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RESUMO

FONSECA, Maira Christina Marques, D.S., agosto de 2005. Estudo anatémico e
isoenzimatico, resposta a aplicacdo de homeopatias, atividade antiflngica e
triagem fitoquimica de Porophyllum ruderale (Asteraceae). Orientador: Vicente
Wagner dias Casali. Conselheiros. Renata Maria Strozi Alves Meira, Mauricio
Dutra Costa E Efraim Lézaro Reis
Porophyllum ruderale (Asteraceae), erva rudera e arométca, conhecida

popularmente como couve-cravinho. Na medicina popular é utilizada como cicatrizante

e antiinflamatéria, antifingica, antibacteriana, calmante, no combate a hipertenso

arterial, no tratamento de leishmaniose, no tratamento de edemas e traumatismos, no

tratamento de picada de cobra, doencas reumaticas e dores em gera. A atividade
cicatrizante tem sido relacionada a presenca de teores varidveis de compostos fendlicos

do tipo taninos. Os objetivos do trabalho foram descrever a anatomia da raiz, caule e

folha de couve-cravinho e preceder a histolocalizacdo dos compostos fendlicos e

lipidicos. De cinco plantas cultivadas, em fase de préfloragdo, foram coletadas e

fixadas em FAAsy ou em sulfato ferroso em formalina neutra tamponada (para

observacdo de compostos fendlicos), araiz, o caule e as folhas. O laminério foi obtido
utilizando-se metodologia tradicional. As raizes sdo tetrarcas, desenvolvem estrutura
secundéria precocemente, e possuem ductos secretores no cortex. Nos caules ductos
também estavam presentes, entretanto somente nos jovens a reacdo de compostos
fendlicos foi positiva. Nas folhas foram observados ductos delimitados por varias
camadas de células epiteliais cujo contelido reagiu positivamente indicando a presenca
de compostos lipidicos e fendlicos. Conclui-se que os ductos sdo provavelmente as
estruturas responsaveis pela secrecdo de taninos. As infecgdes micéticas de pele, de
unha e de cabelo s80 comuns em vé&ios paises. Os fungos conhecidos como
dermatéfitos causam infecces crénicas e demandam tratamentos prolongados com
drogas antimicéticas caras e as vezes pouco efetivas. O uso de plantas no tratamento de

doencas de pele € prética antiga, entretanto sdo necessarios estudos cientificos visando a

comprovacao dos efeitos medicinais. Na terapéutica popular, Porophyllum ruderale é

utilizada como antifungica dentre outros usos. O 6leo essencia e os taninos das folhas

tém mostrado efeitos inibitérios sobre bactérias e fungos. O objetivo do trabaho foi
verificar “in vitro” a atividade antifingica do extrato das folhas de Porophyllum

ruderale sobre dermatofitos (Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes) e candida
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(Candida albicans, C. krusei e C. parapsilosis). As folhas utilizadas no preparo do
extrato metandlico foram coletadas de plantas cultivadas em fase de pré-floracéo, secas
a temperatura ambiente e trituradas. O extrato foi filtrado, pesado, concentrado,
dissolvido em 5 mL de dimetilsulféxido (DM SO), resultando nas dilui¢des desgjadas (O,
1, 2,3, 4,6, 8e10 mg/mL, e adicionado a0 meio de cultura dos microrganismos. As
concentragcdes de 8 e de 10 mg do extrato metandlico/mL do meio foram efetivas na
reducdo do crescimento das colénias de T. rubrum e ndo reduziram o crescimento das
espécies de candida testadas. A concentracdo de 3 mg/mL reduziu significativamente as
colbnias de T. mentagrophytes quando comparada ao controle. Foi concluido que ha
evidéncia da couve-cravinho conter propriedades antimicoticas efetivas no tratamento
de infecgbes causadas por T. mentagrophytes e T. rubrum, validando o uso popular da
planta entre as pessoas que praticam terapéuticas tradicionais. Experiéncias do uso da
homeopatia em vegetais vém sendo realizadas por agricultores. S80 véarios o0s beneficios da
homeopatia no cultivo, destacando-se a obtencdo de plantas livres de residuos, o que é
muito importante em plantas medicinais. O objetivo do trabalho foi determinar a resposta de
plantas a preparados homeopéticos quanto ao teor de tanino nas folhas e nas raizes. O
experimento foi instalado em blocos casualizados com trés repeticfes e uma testemunha,
sendo submetidos a andlise de variancia e regressao. Os preparados homeopaticos, tanto em
atas quanto em baixas dinamizagdes, causaram efeito significativo no teor de tanino em
folhas e raizes de Porophyllum ruderale, ora aumentando, ora reduzindo. Slicea (CH5) e
Sulphur (C200), aplicadas, no intervalo de 10 dias, proporcionaram menor concentracéo de
tanino na folha em relacdo a testemunha. A aplicacdo Unica de Sulphur, Natrum
muriaticum, Kalium phosphoricume Calcarea carbonica, na dinamizacdo CH4,
incrementaram o teor de tanino entre 240 e 288 horas apds a aplicacdo. Slicea e Magnésia
carbonica, na mesma dinamizagdo, incrementaram o teor de tanino entre 288 e 336 horas
apOs a aplicacdo. Kalium phosphoricum e Calcarea carbonica foram os preparados
homeopaticos que promoveram maior aumento no teor de tanino das folhas de Porophyllum
ruderale quando comparados a testemunha. A aplicacdo de homeopatia nas plantas de
couve-cravinho destinadas a alimentacdo humana reduz o teor de tanino, diminui a
adstringéncia e aumenta a palatabilidade das folhas. Por outro lado, o uso de preparados
homeopaticos que incrementam o teor de compostos farmaco-ativos, inclusive o tanino,
interessa & fitoterapia. A caracterizacdo isoenzimética tem sido usada na abordagem inicial
da diversidade de popul agdes geneticamente pouco estudadas como Porophyllum ruderale,
guanto a identificagdo de acessos/gendtipos/variedades. O objetivo do trabalho foi

caracterizar isoenzimaticamente e fitoquimicamente (quanto ao teor de 6éleo essencia e de
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tanino) seis acessos de Porophyllum ruderale. As plantas foram obtidas a partir de sementes
colhidas nos municipios de Vicosa (MG), Goiand (MG), Coronel Pacheco (MG), Barra do
Garca (MT), Rio Verde (GO) e Jaboticabal (SP). O 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilagdo em aparelho Clevenger modificado e o tanino foi extraido pelo método
recomendado pela AOAC. Os teores de 6leo e de tanino ndo diferiram significativamente
entre 0s acessos. Foram aplicados 0s seguintes sistemas isoenziméticos. chiquimato
desidrogenase (SKDH), isocitrato desidrogenase (IDH) e malato desidrogenase (MDH), na
eletroforese em gel de amido. As amostras de tecidos radiculares e foliares foram coletadas
de plantas adultas (aproximadamente 90 dias apés a semeadura). Houve variacdo no
ndmero, na espessura e na intensidade de coloragdo das bandas nos trés sistemas avaliados,
sendo o sistema SKDH o que melhor separou os acessos. Ocorreram variages entre
individuos do mesmo acesso, indicando que Porophyllum ruderale, como a maioria das
plantas medicinais espontaneas, possui grande variabilidade genética devido ao fato de
crescer em ambientes variados e ter reproducdo sexuada. As espécies do género
Porophyllum sdo amplamente utilizadas na medicina popular da América do Sul e Central,
no entanto, poucas tém sido estudadas gquimicamente, como € o caso da couve-cravinho.
Sendo assim, o objetivo do trabalho foi identificar os constituintes quimicos presentes nas
folhas de Porophyllum ruderale por meio da triagem fitoquimica. Foi feita a cromatografia
em camada delgada (CCD), os extratos foram preparados a partir da amostra vegetal secae
triturada, visando a identificagdo de acadides, polifendis, flavondides, taninos,
antraquinonas, cardioténicos, saponina, cumarina, antrandides e terpenos. Verificou-se nas
amostras de Porophyllum ruderale analisadas a presenca dos seguintes metabolitos
secundérios: flavondides (rutina e provavelmente quercetina), taninos (dentre eles o &cido

gdlico), cumarinas, esterdides e terpenos (dentre eles o terpinol).



ABSTRACT

FONSECA, Maira Christina Marques, D.S., agosto de 2005. Anatomic and
isoenzimatic studies, effect of homeopatic aplication, antifungic activity and
phytochemistry screening of Porophyllum ruderale (Asteraceae). Adviser:
Vicente Wagner dias Casali. Committee members. Renata Maria Strozi Alves
Meira, Mauricio Dutra Costa and Efraim Lazaro Reis.

Porophyllum ruderale (asteraceae) is a ruderal aromatic herb also known as couve-
cravinho. In popular medicine it is used in cicatrizing, anti-inflammatory, anti-
fungicide, anti-bacterial and anti-stress treatments, to combat arterial hypertension and
additionally in the treatment of leishimaniose, trauma, and snake bite, and for relief of
rheumatic and general pain. The cicatrizing effect has been identified as being as a
result of the presence of various phenolic composts, such as tannin.The objective of this
study was to analyse the anatomy of the root, stem, and leaves of couve-cravinho and
the location of the phenolic and lipidic composts. Five cultivated plants were picked
during their pre-blossoming phase and fixed in either FAAS0 or in a solution of ferrous
sulphate in formalin (for observation of the phenolic composts) with respect to the root,
stem, and leaves. Laminates were obtained using the usual methodology.The roots are
tetrahedral and can be seen to develop an early secondary structure with cortex ducts.
These were also present in the stem athough only in young samples was the reaction of
the phenol compost positive. In the leaves were observed ducts could be identified and
were delimitated with respect to the differing layers of epithelial cells. These reacted
positively, indicating the presence of lipidic and phenolic composts. As such it can be
concluded that the ducts are most likely responsible for the secretion of tannin. Micotic
infection of skin, nails and hair is common in many countries. Fungi such as
dermatophytes may cause chronic infection and demand lengthy treatment involving
expensive antimicotic drugs (and these are often ineffective). The use of plants in the
treatment of skin disease is an ancient and established practice. Nevertheless scientific
study is vital if medicinal effects are to be confirmed. In popular therapeutic treatment
Porophyllum ruderale is utilized as an antifungal treatment. The essential oils and
tannins from the leaves have an inhibitory effects on bacteria and fungi. The objective
of this experiment was verify “in vitro” the antifungal effects of leaf extracts from
Porophyllum ruderde on the above mentioned dermatophytes (Trichophyton
mentagrophytes and Trichophyton rubrum) and candida species (Candida albicans,

