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Alteracao dos metabdlitos secundérios em plantas de Hypericum
perforatum L. (Hypericaceae) submetidas a secagem e ao congelamento
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RESUMO - (Alteragao dos metabdlitos secundérios em plantas de Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) submetidas a secagem e ao
congelamento). Nos dltimos anos, o interesse por Hypericum perforatum tem aumentado devido a sua acdio antiviral, antidepressiva e
moduladora de apoptose em células neopldsicas. O preparo do material vegetal, apds ser colhido, envolve freqiientemente a dessecagdo
ou o congelamento e posterior armazenamento, processos que podem alterar o perfil dos metabdlitos secunddrios. Neste sentido, este
trabalho avaliou o efeito da secagem, do congelamento e da estocagem sob baixas temperaturas na quantidade de flavondides e de
hipericina nas partes vegetativas de plantas de hipérico. Ramos de hipérico foram submetidos a secagem a 25, 30, 50 e 70 °C, congelados
em nitrogénio liquido ou congelados e armazenados a -20 °C por 10, 20 e 30 dias. A quantificacio dos flavondides e de hipericina foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os teores de flavonéides e de hipericina foram afetados pela temperatura
de secagem. Secagem a 25 °C causou redu¢@o nos teores de grande parte dos metabdlitos analisados, enquanto a 50 °C, os teores de rutina
livre e glicosilada, de quercetina e quercitrina glicosiladas e de hipericina foram preservados. Apigenina livre e canferol niao sofreram
redu¢des significativas nas suas concentragdes, independente das temperaturas de secagem. O tratamento de congelamento e imediata
andlise das amostras ndo alterou o perfil dos flavonéides, mas causou redu¢do do nivel de hipericina nas plantas de hipérico.
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ABSTRACT - (Secondary metabolite content in Hypericum perforatum L. (Hypericaceae) plants submitted to drying and freezing). In
recent years, interest in Hypericum perforatum has increased due to its antiviral, antidepressive and apoptosis-inducing properties. Plant
material preparation after harvesting often includes dehydration or freezing and further storage, and these procedures can lead to
variations in the secondary metabolite profile. In this study the effects of drying, freezing and storage at -20 °C on flavonoid and
hypericin content in H. perforatum were evaluated. Leaves and stems of H. perforatum were dried at 25, 30, 50 and 70 °C, frozen in
liquid nitrogen or frozen and then stored at -20 °C for 10, 20 and 30 days. Flavonoid and hypericin quantification was performed by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Levels of both flavonoids and hypericin were affected by drying temperature. Drying at
25 °C resulted in lower levels of most of the metabolites analyzed while at 50 °C, levels of free and conjugated rutin, conjugated quercetin
and quercitrin as well as hypericin content were maintained when compared to fresh samples. Free apigenin and kaempferol did not show
any significant variation, regardless of drying temperature. Freezing did not affect the profile of flavonoids, but it led to significant
reduction in hypericin content.
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Europa, da Asia e da Africa, tem sido tradicionalmente
usada na medicina popular por sua agao cicatrizante,
diurética, bactericida, analgésica e antiinflamatoria

Introducao

A presenga de moléculas bioativas em plantas de

interesse medicinal tem sido amplamente estudada nos
ultimos anos, devido a crescente popularidade dos
medicamentos fitoterdpicos. Entre as espécies de
grande interesse farmacéutico, encontra-se
Hypericum perforatum L., uma planta da familia
Hypericaceae (APG 2003), comumente conhecida
como hipérico. Esta planta herbdcea e perene,
naturalmente encontrada em regides temperadas da

(Alan & Muller 1998). Mais recentemente, 0s extratos
de H. perforatum t€m sido utilizados nos tratamentos
de depressdes leves e moderadas e nos disttirbios do
sono (Vitiello 1999).

