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Resumo 

 

O uso de plantas na prevenção e no tratamento de doenças é uma prática corrente e crescente, 

resultando na aplicação deste recurso pelas indústrias alimentícia e farmacêutica. Entre os 

benefícios decorrentes do emprego de material vegetal para estes fins está a obtenção de 

substâncias antioxidantes provenientes do seu metabolismo secundário, relacionadas à 

prevenção de doenças crônicas como a arteriosclerose, o câncer e algumas doenças 

degenerativas. Inicialmente, guiando-se pela atividade antidepressiva apresentada por 

Hypericum perforatum, espécie nativa da América do Norte, Europa e Ásia, espécies nativas 

do sul do Brasil tem sido estudadas quanto à sua composição química e atividades biológicas, 

destacando-se os resultados obtidos com H. polyanthemum. Esta planta produz, além de 

compostos fenólicos intimamente relacionados à atividade antioxidante, benzopiranos e um 

derivado do floroglucinol, uliginosina B, os quais apresentam atividades farmacológicas 

comprovadas. Os benefícios trazidos por esta espécie levaram ao desenvolvimento e 

otimização de protocolos de cultivo. Considerando a importância dos mecanismos 

antioxidantes na prevenção de doenças, a projeção das plantas medicinais como recurso 

terapêutico e, em especial, os promissores resultados até o momento obtidos com H. 

polyanthemum, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a composição fitoquímica e o 

perfil antioxidante de diferentes extratos desta planta a partir de material vegetal proveniente 

de protocolo de cultivo. A quantificação de metabólitos por cromatografia líquida de alta 

eficiência mostrou que os benzopiranos e uliginosina B concentram-se nas frações apolares, 

enquanto compostos fenólicos como os flavonóides hiperosídeo, quercitrina, isoquercitrina e 

guaijaverina concentraram-se nas frações acetato de etila e metanólica. Quanto à avaliação em 

diferentes sistemas antioxidantes, os flavonóides parecem ser os responsáveis pela 

pronunciada capacidade scavenger de radicais peroxil apresentada pelas frações acetato de 

etila e metanol na análise do potencial antioxidante total e na proteção à peroxidação lipídica, 

avaliada pelo doseamento de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico. A lipofilia inerente às 

frações n-hexano provavelmente contribuiu para o bom desempenho destas amostras na 

proteção ao dano lipídico neste mesmo experimento. Os dados levantados com este trabalho 

revelam o potencial uso de H. polyanthemum como fonte de compostos antioxidantes e 

reforçam a aplicabilidade e utilidade do emprego de matéria-prima de qualidade proveniente 

de cultivo controlado. Estes resultados, no entanto, são preliminares e devem ser 

aprofundados.
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1. INTRODUÇÃO 

 

O emprego de plantas como ferramenta para preservação, manutenção e reparo da 

saúde é prática estabelecida entre os homens e sua aplicação estende-se desde o seu consumo 

na forma in natura, como o caso das frutas, até na forma de produtos isolados, quando 

metabólitos vegetais são purificados a partir de uma matriz vegetal. Este último caso é de 

especial interesse para a indústria farmacêutica que tem encontrado, na utilização de produtos 

naturais como matéria-prima, interessante apelo terapêutico e comercial (Canter et al., 2005; 

Passalacqua et al., 2007). Com este crescente uso de plantas na medicina para o tratamento e 

alívio de sintomas (Canter et al., 2005), cresce também a necessidade de pesquisa por 

compostos naturais bioativos candidatos a fármacos, bem como estudos farmacológicos 

detalhados a respeito da ação das plantas e seus produtos no organismo. 

O uso de plantas na terapêutica 

Entre as principais plantas tradicionalmente empregadas com fins terapêuticos 

encontram-se as espécies do gênero Hypericum, há séculos utilizadas com diferentes 

finalidades como o tratamento de pequenas queimaduras externas, inflamações de pele e 

nevralgias (Greeson et al., 2001). Embora com diferentes aplicabilidades, é a ação 

antidepressiva de preparações a base de H. perforatum, espécie nativa da Europa, Ásia e 

África, a responsável pela importância terapêutica do gênero (Kasper, 2001; Bilia et al., 

2002). A atividade antidepressiva de H. perforatum foi inicialmente atribuída às 

naftodiantronas hipericina e pseudo-hipericina, supostamente envolvidas com os mecanismos 

do sistema dopaminérgico (Butterweck et al., 1998). Com a continuidade dos estudos, 

acumularam-se evidências de que a ação terapêutica dependeria de mais de um constituinte, 

entre os quais os derivados de floroglucinol hiperforina e ad-hiperforina (Chatterjee et al., 

1998; Kaehler et al., 1999), xantonas (Wagner e Bladt, 1994) e flavonóides (Butterweck et 

al., 2000). Outras espécies do gênero também têm sido avaliadas quanto ao potencial 

antidepressivo, demonstrando atividade no modelo animal de depressão, teste do nado forçado 

(Sánchez-Mateo et al., 2002; Wang et al., 2010). Na perspectiva de encontrar, em espécies de 

ocorrência natural no Brasil, propriedades semelhantes às de plantas do mesmo gênero já 
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utilizadas na terapêutica, estudos têm sido direcionados para espécies nativas e interessantes 

resultados vem sendo obtidos. 

Espécies de Hypericum nativas do sul do Brasil 

No sul do Brasil existem mais de 20 espécies de Hypericum distribuídas entre as 

regiões sul e sudeste. Algumas das espécies estudadas compreendem H. campestre Cham. & 

Schlecht., H. carinatum Griseb., H. caprifoliatum Cham. & Schlecht., H. myrianthum Cham. 

& Schlecht., H. polyanthemum Klotzsch ex Reichardt e H. ternum A. St Hill. A avaliação 

fitoquímica destas espécies revelou a produção de compostos fenólicos como xantonas 

(Rocha et al., 1994), benzofenonas (Bernardi et al., 2005), floroglucinóis (Rocha et al., 1995, 

1996; Ferraz et al., 2002a; Nör et al., 2004; 2008), flavonóides e taninos (Dall’agnol et al., 

2003), assim como ausência de hipericina e seus derivados (Ferraz et al., 2002b), 

consideradas, juntamente com hiperforina, as substâncias químicas marcadoras de Hypericum 

perforatum (Bilia et al., 2002; Lawvere & Mahoney, 2005). Os benzopiranos 6-isobutiril-5,7-

dimetoxi-2,2-dimetilbenzopirano (HP1), 7-hidroxi-6-isobutiril-5-metoxi-2,2-dimetil-

benzopirano (HP2) e 5-hidroxi-6-isobutiril-7-metoxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP3) foram 

isolados das partes aéreas de H. polyanthemum (Ferraz et al., 2001; 2005a). 

Propriedades biológicas também são descritas em diversos estudos com estes 

exemplares nativos (von Poser et al., 2006). Extratos e frações destas espécies apresentaram 

atividade antidepressiva (Daudt et al., 2000; Viana et al., 2005), antiviral (Schmitt et al., 

2001; Fritz et al., 2007), analgésica (Mendes et al., 2002; Viana et al., 2003), antifúngica 

(Fenner et al., 2005), antiproliferativa (Ferraz et al., 2005b) e acaricida (Ribeiro et al., 2007). 