Candida krusel and Candida parapsilosis). The leaves utilized in the preparation of the
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metanolic extracts were collected from cultivated plants in their pre-blooming phase,
dried a room temperatures and powdered. The extracts were filtered, weighed,
concentrated, dissolved in 5 mL of dimethyl sulphoxid (DMSO), diluted (0, 1,2, 3, 4,
6, 8, and 10 mg/mL) and added to a culture of the subject micro-organisms. It was
found that the 8 and 10 mg/mL concentrations of metanolic extract reduced the T.
rubrum colony growth but not the candida growth. The 3 mg/mL concentration reduced
significatively the T. mentagrophytes colony growth when compared with control tests.
It can be concluded that there is evidence that couve-cravinho plants contain effective
antimicotic proprieties in the treatment of infections caused by T. mentagrophytes and
T. rubrum, thus validated the popular use of this speciesin traditional medicine. The use
of herbs and plants in homeopathic medicine was first realized in the agricultural
community and has shown many medicinal benefits, emphasing that the obtaining of
plants free of residue is important in the use of plants within medicine. The objective of
the experiment was to determine the response of plants to homeopathic preparations
irrespective of the level of tannin in the leaves and roots. The experiment was
undertaken in casualized blocks with a repetition of tree subjects and controls, and
submitted to different levels of analysis and regression. The homeopathies at both high
and low levels of dynamization show significative effects in the yields of tannin from
Porophyllum ruderde leaves and roots, with these yields both decreasing and
increasing. Silicea (CH5) and sulphur (C200) applied in ten day intervals decreased the
yield of tannin in leaves when compared with control tests. The unique application of
sulphur, natrum muriaticum, kalium phosphoricum and calcarea carbonica, all of them
in CH4 dynamization, increased tannin yields during the period between 240 and 288
hours after application while silicea and magnesia carbonica, both in CH4
dynamization, increase tannin yields during the period between 288 and 336 hours after
application. Kalium phosphoricum and calcarea carbonica was the homeopathy
prepared that created the greatest increase in tannin yields from Porophyllum ruderale
leaves when compared with control tests. The application of homeopathy to couve-
cravinho plants intented for human aimentation can decrease tannin yields, the
astringence of the plants and increase the palatability of leaves. On the other hand, the
use of homeopathic preparations with increased pharmaco-active compounds such as
tannin is of great interest to phytotherapy. The isoenzimatic characteristics of the plant
have been used in initial approaches towards identifying the diversity of lesser studied

genetic populations and groupings of Porophyllum ruderale in order to identify different
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genotypes and varieties. The objective of this study was to identify the isoenzimatic and
phytochemical (essentia oil and tannin) characteristics of six varieties of Porophyllum
ruderale. The plants were obtained from seeds collected in Vicosa (MG), Goiana (MG),
Coronel Pacheco (MG), Barra do Garga (MT), Rio Verde (GO) and Jaboticabal (SP).
The essential oil was extracted by the modified instrument Clevenger and tannin was
extracted using the AOAC recommended methods. The amount of oil and tannin do not
differ significantly between varieties. The following izoenzimatic systems were applied:
desidrogenase shiquimate (SKDH), desidrogenase isocitrate (IDH) and desidrogenase
malate (MDH) in the gel electrophoresis of starch. The vegeta tissue (root and leaf)
sample was collected from adult plants (approximately 90 days after seeding). There
was some variation in the number, thickness and intensity of color bands in tree tested
systems and the SKDH system was the one that was found to best separate differing
varieties. There was some variation between individuals of the same type indicating that
Porophyllum ruderale, as the most spontaneous of the medicinal plants, has significant
genetic variability due to growing in different kind of environments and methods of
sexual reproduction. The species of the genus porophyllum are extensively utilized in
popular medicine throughout South America and Central America however few (such as
couve-cravinho) of these species have been chemically studied. Therefore the objective
of this study was to identify the chemical compounds present in Porophyllum ruderal
leaves through phytochemical screening. This was done by way of thin layer
chromatography (CCD), the extracts were prepared from vegetal samples, were dried
and powdered, in order to identify alkaloids, phenols, flavonoids, tannins, gquinones,
cardiac glycosides, saponins, coumarins, antranoid and terpene. It was verified that the
analysed samples of Porophyllum ruderale have some secondary metabolites:
flavonoids (rutine and quercetine), tannins (among them gallic acid), coumarins,

steroids and terpenes (among them terpinol).
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CAPITULO 1

Anatomia dos Or gaos vegetativos de Porophyllum ruderale e histolocalizacdo de compostos
lipidicos e fendlicos

1. INTRODUCAO

As plantas da familia Asteraceae sdo cosmopolitas, sendo encontradas em ambientes
secos e/ou em locais altos. Constituem o maior grupo dentre as Angiospermas com cerca de 1535
géneros e 23000 espécies (BREMER, 1994; JUDD et al, 1999) e tém ampla representacéo em
regides tropicais, subtropicais e temperadas (BARROSO et al., 1986). O sucesso das plantas
desta familia pode ser atribuido a presenca de tipos particulares de estruturas secretoras, como
canais resiniferos (contendo poliacetileno e lactonas) e de laticiferos (contendo alcalGides, 6leos
essenciais e lactonas), responsaveis pelo sistema de defesa quimica (CRONQUIST, 1981).

O potencial cientifico e medicinal da familia Asteraceae constitui importante topico a ser
investigado. Existe conexd@o direta entre as propriedades fisico-quimicas dos compostos
predominantemente lipofilicos e as atividades biologicas e farmacoldgicas encontradas nessa
familia(WAGNER, 1977).

Dentre as espécies que compdem essa familia, encontra-se Porophyllum ruderale (Figura
1), planta ruderal e aromédtica, largamente utilizada na medicina popular como cicatrizante,
antiinflamatoria (SILVA et d., 1996), antifungica (DEVINCENZI et a., 1996), antibacteriana,
camante, usada contra a hipertensdo arterial (chd), nos tratamentos de leishmaniose, edemas e
traumatismos (infusdo), no tratamento de picada de cobra e de doencas reumaticas (infusdo),
assim como nas inflamagdes do aparelho genital (infusdo) e dores em gera (MARQUESINI,
1996).

Dentre 0s nomes comuns encontram-se varias sinonimias, quais sgjam: couve-cravinho,
ervafresca, erva-de-veado, arnica-brasileira, arnica-do-campo, arruda-de-galinha, cravo-de-
urubu e picdo-branco.

Considera-se o lugar de origem a América do Sul, sendo amplamente distribuida por todas
as regides do Brasil (Parang, Santa Catarina, Minas Gerais, Para, Mato Grosso, Espirito Santo,
Bahia e Rio Grande do Sul).



Figura 1 — Aspecto geral de Porophyllum ruderale

1.1 Descricao da morfologia externa da planta

Quanto as caracteristicas botanicas, € anual, herbacea, ereta, com 1,0 a 1,3 m de atura
Caule, em geral, smples, glabro, esverdeado e levemente reluzente. Folhas alternas,
membranéceas, pecioladas, glabras, oblongo-lanceoladas, de &pice obtuso, base levemente
atenuada e bordos nitidamente crenados, na face superior verde clara e na inferior mais palida.
Inflorescéncia axilar e terminal formada por capitulos pedunculados, isolados ou em corimbos.
Involucro unisseriado, com bracteas membranéaceas, esverdeadas, glabras e com pontuacoes
glandulosas mais escuras. Flores hermafroditas de corola tubulosa, glabra e branco-esverdeada ou
levemente amarelada. Reproducdo por sementes, com ciclo de 100 a 120 dias. Floresce
abundantemente nos meses de maio a setembro.

Plantula com hipocdétilo cilindrico, glabro e pigmentado de antocianina junto ao colo.
Folhas cotiledonares carnosas, glabras, lanceoladas, de apice ligeiramente agudo e base atenuada,

na face superior verde-claras e nainferior mais pélidas. Epicotilo curto e verde-brancacento.



Folhas definitivas opostas, membranéaceas, glabras, lanceoladas, de apice agudo e base atenuada,
na face superior verdes, na inferior mais paidas e de bordas levemente crenadas na base e
integros no pice.

E considerada invasora de ocorréncia bem mais comum em terrenos baldios, nas margens

de estradas e trilhas do que em areas cultivadas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estruturas secretor as e suas fungdes em Porophyllum ruderale

As estruturas secretoras tém recebido atencdo especial por parte dos pesquisadores,
principalmente nas Ultimas décadas. Porém, poucos foram os trabalhos desenvolvidos nesse
campo com espécies da familia Asteraceae, da qual faz parte a espécie Porophyllum ruderale
cuja anatomia ainda néo foi descrita. Ha grande nimero de estudos desenvolvidos em estruturas
secretoras e geramente constam de algumas obras como FAHN (1979), MARGARIS et al.
(1982), BENTLEY & ELIAS (1983) e RODRIGUEZ et a (1984). E grande o nimero de
espécies nesta familia — 22718 de acordo com LEITAO FILHO (1987), mas poucas Si0
efetivamente utilizadas e de reconhecido valor medicinal/econdbmico. A gama de conhecimentos
acumulados resulta da tradicéo, de antigos estudos e de pesquisas recentes ef etuadas nas areas de
sistemética, quimiotaxonomia e farmacologia, as quais elucidaram o modo de acdo de algumas
drogas ja conhecidas por meio de técnicas de isolamento e de novos métodos de investigagdo da
terapéutica moderna (WAGNER, 1977).

Segundo WAGNER (1977), h&d mais de 25 espécies na familia que possuem aplicacdo
terapéutica. Com relacéo ao valor econdémico, destaca-se as plantas que contém principios ativos
amargos de importancia industrial, substancias consideradas toxicas e os 6leos essenciais, devido
a0 seu extenso uso na perfumaria, cosméticos, produtos alimenticios e farmacéuticos,
considerando-se em especia a utilizagdo de produtos naturais em detrimento dos artificiais
(MARGARIS et a., 1982). Ainda de acordo com 0 mesmo autor, ha conexdo direta entre as
propriedades fisico-quimicas dos compostos predominantemente lipofilicos e as atividades
biological farmacoldgica encontradas em Asteraceae, sendo que o potencial cientifico e

medicinal destafamilia constitui importante campo de estudo a ser explorado.



Diversas substancias podem ser encontradas em espagos intercelulares especiais, que
podem ser quase esféricos ou isodiamétricos, chamados de cavidade ou bolsa, ou alongados,
chamados ducto ou canal (ESAU, 1965; CUTTER, 1978; FAHN, 1979, 1982; METCALFE,
1983). Dentre estas substancias, sdo encontrados compostos economicamente importantes, como
0leos, resinas, taninos, borracha natural, gomas, ceras e tinturas (BALANDRIN et al., 1985), que,
de acordo com sua natureza, podem exercer determinada fungéo.

O género Porophyllum (Asteraceae) € caracterizado pela presenca de cavidades secretoras
glandulares trandlcidas, as quais se localizam longitudinamente a margem da folha, e
prolongando-se ao interior, dispersas em toda alamina (MONTEIRO, 1986).

Foi relatado em estudo prévio que tais cavidades glandulares conferem resisténcia contra
a herbivoria por insetos em Porophyllum gracile (Jacq.) Cassini var. macrocephalum (D.C.) e
Porophyllum ruderale Benth (Asteraceae) (GUILLET et al., 1997). O mesmo estudo confirmou,
em condi¢Oes de laboratdrio, que os compostos voléteis emitidos das glandulas foliares das duas
espécies exercem atividade repelente contra adultos de Melanoplus femurrubrum femurrubrum
(Orthoptera: Acrididae). Provavelmente, os monoterpenos que constituem a maior parte dos
metabdlitos sintetizados pelas glandulas secretoras de Porophyllum ruderale sdo responsaveis
pela atividade repelente (GUILLET et al., 1997).

Varias sugestfes tém sido propostas sobre as possivels fungdes das substancias lipofilicas,
especialmente os terpenos. Estas substancias provavelmente desempenham vérias funcdes e
atuam de forma bastante complexa, o que tem dificultado conclusbes mais abrangentes sobre o
exato papel fisiologico e ecolégico (FAHN, 1979). Segundo KESLEY et al (1984), os
terpendides tém varias funcbes bioldgicas. agbes inseticidas, repelentes, dissuasiva aimentar de
insetos, antifungica, antimicrobiana e citostética.

Apesar de todas estas tentativas de esclarecer quais as fungdes destas substancias, 0s
dados existentes ainda séo insuficientes impossibilitando determinar com exatidao o papel exato
da estrutura que as secreta (FAHN, 1979).

2.2 Ductos e Cavidades
O lume de cavidades e ductos € mais ou menos isodiamétrico (ou esférico) nas cavidades
e consideravelmente alongado em um unico plano nos ductos (CUTTER, 1978; FAHN, 1979,
METCALFE, 1983).



Foram denominados respectivamente aparelho secretor e espaco secretor interno em ambas as
estruturas. ducto e cavidade (CLARO, 1994). As cavidades secretoras esto presentes na a forma
de pontos trans Gcidos (transparentes) ou estrias finas em folhas de Athanasia, Baccharis, Liatris,
Pectis, Porophyllum, Pulicaria e Tagetes (METCALFE & CHALK, 1950), e identificadas em
varios géneros da familia Asteraceae, inclusive no género Porophyllum (MONTEIRO, 1986;
MONTEIRO et al., 1995). Em folhas de Porophyllum ruderale elas estdo envolvidas por
ramificagdes finas do sistema vascular (MONTEIRO, 1986). Convém ainda saientar que
SOLEREDER (1908) destacou no género Porophyllum, a origem lisigena das cavidades
presentes nas folhas.

