os virus, além de farmacos para artrite,
distrofia muscular, obesidade, colesterol elevado,
hipertensdo, imunoestimulantes, antirrejeicéo,
antimalaria, agentes cardioativos e varias outras
doencas induzidas por alcool, fumo, doengas do
figado e drogas-dependentes para a sociedade
ocidental (Farnsworth & Soejarto, 1991).

A familia Clusiaceae possui diversos
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compostos secundarios com atividades bioldgicas,
sendo que o género Hypericum possui 350 espécies
em todo mundo, com alguns representantes
descritos com atividade antisséptica, digestiva,
expectorante, vermifuga (Corréa, 1931; Cecchiniet
al., 2007) e, principalmente da espécie cultivada
comercialmente, Hypericum perforatum (L.), as
acdes: analgésica, anti-depressiva (Mans et al.,
2000), antiviral (Takahashi et al., 1989), antifungica
(Fenner et al., 2005) e anticancerigena (Vukovic-
Gacic&Simic, 1993; Schempp et al., 2002). Dentre
as espécies nativas do Brasil ja analisadas,
extratos de H. brasiliense Choisy foram descritos
com atividade antifingica (Rocha et al., 1994),
antibacteriana (Rocha et al., 1995; Franca et al.,
2009) e sem atividade mutagénica (Esposito et al.,
2005).

A espécie Hypericum cordatum (Vell.) N.
Robson (Figuras 1A, 1C) é planta herbacea nativa,
perene, helidfita e indiferente quanto as condigbes
fisicas do solo para cultivo (Lorenzi, 2002). Ocorre
nos estados de Santa Catarina, Minas Gerais,
Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul (Robson,
1981). Quando jovens, as partes aéreas apresentam
coloragdo marrom avermelhada (Robson, 1981)
e diferencia-se das outras espécies pelas folhas
elipticas sésseis, oblongas ou triangular-lanceoladas,
com margens inteiras e base subcordada, além
de flores amarelo alaranjado de 0,5 a 1,5 cm de
didmetro (Figura 1B) que florescem e frutificam de
outubro a maio (Slusarskiet al., 2007). A altura varia
de 0,2 a 0,6 m, possui o caule ramificado desde a
base ou acima desta e suas sementes tém entre 0,8
e 1,0 mm de comprimento, o que dificulta sua coleta
e propagacao sexuada (Robson, 1981; Slusarski et
al., 2007).

As plantas desta espécie sao amplamente
distribuidas no campo onde crescem e,
diferentemente do H. brasiliense, é bianual, tendo

o ciclo de vida curto, no qual a planta morre apés o
surgimento dos frutos e a dispersdo das sementes.
Este fato pode indicar que o H. cordatum origine
um banco de sementes no solo apds a floragéo e
formacao de frutos. Deste modo, seria gerada uma
nova populacdo de H. cordatum a cada ciclo de
chuvas, entre os meses de outubro e novembro,
justificando assim o fato de ter sido encontrada
populagdo em plena floragdo entre os meses de
coleta, fevereiro e abril, € nenhum exemplar até o
més de setembro (Moraes, 2007).

Hypericum perforatum (nome popular
erva-de-s&o-joao, hipérico) é a espécie de maior
importancia medicinal deste género, tendo sido
seu principio ativo, a hipericina, estudado ainda
na Ildade Média devido ao odor das glandulas de
coloragao résea em suas flores amarelas com as
quais séo feitas o cha ou a infusdo (Tray, 2007).
Atualmente é utilizado também nos tratamentos
neurolégicos, gastrites e anti-inflamatérios (Tray,
2007). Seu principal uso & na agéao antidepressiva do
sistema nervoso central, além do grande potencial
ornamental, devido a suas belas inflorescéncias
(Lorenzi, 2002). Esta antraquinona também é
bactericida, potente antiviral (Cardoso, 1996),
sedativa (Pretto, 2000), analgésica, calmante do
sistema nervoso, amenizando tosses, cefaléias
e dores reumaticas, além de seu uso interno na
forma de decocgado contra ansiedade, ndo sendo
recomendada para pacientes com depressao
cronica (Kumar et al., 2010).