Para os compostos isolados, destacam-se as atividades demonstradas pelos benzopiranos de 

H. polyanthemum: antiproliferativa (Ferraz et al., 2005b), citotóxica frente à células 

envolvidas no processo de angiogênese (Nör, 2006) e inibitória da monoamina oxidase 

(IMAO) (Gnerre et al., 2001). Dentre os derivados de floroglucinol isolados, foi descrita 

atividade antimicrobiana para uliginosina B, hiperbrasilol B e japonicina A (Dall’Agnol et al., 

2005, Franca et al., 2009). Além disso, extratos, frações e compostos isolados apresentaram 

considerável atividade antioxidante (Bernardi et al., 2005; 2007a;b; 2008a).  
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Hypericum polyanthemum 

Em vista da carência de estudos para cultivo em larga escala de plantas medicinais no 

país, em especial das espécies de Hypericum nativas, protocolos de cultivo in vitro para H. 

campestre, H. carinatum, H. myrianthum, H. polyanthemum e H. ternum foram estabelecidos, 

garantindo a manutenção de germoplasma e a continuidade de investigações científicas 

(Bernardi, 2007; Pinhatti et al., 2010).  

Embora as diversas espécies de Hypericum apresentem rica composição fitoquímica, 

os resultados obtidos com H. polyanthemum mostram sua relevância como potencial recurso 

medicinal. Estudos recentes destacam o efeito antinociceptivo de compostos isolados de H. 

polyanthemum, atividade mais relevante do ponto de vista farmacológico. Inicialmente, o 

extrato n-hexano apresentou tal efeito mediado pelo sistema opióide (Viana et al., 2003) e, 

em um segundo momento, estudos mostraram que o floroglucinol uliginosina B não atuava 

por este mecanismo de ação (Heckler et al., 2005; Stoltz et al., 2008). Os benzopiranos 

também foram analisados e HP1 demonstrou ser o responsável pela ação mediada pelo 

sistema opióide (Haas et al., 2010). 

A demanda crescente pela utilização de plantas na cura ou prevenção de doenças, 

assim como o emprego das mesmas com vistas à obtenção de substâncias de interesse 

farmacêutico, tem resultado em uma intensa exploração da flora nativa, o que pode levar a 

redução das populações naturais dessas espécies colocando-as em risco de extinção. O 

extrativismo vegetal contribui de forma relevante para o desaparecimento de germoplasma 

ainda não estudado, o que pode significar a perda de componentes químicos interessantes que 

poderiam tornar-se novos fármacos (França, 2003). Desta forma, o desenvolvimento de 

métodos que possibilitem a propagação de plantas em larga escala e simultâneo 

melhoramento e conservação das mesmas é fundamental. O estabelecimento de protocolos de 

cultivo otimizado que viabilizam a produção de biomassa vegetal das espécies nativas é uma 

opção para a obtenção de matéria-prima de interesse para a indústria farmacêutica, de forma 

sustentável, contribuindo para a redução do extrativismo predatório. 

O destacado potencial terapêutico demonstrado por extratos apolares e substâncias 

isoladas de H. polyanthemum levou ao desenvolvimento de protocolos de cultivo otimizado 

para a espécie. A micropropagação foi realizada a partir de plantas coletadas em Caçapava do 

Sul, no estado do Rio Grande do Sul (Bernardi et al., 2007b), e o posterior cultivo a campo 



10 

conduzido com sucesso (Bernardi et al., 2008b). Além disso, nestes estudos demonstrou-se 

que as plantas cultivadas são capazes de manter a biossíntese dos benzopiranos HP1, HP2 e 

HP3, quantificados por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), bem como a de 

compostos fenólicos. Com o cultivo a campo já estabelecido, estudos com plantas de H. 

polyanthemum provenientes de diferentes tempos de cultivo in vitro mantiveram-se viáveis ao 

longo do desenvolvimento em campo aberto, por dois anos consecutivos, obtendo-se 

significativamente maior biomassa das plantas completas, assim como maior produção do 

benzopirano HP3 pelas flores, a partir de plantas aclimatizadas após micropropagação por um 

período de 12 semanas (Nunes et al., 2009a). Seguindo os estudos de cultivo com a espécie, 

verificou-se que a aplicação do modelo experimental de fertilização com diferentes 

concentrações de solução nutritiva foi capaz de promover o aumento da produção de biomassa 

e de metabólitos secundários bioativos em plantas aclimatizadas (Nunes et al., 2009b). 

Os relevantes resultados farmacológicos obtidos em experimentos com os 

benzopiranos e uliginosina B, produzidos pela espécie, destacaram o promissor emprego da 

planta como um recurso medicinal natural, resultando em um processo de patente 

(PI0900614-1). 

Antioxidantes 

De uma forma geral, “antioxidantes” são compostos que inibem ou retardam a 

oxidação de um substrato quando em baixíssimas concentrações (Halliwell e Gutteridge, 

2007). A inativação de espécies reativas de oxigênio (EROs) é um dos possíveis mecanismos 

de ação. Outros mecanismos incluem a prevenção da formação de EROs por ligação a metais 

ou inibição enzimática. Os antioxidantes que quebram reações radicalares em cadeia 

previnem dano por interferirem na propagação dos radicais em cascata (Matkowski, 2008).  

Além de estar presente em processos patológicos como diabetes, câncer e inflamação, 

a produção de radicais livres ocorre continuamente em todas as células vivas como 

conseqüência de numerosos processos fisiológicos e bioquímicos (Jensen, 2003). Sob 

circunstâncias normais, os radicais livres gerados no corpo humano podem ser removidos 

pelas defesas antioxidantes naturais do organismo, por exemplo, o conjunto das enzimas 

superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Halliwell e Gutteridge, 2007). O 

estresse oxidativo ocorre por um desbalanço entre a produção de espécies reativas e a 

efetividade das defesas antioxidantes. As ações terapêuticas dos fenóis são atribuídas, 
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principalmente, por sua capacidade antioxidante, scavenger de radicais livres, por atuarem 

como reguladores da expressão gênica e por estarem envolvidos nos mecanismos de 

sinalização celular (Rice-Evans, 2004). As defesas antioxidantes endógenas não são 

completamente eficientes e, conseqüentemente, antioxidantes dietéticos como polifenóis, 

carotenóides, vitaminas C e E são requeridos para diminuir os efeitos cumulativos dos danos 

oxidativos no organismo (Lim e Murtijaya, 2007). 

Diversos extratos de plantas apresentam notória atividade antioxidante relacionada à 

presença de substâncias provenientes do metabolismo secundário da planta, principalmente 

compostos fenólicos (Yesil-Celiktas et al., 2007). 

Em estudo anterior, no qual avaliou-se o extrato bruto metanólico das partes aéreas 

(folhas, flores e ramos moídos) de H. polyanthemum quanto ao potencial antioxidante no 

(TRAP) e capacidade de reação com radicais peroxila (ORAC-PGV) e 2,2-difenil-picril-

hidrazil (DPPH), foi verificada certa atividade antioxidante das amostras (Bernardi, 2007), 

ressaltando a importância da continuidade dos estudos com a espécie. 

