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Avaliacao de atividade fungitoxica e isolamento de aloaromadendrano - 4a, 10 8 -
diol em Hypericum cordatum
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RESUMO: Hypericum cordatum é uma espécie do cerrado que foi selecionada em triagem
de plantas com atividade fungitoxica. O objetivo do presente trabalho foi isolar e identificar
compostos com atividade antifungica em extratos de folhas em diclorometano. O p6 das folhas
das plantas foi submetido a extragdo exaustiva com éter de petréleo e diclorometano. O extrato
em diclorometano, e as fragdes ativas, foram submetidos a fracionamentos biomonitorados
em coluna de Sephadex LH-20, respectivamente, com os eluentes cloroférmio:metanol (1:1) e
com um gradiente de hexano:diclorometano (1:4); diclorometano:acetona (3:2 e 1:4), metanol,
e agua. As fragdes que mostraram atividade foram submetidas a cromatografia em camada
delgada preparativa de silica gel GF,,, sendo que o material de maior massa foi analisado em
CLAE semipreparativa. A fracéo ativa foi analisada por RMN de 'H, tendo sido identificado o
aloaromadendrano - 4a -103 - diol como componente principal da fragao. Conclui-se, portanto,
que este é um dos compostos responsaveis pela atividade fungitdxica de Hypericum cordatum.

Palavras-chave: Clusiaceae, Hypericum cordatum, atividade fungitoxica, fitoquimica,
aloaromadendrano -4a,10 (3 - diol

ABSTRACT: Evaluation of the fungitoxic activity and isolation of alloaromadendrene - 4aq,
10 B - diol in Hypericum cordatum. The Hypericum cordatum is a species of the Brazilian
Cerrado that was selected in a screening of plants with fungitoxic activities. The aim of this
work was to isolate and identify the compounds with antifungal activity in leaf extracts in
dichloromethane. For this end, the powder made from the leaves of the plants was submitted to
exhaustive extraction with petroleum ether and dichloromethane. The extract in dichloromethane
and the active fractions were submitted to bioassay-guided fractionation in Sephadex LH — 20
column, respectively, with the following eluents chloroform:methanol (1:1) and a gradient of
hexane:dichlorometane (1:4); dichloromethane:acetone (3:3 and 1:4), methanol and water.
Afterward, the fractions that showed some activity were submitted to preparative thin layer
chromatography of silica gel GF,,, and the material with the greatest mass was submitted to
semi-preparative HPLC. The active fraction obtained was analyzed by 'H NMR, and the main
component identified was alloaromadendrene-4a-10p - diol. We may then conclude that this is
one of the compounds responsible for the fungitoxic activity of Hypericum cordatum.

Key words: Clusiaceae, Hypericum cordatum, fungitoxic activity, alloaromadendrene -4a,10
- diol, phytochemistry

INTRODUGAO

O género Hypericum tem tido destaque na antimicrobiana, antitumoral, antifingica (Duke, 1985;
literatura devido ao emprego da espécie européia Volak & Stodola, 1990). Diversas dessas atividades
Hypericum perforatum como antidepressiva em biolégicas vém sendo confirmadas cientificamente
crises fracas e moderadas (Barnes, 2001). Esta e, em fungéo disso, outras espécies do género vém
espécie é utilizada popularmente também como sendo estudadas.
sedativa, adstringente, neuralgica, cicatrizante, Entre os compostos comuns no género
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estdo as xantonas (Hostettmann & Marston, 1994),
como as identificadas em H. sampsonii, H. reflexum,
H. androseamum, H. japonicum, H. ascyron e H.
mysorense (Gunatilaka et al.,1979; Cardona et al.,
1989; Wu et al., 1998; Hu et al., 1999; Dias et al.,
2000; Di Hong et al., 2004).

No Brasil, nenhumadas vinte e duas espécies
nativas existentes € empregada popularmente
como medicinal (Mendes et al., 2002). A mais
estudada é a H. brasiliense, da qual foram isolados
floroglucindis, y-pirona, xantonas, acido betulinico
e flavondides. As xantonas (1,5-dihydroxyxanthone,
5-hydroxy-1-methoxyxanthone e 6-dioxyjacareubin)
e os floroglucinois mostraram atividade antifungica
e antibacteriana (Rocha et al., 1994; 1995; 1996),
e extratos de H. brasiliense néo tiveram efeito
genotoxico sobre células de medula éssea de ratos
(Esposito et al., 2005).