Os principais grupos de constituintes bioativos
relacionados as propriedades medicinais de Hypericum
perforatum incluem as naftodiantronas (hipericina e
pseudohipericina), os flavondides (rutina, quercetina,
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quercitrina, isoquercitrina e hiperosideo) e os
floroglucinédis (hiperforina e adhiperforina)
(Bombardelli & Morazzoni 1995). Os flavondides
representam 2 a 4% do extrato das plantas de hipérico
e sdo moléculas com reconhecida atividade antioxidante
(Vitiello 1999; Bilia et al. 2002). Entre as
naftodiantronas, a hipericina parece ser um importante
produto do metabolismo secundédrio do género
Hypericum, sendo encontrada em 27 das 36 espécies
estudadas (Kitanov 2001). Por suas propriedades
fotodinamicas, a hipericina e a pseudohipericina
apresentaram efeito citotoxico e indutor de apoptose
em linhagens de células neoplésicas, tendo sido
recentemente sugeridas como agentes no tratamento
do cancer (Agostinis et al. 2002; Schempp et al. 2002).

Entre as propriedades medicinais relatadas para
os extratos de hipérico, o efeito antidepressivo € o que
tem despertado maior interesse e varios estudos
clinicos demonstraram que o hipérico € tao efetivo
quanto os antidepressivos sintéticos (Woelk 2000; Bilia
et al. 2002). Inicialmente, acreditava-se que a
hipericina fosse a molécula responsavel por esta
propriedade (Thiede & Walper 1994). No entanto,
estudos recentes t€ém demonstrado que a hiperforina
(Laakman et al. 1998) e alguns flavondides, como a
rutina, podem também estar atuando na agio
antidepressiva (Butterweck et al. 2000; Noldner &
Schoétz 2002). Como a eficicia dos extratos de hipérico
ndo estd diretamente relacionada a apenas um
constituinte, a qualidade fitoquimica do material bruto
deve ser avaliada quanto a presenga e a concentraciao
de compostos previamente determinados como
benéficos (Gray et al. 2003). Além disso, a quantidade
de moléculas bioativas nas plantas de hipérico pode
ser alterada por vdrios fatores, como época do ano
(Southwell & Bourke 2001), partes da planta
(Constantine & Karchesy 1998), variacdes genotipicas
e ambientais (Biiter er al. 1998) e niveis de ploidia
(Kosuth et al. 2003). As técnicas utilizadas para coleta,
secagem e armazenamento do material vegetal também
podem alterar os teores dos compostos bioativos
(Martins et al. 1998; Bottcher et al. 2003). A
temperatura utilizada no processo de secagem do
material vegetal pode agir alterando os teores dos
metabdlitos de interesse (Calixto 2000), sendo
preferivel utilizar altas temperaturas de secagem a fim
de inibir a acdo de enzimas e a atividade microbiana
(Ming 1994). Tanto o processo de secagem quanto o
de armazenamento podem promover rearranjos,
oxidagoes e reducdes das moléculas bioativas, levando
a perda de qualidade do produto fitoterdpico. A

secagem do material vegetal em temperaturas
préximas a 30 °C levou a redugdo da concentracdo de
cumarina em Mikania glomerata Spreng., mas
preservou o teor de hipericina em Hypericum
perforatum (Pereira et al. 2000; Bottcher et al. 2003),
indicando que o método utilizado para o beneficiamento
pode depender da caracteristica quimica das moléculas
de interesse.

Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo
quantificar os flavondides e a hipericina em plantas
cultivadas de Hypericum perforatum, bem como
avaliar o efeito de diferentes temperaturas de secagem,
do congelamento e do periodo de estocagem das
amostras sob baixas temperaturas na concentragao
destes compostos nas partes aéreas das plantas.