 

2. OBJETIVOS 

 

Com base em sua rica composição fenólica e na necessidade da continuidade dos 

estudos com H. polyanthemum, este trabalho teve por objetivo avaliar o perfil antioxidante de 

extratos e frações das partes aéreas vegetativas e reprodutivas da espécie. 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Material vegetal 

O material vegetal utilizado foi obtido a partir de plantas aclimatizadas de H. 

polyanthemum (Bernardi et al., 2008b). Plântulas cultivadas in vitro (Bernardi et al., 2007b) 



12 

por 8 semanas em meio semi-sólido Murashige e Skoog modificado, M∆ (Maurmann et al., 

2008), foram adaptadas ao meio ex vitro por 30 dias, em sala climatizada (temperatura de 25 

± 1 °C e intensidade luminosa de 70 µmol/m2s1), sendo posteriormente transferidas para 

cultivo em campo aberto na Faculdade de Agronomia da UFRGS (aclimatização). Com 18 

semanas de cultivo, quando já apresentavam flores em diferentes estágios ontogênicos, as 

plantas foram coletadas e suas partes reprodutivas (flores) e vegetativas (folhas) separadas 

para liofilização. 

3.2 Extrações 

Todos os extratos e frações foram obtidos por maceração dinâmica em shaker, ao 

abrigo da luz, com renovação diária das alíquotas dos solventes utilizados até o esgotamento 

do material vegetal, verificado quando não mais se somou massa à quantidade de extrato 

anterior. A partir de folhas e flores obteve-se um extrato bruto e 4 frações de cada uma das 

partes da planta. 

Os extratos brutos foram preparados a partir de 5 g de material vegetal, extraídos com 

100 mL de metanol, resultando em um extrato bruto metanólico de flores (Br-met FLOR) e 

um de folhas (Br-met FOLHA). 

As frações foram obtidas a partir de 15 g de planta extraídos com solventes em 

polaridade crescente: n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Foi utilizada a 

alíquota de 250 mL de cada um dos solventes, resultando em uma fração n-hexano de flores 

(Fr-hex FLOR) e uma de folhas (Fr-hex FOLHA), uma fração diclorometano de flores (Fr-dic 

FLOR) e uma de folhas (Fr-dic FOLHA), uma fração acetato de etila de flores (Fr-ace FLOR) 

e uma de folhas (Fr-ace FOLHA) e uma fração metanólica de flores (Fr-met FLOR) e uma de 

folhas (Fr-met FOLHA). 

3.3 Quantificação de compostos fenólicos totais 

O conteúdo de compostos fenólicos totais foi quantificado pelo método colorimétrico 

de Folin-Ciocalteu (Singlenton e Rossi, 1965) modificado. Alíquotas de 30 µL de soluções na 

concentração de 10 mg/mL foram oxidadas com 5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N. 

Após 5 minutos, a reação foi parada com a adição de solução de carbonato de sódio 75 g/L em 

volume suficiente para completar 10 mL como volume final. Após 45 minutos de reação ao 
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abrigo da luz, a intensidade da cor azul resultante foi medida em espectrofotômetro 

Biospectro SP-200 em comprimento de onda de 765 nm. 

O teor de compostos fenólicos totais foi obtido a partir de uma curva padrão de 

quercetina, e expresso em EQ/100 mg de extrato, ou seja, miligramas de equivalentes de 

quercetina (EQ) por 100 mg de extrato. 

3.4 Quantificação de metabólitos por CLAE 

Uliginosina B, um derivado do floroglucinol, os benzopiranos HP1, HP2 e HP3, ácido 

clorogênico e os flavonóides hiperosídeo, guaijaverina, isoquercitrina e quercitrina foram 

quantificados por CLAE nas frações e extratos obtidos de H. polyanthemum. Cada amostra foi 

cuidadosamente pesada e ressuspendida em volume adequado de metanol grau CLAE e 

filtrada por membrana de acetato celulose (poro de 0,22 µm). As análises cromatográficas 

foram realizadas em equipamento com sistema quaternário de bombas Waters 600, detector 

com comprimento de onda duplo Waters 2487, injetor automático Waters 717 e coluna 

Waters Nova Pack C18 acoplada à pré-coluna Waters Nova Pack C18 60A. Foram utilizados 

três diferentes sistemas cromatográficos conforme metodologias previamente validadas. 

3.4.1 Quantificação de benzopiranos 

Para a determinação do teor dos benzopiranos HP1, HP2 e HP3 utilizou-se método 

previamente validado (Bernardi et al., 2007) com eluições isocráticas de uma mistura de 

acetonitrila:água (60:40; v:v) sob fluxo constante de 1 mL/min e detecção em 270 nm. A 

concentração de cada benzopirano foi expressa por uma curva de calibração a partir de 

padrões isolados das partes aéreas da planta e expressa em miligramas de benzopirano por 

100 mg de extrato seco (mg/100 mg). 

3.4.2 Quantificação de uliginosina B 

Uliginosina B foi analisada sob condições isocráticas com eluente acetonitrila:água 

(95:5; v:v + 0,01% TFA) em condições de fluxo constante de 1 mL/min e detecção UV em 

comprimento de onda de 220 nm. O teor do metabólito foi calculado a partir de uma curva 

padrão, da substância purificada, com excelente linearidade na faixa de concentrações de 2 a 

800 µg/mL (R² = 0.999) (Nunes et al., 2009b) e referido como miligrama de uliginosina B por 

100 mg de extrato seco (mg/100 mg).  
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3.4.3 Quantificação de ácido clorogênico e flavonóides  

Ácido clorogênico e os flavonóides hiperosídeo, guaijaverina, isoquercitrina e 

quercitrina foram quantificados em um sistema de eluição isocrático utilizando como fase 

móvel uma mistura de acetonitrila:água (14:86; v:v + 0,05% TFA) em condições de fluxo 

constante de 1 mL/min e detecção UV em comprimento de onda de 254 nm (Pinhatti et al., 

2010). O teor de ácido clorogênico foi obtido através curva padrão da substância purificada 

(Sigma®) com excelente linearidade na faixa de concentrações entre 3,91 e 2000 µg/mL (R² = 

0,9981) e expresso em miligrama de ácido clorogênico por 100 mg de extrato (mg/100 mg). 

Os flavonóides foram quantificados a partir de uma curva de calibração de hiperosídeo, 

construída a partir do metabólito purificado das partes aéreas de H. polyanthemum, com 

excelente linearidade na faixa de concentrações entre 36,25 e 2320 µg/mL (R² = 0,9994). 

Todos os flavonóides foram expressos em miligramas de hiperosídeo por 100 mg de extrato.  

 

3.5 Avaliação do potencial antioxidante 

3.5.1 TRAP 

O TRAP, sigla do inglês total reactive antioxidant potential (potencial antioxidante 

reativo total), é um dos métodos mais utilizados para avaliação do potencial antioxidante total 

de uma amostra (Lissi et al., 1995; Dresch et al., 2009). Este método baseia-se na medida da 

capacidade que um analito (amostra) tem de capturar os radicais alquil-peroxil gerados, a uma 

taxa constante, a partir do 2,2’-azo-bis(2-aminopropano)dihidrocloridrato (AAPH). Neste 

mesmo meio reacional é adicionado luminol, substância que atua como um indicador reagindo 

com os radicais disponíveis, produzindo luminescência. Esta luminescência pode, então, ser 

monitorada como um indicativo da quantidade de radicais produzidos. 