Outras sete espécies do género foram
estudadas por Ferraz et al., 2004 e nelas foram
identificados acido filicinico e floroglucindis
derivados desse acido, substancias que conferem
atividade antimicrobiana as plantas. Hypericum
ternuum mostrou atividade antifungica contra varias
espécies, em especial contra Candida albicans,
Trychophyton mentagrophytes e T. rubrum, os dois
ultimos microorganismos responsaveis pela maioria
das infecgbes em pacientes imunodeficientes
(Fernner et al., 2005a). Gnerr et al.(2001) analisaram
a atividade inibidora da monoaminooxidase em
varias espécies de Hypericum e Ferraz et al.
(2005b) verificaram que benzopiranos alteravam
o ciclo celular, e assim conferiam atividade
antitumoral a Hypericum polyanthenum. Viana et
al. (2005) constataram atividade antidepressiva em
Hypericum caprifoliatum, em funcéo da presenca de
floroglucinais.

Gallina (1999) detectou flavondides em
extratos metandlicos de folhas e caules de
Hypericum cordatum e verificou atividade antifingica
em extratos em éter de petréleo, em cloroférmio
e no oleo essencial. Dourado & Ladeira (2008)
identificaram quercetina, quercitrina, canferol e
rutina em extratos metandlicos, e verificaram que
a atividade fungitoxica era produzida por uma
mistura de compostos presentes nos extratos em
diclorometano.

Ladeira et al. (2009) analisaram o 6leo
essencial de folhas da planta, que mostrou como
principais componentes o a-pineno, mirceno
e limoneno, e atividade antibacteriana contra
Saccharomyces aureus.

O presente estudo da andamento aos
ensaios que vém sendo realizados com H.cordatum,
uma espécie do cerrado, restrita as regides sudeste
e sul do Brasil (Robson, 1981) e selecionada em
triagem de plantas com atividade fungitdxica (BIOTA/
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FAPESP Proc. Ne 98/05074-0).

O objetivo do presente trabalho foi realizar
o isolamento e a identificagdo de composto(s)
fungitéxico(s) dos extratos em diclorometano de
Hypericum cordatum.

MATERIAL E METODO

Materiais vegetais

Hypericum cordatum — Cordeiro 1702 (SP)
e Hypericum brasiliense — Cordeiro 1706 (SP)
foram coletadas em campos abertos alterados
com cobertura de gramineas, nas proximidades da
rodovia SP250, Km 63, as margens da Rua Caieiras,
em Ibiuna, Sao Paulo. Exsicatas foram depositadas
no Herbario “Maria Eneyda P.K. Fidalgo” do Instituto
de Botéanica de Sao Paulo.

H.cordatum foi coletada em diferentes
meses, nos anos de 1999 a 2005 e H. brasiliense,
em 2001. Esta ultima espécie foi utilizada apenas
para comparar a atividade fungitéxica e o perfil
cromatografico das duas espécies

Procedimentos gerais

Todas as amostras coletadas foram secas
a temperatura ambiente e em seguida tiveram as
folhas separadas dos caules. Esses materiais foram
pulverizados em moinho Technal e submetidos a
extracao sequencial exaustiva em éter de petroleo,
diclorometano e metanol. Apdés evaporacgéao
dos solventes sob pressao reduzida os extratos
em diclorometano de H. cordatum (19,09 g) e
de H. brasiliense (0,44 g) foram submetidos a
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20
(Rocha et al.,1994).

Cromatografias em colunas de Sephadex:
Utilizou-se coluna de 4,5 cm de didmetro x 50 cm de
altura, e como fase movel cloroférmio:metanol (1:1)
de onde foram obtidas 86 fragbes de H. cordatum
que foram reunidas em 21 grupos ap6és analise por
cromatografia em camada delgada (CCD), e 35
fracOes de H. brasiliense reunidas em 6 grupos.