Suzukiet et al. (1984) descreveram a
hipericina como inibidora da monoamino-oxidase
(MAO), importante enzima relacionada com disturbios
neuropsiquiatricos, porém estudos posteriores
mostraram que a hipericina tratava-se de um inibidor
fraco ou nao inibidor de MAO. Além disso, existem
indicacdes de que as concentragbes necessarias
de hipericina para obtencéo de atividade bioldgica

FIGURA 1. Hypericum cordatum cultivado em canteiro de propagacao: (A) aspecto geral; (B) detalhes das

flores; (C) detalhe do apice caulinar.
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dificilmente seriam atingidas ap6s administragao
oral de preparados de Hypericum perforatum
(Barneset al., 2001) sendo o efeito antidepressivo
desta espécie provavelmente devido ao sinergismo
de diversos compostos secundarios acumulados
nas glandulas oleiferas como os encontrados em
H. cordatum (Figura 2A.). Extratos metandlicos de
outras espécies brasileiras, inclusive H. cordatum,
nao demonstraram atividade antidepressiva no teste
de esforgo de natagdo em ratos Wistar (Gnerre et
al., 2001).

Além da hipericina, os principais compostos
secundarios encontrados em Hypericum sao
flavondides, como quercetina e rutina, cujas
atividades bioldgicas sao antiviral e redutora do
estresse oxidativo para a primeira, vasoprotetor
capilar, para a segunda, e antioxidante para
ambas (Dias, 2005; Cecchini et al., 2007; Bezzera,
2009), além da xantona, sendo ela antifungica,
antidepressiva, mutagénica e antiinflamatéria
(Dourado, 2008). Outra classe € a dos polifendis,
como o acido clorogénico, com as possiveis
atividades anticarcinogénica e preventiva do
estrese oxidativo (Garambone & Rosa, 2007) e das
proprias antraquinonas, como a hiperforina, de acao
antidepressiva (Barnes et al., 2001; Falkenberg,
2001).

O objetivo do trabalho foi estabelecer o
protocolo de propagacao in vitro de Hypericum
cordatum (Vell.) N. Robson utilizando diferentes
balangcos de reguladores de crescimento vegetal
(auxinas e citocininas), além de diferentes
concentragdes de sacarose e tirosina, bem como o
monitoramento dos compostos secundarios de H.
cordatum por cromatografia em camada delgada
em comparagdo com amostras auténticas de H.
perforatum.

MATERIAL E METODOS

Micropropagacgao

As plantas de Hypericum cordatum foram
coletadas em campo aberto, na beira de estrada
(Rodovia SP-250, km 63), no municipio de Ibitna
(Sao Paulo) e cultivadas em canteiro de propagagéao
no Nucleo de Fisiologia e Bioquimica de Plantas
do Instituto de Botanica (Secretaria do Meio
Ambiente do Governo do Estado de Sao Paulo;
Voucher Number Cordeiro 1702 SP, Herbario
Cientifico do Estado “Maria Eneyda P. Kauffmann
Fidalgo”, Instituto de Botanica, Sao Paulo - Brasil).
Os fragmentos vegetais (gemas apicais, folhas, nés
e entrends) foram inoculados in vitro, sendo que
somente os ramos axilares (nds) foram adequados
para a multiplicacao em cultura de tecidos, resistindo
a etapa de desinfestagao, sendo induzidos a
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propagagao de gemas in vitro.

A desinfestacdo do explante foi realizada
com lavagem em agua corrente durante 30 minutos
com duas gotas de detergente comercial, seguida
por esterilizagado superficial com etanol 80% por 90
segundos, duas lavagens com agua destilada estéril,
nova desinfestacao superficial com hipoclorito de
sédio (2,5% de cloro ativo) por 10 minutos, seguido
de mais cinco lavagens com agua destilada estéril
€, ja em ambiente asséptico, foram inoculados em
meios de cultura. Os explantes foram inoculados
em meios de cultura Murashige & Skoog — MS
(1962) completo com 3,0% de sacarose, 0,85% de
agar comercial e pH ajustado para 5,8. Todos os
meios de cultura foram esterilizados em autoclave a
121°C (1,2 atm) por 25 minutos. As culturas in vitro
foram realizadas em frascos de vidro (capacidade
de 300 mL, com 80 mL de meio de cultura, tampa
de polipropileno e 10 repeti¢cdes por tratamento) e
mantidas em salas de ambiente controlado com
iluminagao artificial (lampadas fluorescentes e
incandescentes fornecendo 32 mmol m2s-'de fluxo
de foétons fotossintéticos) com fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 25 + 1°C.Todos reagentes,
sais e solventes utilizados foram grau pro-analise.