Após a adição do agente antioxidante (amostra) ao sistema (tampão glicina 100 mM 

com pH = 8,6, AAPH 10mM e luminol 0,01 mM) é possível observar uma queda brusca na 

emissão de luminescência, resultado da captura dos radicais livres disponíveis. O tempo 

necessário para que se restabeleça a condição de quimiluminescência inicial (antes da adição 

da amostra) é proporcional à capacidade antioxidante da substância testada, ou seja, quanto 
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maior o tempo para o retorno do sistema ao valor anterior de luminescência, maior a 

capacidade antioxidante da amostra. 

Para avaliar a atividade dos diferentes extratos e frações de H. polyanthemum foram 

primeiramente preparadas soluções de extrato a 10% em dimetilsulfóxido (DMSO) e, 

posteriormente, por diluições seriadas, cada amostra foi ajustada para uma faixa adequada de 

concentração que permitisse a avaliação do comportamento antioxidante frente aos radicais 

peroxil produzidos. A concentração final máxima de DMSO nestas soluções foi de 1% e, para 

assegurar que o solvente não interfere na resposta obtida, uma solução controle com DMSO a 

1% foi juntamente preparada e analisada, não apresentando poder antioxidante algum. 

O acompanhamento do potencial antioxidante das amostras frente aos radicais se fez 

em placa de 96 poços. Em cada poço foram adicionados 200 µL de sistema e diferentes 

concentrações das soluções de extrato, de forma a obter-se uma relação entre a concentração 

de amostra utilizada e a capacidade antioxidante por ela apresentada. Para quantificação da 

luminescência foi utilizado o equipamento MicroBeta TriLux, Perkin Elmer, os resultados 

obtidos em contas por minuto (CPM) e expressos em porcentagem (%) de radicais produzidos 

em relação ao total de radicais produzidos pelo sistema sem amostra (branco). O parâmetro 

utilizado para relativizar as respostas apresentadas pelo branco, padrões e amostras foi a área 

sob a curva (ASC) do gráfico tempo (em segundos) versus contas por minuto. 

Para os experimentos de avaliação da atividade scavenger de peróxido (item 3.5.2) e 

atividade GST like (item 3.5.3) foram utilizadas soluções de extrato a 0,1% dissolvidas em 

DMSO 1%. Para eliminar a possibilidade de interferência do diluente nos resultados obtidos, 

o mesmo foi avaliado juntamente com as amostras. Estas quantificações foram feitas em leitor 

de placa SpectraMax 190, Molecular Devices. 

3.5.2 Potencial scavenger de peróxido 

Esta técnica baseia-se na capacidade que uma amostra tem de reagir com o peróxido 

de hidrogênio e diminuir sua quantidade no sistema montado (tampão fosfato, amostra e 

peróxido de hidrogênio). 

Em placa de 96 poços foram adicionados 185 µL de tampão fosfato 100 mM e 20 µL 

de amostra em diferentes concentrações. Após leitura em 240 nm para verificar a absorvância 

prévia ao início da medida da atividade, foram adicionados 5 µL de peróxido de hidrogênio 
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(H2O2) 1 M. A atividade scavenger de peróxido das amostras foi avaliada monitorando-se o 

decaimento da absorvância em 240 nm (Li et al., 2007). 

3.5.3 Atividade GST like 

A glutationa (GSH) é um aminoácio envolvido principalmente com os mecanismos de 

detoxificação do organismo frente a xenobióticos, ligando-se aos mesmos em reações 

catalizadas pela enzima glutationa S-transferase (GST). Para avaliar a capacidade dos extratos 

em atuar de forma semelhante à enzima (atividade GST like), utilizou-se protocolo 

previamente validado (Habig e Jakoby, 1981), no qual a conjugação do substrato 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno (CDNB) com a substância GST like forma um complexo do tipo CDNB-GST 

que pode ser medido espectrofotometricamente (Halliwell e Gutteridge, 2007).  

Em placa de 96 poços foram adicionados 190 µL de tampão fosfato de potássio 0,1 M 

com pH = 6,5; 10 µL de amostra em diferentes concentrações; 10 µL de GSH 20 mM e 10 µL 

de CDNB 20 mM. A cinética de formação do complexo GSH-CDNB foi monitorada em 340 

nm durante 5 minutos. 

3.5.4 TBARS 

O TBARS, sigla do inglês thiobarbituric acid reactive species (espécies reativas ao 

ácido tiobarbitúrico), é um método bastante empregado para analisar a capacidade de uma 

amostra em prevenir o dano a lipídios (peroxidação lipídica). Para avaliar e quantificar a 

presença desta propriedade nos diferentes extratos de H. polyanthemum, utilizou-se uma 

adaptação do método in vitro empregando gema de ovo como fonte lipídica (Esternbauer e 

Cheeseman, 1990).  

3.5.4.1 Fonte lipídica 

Lipídios foram isolados a partir de gema de ovo homogeneizada, diluída à 1% (p:v) 

em tampão TBARS (KCl 120 mM:Na2HPO4 50 mM, 1:1, pH = 7,4) e posteriormente 

sonicada por 10 segundos em potência 4 (Silva et al., 2007). As soluções de lipídios foram 

preparadas imediatamente antes ao uso e receberam o nome de “substrato lipídico”. 
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3.5.4.2 Indutor de dano 

Para verificar o comportamento das diferentes frações frente à proteção contra 

peroxidação lipídica, induziu-se dano oxidativo à matriz lipídica na presença das amostras 

testadas. Como indutor de dano utilizou-se uma solução do AAPH, também conhecido como 

2,2’-azo-bis(2-amidinopropano)hidrocloridrato (ABAP), na concentração de 0,12 M. 

3.5.4.3 Preparo dos extratos 

Os extratos avaliados foram dissolvidos a uma concentração de 10% em DMSO e, 

posteriormente, por diluições seriadas, levados à concentração de 0,1% em água Milli-Q. A 

concentração final de DMSO nestas soluções foi de 1% e, para eliminar a possibilidade de 

interferência do diluente na resposta obtida, uma solução controle com DMSO a 1% foi 

juntamente preparada e analisada, não apresentando potencial antioxidante algum. 

3.5.4.4  Procedimento 

À matriz lipídica foram adicionados 100 µL de tampão TBARS (controle-matriz 

lipídica e controle induzido), de DMSO 1% (controle do diluente), ou das soluções das 

frações de H. polyanthemum em diferentes concentrações. À reação do controle induzido e 

das amostras foram adicionados 100 µL de solução de AAPH 0,12 M como indutor de dano e, 

nas demais, onde a peroxidação não ocorre, adicionou-se 100 µL de tampão TBARS. O 

espectrofotômetro foi calibrado com uma solução branco, composta por 1 mL do diluente da 

gema de ovo (tampão TBARS), no qual a matriz lipídica estava ausente, e 200 µL de tampão 

TBARS (Tabela 1). 