Cromatografia em camada delgada: os
27 grupos obtidos foram submetidos a analise por
cromatografia planar (CP) realizada em placas
prontas da Merck, para caracterizagéo de xantonas
e de floroglucinéis. Foram utilizados como eluentes:
benzeno:cloroformio (1:1); benzeno:acetato
de etila (3:1); cloroférmio:acetato de etila(8:2);
cloroféormio:metanol (98:2); cloroférmio:acido
aceético (4:1); n-butanol:acido acético:agua (3:1:1)
(Harborne, 1984) e como reveladores o reagente
de Godin, solugdo de KOH 5% em metanol, vanilina
sulfurica seguida de observacéo na luz ultravioleta
(Sthal, 1969; Harborne, 1984) e o bioensaio para
avaliagéo do potencial antifungico pelo método da
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bioautografia (Homans & Fuchs, 1970).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE): Utilizou-se equipamento da Varian,
modelo CP 3800 equipado com sistema de bombas
quaternario, detector UV-VIS. A coluna empregada
foi analitica Reselut C,,, (150 X 4,6 mm; 5C, 1890
A). A fase médvel consistiu em mistura de agua
deionizada (A) e acetonitrila (B), ambas contendo
0,1% (v/v) de &cido trifluoracético, com o gradiente
de eluigao de 0,0 min até 5 min, 30% de B; 20 min,
80% de B; 32 min, 100% de B; 40 min, 30% de B.
Fluxo constante de 1 mL min' e o comprimento
de onda de 254 nm (Abreu, 2004a). O padréo
empregado foi Xantona Sigma.

Utilizou-se também cromatégrafo da
Dionex, bomba Dionex P680, operando no Programa
Chromeleon, com coluna cromatografica C18,
semipreparativa 9,4 X 250 mm, 5 micron, Zorbax
ODS, e detector Dionex UVD 340U UV/VIS. O fluxo
utilizado foi de 2 mL min-' e o sistema de eluentes o
mesmo descrito acima.

Deteccao e identificagdo de xantona:
Uma das fragbes inativas do extrato H. cordatum
(1062,5 mg) mostrou apenas um componente com
tempo de retengado equivalente ao do padrédo de
xantona. A identificacdo desse componente foi
realizada em CLAE pela analise do resultado da
co-eluicdo dessa fragéo (10mg.mL-") com o padréao
de xantona (1mg.mL-") em cromatégrafo da Varian,
e por obtencgéo dos espectros dos componentes e
do padréo na luz UV em cromatdgrafo da Dionex

Analise da fragao ativa: a fragao ativa que
mostrou maior pureza no fracionamento por CLAE
foi submetida a analise em ressonancia magnética
nuclear ( RMN).

O espectro de RMN de 'H foi registrado em
espectrometro Bruker AC 200, operando em 200
MHz. Os espectros de massa foram registrados em
espectrometro INCOS 50 Finnigan-Mat (quadrupolo)
operando com impacto eletrénico 1 Ea 70 eV, usado
nas analises por CG/EM, acoplado ao cromatdgrafo
3400 Varian (coluna crosslinked methyl silicone gum,
25 m, 0.2 mm, 0.33 espessura do filme).

Isolamento e identificagao de
componente ativo: Os grupos com atividade
antifingica obtidas de extratos de plantas coletadas
em diferentes anos foram reunidos em uma
amostra de Hypericum cordatum (Hc) (3,572 g) e
uma de H. brasiliense (Hb) (0,499 g). Estas foram
submetidas a cromatografia em coluna de Sephadex
LH-20. Utilizaram-se colunas com 4,5 e 2,0 cm de
diametro e 35 e 17 cm de altura. Como eluente foi
utilizado gradiente de hexano:diclorometano (1:4),
diclorometano:acetona (3:2) e (1:4), metanol e agua
(Cardelina 11,1983). Deste processo foram obtidas
170 fragbes, que foram reunidas em 11 grupos,
destes os codificados como 2,3,4,10 e 11 mostraram

maior potencial fungitoxico.