Inicialmente foram realizados os tratamentos
com os meios M7, AGO H, carvao ativado, ANA,
Ouro Verde, Vh-Out, AIB (Tabela 1), onde os
melhores explantes foram selecionados para a fase
de inducao de raizes e aclimatagdo em tratamentos
com diferentes reguladores de crescimento.

Para o experimento inicial foram
utilizados alguns destes tratamentos para a
multiplicagcdo, observagado dos resultados e
posteriormente para induzir o enraizamento.
Para tanto foram utilizados reguladores vegetais
sintéticos do tipo auxina, para desenvolvimento
de raizes (acido 2,4-diclorofenoxiacético,
acido naftalenoacético e acido indol-butirico) e
citocinina, para desenvolvimento da parte aérea
(6-benzilaminopurina e cinetina). Para a indugéo e
incremento na produgéo de compostos secundarios,
foram realizados tratamentos em explantes de
culturas com tirosina, um aminoacido percursor
com maior disponibilidade de fonte de carbono
sacarose, e com caseina hidrolisada, que aumenta
a disponibilidade de nitrogénio.

As caracteristicas observadas no
desenvolvimento em cultura de tecidos foram
comparadas entre os tratamentos (analise de
variancia simples, 10 repeticdes com o minimo
de 12 explantes por frasco, transformados em
percentagem), sendo elas: a indugdo e numero de
gemas, aindugéo e numero de raizes, a indugéo de
calos e a corinicial (verde, avermelhado ou caramelo
- inicio de senescéncia) e a produgao de folhas (fonte
das glandulas oleiferas para sintese de compostos
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TABELA 1. Tratamentos realizados em cultura in vitro de Hypericum cordatum.

Tratamento Composigao Objetivo

M7 MS %2 (metade da concentragao dos sais); 6-BA (0,1 a 8,0 mg L"); 2,4-D Diferenciagéo e
(0,0005 a 0,4 mg L"); sacarose 3% multiplicagao

AGOH MS 1/2; 6-BA (1,0 mg L"); 2,4-D (0,02 mg L"); sacarose2% Diferenciagéo e

multiplicacéo

ANAe Fertilizante comercial Ouro Verde 2,0g L'; ANA 10,0 mg L™'; sacarose 2% Enraizamento e redugao

fertilizante de custos

comercial

Vh-Out MS completo; 6-BA (0,32 mg L-"); K (0,32 mg L-"); ANA 0,004 mg L-; Diferenciacéo e
sacarose 4% multiplicagédo

AlIB MS "%; 2,4-D (0,02 mg L");AIB 0,5; 1,0 e 2,0 mg L-'; sacarose 2% Enraizamento

tirosina MS completo, MS 7z e MS 4; com tirosina (50,0 mg L") e sem tirosina; Incremento na produgao

sacarose 3%

AIB 3,0 e 6-BA MS completo; AIB 3,0 mg L; 6-BA 0,32 mg L™"; sacarose 4%

de compostos secundarios

Enraizamento e
aclimatagao

Enraizamento e indugéo

sacarose MS completo; AIB 2,0 mg.L"; 6-BA 0,1 mg L*'; sacarose (2, 4e 6%) de compostos secundarios
Enraizamento e

Casein MS completo; AIB 2,0 mg L'; 6-BA 0,1 mg L"'; sacarose 4%; caseina incremento de compostos

hidrolizada hidrolizada 1% secundarios

Abreviaturas: MS — meio de cultura Murashige&Skoog (1962); 6-BA — 6-benziladenina; 2,4-D — acido 2,4-diclorofenoxiacético; ANA — acido

naftaleno-acético; AIB — acido indol-butirico; K - cinetina

secundarios). Plantas desenvolvidas in vitro, com
caules e raizes, foram selecionadas para a fase de
aclimatagao ap6s cuidadosa limpeza dos explantes,
com a retirada do meio de cultura e transferéncia
para substrato previamente tratado (vermiculita
expandida média hidratada com solugdo de adubo
foliar solivel comercial e esterilizada em autoclave
por 30 minutos). As plantas foram cultivadas sob
cobertura plastica transparente (PVC), pulverizadas
duas vezes ao dia com agua destilada e o substrato
mantido sempre em alta umidade até o surgimento
de novas raizes.