Material e métodos

O cultivo das plantas de Hypericum perforatum
foi conduzido em Latossolo Vermelho Distréfico, de
textura argilosa, no municipio de Cruz Alta, RS, Brasil
(28°38°19”’S; 53°36°23’ W), com tipo climdtico Cfal
(classificacdo climdtica de Koeppen; Brasil 1978). Os
ramos vegetativos das plantas (aproximadamente 15
cm de comprimento) foram obtidos em uma Unica
coleta (26/novembro/2001), sendo aleatoriamente
acondicionados em embalagens de papel opaco e
imediatamente submetidos aos diferentes tratamentos
de secagem. As temperaturas avaliadas foram 25, 30,
50 e 70 °C. Com excecdo da temperatura de 25 °C, as
amostras foram mantidas em estufa até atingirem massa
constante (de trés a cinco dias). Apds a secagem, 0O
material vegetal foi separado em amostras de 1 g,
consistindo de quatro repeticdes por tratamento e
estocado em temperatura ambiente para posterior
andlise. O controle consistiu de amostra de material
fresco (quatro repeticdes de 1 g cada). Para comparar
o conteido de compostos secunddrios das amostras
desidratadas com as amostras de material fresco, foi
aplicado um fator de conversdo de massa fresca (MF)
em massa seca (MS), com base na expressio MS/
ME. Os valores utilizados para o célculo do fator de
conversao representam a média de 10 amostras de 1 g
de massa fresca, submetidas a secagem. As
concentragdes de flavonodides e hipericina obtidas nas
amostras de material fresco foram divididas pelo fator
de conversdo obtido (0,255) para comparagdo com 0s
tratamentos de secagem.

Para avaliar o efeito do congelamento do material
vegetal na quantidade dos compostos secundarios,
partes aéreas de hipérico em estagio vegetativo foram
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coletadas sob as mesmas condicdes descritas
anteriormente e congeladas em N, liquido. O periodo
de armazenamento das amostras sob baixas
temperaturas (-20 °C) também foi analisado e a
extracdo da hipericina e dos flavonéides foi realizada
10, 20 e 30 dias ap6s o congelamento. O material fresco
foi utilizado como controle absoluto e o material
congelado a -20 °C e imediatamente submetido a
extracdo e andlise, como controle relativo. Cada
tratamento consistiu de quatro repeticdes de 1 g de
massa fresca, separadas antes do congelamento.

Os compostos do metabolismo secundario
analisados nas amostras de hipérico foram os
flavondides rutina, quercetina, quercitrina, apigenina e
canferol e a naftodiantrona hipericina. Para anélise dos
flavonoides, as amostras foram homogeneizadas
manualmente em 10 mL de solucio de metanol e dgua
(80:20 v/v). Do extrato bruto, 5 mL foram filtrados
através de membrana de 0,45 pum e, posteriormente,
passados em colunas C . (Sep-Pack™, Waters Co.).
A quantificagdo dos flavondides glicosilados foi
realizada a partir da hidrélise 4cida das amostras em
solug¢do de HCI (1 M), a 50 °C, por 24 h (modificado
de Crozier et al. 1997). Para a quantificacio da
hipericina, o material vegetal foi macerado em 10 mL
de metanol 100%, segundo Santarém & Astarita
(2003). Todos os extratos foram armazenados a -20 °C
até a andlise cromatogréfica.

A quantificagdo de flavondides e hipericina foi
realizada utilizando-se cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), no sistema Gilson (Gilson Medical
Eletronics, Franga), modelo 321, coluna fase reversa
MetaSil ODS (5 um; 150x4,6 mm), utilizando detector
UV/VIS, ajustado em 258 nm e em 590 nm, para
flavondides e hipericina, respectivamente. O
equipamento foi operado a temperatura ambiente (25 +
2 °C) e os dados cromatograficos foram obtidos e
processados pelo sistema Unipoint®. Para andlise dos
flavondides, os solventes utilizados foram 2% de dcido
fosférico em 4gua (v/v) (eluente A) e acetonitrila
(eluente B). O gradiente da fase mével consistiu de 20
a 50% do eluente B de 0 a 25 min, 50 a 100% de B de
25 a 26 min, ¢ 100% de B até 29 min. Para a
quantificacdo da hipericina, o gradiente linear foi
estabelecido entre 2% de dcido fosférico em dgua (v/v)
e acetonitrila: metanol (70:30 v/v), conforme descrito
em Santarém & Astarita (2003). Em ambas as analises,
o fluxo foi mantido em 1 mL min™. A identificagdo e
quantificacdo dos flavondides e da hipericina foram
realizadas a partir de curvas de calibracdo,
considerando-se os tempos de retengdo e as dreas dos
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picos dos padrdes adquiridos comercialmente.