Em seguida os grupos ativos (560 mg) foram
submetidos a CCD preparativa (cloroférmio:metanol
98:2) Uma pequena faixa de cada placa foi revelada
pelo bioensaio de atividade fungitoxica com C.
sphaerospermum, e os compostos ativos das
fracdes foram eluidos da silica em cloroférmio e
metanol (98:2) e reunidos, fornecendo 5,9 mg da
fragcao bioativa. Este material foi submetido a CLAE
semi-preparativa em cromatografo Dionex. As
fragcOes obtidas foram submetidas a CP preparativa
e a fracdo ativa obtida a analise em RMN de 'H
conforme metodologia descrita acima.

Bioensaio de atividade antifungica:
As fragdes obtidas foram submetidas a CP em
cromatoplaca de silica GF,,, da Merck. Utilizou-se
200 ug de cada fragdo e 100 ug de cada sub-
fracao, e os eluentes: hexano:acetato de etila
(7:3) ou cloroférmio:metanol (98:2). As placas
foram reveladas com uma suspensao de esporos
dos fungos Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphaerospermum, incubadas em
estufa a 25°C durante 48h. Como fungo revelador
nas analises das sub-fragbes utilizou-se apenas
C. sphaerospermum. A quantificacdo da atividade
fungitdxica foi feita a partir de comparagao com o
padrao de nistatina (1 ug). (Homans & Fuchs, 1970).
Definiu-se por atividade forte (+++) a inibigao total do
crescimento do fungo, média (++), quando a inibigdo
€ parcial,e fraca (+), quando ha pouca alteragdo no
desenvolvimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As fracbes obtidas no fracionamento dos
extratos em diclorometano por cromatografia em
coluna de Sephadex de Hypericum cordatum
e de Hypericum brasiliense e analisadas em
cromatografia em camada delgada mostraram
tanto na revelagdo na luz UV como no bioensaio
de atividade fungitdéxica compostos comuns as
duas espécies. Entretanto, ndo foram detectadas
em H. cordatum compostos que apoés a revelagéo
apresentassem coloragédo arroxeada na luz UV,
caracteristica para xantonas e que foram verificadas
em H. brasiliense.

Nas analises realizadas em CLAE analitica
foi possivel confirmar as semelhangas nos perfis
obtidos para algumas fragées de H.cordatum e
H.brasiliense.

Trés compostos se destacaram por estarem
presentes em 90% das fragbes inativas das duas
espécies, seus tempos de retengédo sao 22, 29 e
31 minutos. Variagdes foram observadas apenas na
quantidade de cada um em cada espécie.

O composto da fragao inativa 2Hc permitiu
a identificagdo do composto de TR 22,4 como
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uma xantona (TR 22,2). Segundo Hostettmann e
Marston (1994) xantonas simples ndo tém atividade
fungitéxica como também foi verificado neste
trabalho.

Atividade antifiingica

A Tabela 1 mostra a massa das fragoes
obtidas ap6s a cromatografia em coluna dos
materiais ativos dos quais foram retirados acidos
graxos, e o resultado da CP apods a revelagéo
pela bioautografia com os dois fungos. Quando
se compara o extrato de Hc com o Hb verifica-se
atividade fungitoxica média nas fragbes 2 e 4 de
Hypericum cordatum e atividades fraca, média e
forte nas fragoes 3, 4, e 5 de Hypericum brasiliense.
Ambas espécies apresentam compostos com
atividade antifungica semelhantes na origem e no Rf
0,21/0,22. Atividades nos Rfs 0,06 e 0,31 mostram
compostos ativos especificos de Hypericum
cordatum. Foram observadas diferengas na
sensibilidade de cada fungo aos compostos ativos,
sendo C. cladosporioides o fungo mais sensivel.

H. brasiliense mostrou atividade fungitdxica
mais forte que H. cordatum, e maior numero de
compostos ativos.

A presenca de xantonas ou floroglucinodis
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nao foi determinada nas andlises realizadas em
cromatografia em camada delgada dos extratos Hc
e Hb para nenhuma fragéo ativa.

Tendo em vista as massas obtidas neste
fracionamento apenas a fragédo 2 foi objeto de
novo fracionamento por CP com o eluente
cloroférmio:metanol (98:2) e mostrou agora
compostos com atividades fungitoxicas nos Rfs 0,12
(F2.1); 0,34 (F2.2) e 0,50 (F2.3).