Extracao e analise fitoquimica
Os extratos etandlicos dos explantes de
H. cordatum cultivados in vitro e de H. perforatum
(capsula fitoterapica e sumidades florais para cha)
foram preparados do material vegetal seco ou do
liofilizado, sendo triturados em almofariz, extraidos

com etanol 80% (trés vezes), centrifugados (15
minutos, 125 g a temperatura ambiente) para
retirada e reunido da fase etandlica, concentrados
dos respectivos extratos sob presséo reduzida,
despigmentados com partigcao liquido-liquido
(solvente hexano —trés extragdes) e ajustados os
volumes. A determinagao quimica foi realizada em
espectrofotdmetro UV-VIS com leituras em 450 e
588 nm (Nait-Si&Fourneron, 2004), tendo como
padréo capsulas de Hypericum perforatum (300,0
mg de extrato vegetal por capsula com teor indicado
de 3,0% de hipericina).

As analises cromatograficas foram
realizadas em placas de aluminio com silica gel
60 GF,,, de 0,2 mm de espessura (tamanho 20 x
20 cm - Merck), com pré-lavagem com solvente de
corrida (tolueno, acetato de etila e acido formico
50:40:10, v/vlv — Mulinacci et al., 1999) seguida
de secagem e ativagdo da placa (120°C por 30
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minutos). Volumes conhecidos de cada amostra
etandlica bem como diversos padrdes auténticos
de compostos secundarios vegetais (X - xantona,
AC - acido clorogénico, Q -quercetina, R - rutina)
foram co-cromatografados nas placas (mesmo
solvente de corrida descrito acima com 30 minutos
de desenvolvimento), possibilitando estabelecer o
tempo de retencao de cada substancia e a coloragéao
sob luz natural (visivel) e ultravioleta (254 e 273
nm). Por comparacgao direta destes dados, inferiu-
se a presenga destes compostos nas amostras
de H. cordatum e H. perforatum. A hipericina (H)
existente nos extratos de Hypericum perforatum
(capsula e cha comercial) foi considerada padréo de
comparagao com as amostras de H. cordatum.

RESULTADO E DISCUSSAO

Explantes de H. cordatum inoculados nos
tratamentos apresentaram grande producéo de
gemas de pequeno tamanho (Figuras 2B, 2C, 2D),
caules, algumas ramificagdes, folhas de menor

-
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tamanho, quando comparadas com as cultivadas
em canteiro, e raramente flores.

Os tratamentos que mostraram melhores
resultados foram: AIB (0,5; 1,0 € 2,0 mg L") onde foi
observado que, com a concentragédo de 0,5 mg L'
em 3 frascos, 1 apresentou 5,26% e 2 apresentaram
6,67% de enraizamento. O tratamento M7 (0,32
mg L' de 6-BA e 0,0016 mg L' de 2,4-D), tirosina
e AIB (3,0 mg L") com 6-BA (0,32 mg L) para
o desenvolvimento de inumeros caules curtos e
agrupados, folhas de pequeno comprimento com
glandulas oleiferas visiveis, calos verdes na base
do caule em contato com o meio de cultura e
algumas raizes, sem diferenga estatistica entre os
tratamentos realizados.

O meio AGO H induziu a formacgéao de
inumeras pequenas gemas e calos devido a
presenca de acido 2,4-diclorofenoxiacético. Os
tratamentos de ANA (10,0 mg L") e fertilizante
comercial, Vh-Out foi completamente inviavel
ao explante, ocasionando a perda de todos os
explantes devido ao processo de senescéncia. Os