As concentracdes de flavondides e hipericina
obtidas pela andlise cromatografica foram submetidas
a transformacao raiz quadrada (x + 1) e posteriormente
aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homoge-
neidade (Bartlett). Comparagdes multiplas foram feitas
pela andlise da variancia e comparacdes bindrias pelo
teste de Tukey, ambos a 0,05 de significancia, com auxilio
do programa estatistico SPSS v.11.

Resultados

Andlise do material fresco — Entre os flavondéides livres
quantificados no material fresco de hipérico, a rutina
foi encontrada em quantidades mais elevadas
(96 mg g' MS), seguida por quercitrina, com
concentracao média de 5,4 mg g' MS (Fig. 1A, B).
Apigenina e canferol estavam presentes em baixas
concentracgdes (0,04 e 0,08 mg g' MS, respectiva-
mente) (Fig. 1C, D). No entanto, a hidrélise dcida dos
extratos de material fresco demonstrou que a apigenina
(0,43 mg g!' MS) e o canferol (0,35 mg g'' MS) foram
detectados em concentracgdes 10,7 e 4,4 vezes maiores,
respectivamente, do que seus correspondentes
agliconas (Fig. 1C, D). A quercetina somente foi
detectada nas amostras na sua forma glicosilada (20,8
mg g' MS; Fig. 1E). A andlise das partes aéreas
frescas de H. perforatum demonstrou a presenca de
3,83 mg g'! MS de hipericina (Fig. 1F).

Efeito das temperaturas de secagem — Quando
comparado ao material fresco, o processo de secagem
das amostras reduziu significativamente os teores de
rutina e quercitrina livres (Fig. 1A, B), com exce¢do
da temperatura de 50 °C, que manteve a concentraciao
de rutina semelhante aquela encontrada no material
fresco (Fig. 1A). A apigenina e o canferol livres ndo
sofreram reducao significativa das suas concentracdes
nas diferentes temperaturas testadas, apesar da baixa
quantidade encontrada nas plantas de hipérico (Fig.
1C, D).

A temperatura de secagem também afetou o perfil
de flavonéides do extrato hidrolisado. A variagdo mais
drastica ocorreu quando a secagem foi realizada a
25 °C, havendo redugdo dos teores de grande parte
dos flavondides analisados (Fig. 1A-E). A concentragio
de apigenina glicosilada foi reduzida em todas as
temperaturas testadas (Fig. 1C), enquanto que, a
temperatura de 50 °C pareceu preservar os teores de
rutina, quercitrina e quercetina glicosiladas (Fig. 1A,
B, E). A concentracdo de canferol glicosilado, a
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exemplo do observado com o canferol livre, ndo
apresentou variacdo significativa entre os tratamentos
(Fig. 1D). A concentragdo de hipericina também ndo
foi afetada a 50 °C, quando comparada ao teor
observado no material fresco (Fig. 1F).

Efeito do congelamento e do periodo de estocagem —
Os resultados obtidos com o congelamento das
amostras em N, liquido e a imediata andlise
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cromatografica mostraram que nao ha alteracdo no
perfil de flavondéides livres e glicosilados, quando
comparado ao material fresco (Fig. 2A-E), mas houve
reducdo significativa no teor de hipericina (Fig. 2F).
No entanto, o periodo de estocagem das amostras sob
baixas temperaturas reduziu significativamente os
teores da maioria dos flavonoéides livres e glicosilados
e da hipericina (Fig. 2A-F).
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Figura 1. Efeito da temperatura de secagem de ramos vegetativos de Hypericum perforatum L. nos niveis de flavondides livres e
glicosilados e de hipericina. As concentragdes determinadas nas amostras de material fresco foram transformadas para massa seca,
utilizando-se o fator de conversdo 0,255. Letras iguais, minusculas nas barras preenchidas e maidsculas nas barras claras, indicam néo

haver diferencga significativa pelo teste de Tukey (P > 0,05). (

= flavondides livres; O = flavondides glicosilados; B = hipericina).