MONTEIRO (1986) trabalhou com a morfologia, a histoquimica e a ultra-estrutura das
cavidades foliares de Porophyllum lanceolatum DC definindo-as como alongadas, com posi¢coes
margina e laminar em &eas intensamente vascularizadas. As marginais encontram-se na
depressdo existente entre crenas. Testes histoquimicos revelaram a natureza aproximada das
substancias secretadas por estas estruturas, sdo elas: lipidios, taninos e proteinas. Cortes
transversais da lamina foliar revelaram que essas cavidades ocorrem em areas extremamente
vascul arizadas do mesofilo.

As cavidades de Porophyllum ruderale sdo morfologicamente semelhantes as de P.
lanceolatum, porém nesta espécie foram identificados quimicamente 6leo essencial e tanino
(FONSECA, 2001).

Os ductos sdo caracterizados pelo lume (espaco alongado em diregdo Unica) circundado
por estrato de células epiteliais Unico e estdo associados direta ou indiretamente aos feixes
vasculares das nervuras foliares (FAHN, 1979).

Com relagdo aos compostos quimicos secretados em Porophyllum ruderalele, o estudo de
estruturas secretoras pode indicar sitios de secrecéo e/ou acimulo de compostos de reconhecido
valor econdmico, como € o caso dos terpenos componentes dos 6leos essenciais e presentes em

varios tipos de glandulas lipofilicas.

2.3 Algumas substancias secr etadas por Porophyllum ruderale

A secrecdo € comum entre as plantas. Envolve a separacdo de diversas substancias do
protoplasto das células que podem ser depositadas em vaclolos ou outros compartimentos

intracelulares (ESAU 1965, 1977; CUTTER 1978; FAHN 1979, 1982).
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Células individualizadas ou tecidos podem estar envolvidos no processo secretor.
Estruturas secretoras ou células individualizadas podem ocorrer também em todos os 6rgdos da
planta ou podem estar limitados a alguns érgaos (ESAU, 1977; FAHN 1979, 1982).

Pelo fato de nas estruturas secretoras haver grande variagdo quanto & morfologia,
anatomia, funcao, localizagdo e tipos de compostos que secretam, a classificagdo torna-se dificil.
ESAU (1965, 1977), considerando a localizagdo das estruturas no vegetal, classificou-as em
externas e internas. As externas sao encontradas na superficie da planta (tricomas glandulares,
nectéarios e hidatodios) e as internas estdo incluidas nos tecidos (idioblastos, ductos, cavidades e
laticiferos).

As substancias secretadas podem ou néo ser produto final do metabolismo, como por
exemplo: acaldides, taninos, terpenos, resinas, latices, mucilagens e solucdes salinas. Podem,
também ser substancias com funcdo fisiologica especial, como os polissacarideos, enzimas e
horménios (ESAU, 1977). Muitos destes produtos como canfora, borracha, épio, balsamo e 6leo
possuem grande importancia econdmica (CUTTER, 1978); terpenos, resinas, latices, etc. podem
ser utilizados na industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos (METCALFE & CHALK,
1950; WAGNER, 1977; FAHN, 1979, MARGARISet a ., 1982).

E dificil determinar, satisfatoriamente, se as substancias secretadas sfo produtos inlteis,
ou se 0 vegetal poderareutilizarlas, ja que a exata funcdo da maior parte de tais substancias ainda
ndo € conhecida, como por exemplo lé&tices, resinas, cristais, etc., razéo pela qual adota-se o
termo secrecdo num sentido amplo (SCHNEPF, 1974; ESAU, 1977; CUTTER, 1978; FAHN,
1982).

2.3.1 Metabdlitos secundarios

Alguns vegetais possuem o arsena metabdlico (enzimas, coenzimas e organelas) capaz de
produzir, transformar e acumular inlmeras substancias. Esse conjunto metabdlico tem sido
definido como metabolismo secundario, cujos produtos, embora ndo necessariamente essenciais
a0 organismo produtor, garantem vantagens na sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie no
ecossistema (SANTOS, 1999). Podem ser divididos em trés grupos principais. terpendides,

compostos fendlicos e compostos nitrogenados (TAIZ & ZEIGER, 1998).



As plantas terrestres se adaptaram ao meio e se relacionaram com os herbivoros por meio
destes metabdlitos secundérios, que inclusive podem tanto atrair como repelir insetos (MANN,
1987). Muitos desses metabdlitos sdo responsaveis por qualidades atribuidas aos vegetais,
principalmente propriedades medicinais, 0 que vem sendo corroborado pelas pesquisas, tornando
cada vez maior o interesse em se entender e controlar esses processos de sintese de metabdlitos
secundarios, tanto por parte da comunidade cientifica quanto por parte da indistria (SILVA &
CASALI, 2000; ANDRADE E CASALI, 1999).

E importante ressaltar que a maioria dos compostos quimicos utilizados na defesa das
plantas sdo terpendides (componentes do 6leo essencial) e compostos fendlicos (tanino) (MEY ER
& KARASOV, 1991).

2.3.2 Oleo Essencial

WATERMAN (1993) define os 6leos essenciais como misturas complexas, contendo
fregUentemente mais de 100 compostos. De forma geral, séo voléte's, lipofilicos, freqientemente
odoriferas e liquidas.

Normalmente s&o sintetizados nas folhas, armazenados em espacos extracelulares, entre a
cuticula e a parede celular e constituidos basicamente de terpenos.

A composicao quimica das secrecOes das cavidades presentes nas folhas de P. ruderale
encontra-se no trabal ho realizado por FONSECA (2001).

Na tribo Tagetae, da qual faz parte o género Porophyllum, € importante a presenca de
estruturas glandul ares que contém 6leos essenciais (RODRIGUEZ & MABRY, 1977).

2.3.3 Taninos

S80 considerados 0s compostos secundarios mais importantes envolvidos na defesa das
plantas contra insetos e doencas (SWAIN, 1979). Tais compostos sd0 responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e outros 0rgdos vegetais.

S0 efetivos como repelentes de predadores por tornarem os tecidos menos palataveis,
devido a precipitacéo das proteinas salivares ou aimobilizacgo de enzimas, impedindo a invasdo
e os danos do parasita (BATE-SMITH, 1973).



Nas células vegetais os taninos estdo localizados separadamente das proteinas e das
enzimas do citoplasma. Estdo dissolvidos dentro de vactolos ou outras estruturas especializadas.
Quando os herbivoros se alimentam, os tecidos sdo danificados e os taninos reagem com as
proteinas, tornando-os menos acessiveis ao suco digestivo dos animais. A sua localizagdo foi
possivel por meio do uso de corantes vitais (ndo destroem as células), como o azul de metileno
(COSTA, 1975, HARBORNE, 1984).

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento de
diversas moléstias organicas, tais como diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias,
feridas, queimaduras, problemas estomacais (azia, nausea, gastrite e Ulcera gastrica), problemas

renais e do sistema urinério e processos inflamatorios em geral (HASLAM, 1996).

3. OBJETIVOS

- Descrever a anatomia da raiz, do caule e da folha com énfase na caracterizagcdo das
estruturas secretoras.
- ldentificar sitios de sintese e/ou acimulo de compostos fendlicos e de compostos

lipidicos nos érgéos vegetativos de Porophyllum ruderale.

4, MATERIAL E METODOS

Folhas, caules e raizes foram removidos de 5 plantas coletadas no viveiro do Grupo Entre
Folhas de Plantas Medicinais na Universidade Federal de Vigosa, no més de maio de 2003, onde
a planta se encontrava no periodo de pré-floragdo. As amostras imediatamente fixadas em FAA
50% (formol, &cido acético e dcool etilico) foram estocadas em etanol 70% e utilizadas nas
andlises histoldgicas (SASS, 1951). As amostras fixadas em solucdo de sulfato ferroso preparada
em formaina (JOHANSEN, 1940; JENSEN, 1962) foram utilizadas na evidenciacdo de
compostos fendlicos.

As folhas foram divididas em trés partes. apical, mediana e basal. O caule coletado foi
separado de acordo com o calibre: maior (ramo principal), médio (ramificacdes laterais) e menor
(préximo ao botdo floral). As raizes foram separadas de acordo com o didametro: maior (raiz

principal), médio e menor.



As amostras das folhas foram desidratadas em série butilica, incluidas em parafina
(JOHANSEN, 1940), e cortadas transversal e longitudinamente em micrétomo rotativo na
espessura de 12 um. Esses cortes foram corados com fuccina bésica (4 minutos) e azul de astra (2
minutos) (GERLACH, 1969). As |aminas foram montadas em meio permanente com balsamo. Os
fragmentos de caule e de raiz foram cortados transversalmente em micrétomo de mesa, e as
[Gminas foram montadas em gelatina glicerinada (BERLYN & MIKSCHE, 1976), sendo
utilizados os mesmos corantes citados acima. Apenas has amostras de raiz foi utilizado o corante
safrablau.

Quanto aos testes histoquimicos, foram aplicados dois tratamentos aos cortes, de acordo
com as técnicas apropriadas: o sudan 111 visa a identificacdo dos compostos lipidicos, enquanto a
solugdo de sulfato ferroso em formalina visa aidentificag@o de compostos fendlicos.

As observacBes e a documentacdo fotografica foram realizadas em fotomicroscopio

(Olympus AX 70) equipado com sistema U-Photo.

5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Raiz

As raizes sd0 tetrarcas e desenvolvem estrutura secundéria precocemente (Fig. 2). No
cortex parenquimético, a endoderme é evidente até o inicio da producdo de tecidos secundarios
(Fig. 3). A epiderme é substituida pela periderme e foram visualizados pequenos ductos nas
proximidades da feloderme de raizes de maior didmetro. Os ductos ndo reagiram aos testes para
compostos fendlicos, entretanto, testes fitoquimicos evidenciaram a presenca de taninos em raizes
trituradas (FONSECA, informagdo pessoal). Como a coleta das amostras destinada aos estudos
anatémicos foi realizada quando a planta estava em pré-floracéo, € possivel que nesta fenofase, a
producdo de compostos na raiz estivesse comprometida por causa do investimento energético na
producdo de estruturas reprodutivas. Tais informagbes deverdo ser confirmadas em testes

complementares e sdo relevantes no manejo e utilizacdo destas plantas.



5.2 Caule

Possui epiderme unisseriada recoberta por cuticula relativamente espessa (Fig. 5). O
parénquima cortical € intercalado com o colénquima subepidérmico, a medula é parenquimatica e
os feixes sdo colaterais (Fig. 4, 5).

No cortex, proximo ao xilema e ao floema, sdo observados pequenos ductos secretores
(Fig. 4, 5, 6). O contetdo desses ductos reagiu positivamente com o sulfato ferroso, indicando a
presenca de compostos fendlicos (Fig. 4). Na por¢éo mais velha dos caules a reagdo negativa aos
compostos fendlicos indica que tais estruturas ndo estavam mais ativas. Apesar da espécie ser
conhecida pela producéo de taninos na folha (Fonseca, 2001), provavelmente, os ductos dos
caules jovens também produzam taninos, ja que reagiram positivamente ao teste de compostos

fendlicos.
5.3 Folha

O contorno das células epidérmicas € sinuoso na face adaxial e na abaxial. Estdmatos
anomociticos ocorrem nas duas faces (Fig. 7). A epiderme € unisseriada com cuticula delgada
(Fig. 7), néo ocorrendo tricomas tectores e ou glandulares. Na nervura central sdo evidentes duas
atrés camadas de col énquima subepidérmico, e, imerso no parénguima fundamental, esta o feixe
colateral. O mesofilo € dorsiventral (Fig. 7, 8), possui parénquima palicadico tipico, localizado
abaixo da epiderme da face adaxia e ha margem ndo foram identificados hidatodios. Hidatddios
s80 estruturas secretoras de agua, responsaveis pela gutacdo, consideradas comuns dentre as
espécies de Asteraceae (Lersten, 1985), mas ndo no género Porophyllum.