Tabela 1 Esquema da adição de reagentes para cada uma das amostras do experimento de TBARS. 
 Matriz lipídica Amostra teste Indutor de dano 

Controle - matriz lipídica 1 mL de matriz lipídica 100 µL tampão TBARS 100 µL tampão TBARS 
Controle Induzido 1 mL de matriz lipídica 100 µL tampão TBARS 100 µL AAPH 0,12 M 
Controle - diluente 1 mL de matriz lipídica 100 µL de DMSO 1% 100 µL AAPH 0,12 M 
Controle - amostra 1 mL de matriz lipídica 100 µL de extrato 100 µL tampão TBARS 
Amostra 1 mL de matriz lipídica 100 µL de extrato 100 µL AAPH 0,12 M 

Após a adição do AAPH as amostras foram incubadas à 37 ºC durante 30 minutos para 

promover a indução do dano peroxidativo, pelo AAPH, às micelas lipídicas disponíveis. 

Subsequentemente, 300 µL de cada uma das amostras foram transferidos para eppendorfs e à 

este volume foram adicionados 600 µL de TCA 15%, para que ocorresse a precipitação das 

proteínas em suspensão. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g durante 10 minutos para 
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a clarificação das mesmas e 500 µL do sobrenadante resultante transferidos para tubos de 

ensaio. A este volume foram adicionados 500 µL de TBA 1% e as amostras incubadas em 

banho de água fervente à 100 ºC durante 30 minutos. Este tempo de incubação é necessário 

para que o TBA ligue-se aos produtos formados após a peroxidação lipídica, sendo o principal 

deles o malondialdeído (MDA), que conferem uma coloração rosa à solução que, por sua vez, 

pode ter sua absorvância medida no espectrofotômetro em comprimento de onda de 532 nm.  

3.5.4.5 Curva padrão de TMP 

A quantidade de espécies reativas ao TBA foi quantificada através de uma curva de 

tetrametoxipropano (TMP) construída entre 0,06 e 0,36 nmol (R² = 0,9902). A diferentes 

alíquotas de uma solução de TMP 2 mM foram adicionados volumes de água Milli-Q 

suficiente para completar 500 µL. Nestas quantidades de padrão seguiu-se a adição de 500 µL 

de TBA 1% e os demais procedimentos conforme descrito no item 3.5.4.4 (Procedimento) 

para as amostras. 

3.6 Análise estatística 

A análise estatística dos dados foi calculada pelo programa Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS) versão 10.0, com nível de significância menor ou igual a 5% (p ≤ 

0,05) e expressos como média ± desvio padrão (DP). 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Considerando o potencial terapêutico até o momento apresentado por estudos com H. 

polyanthemum, bem como o envolvimento de mecanismos de estresse oxidativo no 

desenvolvimento de diversas doenças, no presente trabalho foram avaliados extratos e frações 

da planta quanto à sua composição fitoquímica e ao seu potencial antioxidante em diferentes 

técnicas. A atividade antioxidante encontrada para algumas frações sugere o envolvimento de 

seus compostos fenólicos nestes mecanismos. 
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4.1 Quantificação de metabólitos por CLAE 

As frações de H. polyanthemum foram analisadas por CLAE em três diferentes 

métodos analíticos para quantificação de (1) benzopiranos, (2) uliginosina B, (3) ácido 

clorogênico e flavonóides. Os perfis cromatográficos, tanto qualitativos quanto quantitativos, 

variaram de acordo com a polaridade de cada uma das frações. 

4.1.1 Quantificação de benzopiranos e uliginosina B 

Os benzopiranos HP1, HP2 e HP3 são compostos até o momento descritos apenas para 

a espécie H. polyanthemum. Pelo método de CLAE no qual foram quantificados apresentam 

tempo de retenção (tr) de 9,1 min (HP1), 12,9 min (HP2) e 21,6 min (HP3) (Bernardi, 2007). 

A presença do derivado do floroglucinol, uliginosina B, é também relatada em extratos 

lipofílicos de algumas espécies de Hypericum do sul do Brasil (Ferraz et al., 2001; Ferraz et 

al., 2002; Nör et al., 2004; Cargnin et al., 2010) e pelo método no qual é quantificada 

apresenta tr de 21,76 min (Nunes et al., 2009b).  

Pela análise comparativa entre o perfil dos cromatogramas obtidos a partir das frações 

(Figura 1) e dos padrões avaliados, verificou-se que os benzopiranos e uliginosina B possuem 

o mesmo padrão de distribuição entre as diferentes frações em questão.  
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Figura 1b Perfil cromatográfico da fração n-hexano de flores de H. polyanthemum aclimatizado, obtido por CLAE, em 
sistema de fase reversa com eluição isocrática de acetonitrila:água, 95:5, (v:v + 0,01% ATF) e detecção em λ de 220 
nm. 

Figura 1a Perfil cromatográfico da fração n-hexano de folhas de H. polyanthemum aclimatizado, obtido por CLAE, em 
sistema de fase reversa com eluição isocrática de acetonitrila:água, 60:40, (v:v) e detecção em λ de 270 nm. 
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A quantificação dos metabólitos demonstra que o maior acúmulo dos mesmos ocorreu 

nas frações n-hexano de flores e folhas, a mais apolar entre as frações preparadas, e menor 

concentração também foi verificada nas frações diclorometano destas partes da planta (Tabela 

2). 

Tabela 2 Quantificação de benzopiranos e uliginosina B (mg%), por CLAE, nas 
diferentes frações e extratos de H. polyanthemum analisados. 

 Benzopiranos  
 HP1 HP2 HP3 Uliginosina B 

Fr-hex FLOR 16,47 ± 0,84 1,69 ± 0,05 12,11 ± 0,35 7,33 ± 0,08 
Fr-hex FOLHA 25,76 ± 0,98 2,96 ± 0,15 4,96 ± 0,23 4,74 ± 0,09 
Fr-dic FLOR 0,97 ± 0,10 0,12 ± 0,03 1,17 ± 0,14 0,52 ± 0,05 
Fr-dic FOLHA 3,21 ± 0,37 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,002 0,59 ± 0,02 
Fr-ace FLOR nd nd nd nd 
Fr-ace FOLHA nd nd nd nd 
Fr-met FLOR nd nd nd nd 
Fr-met FOLHA nd nd nd nd 
Br-met FLOR 3,67 ± 0,07 1,74 ± 0,35 10,07 ± 0,26 3,15 ± 0,31 
Br-met FOLHA 5,56 ± 0,60 2,92 ± 0,28 3,52 ± 0,16 1,33 ± 0,34 
nd: não detectado 

É interessante ressaltar, ainda, que menor teor destes metabólitos foi também 

quantificado nos extratos bruto metanólico das flores e folhas (Tabela 2). Um extrato bruto é 

caracterizado como o resultado de uma extração utilizando-se um único solvente, geralmente 

de elevada polaridade, sendo o extrato resultante uma mistura complexa com maior variedade 

de compostos e menor quantidade relativa de cada um quando comparado à uma fração 

enriquecida. Dessa forma, ainda que com característica fortemente polar, o metanol é capaz 

de extrair compostos lipofílicos que se encontrem em proporções majoritárias em uma matriz 

vegetal. Já nas frações acetato de etila e metanólicas não verificou-se esta situação, pois 

benzopiranos e uliginosina B já haviam sido extraídos nas frações n-hexano e diclorometano 

processadas anteriormente à partição com metanol, realizada utilizando-se o mesmo material 

vegetal previamente esgotado com os solventes lipofílicos. 