-

FIGURA 2. Hypericum cordatum: (A) glandulas oleiferas foliares de plantas cultivadas em canteiro de propagagao;
(B) brotagdées mantidas em cultura de tecidos; (C) detalhe de broto in vitro; (D) aspecto geral de propagagao
in vitro; (E) brotagbes apos 40 dias de desenvolvimento; e (F) fase de aclimatagdo; barras de A, Be C=0,5

cmebarrasde D, Ee F=1,0 cm.
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demais tratamentos (sacarose, caseina hidrolizada
e outros meios de M7) apresentaram resultados
intermediarios na indugéo e crescimento de gemas,
pouca produgdo de raizes e grande crescimento de
calos. Para o ensaio feito com tirosina e sacarose,
obteve-se os resultados de 11,11%, 60% e 100%
para os frascos onde nao foram adicionados
tirosina e tiveram concentragdes de 100%, 50%
e 25% de sacarose, respectivamente, e, para
os que foram adicionados 50 mg L' de tirosina,
com as mesmas concentragdes respectivas de
sacarose, os resultados foram 0%, 0% e 22,22%
de enraizamento. A sacarose em experimentos
com concentragdes de 2%, 4% e 6% induziu a
formacao de glandulas oleiferas, sendo observadas
respectivamente 4, 2 e 2 glandulas em cada frasco
contendo aproximadamente a mesma quantidade
de explantes.

Os maiores caules com indugéo de raizes
dos tratamentos M7, AGO-H, ANA, Vh-Out e AIB
foram transferidos para potes com vermiculita
para aclimatagéo. Das vinte plantas selecionadas,
apenas duas produziram novas raizes e foram
transferidas para novos vasos para crescimento em
casa de vegetagao.

Diferentes explantes de H. cordatum
cultivados in vitro e H. perforatum (capsulas
de fitoterapico) foram utilizados na analise
cromatografica (Tabela 3). Para a curva padrao
de hipericina com leitura a 450 nm, a regressao
linear foix =y /0,1187 (R?=0,9755) e a 588 nm, x
=y /0,1677 (R? = 0,9326), apresentado correlagcado
direta entre a leitura obtida na espectrofotometria e
a concentragao do padrao de hipericina analisado.

Os extratos etandlicos de alguns
tratamentos de H. cordatum foram submetidos a
analise bioquimica de hipericina, com explantes
desenvolvidos em meio MS: sem nenhum
tratamento de regulador de crescimento, amostras

com contaminacao acidental por fungos (com
consequente producdo de compostos secundarios
de defesa), outros tratamentos contaminados, e com
outros reguladores vegetais (Tabela 2).

Observa-se que alguns tratamentos
apresentaram maior concentragao de equivalentes
de hipericina nas plantas in vitro de H. cordatum
devido a contaminacao acidental das culturas (MS
completo — ndo contaminado e tratamento 6-BA/ K
/ ANA — contaminado), possivelmente aumentando
a quantidade dos compostos secundarios como
mecanismo de defesa, chegando o valor de hipericina
no tratamento somente com MS contaminado, a mais
de 10 vezes do valor encontrado no controle (MS
sem contaminagao). As diferentes concentragdes
de equivalentes de hipericina obtidos nas leituras
de 450 nm e 588 nm, especificos para o composto
secundario em consideragao, indicam outros
compostos secundarios existentes nos extratos
etandlicos dos explantes cultivados in vitro que
podem absorver a luz incidente de 450 e, ou, 588
nm do espectrofotdmetro.

As analises realizadas em cromatografia
de camada delgada possibilitam a identificagao
das substancias presentes nas plantas cultivadas
in vitro de H. cordatum e nas amostras fitoterapicas
de H. perforatum, bem como a comparacao direta
com padrbes auténticos de varios compostos
secundarios vegetais pelo tempo de retencéo e
coloracdo das substancias sob iluminacao natural
(Figura 3).

As amostras etandlicas e em cha de
H. perforatum apresentaram acido clorogénico,
querceting, rutina, e hipericina, ndo sendo identificada
xantona; ja nas amostras de H. perforatum em
capsulas, foram identificados rutina e hipericina
estando ausentes o acido clorogénico, quercetina e
xantona; todas as substancias ja foram descritas em
literatura. As amostras de H. cordatum apresentaram

TABELA 2. Equivalente de hipericina (ug™" de massa seca de Hypericum cordatum cultivado in vitro) observada

em duas faixas de comprimento de onda (450 e 588nm).