Distribuidas em toda a |&amina foliar, foram observadas estruturas secretoras com formato
alongado nos cortes longitudinais (Fig. 9 a 14), inclusive na margem (Fig. 9 e 13). Estas
estruturas estavam constituidas por vérias camadas epiteliais que delimitam o lume alongado
(Fig. 10), diferenciando-as das estruturas presentes na raiz e no caule que sdo delimitadas por
apenas uma camada de células. Distribui-se aleatoriamente no mesofilo (Fig. 9, 10 e 14) e
regularmente no bordo foliar (Fig. 9, 13), inclusive na por¢do apica (Fig. 12). Como o lume é
alongado, estas estruturas foram denominadas ductos, conforme proposto por FAHN (1979).

Entretanto, estruturas semelhantes foram descritas na folha de Porophylum lanceolatum e
denominadas cavidades alongadas (MONTEIRO, 1986). LERSTEN E CURTIS (1988) adotaram

0 termo “reservatorios’ em ambos os tipos de estruturas secretoras (ductos e cavidades),
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considerando n&o o comprimento, mas apenas a estocagem de secregdes nestas estruturas. Os
ductos visualizados em Porophylum ruderale, margina ou laminar, localizam-se em é&rea
intensamente vascularizada e se posicionam proximos a epiderme (Fig. 9), indicando que o
processo de eliminagdo de compostos possa ser facilitado por disposicdo. A secrecdo €
extracelular, enddgena, ja que as substancias ficam no interior da cavidade.

De acordo com os testes histoquimicos realizados, tanto em amostras frescas quanto em
fixadas, os ductos secretam substancia de natureza mista, compostos lipidicos (Fig. 11) e
fendlicos (Fig.12,13 e 14). Tais compostos foram evidenciados respectivamente por meio dos
seguintes reagentes: Sudan |11 e solucéo de sulfato ferroso em formalina. Em trabalho anterior foi
verificado que as folhas de Porophyllum ruderale contém éleo essencial e tanino (FONSECA,
2001).

RODRIGUEZ & MABRY (1977) citam que € muito comum a presenca de monoterpenos
volateis, congtituintes majoritérios do 6leo essencial de Porophyllum ruderale (FONSECA,
2001), em espécies de Porophyllum. MONTEIRO (1995) verificou, em testes histoquimicos, que
a secrecdo das folhas de Porophyllum lanceolatum consistiu-se de compostos lipofilicos,
fendlicos e polissacarideos, concordando em parte com o observado em Porophylum ruderale,

umavez que areacao de substancias pécticas e de proteinas totais mostrou-se negativa.
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Figuras: 2 e 3 - Cortes transversais da raiz de Porophyllum ruderale corada com azul de
toluidina; 4— Caule fixado em sulfato ferroso; 5 — Caule corado com azul de toluiding;
6 — Detalhe do ducto no caule; 7 — corte transversal do mesofilo; 8— corte transversal da
margem.
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Figuras. 9 — Vista superficial da folha; 10— corte longitudinal do ducto; 11 — corte transversal
submetido ao sudan |11 glicerinado, evidenciando compostos lipidicos; 12 a 14 -
cortes de amostras fixadas com sulfato ferroso em formalina neutra tamponada

evidenciando compostos fendlicos, 12 — corte transversal do &pice; 13 — corte
transversal da margem; 14- corte longitudinal do mesofilo.
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6. CONCLUSOES

- As Unicas estruturas secretoras identificadas foram os ductos formados por uma
camada epitelia nos caules jovens e nas raizes de maior didmetro e por véarias
camadas nas folhas.

- Os ductos do caule e da folha reagiram positivamente ao teste de compostos
fendlicos, considerados os responsaveis diretos pela sintese e/ou acimulo de taninos
na espécie.

- A reacdo de compostos lipidicos positiva indicou que o 6leo essencial provavelmente

€ sintetizado apenas nos ductos foliares.
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CAPITULO 2

Acédo antifungica de Porophyllum ruderal e sobr e candida e der matofitos

1. INTRODUCAO

O interesse pelas plantas medicinais € crescente, sgja pela populagcdo, na busca de
remédios mais baratos e eficazes, ou pelas industrias, na busca de novos compostos
farmacol ogicamente ativos (OLIVEIRA, 2001).

A Organizacdo Mundial da Salde reconhece a importante contribuicdo da medicina
tradicional na assisténcia social, especialmente as populagdes com acesso limitado aos
sistemas de salde, e solicitou aos Estados membros que intensifiquem a cooperacdo entre
praticantes da medicina tradicional e da assisténcia sanitaria moderna, especialmente no
tocante a0 emprego de remédios tradicionais de eficacia cientifica demonstrada, a fim de
reduzir gastos com medicamentos. Sugeriu também que todos esses remédios segjam
aproveitados plenamente, e que os produtos naturais, em particular os derivados de plantas,
poderiam ser pesquisadas quanto a presenca de novas substancias terapéuticas (OM S, 1991).

“Planta medicinal é toda aquela que, administrada ao ser humano ou animais por
qualquer via e sob qualquer forma, exerce alguma espécie de acdo farmacoldgica’ (OMS,
1987). O desenvolvimento de medicamentos originados destas plantas € geramente mais
rapido e envolve custos menores quando comparados aos obtidos por sintese. As plantas ja
tém suas propriedades conhecidas na medicina popular, e muitas delas sdo comercializadas na
forma de fitoterapico (CALIXTO, 1997).

Na manipulagdo quimico-farmacéutica substancias sdo extraidas predominantemente
dos vegetais, visto que suas estruturas quimicas sdo protétipos de muitos dos medicamentos
sintéticos e semi-sintéticos obtidos a partir de model os de moléculas vegetais (SANDES & DI
BLASI, 2000).

Atualmente, 121 substéncias quimicas de estrutura conhecida séo extraidas
diretamente de plantas e usadas na industria de medicamentos. A principal fonte de plantas
superiores fornecedoras de drogas, tanto na medicina tradicional como na moderna, é a flora
silvestre de paises em desenvolvimento (FARNSWORTH & SOEJARTO, 1991).

O Brasil, com a maior diversidade genética vegetal do mundo, cerca de 55.000
espécies catalogadas do total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies (SANDES & DI

BLASI, 2000), com tradicdo no uso de plantas medicinais e detentor de tecnologia, tem
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grandes chances de progresso da industria dos fitofarmacos, que movimentam USS$ 40 bilhdes
por ano (CALIXTO, 1997).

A abordagem das plantas medicinais a partir da adocéo por sociedades autoctones, de
tradicdo oral, pode ser Util na elaboracdo de estudos farmacoldgicos, fitoquimicos e
agrondmicos, evitando perdas econdmicas e de tempo. E possivel planejar a pesquisa a partir
do conhecimento tradicional consagrado pelo uso continuo, que devera entdo ser testado em
bases cientificas (AMOROZO, 1996). Dai o interesse da industria farmacéutica e de
pesquisadores em se concentrar na busca de novos compostos extraidos das plantas,
conscientes da importancia das informagdes obtidas das praticas tradicionais.

As pesquisas realizadas em laborat6rios com plantas medicinais ndo devem ocorrer de
formaisolada, desarticulada da realidade cultural, nem do contexto etnografico que envolve o
usuério de plantas medicinais, assim como do detentor do saber acerca dessas plantas, pois
estes s80 0s que fornecem em primeira instancia as informacdes que poderdo orientar na
escolha de qualquer planta a ser pesquisada (RODRIGUES, 2002). Somente por meio da
correlacdo entre os conceitos tradicionais e os conceitos do sistema biomédico convencional,
pode-se levantar boas hiplteses de trabalho e, portanto, otimizar os estudos sobre
desenvolvimento de novas drogas ou preparacdes terapeuticamente Uteis (ELIZABETSKY,
1987).

A relacdo entre farmacos e uso popular de plantas esta reforgada por véarios estudos, a
exemplo do realizado por Gongalves (1999), no qual 62% das indicacbes populares, feitas
pelos informantes de Santo Antbnio do Leverger — MT, coincidiram com as agles
farmacolOgicas descritas na literatura cientifica e o relatado por Cox et al. (citados por
VOEKS, 1996), em que mais de 86% das plantas indicadas pelos informantes possuiam
atividades farmacoldgicas, demonstrando assim a importancia da medicina popular para
agilizar a descoberta de novas drogas.

2. REVISAO DE LITERATURA

A Organizacdo Mundial de Salde (OMS) tem sido a ingtituicdo internacional maior
estimuladora do uso de plantas medicinais pela ragca humana, face aos dados exagerados sobre
0 uso de antibidticos e alopaticos diversos. A OMS revela que 80% da populacdo do planeta
utiliza plantas medicinais em alguma teragpia. S8 muitos os fatores que colaboram na
preferéncia pelas préticas aternativas de salide, destacando-se, o declinio das condicbes
sociais (MARTINS et a., 1994).
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A ocorréncia de infeccBes micdticas de pele, de unha e de cabelo € comum em varios
paises (GRUSECK et al, 1996). O grupo de fungos conhecidos como dermatofitos séo
importantes patdégenos da pele. Trés géneros sdo conhecidos pela capacidade de infectar o ser
humano. Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, que incluem 39 espécies. Cinco
espécies ocasionam a maioria das dermatites no mundo, as outras so de baixa infectividade,
raras ou em extincdo. Em revisdo de quadros clinicos diagnosticados, Logeman (1983) relata
gue os principais agentes etiol 6gicos foram: Trichophyton rubrum (73,6%), T. menta (16,3%),
Epidermophyton floccosum (3,1%) e Microsporum canis (2,5%). Em 3,6% dos casos, as
infeccdes dermatofiticas associam-se as infecgbes causadas por Candida albicans, o que
indica complicacdo no diagnéstico e no tratamento.

Dermatofitos causam infecgbes crénicas e requerem tratamentos prolongados com
drogas antimicéticas caras e as vezes pouco efetivas (CACERES et al, 1991). O ndmero
limitado de drogas efetivas (JACOBS, 1990), os efeitos colaterais (LOPEZ-GOMEZ et d,
1994; KULLBERG, 1997), a toxicidade (FERESIN et a, 2001) e a resisténcia dos
microrganismos as drogas disponiveis (STERNBERG, 1994) tém incentivado a pesquisa de
novos agentes antimicoticos. Basicamente quatro drogas sdo utilizadas no tratamento ora de
dermatomicoses, todas com suas limitagdes (JANSSEN & CAUWENBERGH, 1990): A)
lodeto de potassio: com pequeno espectro de atividade e intolerancia gastrointestina (o que

faz necessario pequenos acréscimos nas doses); B) Griseofulvina: em geral € bem tolerada,
mas tem sérios efeitos colaterais. Nos Ultimos anos os dermatéfitos tém desenvolvido
resisténcia a este medicamento (ARTIS, 1985); C) Cetoconazol: é atamente efetivo contra
infeccBes micoticas comuns, mas ha raros e sérios efeitos colaterais, a exemplo da hepatite em
1 de cada 15 pacientes tratados (LEWIS et al, 1984) e efeitos enddcrinos, que juntos, tém
restringido o uso de cetoconazol (SANTEN et al, 1983).