Actabot. bras. 21(2): 443-450. 2007. 447

Discussao quercetina e quercitrina podem variar de 2 a 4% da
matéria seca (Wheatley 1998). Nos ramos vegetativos

Os flavonoéides sdo referidos como moléculas de hipérico cultivados em Cruz Alta, a rutina e a
abundantes em Hypericum perforatum, principal- quercitrina foram os flavondides livres encontrados em
mente os flavonois, as flavonas, as catequinas e as  maior concentragdo, enquanto apigenina e canferol
flavononas (Bilia et al. 2002). Varios estudos de livres foram detectados em concentragdes menores
quantificacdo de flavondides em plantas desta espécie do que 0,1 mg g! MS. Estudo com plantas de hipérico
tém sugerido que as quantidades totais de rutina,  em diferentes fases do desenvolvimento mostrou que
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Figura 2. Efeito do congelamento e do periodo de estocagem a baixas temperaturas de ramos vegetativos de Hypericum perforatum L. nos
niveis de flavondides livres e glicosilados e de hipericina. Perfodo de congelamento representado por 0 dia corresponde ao material
congelado e analisado imediatamente. Letras iguais, mindsculas nas barras preenchidas e maidsculas nas barras claras, indicam nao haver
diferenca significativa pelo teste de Tukey (P > 0,05). (m = flavonoéides livres; O = flavondides glicosilados; B = hipericina).
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a rutina foi o flavondéide encontrado em maior
quantidade nas folhas, enquanto a quercetina estava
presente em concentragdes mais elevadas nas flores
(Kazlauskas & Bagdonaité 2004). Por outro lado, na
andlise de flores e frutos de H. perforatum coletados
em diferentes regides da Itdlia, a rutina foi encontrada
em maior quantidade do que a quercetina e seus
derivados (Pietta ef al. 2001). As variacdes observadas
no perfil dos flavondides analisados podem ser
conseqiiéncia das diferencas nas condi¢cdes ambientais,
da variabilidade genética ou das partes da planta
utilizadas para a andlise, fatores que comprovadamente
alteram a producao dos metabdlitos secundérios (Biiter
et al. 1998; Constantine & Karchesy 1998).

A andlise dos extratos hidrolisados revelou que a
apigenina, o canferol e a quercetina encontravam-se
principalmente na forma conjugada. Resultados
semelhantes foram obtidos na quantificagido de
flavondis em extratos hidrolisados de hipérico, onde
a quercetina foi o flavonol mais abundante (Stefova
et al. 2001). gkerget et al. (2005) relataram que,
entre os flavondides analisados nas plantas de hipérico,
aquercetina e o canferol encontravam-se glicosilados,
nas concentragdes de 1,4 e 0,012 mg g! MF,
respectivamente. Nas plantas superiores, grande parte
dos flavondides presentes nos tecidos vegetais
encontra-se conjugada a moléculas de carboidratos
(Crozier et al. 1997; Skerget et al. 2005). Segundo
Harborne & Williams (2000), o canferol e a quercetina
sdo os flavondis mais freqiientemente encontrados
na forma conjugada a carboidratos, representando
uma estratégia de adaptacdo e sobrevivéncia das
plantas relacionada a protecdo contra a radiacio
UV-B.

Entre os compostos do metabolismo secundario
analisados neste estudo, a hipericina foi a molécula
encontrada em menor concentragio (3,83 ug g' MS,
representando 0,00038%). Embora vérios estudos
tenham determinado a presenga deste composto em
plantas de hipérico, as concentra¢gdes variam
amplamente de acordo com a origem do material. Por
exemplo, plantas coletadas no Canadd apresentaram
0,01 a 0,06% de hipericina, enquanto nos Estados
Unidos a variagdo foi de 0,11 a 0,38% (Jensen et al.
1995; Constantine & Karchesy 1998). Além de tal
variagdo, foi relatado que as partes aéreas vegetativas
de hipérico apresentam teores de hipericina menores
do que o das flores (Kazlauskas & Bagdonaité 2004).
Devido a dificuldade de florescimento de plantas de
hipérico na regido sul do Brasil, os resultados obtidos
neste trabalho indicam que o cultivo comercial desta

espécie para obtencao de hipericina pode nao ser vidvel
nesta regiao.