Origem da amostra Massa Massa Massa  €duivalente de hipericina
de Hypericum cordatum fresca seca seca (ng g massa seca)
Cultivado in vitro (9) (9) (%) 450nm  588nm
MS completo (sem contaminagéo) 22,73 1,45 6,38 133,3 48,2
MS completo — contaminados em 26/11/2007 1,82 0,33 18,12 1272,3 562,5
MS 1/2;2,4-D (0,02 mg L"); AIB1,0 e

2,0 mg L-"de 28/11/2007 7,11 0,88 12,37 654,1 199,5
MS 1/2; 6-BA (1 mg L"); 2,4-D (0,02 mg L")

contaminados em 08/11/2007 1,50 0,11 7,34 19,5 10,7
6-BA (0,32 mg L); K (0,32 mg L"); ANA 0,004 mg L-;

contaminado em 08/11/2007 3,06 0,42 13,74 5445 105,9
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Amostra (quantidade amostrada)
1- xantona (X - 0,02 mg)

2- xantona (X - 0,20 mg)

3- acido clorogénico (AC - 0,02 mg)
4- acido clorogénico (AC - 0,20 mg)
5- quercetina (Q - 0,02 mg)

6- quercetina (Q - 0,20 mg)

7- rutina (R - 0,02 mg)

8- rutina (R - 0,10 mg)

hipericina (H)

Amostra (quantidade amostrada)

9- Hypericumperforatum em capsula (5 yL)
10-Hypericumperforatum em capsula (5 yL)

11- Hypericumcordatum sem contaminagéo (5 uL)
12- Hypericumcordatum contaminado (5 pL)

13- Hypericumcordatum contaminado AIB (5 pL)
14- Hypericumcordatum contaminado 2,4-D (5 pL)
15- Hypericumcordatum contaminado ANA (5 L)
16- Hypericumperforatum em cha comercial (5 pL)
17- rutina (0,10 mg)

18- quercetina (0,10 mg)

19- acido clorogénico (0,10 mg)

FIGURA 3. Cromatoplaca dos compostos secundarios de Hypericum perforatum, de Hypericum cordatum e
padrdoes de compostos secundarios vegetais observados em luz natural apés desenvolvimento em tolueno -
acetato de etila - acido formico (50:40:10, v/v/v) por 30 minutos.

xantona e acido clorogénico (Figura 3 - ndo visivel
na fotografia digital), além de outros compostos
em menor concentragdo, ainda nao identificados,
e ausentes 0s compostos secundarios quercetina,
rutina e hipericina.

H. cordatum pode ser propagado in vitro a
partir de explantes nodulares utilizando diferentes
balancos de reguladores de crescimento vegetal
para indugao de brotos, calos e raizes. A partir dos
resultados obtidos, conclui-se que o crescimento
das gemas foi estimulado pelo regulador 6-BA (2,0
mg L"), que a indugéo de raiz foi estimulada pelo
AIB (0,5 mg L"), e que baixas concentragbes das
auxinas 2,4-D e ANA (0,01 a 0,4 mg L") induzem a
formacao de calos. A propagacgao in vitro mostrou-
se uma alternativa viavel para a multiplicagcao desta
espécie em fungao de seu crescimento, propagagao
e desenvolvimento de todas as partes vegetativas,
inclusive algumas flores.

As analises dos compostos secundarios
dos extratos etandlicos e a sua identificacdo em
cromatografia em camada delgada apresentaram

como principais componentes: o acido clorogénico,
presente tanto em H. cordatum e H. perforatum, além
da xantona, identificada somente em H. cordatum.
Quercetina, rutina e hipericina, principal composto
de interesse farmacoldgico, foram identificados
nas amostras comerciais de H. perforatum, tanto
em capsulas fitoterapicas como em produtos para
preparo de chas.

Os extratos etanolicos de H. cordatum nao
apresentaram o composto secundario hipericina nas
analises cromatograficas quando comparadas com
os padrdes de H. perforatum.

Com base nestas analises e comparando
as duas espécies de Hypericum, pode-se atribuir
a atividade biolégica do H. cordatum, nesta fase
de desenvolvimento da planta, ndo a hipericina,
que nao foi observada nas culturas, mas as outras
substancias que também possuem importantes
atividades bioldgicas, tais como a xantona e o acido
clorogénico identificadas nos explantes cultivados
in vitro. A pesquisa indica a necessidade de mais
estudos sobre esta planta e as interagbes de seus
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compostos secundarios, bem como a caracterizagéo
fitoquimica em outros estadios da planta.
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