Na tabela 1 encontram-se as principais classes de agentes quimioterapicos sintéticos
ou obtidos de microrganismos utilizados no tratamento de dermatomicoses e seu mecanismo

de acéo sobre a cdlulafungica
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Tabela 1 — Principais classes de agentes quimioterapicos sintéticos ou obtidos de
microrganismos utilizados no tratamento de dermatomicoses e Sseu
mecanismo de acdo sobre a célulafingica

Classe

Quimioterapico

M ecanismo de acéo

Diaminopirimidina

Trimetroprim

Atua inibindo a enzima diidrofolatoredutase,
responsdvel pela transformagdo do écido diidrofdlico
no acido tetraidrofdlico

Composto
nitrofuranico

Nitrofurazona

O mecanismo de acdo ndo esta perfeitamente
elucidado, sugere-se que sua agdo esteja relacionada a
reducdo destes compostos por flavoproteinas,
formando intermedidrios atamente reativos que
causam danos ao DNA do microrganismo e
conseguentemente morte

Cetoconazol, Alteracdo da permeabilidade de membrana através da
Imidazéis Miconazol, inibicdo da sintese do ergosterol (principal esterdide da
Cortrimazol e membrana fungica)
Econzol
Triazbis Itraconazol e Idem aosimidazois
Fluconazol
Antifungico Fluocitosina Conversdo da fluocitosina em 5-fluoro-2' -deoxiuridina
sintético 5 -monofosfato, um antimetabdlico que inibe a
timidilatosintetase (enzima fundamental na sintese do
DNA fungico)
Antibiéticos AnfotericinaB e  Atuam através de ligagOes irreversiveis aos esterdides
poliénicos Nistatina da membrana celular, permitindo que ions K* e Mg?
(apresentam vérias ssiam da célua Com a saida destes ions
multiplas ligacOes) (principalmente do K*) h& comprometimento do
metabolismo celular
Antibiético ndo- Griseofulvina Penetra na célula fungica causando ruptura do fuso

poliénico

mitético, inibindo a mitose do fungo e
consequentemente impedindo o crescimento deste
microrganismo. Causa alteracBes morfogenéticas na
parede celular do fungo.

lodeto de sbdio e
potéssio

Pouco se sabe sobre seu mecanismo de a¢&o; sugere-se
gue afeta a resposta imune do hospedeiro através do
aumento da atividade do sistema halida-peroxidase, nas
células fagocitarias

Antifangico
sintético

Tolnaftato

N&o se sabe 0 mecanismo de a¢do, mas o tolnaftato é
ativo apenas em células flingicas em crescimento

Acido undecilénico NZo se sabe 0 mecanismo de acio

Adaptado de Spinosa et al. (1996)
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Particularmente, a espécie Trichophyton rubrum, que causa infecgbes comuns no ser
humano, € dificil de ser controlada efetivamente e o arsenal farmacéutico contra esta espécie
de dermatéfito € mais limitado (JANSEN et al, 1991). Por esta razéo produtos derivados de
plantas que inibam seu crescimento, sem causar dano ao hospedeiro, poderéo ser agentes
terapéuticos potencialmente efetivos (MAOZ & NEEMAN, 1998) e seguros em relacdo aos
agentes antimicrobianos produzidos sinteticamente (KURITA et a, 1981). No entanto,
algumas plantas medicinais tém mostrado acdo farmacol6gica e toxicidade humana em altas
dosagens (VOLLEKOVA et a, 2003) devido & ndo concentracdo de um (nico composto
farmaco-ativo como € o caso da maioria dos agentes quimioterapicos sintéticos.

O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas de pele, incluindo micoses, é
prética antiga em vérias partes do mundo (IROBI & DARAMOLA, 1993) e também no Brasil
(COSTA et d, 2000).

O reconhecimento das potencialidades das plantas medicinais correspondeu ao
crescente interesse pelos temas ecoldgicos e pelos remédios naturais. Por esta razéo o uso
encontra-se atualmente outra vez em franca expansdo. A incorporacio de plantas e préticas
vindas de todo 0 mundo, seguiu-se a pesquisa continua de varias outras plantas.

A pesquisa cientifica internacional, além de confirmar as virtudes medicinais de
muitas plantas usadas popularmente, trouxe novas descobertas, como a da composicao
quimica das diversas espécies vegetais, com interesse medicamentoso (BENOR et al., 1997).

As plantas medicinais podem ser vistas como precursoras da farmacologia moderna.
Com efeito, muitos medicamentos potentes tém origem na matéria vegetal (BENOR et al.,
1997).

A flora medicina é, sem dlvida, considerada arsena terapéutico, entretanto, faz-se
necessario estudos cientificos das plantas utilizadas na medicina popular, comprovando 0s
efeitos terapéuticos e os possiveis ef eitos colaterais. Existemn poucos estudos sobre a validacao
do uso das plantas medicinais, o que incita ainvestigacdo sistematica de sua farmacologia. Na
medicina popular, Porophyllum ruderale € utilizada como cicatrizante e antiinflamatéria
(SILVA et a., 1996), antifungica (DEVINCENZI et al., 1996), antibacteriana, calmante,
combate a hipertensdo arterial (cha), tratamento de leishmaniose, tratamento de edemas e
traumatismos (infusdo), tratamento de picada de cobra e de doencas reumaticas (infusdo),
assim como de inflamagdes do aparelho genital (infusdo), dores em geral, machucadura
interna causada por batidas (MARQUESINI, 1996). No trabalho etnobotéanico realizado por

Rodrigues (2002), a familia mais utilizada com fins medicinais foi a Asteraceae (42,5%).
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Dentre as espécies encontrava-se Porophyllum ruderale, a qual foi indicada no tratamento de
“manchas’ de pele, utilizando-se afolha

Dentre os compostos farmaco-ativos presentes nas folhas de Porophyllum ruderale se
encontram 0s 0leos essenciais e 0s taninos, os quais tém efeitos inibitdrios sobre bactérias e
fungos (WAAGE et a., 1984; MARWAN & NAGEL, 1986; SCALBERT, 1991). Natabela 2
encontram-se as principais classes de agentes quimioterpicos derivados de plantas utilizados
no tratamento de dermatomicoses e seu mecanismo de acdo sobre a célulafungica

Embora existam na bibliografia cientifica e popular dados a respeito dos constituintes
quimicos e da fitoquimica de Porophyllum ruderale, pouco se sabe sobre sua farmacologia
(LIMA NETO et al, 1993).

Por ser utilizada na aimentacdo, o uso desta planta pode ser possivel e seguro
comparado aos antimicéticos sintéticos. No entanto, € de extrema importancia continuar o
aprofundamento na caracterizacdo (agricola, fitoquimica e farmacolOgica) desta espécie
medicinal, embasando estudos clinicos sobre o potencial dos medicamentos naturais no

Brasil.
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Tabela 2 — Principais classes de agentes quimiotergpicos derivados de plantas utilizados
no tratamento de dermatomicoses e seu mecanismo de acdo sobre a célula

fangica
Classe Quimioter apico M ecanismo de acdo
Compostos ? efeitos toxicos na estrutura da membrana explicam
lipidicos derivados a acdo antimicrobiana dos 0leos essenciais e de seus

de

fenilpropandides

ou de terpendides,

(Simdes e Spitzer,

1999) Oleo essencial

componentes monoterpénicos (Andrews et al., 1980;
Uribe et al. 1985; Knabloch et al., 1988), e varios
estudos tém mostrado gue 0s monoterpenos causam
danos na membrana dos microrganismos (Sikkema et
al., 1995)

? a-pineno e [3-pineno (monoterpenos presentes em
alguns O6leos essenciais) destroem a integridade
celular, inibem a respiracdo e 0 processo de
transporte de ions, aém de aumentar a
permesabilidade da membrana (Andrews et al., 1980;
Uribe et ., 1985)

Compostos
fendlicos
(Oliveira, 1988) Taninos

? inibicdo das enzimas de bactérias e fungos e/ou
complexagdo com os substratos destas enzimas;
(Hattori et a., 1990; Ooshimaet al., 1993; Waage et
a., 1984; Marwan & Nagel, 1986; Scalbert, 1991)

? ac8o sobre as membranas celulares dos
microrganismos, modificando o seu metabolismo
(Waage et al., 1984; Marwan & Nagel, 1986;
Scalbert, 1991)

? complexagdo de taninos com ions metélicos,
diminuindo, assim, a disponibilidade de ions
essenciais para 0 metabolismo dos microrganismos
(SimOes et a., 1999; Haslam, 1996).

? atividade antioxidante e sequiestradora de radicais
livres (Haslam, 1996)

? habilidade de complexar outras moléculas,
incluindo macromol éculas tais como proteinas e
polissacarideos (Simdes et al., 1999)

Glicosideos

esteroidais Saponinas
(Schenkel et al.,

2002)

? agéo sobre membranas celulares, aterando sua
permeabilidade ou causando sua destruicéo
(Schenkel et al., 2002; Osbourn, 1996)
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3. OBJETIVO

Verificar “in vitro” a atividade antifungica do extrato das folhas de Porophyllum ruderale
sobre dermatofitos (Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes) e candida

(Candida albicans, Candida krusei e Candida parapsilosis).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo das plantas.

As plantas foram cultivadas no viveiro de plantas ornamentais da Universidade
Federal de Vicosa (UFV). As mudas foram transplantadas para 0 campo no espacamento de
40 cm entre linhas e plantas. Na adubacgdo, foi utilizado 0,5 L de himus por cova. A irrigacéo
foi feita quando necessaria, aém de capinas manuais periddicas quando a presenca de plantas
indesgjdveis se tornava excessiva. Em Janeiro de 2005, periodo de pré-floracdo, as plantas
foram colhidas, sendo um exemplar identificado e registrado no herbério da UFV sob o
nimero VIC 25169. As folhas foram colocadas em sala de secagem, a temperatura ambiente,
até atingirem massa constante, trituradas e acondicionadas em saco de polietileno até a

preparacao dos extratos.

4.2 Preparacao dos extratos:

Folhas desidratadas e trituradas (100 g) foram submetidas a extragbes sucessivas
durante 24 horas a 100 rpm, a temperatura ambiente, com metanol. Foram colocadas 100 g de
“folhas em p6” em frascos de vidro, as quais foram cobertas com 200 mL do solvente. Apés 8
horas filtrou-se o sobrenadante em filtro de papel quantitativo e cobriu-se novamente com o
respectivo solvente. Tal procedimento foi realizado a cada 8 horas, totalizando trés extracoes.
Os extratos foram reunidos e levados ao evaporador rotativo (60°C), fornecendo o extrato

metandlico.

4.3 Microrganismos

Os microrganismos utilizados no teste biolégico foram: Candida krusei - ATCC 6258,
Candida parapsilosis - ATCC 22019, Candida albicans - ATCC 64548, Trichophyton
rubrum - ATCC 40051 e Trichophyton mentagrophytes - ATCC 40004. As ATCC (American
Type Culture Collection) de Candida foram gentilmente cedidas pela prof. Dra Marcia

Melhem - Instituto Adolf Lutz (IAL) e as de Trichophyton foram gentilmente cedidos pela
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Fundacdo Oswaldo Cruz - Instituto Nacional de Controle de Quaidade em Salde -
Laboratério de Materiais de Referéncia, via Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
As culturas foram estocadas em tubo inclinado, contendo agar dextrose de Sabouraud,

pH 5,6, em geladeira, a aproximadamente 10° C.

4.4 M étodo de diluicdo em agar

O extrato da planta foi pesado, dissolvido em 5 mL de DMSO (dimetilsulféxido) e
adicionado ao meio de cultura, resultando nas dilui¢cdes desgjadas (0, 1, 2 e 3 mg/mL de meio,
e, posteriormente, nas diluicbes. 0, 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL). No controle, acrescentou-se apenas
DMSO.

Os isolados de dermatofitos testados foram inoculados em égar Sabouraud e incubados
a 25°C por 10 dias visando obter culturas jovens com crescimento ativo do micélio. Discos
miceliais de 8 mm de didmetro, das espécies de dermatdfitos testadas, foram assepticamente
inoculados a0 meio de cultura, no centro da placa. As placas de Petri (9 cm de diametro)
inoculadas foram incubadas a 25°C por 7 dias, sendo o didmetro da col6nia mensurado
diariamente. As medidas foram feitas em quadrantes desenhados no fundo das placas, sendo
realizadas quatro repeticoes no total

Os isolados de candida foram repicados em meio Sabouraud liquido e incubados a
25°C por 48 horas visando ativar as culturas. Um mililitro da cultura ativada de cada espécie
de candida foi espalhada com al¢a de Drigalsky sobre 0 meio agar Sabouraud, suplementado
com o extrato metandlico de Porophyllum ruderale nas seguintes dilui¢des: 0, 2, 4, 6, 8 e 10

mg/mL. As placas foram incubadas por 72 horas e avaliou-se o crescimento de colnias.