Esses materiais eluidos e fracionados por
CLAE semi-preparativa produziram respectivamente
27, 19 e 19 sub-fragdes. A analise dessas fragdes
por CP mostrou que a fragédo 2.1 continha compostos
com atividade média na origem e forte no RF 0,51
(Tabela 2). Afragéo 2.2, atividade fraca do composto
de Rf 0,37 e a 2.3, atividade fraca dos compostos
de Rfs 0,6; 0,52 e 0,38.

A fracao 2.1 foi analisada por RMN de
'"H onde foram observados, dentre outros sinais,
singletos em §, 1,00 (6H); 1,17 (3H) e em 1,35
(3H) que associados ao tripleto em 6, 0,01 (J=
9,7Hz) puderam ser atribuidos aos higrogénios
H-12/h-13, H-14, h-15 e h-6 de um derivado
sesquiterpénico de esqueleto aloaromadendrano. A
amostra foi analisada através de CG/EM indicando
a predominancia de uma substancia de tr = 26,2

TABELA 1. Massa das subfragdes obtidas apds a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 do material
ativo de Hypericum cordatum (Hc), e do material de Hypericum brasiliense (Hb), Rf obtido na CP de silica
em cloroférmio: metanol 98:2 e resultado obtido na bioautografia com os fungos C. cladosporioides e C.

sphaerospermum.
Fragéo Massa(mg) Rf Atividade Antifungica
C. cladosporioides C. sphaerospermum
F2 Hc 528,3 0,06 ++ +
0,21 ++ +
0,31 ++ +
F4 Hc 80,6 origem ++ +
F3 Hb 51,8 0,22 + -
0,26 + -
F4 Hb 11,5 0,40 ++ -
0,67 +++ ++
0,78 ++ +
F5 Hb 39,7 origem ++ ++

Legenda: - auséncia de atividade; + fraca atividade; ++ média atividade; +++ forte atividade

TABELA 2. Massa das sub-fragbes obtidas apds a cromatografia liquida de alta eficiéncia da fracdo 2.1 de

Hypericum cordatum e resultado das cromatografias em camada delgada apés as revelagdes com luz UV (A

360 nm) e com o fungo C. sphaerospermum.

'max

Fragéo Massa (mg) uv C. sphaerospermum
2.1 (1-5) 0,9 Origem Azulado ++

2.1 (6- 16) 3,5 Azulado +H+

2.1 (17-18) 2,2 Azulado -

2.1 (19-27) 22,1 Origem Esverdeado -

Legenda: - auséncia de atividade; + fraca atividade; ++ média atividade; +++ forte atividade
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min (82%), cujo espectro de massas mostrou o
pico do ion molecular em m/z 238, indicativo da
férmula molecular C,,H,,O,. A comparacao dos
dados espectroscopicos de RMN e de massas com
aqueles descritos na literatura permitiu caracterizar
0 composto bioativo como aloaromadendrano - 4q,
10 B - diol o qual foi descrito anteriormente como
um dos responsaveis pelo potencial fungitoxico de
Xylopia brasiliense.

Aloaromadendrano tem sido identificado
no Oleo essencial de varias espécies de Hypericum
(Erken et al., 2001; Baser et al., 2002; Abou-Jawdah
et al., 2002; Couladis et al., 2003; Schowb et al.,
2004; Raduziene et al., 2005; Demirei et al., 2005;
Petrakis et al., 2005; Morteza-Semnami et al., 2005;
Saroglou et al., 2007), mas nao foi identificado no
Oleo essencial de H. cordatum (Ladeira et al., 2009).
O dleo essencial de H. brasiliense contéem 7,152%
de aromadendreno (Abreu et al., 2004).

De modo geral os trabalhos da literatura
analisam a composi¢cdo dos 6leos essenciais, e
a atividade antimicrobiana do 6leo e ndo de seus
diferentes componentes (Rabanal et al., 2002;
Schwob et al., 2002; Cakir et al., 2005; Mastelic et
al., 2005) .

No presente trabalho a fragdo fungitdxica
contém como maior componente aloaromadendrano1
a, 10 B - diol. Podemos entdo sugerir que esse
componente é um dos componentes ativos dos
extratos de folhas em diclorometano.
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