 4.1.2 Quantificação de ácido clorogênico e flavonóides 

Comparando-se o tempo de retenção dos picos obtidos no cromatograma das 

diferentes frações (Figura 2) com o de substâncias puras isoladas foi possível verificar a 

presença dos flavonóides hiperosídeo (tr = 17,8 min), isoquercitrina (tr = 20,4 min), 

guaijaverina (tr = 26,6 min) e quercitrina (tr = 37,7 min) nas frações acetato de etila e metanol 

e nos extratos bruto metanólico da planta. Ácido clorogênico (tr = 3,5 min), substância 
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analisada pelo mesmo método cromatográfico dos flavonóides, por sua vez, foi identificado 

apenas nas frações metanol e no extrato bruto metanólico. 
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Figura 2 Perfil cromatográfico da fração acetato de etila de folhas de H. polyanthemum aclimatizado, obtido 
por CLAE, em sistema de fase reversa com eluição isocrática de acetonitrila:água, 14:86, (v:v + 0,05% ATF) 
e detecção em λ de 254 nm. 

A quantificação dos flavonóides revelou que estes compostos acumularam-se 

principalmente nas frações acetato de etila tanto das flores quanto das folhas, atingindo mais 

do que o dobro da concentração verificada nas demais frações (Tabela 3). Este é um perfil 

quantitativo esperado uma vez que flavonóides são polifenóis relativamente polares, de baixo 

peso molecular, facilmente extraídos de uma matriz vegetal com o uso de solventes de média 

a alta polaridade como mistura hidroalcoólica a 70%, n-butanol, acetato de etila e metanol 

(Harborne, 1998; Simões et al., 2003). 

O ácido clorogênico, de polaridade superior, foi verificado apenas nas frações 

metanólica e extrato bruto metanólico, conforme normalmente verificado para procedimentos 

extrativos com outras plantas (Zgórka e Głowniak, 2001; Jin et al., 2005; Marques e Farah, 

2009, Nunes et al., 2010). 
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Tabela 3 Quantificação de ácido clorogênico e flavonóides (mg%), por CLAE, nas diferentes frações e 
extratos de H. polyanthemum analisados. 
 Flavonóides 

 Ac. Clorogênico Hiperosídeo Isoquercitrina Guaijaverina Quercitrina 
Fr-hex FLOR nd nd nd nd nd 
Fr-hex FOLHA nd nd nd nd nd 
Fr-dic FLOR nd 1,28 ± 0,40 nd nd nd 
Fr-dic FOLHA nd 1,28 ± 0,39 nd nd nd 
Fr-ace FLOR nd 7,27 ± 0,38 1,83 ± 0,08 1,21 ± 0,03 7,06 ± 0,10 
Fr-ace FOLHA nd 11,10 ± 1,36 2,94 ± 0,04 1,46 ± 0,23 8,91 ± 1,74 
Fr-met FLOR 0,27 ± 0,05 3,67 ± 0,53 1,07 ± 0,13 0,30 ± 0,02 0,52 ± 0,13 
Fr-met FOLHA 1,05 ± 0,03 2,14 ± 0,03 0,90 ± 0,03 0,27 ± 0,01 0,63 ± 0,08 
Br-met FLOR 0,07 ± 0,03 2,60 ± 0,14 0,74 ± 0,11 0,32 ± 0,03 0,50 ± 0,02 
Br-met FOLHA 0,40 ± 0,03 2,13 ± 0,25 1,01 ± 0,17 0,28 ± 0,01 0,75 ± 0,04 
nd: não detectado 

4.2 Quantificação de compostos fenólicos totais 

O teor de compostos fenólicos totais foi quantificado pelo método colorimétrico de 

Folin-Ciocalteu modificado. Por este método, a intensidade da cor azul resultante da redução 

do reagente de Folin-Ciocalteu é proporcional à quantidade de grupamentos hidroxila 

disponíveis na amostra. Quanto mais intensa a cor azul desenvolvida com a reação, maior a 

concentração destes compostos, que foi quantificada por uma curva padrão utilizando 

quercetina como substância de referência (R² = 0,9951) e expressa em miligramas de 

equivalentes de quercetina por 100 mg (EQ/100 mg) de extrato. 

As frações com maior quantidade de compostos fenólicos, tanto para as flores quanto 

para as folhas, foram as obtidas com acetato de etila, atingindo teor de metabólitos quase três 

vezes superior ao quantificado para as frações metanólicas e para o extrato bruto destas 

mesmas partes (Figura 3). As frações n-hexano e diclorometano, como esperado, 

apresentaram apenas pequena quantidade destas substâncias, que por serem 

predominantemente polares possuem afinidade maior por outros tipos de solvente extrator. 

Como dito anteriormente, o acetato de etila possui afinidade por compostos fenólicos 

em geral, principalmente com flavonóides glicosilados, que uma vez ligados a moléculas de 

açúcar adquirem polaridade compatível com este solvente. A característica das frações acetato 

de etila, metanol e dos extratos brutos metanólicos explica o maior acúmulo de compostos 

fenólicos nelas verificado, tornando-se possível estabelecer algumas relações entre estes 

teores. 
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Figura 3 Concentração de compostos fenólicos totais quantificada nas frações e no extrato bruto de folhas e 
flores de H. polyanthemum aclimatizado. As barras verticais representam o valor da média ± DP de três 
experimentos independentes. 

 

A comparação estabelecida entre os valores de polifenóis de cada fração, obtidos pelo 

método colorimétrico, e a concentração dos metabólitos quantificados isoladamente por 

CLAE demonstra existir moderada e forte correlação entre a concentração de compostos 

fenólicos totais e ácido clorogênico (R² = 0,6696), hiperosídeo (R² = 0,7767), isoquercitrina 

(R² = 0,7573), guaijaverina (R² = 0,8982) e quercitrina (R² = 0,9206). Comparando-se, ainda, 

a quantidade de compostos fenólicos totais com a soma da concentração dos flavonóides 

quantificados separadamente, verifica-se que os últimos representam de 22% a 76% da massa 

de polifenóis quantificada nestas frações. Isso sugere que estes flavonóides são os 

constituintes majoritários da composição fenólica destas amostras, o que pode estar 

relacionado ao perfil antioxidante observado para as mesmas nos experimentos realizados e 

discutidos na seqüência. 

4.3 Atividade antioxidante das frações e extratos de H. polyanthemum 

O perfil antioxidante das frações e extratos de H. polyanthemum foi investigado 

quanto à capacidade de reatividade antioxidante total no TRAP, potencial scavenger de 

peróxido, atividade GST like e capaciade de proteção de dano lipídico frente ao dano induzido 

com AAPH. .  
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4.3.1 TRAP 

O TRAP é um método de avaliação do potencial antioxidante de uma amostra baseado 

na capacidade que esta apresenta em capturar radicais derivados de um substrato, neste caso 

gerados a partir da termólise do AAPH (radicais peroxil). A queda na emissão de 

quimioluminescência pelo sistema após a adição da amostra está relacionada com o potencial 

antioxidante que esta possui. A adição das soluções dos padrões e extratos foi capaz de 

promover queda na luminescência monitorada, e a relação entre esta diminuição (em %) 

observada e a quantidade de amostra (em µg) utilizada mostrou que, para todas as amostras, o 

seqüestro de radicais peroxila é diretamente proporcional à quantidade de amostra empregada 

(Figura 4). O parâmetro que permitiu relacionar a inibição resultante e a quantidade de analito 

foi a área sob a curva (ASC) do perfil de restabelecimento da luminescência do sistema após a 

adição das amostras, calculada pelo programa GraphPad Prism versão 5.01. Dessa maneira, 

quanto menor a área quantificada, maior o potencial antioxidante. 
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Figura 4 Esquerda: Gráficos ilustrativos da área sob a curva (ASC) obtida pelo perfil de restabelecimento da 
luminescência do sistema de radicais peroxil (AAPH e luminol) após a adição das amostras. Direita: Correlação 
entre a quantidade (em µg) de amostra utilizada e a respectiva luminescência (em %) resultante, calculadas a 
partir da relativização da ASC da amostra e ASC do sistema. Observe que os extratos encontram-se indicados 
em quantidade crescente e em diferentes escalas, com amostras variando entre 0,2 e 0,5 µg, e outras entre 0,2 e 2 
µg. 