4.5 Andlise estatistica

O experimento foi montado no esquema de parcel as subdivididas, tendo nas parcelas o
esquema fatorial 4 x 2 (4 diluicBes e duas espécies de dermatdfitos) e nas subparcelas os
tempos, no delineamento inteiramente casualizado, com 5 repeticbes. Os dados foram
analisados por meio da andlise de variancia e regressao. Para o fator qualitativo as médias
foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey, adotando-se o nivel de 5% de
probabilidade. Para o fator quantitativo os modelos foram escolhidos com base na
significancia dos coeficientes da regressdo. Independentemente de a interacdo ser ou nao

significativa, optou-se pelo desdobramento da mesma.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

Nas primeiras diluicdes testadas: 0, 1, 2 e 3 mg/mL, a presenca do extrato reduziu
significativamente o crescimento das col6nias de Trichophyton mentagrophytes a partir de
192 horas (Tabela 2), sendo mais efetiva a diluicdo de 3 mg/mL. Nafigura 1 pode-se verificar
0 aumento do didmetro das colénias com o aumento das horas, entretanto, verifica-se que o
crescimento das mesmas é menor na presenca do extrato das folhas de couve-cravinho. Nas
figuras 2A e 2B tem-se a ilustragdo das colonias de Trichophyton mentagrophytes nas
diluicbes 0 mg/mL e 3 mg/mL, respectivamente, mostrando a reducdo do didmetro das
colénias a0 se comparar 0 controle com a diluicdo de 3 mg/mL. O extrato ndo reduziu
significativamente o crescimento das colonias de Trichophyton rubrum (Tabela 2), mas
percebe-se que na diluicdo de 3 mg/mL (Figura 2C) a colonia ndo se desenvolveu tdo bem
quanto no controle (Figura 2D).

Como entre as diluicdes 2 e 3 mg/ml do extrato de Porophyllum ruderale, percebeu-se
reducdo no crescimento das colnias, decidiu-se testar diluigdes maiores visando ainibicdo do
crescimento destes fungos.

Nas outras diluicles testadas: 0, 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL, a partir de 96 horas, tem-se
diferenca significativa no crescimento das colénias de Trichophyton rubrum (Tabela 4),
sendo mais efetivas as concentragéo de 8 e 10 mg/mL. Na figura 3 tem-se a estimativa do
crescimento das colénias de dermatdfitos. As figuras 4A (0 mg/mL) e 4B (10 mg/mL)
ilustram a reducdo do diametro das col6nias de Trichophyton rubrum ao se comparar o
controle com adiluicéo de 10 mg/mL.

Os resultados mostram o potencial do extrato de couve-cravinho, sendo importante
fonte de compostos antifungicos, podendo ser Gtil no tratamento de infeccBes dermatofiticas.

O efeito antifungico do extrato indica a importancia de muitas espécies de plantas
como recurso hatural no tratamento de algumas micoses. A atividade antidermatofitica de
outras plantas medicinais tem sido relatadas (HEISEI & GORHAM, 1992; CACERES et al.,
1991) e extratos de outras espécies pertencentes a mesma familia de Porophyllum ruderale
(Asteraceae) reduziram o crescimento de Trichophyton rubrum (MAOZ & NEEMAN, 1998)
e de Trichophyton mentagrophytes (MAOZ & NEEMAN, 2000).
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Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia da varidvel didmetro da col6nia (cm) em func&o das diluicdes (0, 1, 2, 3 mg/mL) do
extrato de couve-cravinho (Porophyllum ruderale) (T), da espécie de dermatofitos (E1 = Trichophyton
mentagrophytes e E2 = Trichophyton rubrum) e do tempo (H)

FV GL QM
T 3 6,88* *
E 1 46,21**
TxE 3 2,23*
Residuo (a) 32 0,51
H 10 63,98**
HxT 30 0,54
HxE 10 4,21**
HXExT 30 0,52
Residuo (b) 320 0,45
CV (%) parcela 46,8
CV (%) subparcela 28,30

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F
* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

Tabela 2 — Valores médios da varidvel didmetro da col6nia (cm) em funcéo das diluigdes (0, 1, 2, 3 mg/mL) do extrato de
couve-cravinho  (Porophyllum ruderale), da espécie de dermatdéfitos (E1 = Trichophyton mentagrophytes e E2
= Trichophyton rubrum) e do tempo.

Tempo (horas)

Diluicéo
(mg/mL) 0 24 48 72 96 120 144 168 192 218 242

El E2 El E2 El E2 El E2 El E2 E1l E2 E1l E2 El E2 E1l E2 E1l E2 El E2

0,8Aa 0,8Aa 1,0Aa 0,9Aa 1,3Aa 1,1Aa 1,8Aa 15Aa 2,4Aa 19Aa 3,1Aa 2,1Ab 3,6Aa 2,4Ab 42Aa 2,6Ab 48Aa 3,1Ab 53Aa 34Ab 6,0Aa 3,7Ab
0,8Aa 0,8Aa 0,8Aa 09Aa 1,1Aa 1,0Aa 15Aa 14Aa 19Ab 18Aa 25Aa 2,0Aa 3,0Aa 2,4Aa 3,6Aa 2,7Ab 43ABa 3,1Ab 4,6ABa 3,5Ab 54ABa 3,7Ab
0,8A 0,8Aa 0,8Aa 0,9Aa 1,1Aa 0,8Aa 1,6Aa 1,2Aa 19Aa 1,4Aa 24Aa 1,7Aa 2,9Aa 2,0Aa 3,4Aa 2,4Ab 3,9ABa 2,8Ab 4,5ABa 3,1Ab 50ABa 3,5Ab
0,8Aa 0,8Aa 0,8Aa 0,8Aa 1,0Aa 09Aa 14Aa 1,1Aa 1,8Aa 14Aa 2,3Aa 1,6Aa 2,7Aa 2,0Aa 3,2Aa 2,2Ab 3,7Ba 2,7Ab 4,1Ba 29Ab 45Ba 3,3Ab

wWNPFLO

As médias seguidas pela mesma letra mai liscula na coluna e minascula na linha, para cada tempo, néo diferem a 5% de probabilidade pel o teste de Tukey

29



Diametro da coldnia (cm)

Lo

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Horas

(A)

0 mg/mL
1 mg/mL
2 mg/mL

Equacdes:

0mg/mL —Y = 0,4151 + 0,0225** x (°=0,99)
1mg/mL —Y =0,2727 + 0,02** x (r*=0,97)

2mg/mL —Y = 0,3654 + 0,0183** x (1°=0,98)
3mg/mL —Y = 0,3924 + 0,0167** x (r>=0,98)

Diametro da col6nia (cm)

0 mg/mL
1 mg/mL
2 mg/mL

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Horas

(B)

Equacoes:

Omg/mL —Y = 0,6298 + 0,0125** x (r>=0,99)
1mg/mL —Y = 0,8848 + 0,0124** x (r’=0,57)
2mg/ mL —Y = 0,4662 + 0,0118** x (r?=0,96)
3mg/ mL —Y = 0,4877 + 0,0108** x (r°=0,96)

Figura 1 -Estimativa do didmetro de col6nias de (A) Trichophyton mentagrophytes e (B) Trichophyton
rubrum, cultivadas em agar Sabouraud, a 25°C, suplementado com extrato metandlico de
Porophyllum ruderale em diferentes concentractes, durante dez dias de incubagéo
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Figura 2: Colénias de Trichophyton mentagrophytes, (A e B) e de Trichophyton rubrum (C e D)
cultivadas em meio agar Sabouraud, suplementado com extrato metandlico de
Porophyllum ruderale, a 25°C, por dez dias. (A e C — 0 mg/mL, controle; Be D - 3
mg/mL).
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Sabe-se que dentre os componentes do extrato de Porophyllum ruderale encontram-se
compostos fendlicos e lipidicos (acidos graxos e 6leo essencial). Compostos fendlicos isolados do
fruto da oliveira inibiram o crescimento de T. rubrum e T. mentagrophytes (MARKIN et a,
2003). Todas as plantas, pertencentes a familia Asteraceae, testadas por Salie et a (1996) foram
positivas quanto a presenca de taninos e quanto a atividade antimicrobiana.

Alguns 6leos essenciais sdo considerados promissores devido a atividade antifingica.
Componentes do éleo como pineno, 1,8 cineol, timol e limoneno sdo responsaveis por amplo
espectro de propriedades farmacoldgicas, incluindo a atividade antifungica (LIMA ET AL,
1993). Alguns destes componentes estao presentes no 6leo essencial de Porophyllum ruderale
(FONSECA, 2001. Resultados “in vitro” mostram que oléos essenciais exibem atividade
antidermatofitica (GARG &MULLER, 1993; LIMA et al, 1993). No entanto, esta propriedade
ndo pode ser atribuida somente aos 6leos, 0s quais podem agir sinergisticamente com outros

compostos farmaco-ativos presentes nas plantas medicinais (LIMA et a, 1993).
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Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia da varidvel didmetro da colénia (cm) em funcéo das
diluicdes (0, 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL) do extrato de couve-cravinho (Porophyllum
ruderale) (T) daespécie de dermatdfitos (E2 = Trichophyton rubrum) e do tempo (H)

FV GL QM
BLOCO 2 0,0175
T 5 1,3816**
Residuo (a) 10 0,0209
H 7 3,3271**
HxT 35 0,1256**
Residuo (b) 84 0,0054
CV (%) parcela 11,68
CV (%) subparcela 5,95

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F

Tabela 4 - Vaores médios da variavel didmetro da colénia de Trichophyton rubrum (cm) em

funcdo das diluicbes (0, 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL) do extrato de couve-cravinho
(Porophyllum ruderale) e do tempo.

Diluicdo Tempo (horas)

(mg/mL) O 24 48 96 120 144 168
0 0,8A 0,8A 1,1A 1,5A 1,9A 2,2A 2,4A
2 0,8A 0,8A 0,8A 1,6A 1,9A 2,1A 2,2B
4 0,8A 0,8A 0,9A 1,2B 1,7B 1,8B 2,2B

6 0,8A 0,8A 0,8A 0,9C 1,3C 1,6BC 1,7C

8 0,8A 08A 0,8A 0,9C 1,1D 1,4CD 1,6CD

10 0,8A 0,8A 0,8A 0,9C 1,1D 1,3D 1,5D
As médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna ndo diferem a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey
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— 3

e

S 0 mg/mL
~ 25 - /
= 2 mg/mL
S 2

o

o 4 mg/mL
g 1,5 Bl

o 1 - 6 mg/mL
©

£ 05~

«©

D O I I I I I I 1 10 mg/mL

O 24 48 72 96 120 144 168
Horas

Equacdes:

Omg/mL —Y = 0,8278 + 0,00929** X (°=0,7954)
2mg/mL —Y = 0,5444 + 0,00859** X (r’=0,8902)
4mg/ mL —Y = 0,594 + 0,00979** X (’=0,9227)
6 mg/mL — Y = 0,6361+ 0,00463** x (r°=0,8194)

8 mg/mL — Y = 0,6083 + 0,005903** X (°=0,8421)
10 mg/mL —Y = 0,661+ 0,004084** x (r°=0,8428)

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”

Figura 3 — Estimativa do diametro das col6nias (cm) de Trichophyton rubrum, cultivadas em
agar Sabouraud, a 25°C, suplementado com extrato metandlico de Porophyllum

ruderale, em diferentes diluigdes (0, 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL ), durante 7 dias
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Figura 4. Colbdnias de Trichophyton rubrum cultivadas em agar Sabouraud suplementado
com (A) 0 mg/mL e (B) 10 mg/mL de extrato metandlico de de Porophyllum
ruderale, a 25°C,por sete dias.

N&o houve reducdo no crescimento das espécies de candida testadas. Muitas espécies que
mostraram atividade antifungica sobre dermatéfitos (YAGHMOUR, 1997; ALI-SHTAYEH et d,
1999) foram inativas sobre Candida albicans, dando suporte a hipétese que compostos
anticandida ndo estejam presentes no tipo de extrato testado (metandlico). Extratos
hidroalcodlicos de guaco (Mikania glomerata) e mil-folhas (Achillea millefolium), as quais
pertencem a mesma familia de Porophyllum ruderale apresentaram atividade contra Candida
krusei (HOLETZ et al, 2002). Testes posteriores com extratos de outros érgédos da planta devem
ser avaliados quanto a acdo anticandida.
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6. CONCLUSOES

Existe evidéncia cientifica preliminar de que o uso popular de couve-cravinho no
tratamento de infec¢Bes dérmicas causadas por Trichophyton mentagrophytes e de Trichophyton
rubrum corresponde as propriedades antimicdticas atribuidas.