Grande parte das plantas medicinais utilizadas para
a producdao de medicamentos fitoterdpicos ¢é
comercializada na forma dessecada, mas o processo
de secagem pode alterar o perfil dos metabdlitos
secundarios deste material (Calixto 2000). A
temperatura utilizada durante o beneficiamento da
matéria-prima parece ser o fator determinante para a
manuten¢ao das propriedades terapéuticas das plantas
de hipérico (Constantine & Karchesy 1998). Isto foi
confirmado pelos resultados obtidos, uma vez que as
amostras dessecadas a 25 °C tiveram os teores de rutina
e quercitrina livres, de rutina, apigenina e quercetina
glicosiladas e de hipericina alterados de modo
significativo. O material vegetal, quando colhido,
apresenta elevado teor de umidade, o que favorece as
oxidagdes, redugdes, rearranjos moleculares, hidrélises
e remocdo ou adi¢do de radicais, resultando em
alteracdes nos principios ativos (Martins ef al. 1998).
Neste sentido, a utilizagdo de temperaturas entre 35 e
45 °C tem sido relatada como ideal para a desidratacdo
de plantas medicinais (Martins et al. 1998). Bottcher
et al. (2003) relataram a reducdo de 20% nos niveis
de hipericina em ramos e flores de Hypericum
perforatum estocados a 10 e 20 °C por até 80 horas.
Segundo estes autores, a estocagem do material vegetal
a 30 °C nio reduziu o contetido de hipericina nas plantas
analisadas, embora os autores tenham relatado que os
resultados variaram em relag@o ao periodo de coleta e
ao estgio de desenvolvimento das plantas. Pereira et al.
(2000) observaram que o conteido de cumarina de
folhas de Mikania glomerata foi reduzido quando as
folhas foram submetidas a secagem a 35 °C, enquanto
a50°C, a perda foi menor. De modo geral, temperaturas
mais elevadas permitem a secagem mais rapida do
material vegetal, inibindo mais rapidamente a acao das
enzimas ou a atividade microbiana, fatores que podem
levar a alteracdes no perfil dos constituintes quimicos
da espécie (Ming 1994). Por outro lado, temperaturas
acima de 60 °C podem modificar o conteido metabdlico
das células (Martins et al. 1998). Os resultados das
andlises dos ramos de hipérico corroboram estas
observacoes, pois o material vegetal submetido a
secagem a 50 °C permitiu a manutencio dos niveis de
rutina livre, de quercetina e quercitrina glicosiladas e
de hipericina, quando comparadas ao material fresco.
A temperatura de 70 °C causou diminuicio nos niveis
da maioria dos compostos analisados.

Nos estudos de compostos secundarios produzidos
pelas plantas, o material vegetal € freqlientemente
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congelado e armazenado sob baixas temperaturas,
sendo posteriormente submetido aos processos de
extragdo e andlise dos metabdlitos. Os resultados
obtidos indicam que, para a andlise do contetido de
flavonéides, submeter as amostras a extragao,
imediatamente apds o congelamento, representa a
melhor estratégia para minimizar as perdas destas
moléculas, pois 0 armazenamento das amostras sob
-20 °C por 30 dias pode alterar os niveis de alguns
flavondides. A estocagem das amostras sob baixas
temperaturas pode ser vidvel quando o flavondide alvo
do estudo for quercetina ou canferol, moléculas que
ndo tiveram seus contetdos alterados por este processo
de armazenamento. Por outro lado, tanto o
congelamento quanto a estocagem a -20 °C causaram
reducdo significativa nos niveis de hipericina.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam
que, dependendo da temperatura utilizada, o processo
de secagem de amostras de Hypericum perforatum
pode alterar as concentragdes dos flavonéides livres e
glicosilados e de hipericina. O mesmo efeito foi
observado quando o material vegetal foi congelado e
armazenado sob baixas temperaturas. A redugdo na
concentracdo de hipericina devido a secagem ou ao
congelamento e armazenamento a -20 °C representa
uma limitacdo para o preparo de medicamentos
fitoterdpicos a partir de H. perforatum, porque esta
molécula € geralmente utilizada para a padronizacio
dos extratos desta espécie.
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