A mais efetiva atividade antioxidante frente à avaliação dos padrões pelo TRAP foi 

registrada para o hiperosídeo e, entre os extratos, pelas frações acetato de etila de flores e 

folhas. Estas amostras foram as que, em menor quantidade (I50%), inibiram em 50% a 

luminescência emitida pelo sistema. A fração diclorometano das folhas de H. polyanthemum 

não apresentou atividade no TRAP em nenhuma das concentrações testadas (Tabela 4). 
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Analisando-se a Tabela 4 é possível verificar, ainda, que as mesmas amostras que 

apresentaram maior atividade antioxidante no TRAP são também aquelas com maior teor de 

flavonóides quantificados isoladamente por CLAE. Entre estes compostos, hiperosídeo, 

isolado dos extratos da planta, apresentou capacidade scavenger de radicais peroxil superior, 

inclusive, do que a apresentada pelo trolox, análogo da vitamina E com reconhecida atividade 

antioxidante e frequentemente utilizado como substância de referência nestes tipos de teste 

(Raspor et al., 2005; Silva et al., 2005; Dresch et al., 2009; Zulueta at al., 2009). 

Os flavonóides são moléculas com estrutura química ideal para o desempenho da 

captura de radicais livres, demonstrando atividade in vitro superior até mesmo àquelas 

apresentadas pelas vitaminas C e E na mesma concentração molar (Rice-Evans et al., 1997). 

As propriedades de uma molécula isolada, entretanto, podem sofrer alterações qualitativa e 

quantitativa quando em uma matriz complexa como os extratos vegetais (Romano et al., 

2009). A partir dos dados apresentados na Tabela 4 é possível verificar que a quantidade de 

hiperosídeo presente nas frações acetato de etila de flores (0,033 µg) e folhas (0,027 µg) é 

menor do que a quantidade de hiperosídeo purificado necessária para inibir em 50% a 

luminescência emitida pelo sistema. Partindo-se do pressuposto de que os flavonóides, em 

especial o hiperosídeo, sejam as principais substâncias responsáveis pela atividade 

antioxidante observada para as frações de H. polyanthemum no momento avaliadas, infere-se 

que a atividade antioxidante destas amostras ocorre por um mecanismo de sinergismo entre os 

compostos nelas presentes, e não apenas por ação de um composto majoritário com excelente 

atividade, isoladamente. Esta propriedade é percebida quando ocorre diferença entre a 

atividade antioxidante calculada e a observada, e é frequentemente observada em extratos 

vegetais (Hidalgo et al., 2010).    
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Quando comparados o conteúdo de compostos fenólicos totais e o I50%, encontra-se 

apenas uma fraca correlação entre estas duas propriedades (R² = 0,3768). Esta relação incerta 

entre a atividade antioxidante e a concentração de compostos fenólicos pode ser explicada de 

diversas maneiras, uma vez que o conteúdo destas substâncias não é o único fator responsável 

pelas propriedades antioxidantes apresentadas por uma amostra. Além disso, o sinergismo 

entre compostos de um extrato faz com que sua atividade antioxidante não seja dependente 

apenas da concentração dos mesmos, mas sim, resulte de suas estruturas e capacidade de 

interação intermolecular (Djeridane et al., 2006). Isto provavelmente explica a baixa 

dependência encontrada entre conteúdo de compostos fenólicos totais e I50%, claramente 

percebido, por exemplo, pelas frações metanol, nas quais a diferença significativa no 

conteúdo de compostos fenólicos entre flores e folhas não é capaz de diferenciar seus valores 

de I50%, que se apresentam praticamente iguais, e na fração diclorometano das folhas, na qual, 

embora contendo compostos fenólicos, não apresentou valor para I50%. 

4.3.2 Potencial scavenger de peróxido e atividade GST like 

Antioxidantes que apresentam atividade em um método de avaliação podem não 

apresentar o mesmo desempenho em outros, como por exemplo, compostos que são capazes 

de impedir a peroxidação de estruturas lipídicas mas não são efetivos em proteger outras 

moléculas, como proteínas, que também são alvo de dano oxidativo (Silva et al., 2009). 

Visando iniciar o aprofundamento do estudo da capacidade antioxidante de H. polyanthemum, 

os extratos foram também avaliados quanto a sua capacidade scavenger de peróxido de 

hidrogênio e atividade GST like. 

Tabela 4 Valores da massa de amostra necessária para inibir em 50% a quimioluminescência emitida pelo sistema (I50%, em µg), 
concentração de compostos fenólicos totais (CFT, em EQ/100mg) e quantificação de ácido clorogênico e flavonóides (em mg%) nas 
frações e extratos de H. polyanthemum avaliadas. 
 I50% CFT Ác. Clorogênico Hiperosídeo Isoquercitrina Guaijaverina Quercitrina 
Trolox 0,43 ± 0,003 --- --- --- --- --- --- 
Hiperosídeo 0,08 ± 0,00 --- --- --- --- --- --- 
Uliginosina B 2,78 ± 0,004 --- --- --- --- --- --- 
Ác. clorogênico 7,08 ± 0,17 --- --- --- --- --- --- 
        
Fr-hex FLOR 33,10 ± 2,16 6,39± 0,51e nd nd nd nd nd 
Fr-hex FOLHA 32,32 ± 0,06 4,34± 0,55f nd nd nd nd nd 
Fr-dic FLOR 6,02 ± 0,05 6,45 ± 0,40e nd 1,28 ± 0,40 nd nd nd 
Fr-dic FOLHA sa 9,72 ± 1,06d nd 1,28 ± 0,39 nd nd nd 
Fr-ace FLOR 0,45 ± 0,03 33,06± 0,87a  nd 7,27 ± 0,38 1,83 ± 0,08 1,21 ± 0,03 7,06 ± 0,10 
Fr-ace FOLHA 0,24 ± 0,009 32,10 ± 1,61a nd 11,10 ± 1,36 2,94 ± 0,04 1,46 ± 0,23 8,91 ± 1,74 
Fr-met FLOR 0,51 ± 0,01 13,87 ± 1,08c 0,27 ± 0,05 3,67 ± 0,53 1,07 ± 0,13 0,30 ± 0,02 0,52 ± 0,13 
Fr-met FOLHA 0,56 ± 0,01 17,.96 ± 1,06b 1,05 ± 0,03 2,14 ± 0,03 0,90 ± 0,03 0,27 ± 0,01 0,63 ± 0,08 
Br-met FLOR 1,91 ± 0,03 12,69 ± 0,64c 0,07 ± 0,03 2,60 ± 0,14 0,74 ± 0,11 0,32 ± 0,03 0,50 ± 0,02 
Br-met FOLHA 0,90 ± 0,003 17,21 ± 0,98b 0,40 ± 0,03 2,13 ± 0,25 1,01 ± 0,17 0,28 ± 0,01 0,75 ± 0,04 
nd: não detectado; sa: sem atividade 
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Em nenhuma das concentrações testadas as frações foram capazes de diminuir a 

concentração de peróxido de hidrogênio, sugerindo que as amostras não possuem a 

capacidade de serem scavenger desta espécie reativa. 