O extrato das folhas de Porophyllum ruderale reduziu o crescimento das col6nias de
Trichophyton mentagrophytes e de T. rubrum comparado ao controle e ndo inibiu as espécies de
Candida.
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CAPITULO 3
Resposta de Porophyllum ruderale a aplicacdo de homeopatias

1. INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas com fins medicinais € tdo antiga quanto a propria humanidade.
No Ocidente, essa forma de tratamento era usua até o século XVIII; no Brasil 0 uso de espécies
consideradas medicinais pela populacdo é bastante difundido. A Organizacdo Mundia de Salde
calcula que, no plano mundial, as terapias que utilizam plantas medicinais sdo trés a quatro vezes
mais utilizadas do que a medicina convencional e suas potencialidades sdo amplamente
reconhecidas.

As espécies medicinais respondem aos fatores do meio promovendo reagdes no
metabolismo secundério, responsavel pela defesa da planta. Essas reacOes de defesa se
caracterizam pela sintese de compostos bioativos diversos, de acordo com cada espécie. A
aplicacdo de preparados homeopaticos causa resposta no metabolismo da plantas (NUNES,
2005), podendo diminuir ou aumentar o teor de compostos bioativos de grande importancia,
dependendo da dinamizagdo (CASTRO, 2000; ARMOND, 2003) .

O aumento do teor de compostos bioativos significa incremento no valor terapéutico da
planta utilizada na fitoterapia, assim como implica em valorizacdo da planta como matéria prima
daindustria farmacéutica.

Ao se produzir plantas medicinais deve-se primar pela obtencéo de produtos saudaveis e
de boa qualidade, uma vez que serdo utilizadas na melhoria da salde, devendo ser isentas de
residuos quimicos, ou sgja, ndo se deve utilizar agrotoxicos na producdo das mesmas. Esta
gualidade pode ser alcancada por meio de formas alternativas ou n&o convencionais de producao,
como € o caso da homeopatia, a qual possui, dentre outras vantagens, o baixo custo, ndo ser

poluente (ndo deixa residuos), acessivel atodos e possibilita aindependéncia do produtor.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histéria e principios da homeopatia
A Homeopatia teve como pesquisador pioneiro Samuel Hahnemann. A tecnologia
homeopética, ou segja, a aplicacdo desse “novo principio”, captado pelas dilui¢cbes sucessivas,

seguidas de sucussao, foi primeiramente estudada nos seres humanos.
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A similitude ou lei dos semelhantes € a premissa béasica e consiste na aplicacdo em seres
vivos doentes, de substancias capazes de produzir em seres saudaveis ateracdes assemelhadas
(SCHEMBRI,1976).

O conhecimento na ciéncia da homeopatia € adquirido com investigacdo experimental em
seres vivos considerados sadios, que sdo submetidos a doses do preparado homeopatico. Os
efeitos sGo metodicamente registrados e sistematizados. Portanto, a experimentacdo em
homeopatia consiste em provocar sintomas (agdes primérias) nas plantas, que sdo descritas e
analisadas detal hadamente visando caracterizar o medicamento.

Na preparagdo de medicamentos utilizase métodos especiais da farmacotécnica
homeopética (KATER, 1983). Os medicamentos homeopaticos sdo preparados a partir de
substancias provenientes do reino animal, vegetal e mineral. O poder curativo dessas substancias
€ despertado pela diluicdo e pela agitagcdo (LOPES et al.,1999). Os medicamentos sdo preparados
a partir da substancia basica, por meio da diluicdo gradual em acool seguida pela sucussdo ou
trituracdo em lactose (TIEFENTRALER, 1996). A nomenclatura homeopética € universal, tendo
sido criada por Hahnemann, que optou pela expressdo latina com a designacdo da escala e a
dinamizacdo (SCHEMBRI, 1976), por exemplo, Sulphur CH3 (elemento stlfur dinamizado na
escala centesimal).

O ato de dinamizar visa reduzir a quantidade de substancia e aumentar a eficacia do
medicamento (TIEFENTHALER, 1996). Os medicamentos homeopéticos desenvolvem sua
eficacia principamente por meio de suas energias especificas intrinsecas, as quais S&0
transferidas ao veiculo de diluicdo por meio dos processos continuados de dinamizacdo
(TIEFENTHALER, 1996). Portanto, somente as poténcias mais baixas (CH1, CH2, CH3...CH11)
possuem matéria que é nula a partir da CH12.

A aplicacdo de substancias homeopatizadas provoca reacdo no principio vital do ser vivo. O
principio vital mantém em vida os constituintes orgéanicos, e promove a integridade do organismo
vivo por leis ainda desconhecidas. Essa reagdo dos seres vivos a homeopatia depende ndo da

quantidade, porém, da potencialidade, ou seja, niUmero de dilui¢des e dinamizactes.

2.2 A homeopatia na agricultura

A legidacdo brasileira possui instrugdo normativa sobre a utilizagdo das chamadas
“préticas aternativas’, que sdo bastante usadas na obtencdo de produtos agropecuarios organicos

com o intuito de causar o menor impacto possivel sobre 0 meio ambiente, inclusive sem o uso de
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agrotoxicos (BRASIL, 1999). De acordo com estimativas do “International Trade Center”
(Genebra), o volume de vendas de alimentos organicos na Europa, nos Estados Unidos e no Jap&o
alcancou 10 bilhdes de dolares em 1997 e 17,5 bilhGes em 2000 (75% de aumento em trés anos),
com crescimento médio previsto até 2005 entre 10 e 30%, de acordo com o pais. O Brasil possuia
em 2001 aproximadamente 803.000 ha cultivados organicamente, distribuidos por 12.590
propriedades rurais, 0 que representa apenas 0,23% da area total (YUSSEFI e WILLER, 2002),
ou sgja, o potencial de expansdo da agricultura organica é realidade do empreendedorismo.
Entre as diversas préticas previstas e permitidas aos produtores organicos na legislacdo
brasileira estd incluida a utilizagdo da homeopatia nos diversos setores da agropecuaria. Essa
prética também é permitida como técnica a ser utilizada em produtos organicos certificados
(FAO, 2001).
Muitas experiéncias de uso de homeopatia em vegetais vém sendo realizadas por
agricultores de vérias regifes. S0 vérios os beneficios da homeopatia no cultivo das plantas:
- homeopatia ndo depende da importagdo de produtos quimicos de ato preco (MORENO,
1999).
- obtencdo de alimentos mais saudaveis além de solo, agua e ar livres de residuos uma vez
gue o medicamento homeopético é energético (CASALI, 1998; ARENALES, 1998)
- reaparecimento de animais, insetos predadores e plantas indicando a recuperacdo do
equilibrio (ARENALES, 1998)
- controle de pragas (FAZOLIN, 1999) e doencas (CASALI, 2002) com uso do nosodio
(agente causador do problema).

- tolerancia a condicdes imprdéprias, florescimento, quebra de dorméncia de sementes e
producdo de mudas sadias (ARENALES, 1998, 1999).

- desintoxicagdo de plantas comprovada experimentalmente em feijdo e manjericéo
(CASTRO, 1999; ALMEIDA, 2002).

O potencia da homeopatia na agricultura ja € reconhecido, embora sgja necessaria a
preparacio de agrénomos visando a utilizagio deste recurso (CASALI, 1998). E preciso praticar
analogia entre a matéria médica humana e o vegetal, ja que ainda ndo existe a “matéria médica
homeopética das plantas’.

O levantamento histérico do organismo doente € fundamental. Deve-se levar em
consideracdo caracteristicas fisicas (porte, formato de folhas e flores, coloracdo, pilosidade,

espessura, sistema radicular, tipo de sementes e frutos, etc), caracteristicas comportamentais
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(respostas em ambiente de luz e sombra, de dgua ou sem &gua, com ou sem nutrientes, relagdo
com plantas vizinhas e animais, forma de dispersdo das sementes, época de florescimento e
preferéncia por temperatura, dentre outros) e caracteristicas sutis (as finalidades do uso da planta
como medicinal, aimenticia, ornamental, etc).

Portanto a homeopatia aplicada as plantas tem suporte bibliografico, metodolégico e
tedrico; tem dispositivo legal que a recomenda na producdo organica brasileira; tem demanda
comercial pela presenca, no Brasil, do primeiro laboratorio industrial que produz homeopatias
aplicadas a vegetais e animais, tem apoio dos produtores por causa da qualidade de vida e do
respeito ambiental (CASALI et al, 2002).

Na Universidade Federal de Vigcosa estdo sendo realizadas pesquisas sobre o uso da
homeopatia em plantas, com o objetivo de incrementar o conhecimento e propor tecnologias

sobre 0 uso da homeopatia na agricultura.

2.3 Visdo quimica, fisica e biociber nética da homeopatia

a) Ciénciadas preparacdes ndo-moleculares:

A concentracdo final da substancia diluida atinge em CH12 magnitudes menores que 102
mol L, significando auséncia probabilistica da substancia original, fendmeno que constitui a
maior barreira quanto ao entender ou aceitar a acdo fisica e atividade biolégica dos sistemas
dinamizados (ZACHARIAS, 2002). Por este motivo a abordagem da quimica andlitica ndo &
pertinente a homeopatia (ha dificuldade de se identificar os principios ativos nas preparacoes
homeopéticas, ja que esses tém baixissima materialidade) face as dilui¢des/dinamizacdes que ao
atingirem a solucdo CH11 ficam abaixo do nimero de Avogadro (constante fisica que expressa o
nimero de moléculas existente na molécula-grama de qualquer substéncia, e que é igua a
6,022137x10% moléculas). Assim, a probabilidade de ser encontrada qual quer molécula do soluto
€ tdo pequena que se admite a inexisténcia da substancia origina (CASALI, 2002).
Conseqglientemente, a utilizacdo de preparagdes homeopdticas altamente diluidas, ultrapassando
em muitos casos o limite molecular (diluicdo além do nimero de Avogadro), tem gerado
desconfianca e até mesmo preconceito por parte da ciéncia ortodoxa ou convenciona em relagéo
aHomeopatia (CARLINI, 1983).
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b) Ciénciadas solucdes atamente diluidas e dinamizadas:

POITEVIN (1991) mencionou que 0 mecanismo de acdo da Homeopatia esta relacionado a
informacdo bioldgica contida nas diluicdes hahnemanianas, caracteristica intimamente
ligada com o modo de preparacéo das solugdes homeopdticas, por dilui¢fes sucessivas seguidas
de sucusséo (agitacdo).

A ressonancia é o transmissor da informagdo entre dois sistemas similares (€ considerada
frequéncia vibracional ou harménica) sem modificaghes estruturais e sem a transmissdo de
matéria. Efeitos de ressonancia podem explicar o longo alcance (distancia fisica) e efeitos locais
durante o procedimento da dinamizagdo, assm como a acdo hiolégica. A estabilidade e as
propriedades fisicas das soluces altamente diluidas foram preditas teoricamente por meio da
teoria eletrodinamica “quantum” (DEL GIUDICE et al., 1988; DEL GIUDICE & PREPARATA,
1991; PREPARATA, 1990), e, evidéncias experimentais foram observadas em solucdes 10™ mol
L™ (SCHULTE;1998).

ANAGNOSTATOS (1994) sugeriu a formacdo de peguenos clusters de dgua como parte do
mecanismo da informagdo estruturada em dilui¢fes infinitesimais. O movimento mecanico no
processo de dinamizac&o promoveria a origem de copias similares destes clusters.