4.3.3 TBARS 

Os lipídios são moléculas com funções biológicas tão diferentes quanto suas 

características químicas. As gorduras e os óleos são as principais formas de armazenamento 

de energia em muitos organismos. Os fosfolipídios e os esteróis são elementos estruturais de 

grande importância nas membranas biológicas. Outros lipídios, embora presentes em 

quantidades relativamente pequenas, desempenham funções cruciais como cofatores 

transportadores de elétrons, pigmentos que absorvem luz, âncoras hidrofóbicas para proteínas, 

“moléculas guias” que ajudam o dobramento de moléculas protéicas de membranas celulares, 

agentes emulsificantes no trato digestivo, hormônios e mensageiros intracelulares (Nelson e 

Cox, 2006). Quando estes lipídios são alvos de alguma espécie reativa, podem sofrer 

alterações químicas capazes de comprometer seu desempenho na fluidez e permeabilidade de 

membranas, causando dano à proteínas, inativando enzimas e canais iônicos (Halliwell e 

Gutteridge, 2007). Considerando a importância das estruturas lipídicas no organismo, a 

atuação de substâncias capazes de prevenir este tipo de prejuízo torna-se interessante. 

Neste experimento, o dano peroxidativo induzido na matriz lipídica pelo AAPH foi 

medido através da quantificação da formação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico, em 

comprimento de onda de 532 nm. Com a metodologia adotada, o dano do controle induzido 

(CI) foi claramente diferenciado da condição do tratamento controle (C), possibilitando a 

adequada avaliação do comportamento protetor das amostras frente à peroxidação (Figura 5). 

A curva padrão de TMP quantificou este dano, mensurando-o em equivalentes de nmol de 

TMP. Dessa forma, apenas dois tipos de frações apresentaram atividade protetora neste 

ensaio: n-hexano e acetato de etila. Estas frações foram capazes de reduzir em 

aproximadamente 50% o dano induzido pelo AAPH, provavelmente cada uma por um 

mecanismo distinto. 

As frações acetato de etila mostram-se superiores quanto à concentração de compostos 

fenólicos totais, dos flavonóides quantificados isoladamente e na atividade antioxidante pelo 

ensaio não enzimático do TRAP. Os flavonóides são polifenóis com estrutura que possibilita 

o desempenho de diferentes mecanismos antioxidantes tais como a atuação como agentes 



31 

redutores, estabilizadores de elétrons desemparelhados, doadores de hidrogênio ou quelantes 

de íons metálicos (Rice-Evans et al., 1997). Dessa forma, as frações acetato de etila podem ter 

sua atividade protetora (Figura 5) atribuída ao elevado teor destas substâncias. A atividade de 

flavonóides frente à peroxidação lipídica também é descrita em outros estudos (van der Berg 

et al., 2000).  

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

C CI DMSO Flores Folhas Flores Folhas Flores Folhas Flores Folhas Flores Folhas

Controles Fração Hexano Fração

Diclorometano

Fração Acetato

de Etila

Fração

Metanolica

Bruto

Metanolico

E
q

u
iv

a
le

n
te

s
 d

e
 T

M
P

 (
n

m
o

l)

 

Figura 5 Teor de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico indicando o dano peroxidativo induzido por AAPH 
frente as frações e extratos de H. polyanthemum. 

As frações n-hexano, por sua vez, não apresentaram os flavonóides quantificados por 

CLAE, embora ainda possuam pequena quantidade de compostos fenólicos. Entretanto, é 

relatado que as características hidrofilicas e/ou lipofílicas do meio reacional, bem como da 

amostra em questão, influenciam na atividade antioxidante por ela apresentada (Arnão et al., 

2003). Para ensaios de peroxidação lipídica, a hidrofilia dos compostos deve também ser 

levada em conta, visto que a baixa polaridade e alto coeficiente de partição de estruturas mais 

lipofílicas possibilita melhor interação com a matriz lipídica e conseqüente proteção ao dano 

(Schroeter et al., 2000).  Assim sendo, o bom desempenho das frações n-hexano de flores e 

folhas de H. polyanthemum pode ser atribuído às características extremamente lipofílicas 

deste extrato, caracterizado por conter, além de benzopiranos e uliginosina B, a presença de 

alcanos, ácidos graxos e ceras (Cargnin et al, 2010). 

6. Conclusão 

Entre as plantas medicinais do sul do Brasil com potencial emprego na terapêutica 

encontra-se H. polyanthemum, com diversos resultados a respeito de sua composição 

fitoquímica, atividades biológicas e estratégias de cultivo controlado descritos. Dando 
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seguimento aos estudos já desenvolvidos com esta planta, o presente trabalho caracterizou 

quimicamente o perfil fitoquímico de diferentes extratos de H. polyanthemum, bem como o 

potencial antioxidante frente à técnicas como TRAP e TBARS. 

A quantificação de compostos fenólicos totais e a análise por CLAE demonstrou que a 

atividade antioxidante apresentada pelos extratos nos ensaios não enzimáticos de TRAP e de 

peroxidação lipídica pode estar intimamente ligada à presença destes compostos fenólicos, em 

especial à dos flavonóides hiperosídeo, isoquercitrina, quercitrina e guaijaverina. A avaliação 

comparativa entre o teor destes metabólitos e os valores de I50% obtidos no TRAP pode, 

também, ser um indicativo da existência de sinergismo entre os compostos, que embora 

contidos em uma maior massa de extrato para inibir em 50% a formação de radicais peroxil, 

encontram-se individualmente em menor massa do que a do composto isolado. 

Os compostos com as atividades biológicas mais importantes descritas para a espécie 

concentraram-se nas frações n-hexano e, em menor quantidade, nas frações diclorometano e 

nos extratos bruto metanólico. As frações n-hexano apresentaram baixo poder antioxidante no 

TRAP, entretanto, foram bastante eficientes quanto à capacidade de proteção frente à 

peroxidação lipídica. 

Torna-se relevante ressaltar, ainda, que o material vegetal utilizado neste trabalho foi 

todo proveniente de protocolo de cultivo controlado desenvolvido para a espécie, visando 

qualidade e sustentabilidade na obtenção de matéria-prima. Os resultados iniciais obtidos com 

a avaliação antioxidante da planta corroboram a necessidade da continuidade de estudos com 

a espécie, direcionados à otimização do seu emprego como um real recurso medicinal na 

prevenção da saúde e tratamento de doenças. 
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