O papel do veiculo (no caso, a &gua) € atamente relevante, pois atuaria como suporte e como
condutor da informacdo, devido a ateragOes conformacionais que ocorrem nos “clusters’
submetidos a dinamizac&o (agitacdo). A prépria dinamizagdo, utilizada no processo de preparo
das solugdes homeopadticas, teria sua importancia também por causa da adi¢do de energia ao
sistema solvente-soluto. A presenca do oxigénio atmosférico e de particulas de silica
desprendidos das paredes dos frascos de vidro e de radicais livres dentro das solucbes
homeopéticas também foram citados como fatores a se considerar quanto ao modo de acdo das
altas diluigoes.

A fisica dos sistemas dinamizados continua sendo o grande desafio a comunidade académica.
Duzentos anos de experiéncia clinica e resultados sdo expressivos e ndo despreziveis. Por outro
lado, a insuficiéncia de informagdes na caracterizagdo do fendmeno limita a proposicédo de
hip6teses e teorias e, até 0 momento, admite-se que a agdo biol6gica de agentes ndo moleculares
sgja de natureza fisica desconhecida. Porém a auséncia de evidéncias ndo é evidéncia de
auséncia. Trabalhos recentes tém tentado utilizar conceitos aceitéveis cientificamente visando

explicar o fendbmeno da homeopatia. Entender 0 que € o sistema dinamizado e como interage com
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organismos bioldgicos implica na revisdo das praticas terapéuticas, das pesquisas de biologia
molecular e das politicas de salide (ZACHARIAS, 2002).
c¢) Ciénciadasdiluicbesinfinitesimais:

Atribuiu-se o efeito da Homeopatia ao fato de que, em altas diluicdes, as informacdes de
mol écul as da substancia sdo passadas mais eficientemente as moléculas do meio.

O dcool e a &gua (solvente universal) sdo utilizados como veiculos nas preparagcdes
homeopéticas. A combinagdo &gua-alcool permite maior conservacdo da informacdo (GARBI,
1998). Pela Farmacologia Informacional, acredita-se que a agua veicula informagdes, sem, no
entanto, estarem presentes moléculas (BIGNARDI, 1999). A agua seria “carregadd’ com
diversos tipos de informagdes sutis, 0 que seria verificado por espectroscopia de infravermelho.
Essa &gua “carregada’ ainda seria capaz de induzir alteracdes mensuraveis na fisiologia e no
crescimento das plantas ou dos organismos vivos em geral, embora nenhuma substancia fisica
seja acrescentada (BERDEN et al, 1997)

BACHELARD (1995), ressdltou que, em baixas diluigdes, a substancia entraria em
ressonancia consigo mesma, passando pouca ou nenhuma informagdo ao meio onde se encontra.
Assim, quanto maior a diluicdo, mais estavel a informacdo contida na solucéo, e, a presenca
molecular do soluto ndo seria mais necess&ria apls haver contato suficiente com o sistema
molecular do solvente.

Neste sentido, algumas teorias tém procurado resolver a incognita. Os rearranjos estruturais
das moléculas do solvente (STEPHENSON, 1966), como a mudanca de angulo da molécula de
adgua ou a formagdo de “clusters’ especificos foram avo de aguns experimentos fisicos
realizados com o0 objetivo de observar estas estruturas (BERNAL, 1993; SCHULTE, 1994;
PORTO, 1998). Além disso, o interesse no estudo de “clusters’ de agua vem crescendo ndo sd na
fisica, mas também na quimica e na biologia (ANBAR et a., 1998) e métodos experimentais
modernos, utilizando espectrometria de massa (KNIGHT et al., 1985) tém sido utilizados no
estudo de “clusters’ formados por moléculas de agua.

Com base em diversos resultados de pesquisas relativas as atas diluigdes, POITEVIN (1994)
relatou que fatores fisico-quimicos podem ser responsaveis pelo efeito das solugcdes homeopéticas
sobre 0s seres vivos, destacando também a importancia na transmissdo da informagéo do tipo
“dta diluicdo”. O mesmo autor destaca a possibilidade de existir aguma especificidade
molecular dos constituintes da solucéo de base utilizada na preparacdo das altas diluicoes,

especificidade essa que seria conservada mesmo nas altas diluicoes.
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Shui Yin Lo, ao estudar o comportamento molecular da dgua em solucfes que ultrapassam o
numero de Avogadro, verificou que moléculas de agua, normal mente dispostas de modo aleatorio
em estado normal, apos a ultradiluicdo passaram a formar “cachos’ de 6 a 100 unidades, todos
alinhados de forma original e exibindo as caracteristicas especificas de campo eletromagnético
singular além da adesdo firme entre as moléculas. Ainda mais impressionante é o fato de que tais
cachos se replicavam a cada nova dilui¢do, mesmo que na dgua ndo mais existissem resquicios da
substancia adicionada ao inicio. Investigagdes espectroscépicas (Raman) tém mostrado que as
estruturas se replicam (WALRAFEN, 1968). A manifestacéo fisica das ligacfes de hidrogénio da
agua e do gelo torna-se aparente na espectroscopia de infravermelho e Raman (PORTO, 1998). A
técnica de espectroscopia de infravermelho vibracional de tunelamento tem provado ser
ferramenta poderosa acessando informacdes estruturais e da dindmica da agua (LUCAS et dl.,
1997), dlém de apoiar as hipbteses (SAYKALY e BLAKE, 1993).

Em estudo recente realizado na Universidade da Califérnia, em Los Angeles, o imunologista
Benjamin Bonavida constatou que a agua com cachos moleculares (descobertas por Lo) possui
outra caracteristica ndo menos surpreendente: a solucéo € capaz de estimular células do sistema
imunolégico, em tubos de ensaio, até 100 vezes mais do que a agua pura, revelando assim
atividade biol6gica aindainexplicada (MORAIS, 2002).

BENVENISTE et a. (1988) relataram resultados a partir de produtos obtidos apos forte
diluicdo. Os trabalhos apoiavam-se sobre o0 modelo bem conhecido em imunologia: o teste de
degranulacdo de basofilos. Nos anos que se seguiram, a pesquisa enfocou efeitos das altas
diluicdes sobre os sistemas biolégicos, confirmando o fendmeno extraordinario porém ainda

incompreensivel: as ultra diluicdes (até 1/10™%°

de anti-soro anti-1gE) seriam capazes de provocar
a degranulagdo das células basofilas do sangue.

KRAUSS et a (1988) concluiram em seu trabalho que a mediacdo das drogas via “clusters”
de &gua é possivel. Por meio de cristalografia por raio-X, foi detectado que cinco moléculas de
agua ocupavam o campo de ligagcdo da biotina com excepciona afinidade, as quais estavam
distribuidas na regido ativa de modo similar ao do arranjo da biotina (LIVINE, 1993). Pela
andlise de raio-x, as posi¢cbes dos &omos de oxigénio podem ser detectadas. BURLAKOVA
(1994) constatou efeito inibitério na atividade enzimatica em concentragcdo muito baixa de
substrato (10™) causado provavelmente por “clusters’ de &gua que se arranjaram de forma

similar ao da molécula do substrato original.
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d) Ciénciadainformacdo e dos sistemas:

Teorias modernas tém surgido sobre a estrutura ndo molecular dos preparados homeopéticos
tendo como referéncia a informacdo (BASTIDE et al., 1995; BASTIDE & LAGACHE, 1997,
BASTIDE, 1999; PORTO, 1998). Estas teorias se baseiam no fato de que a informagédo contida
em algumas substancias é transferida por meios ndo conservativos (soluto). Sistemas bioldgicos
poderiam interpretar esta informagéo produzindo resposta bioguimica, portanto com auséncia do
agente material (ZACHARIAS, 2002). Davenas et al., 1987; citado por POITEVIN (1994a),
utilizando a metodologia de rmn, pesquisou eventuais modificagdes em diversas solugcoes
homeopéticas e em agua pura dinamizada. Com base nos resultados obtidos, a hipétese mais
considerével é a desestruturacdo da agua livre, com ruptura de pontes de hidrogénio provocando
maior mobilidade da agua. GARBI (1998) discutiu se a informac&o (energia da substancia) seria
armazenada em pontes de hidrogénio, sendo liberadas com o processo de agitacao.

KHRENNIKOV (2000) propés 0 modelo matematico em que a informagdo contida na
preparacd0 homeopdtica interage com a “informacdo potencial do organismo receptor”
(informacéo capaz de responder a estimulos visando o equilibrio do individuo), aterando-o e
atuando, inclusive, nos sistemas fisiologicos. O autor propds seu modelo matemético como
conexdo entre processos mentais e fisiolégicos, psicandlise freudiana, hipnotismo e
comportamento coletivo consciente, além da Homeopatia, 0os quais ndo sdo explicados, ou
explicados insatisfatoriamente, pelo formalismo classico. O modelo considera a existéncia de
nova realidade além da dimensdo fisica, denominando-a “realidade da informacéo”, sustentada
por leis da mecanica quantica. Os especidistas da teoria quantica, dos campos eletromagnéticos
demonstram matematicamente que a dgua em contato com alguma molécula de caracteristicas
dielétricas (que ndo conduz corrente elétrica), organiza-se de modo coerente e conserva assm a
assinatura el etromagnética da molécula (informag&o) com a qual esta em contato. N&o se trata de
construgdo de impressdo, de molde, mas da organizacdo dindmica das moléculas de agua que,
segundo a mecanica quantica, se configuram de modo coerente (POITEVIN, 19944) e a coeréncia
quéantica éinevitavel (SILVA, 2004).

Resultados de experimentos recentes se referem a natureza el etromagnética desta informagéo
(HADJI et al., 1991; AISSA et a., 1993 a, AISSA et al., 1993 b; ENDLER et al., 1994;
ENDLER et a., 1995). A desordem do liquido (solvente) daria propriedades termodinémicas
tipicas e efeitos biol gicos inesperados. Desde o inicio, de acordo com a teoria homeopética, tem

sido afirmado que, nas solugdes ultradiluidas, a &gua guarda a “imagem” do soluto (substancia
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dissolvida), tornando-se veiculo de transmissdo de suas propriedades ainda que ndo mais
contenha moléculas da substancia original. A descoberta dos “cachos auto replicantes’ colocou a
homeopatia mais proxima da validagéo cientifica.

A informagdo contida pelas solugdes homeopéticas € preservada gracas ao mecanismo de
memoria sistémica presente nos sistemas dindmicos, tanto orgéanicos quanto inorganicos. Esse
mecanismo de memaria resulta de interagdo entre as vibragdes de cada particula e 0 somatorio
das vibragbes que recebe das outras particulas, ou segja, 0s sistemas estdo em constante
ressonancia. Como esse processo € continuo, ciclico e envolve retroalimentacéo, informagdes e
energia podem ser “armazenados’ tanto pelos sistemas moleculares quanto entre eles
(SCHWARTZ & RUSSEK, 1998).

Como jafoi dito, aressonancia é o transmissor dainformac&o entre dois sistemas similares (é
considerada frequéncia vibracional ou harmoénica) sem modificagbes estruturais e sem a
transmissdo de matéria. Esse fendmeno é observado em diversas situagGes nos organi smos Vivos.
Essa hip6tese pode ainda explicar a natureza da transmissdo que pode ser eletromagnética
(POITEVIN, 1994b).

Os mecanismos de atuacdo da Homeopatia portanto sdo desconhecidos, havendo muitas
dividas, teorias e idéias sobre esse fendmeno. Tal como os fendmenos que instigaram
pesquisadores no inicio do século XX a repensar a maneira classica de se observar o mundo, a
homeopatia permanece ainda hoje como ago a ser entendidor, talvez pelas leis da Fisica
Quantica, uma vez que pela Fisica Classica ndo se consegue (POITEVIN, 1991; GUTMANN,
1990).

3. OBJETIVO

Determinar o efeito da aplicacdo de preparados homeopéticos sobre o teor de tanino em plantas

de Porophyllumruderale.

4, MATERIAL E METODOS

4.1 Efeito de aplicacdo Unica do preparado homeopético Sulphur no teor de tanino de

Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini

Com o objetivo de determinar o intervalo de aplicacdo dos preparados homeopaticos, visando

o efeito quanto ao teor de tanino, realizou-se 0 ensaio preliminar. O experimento foi montado no
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delineamento em blocos casualizados contendo um tratamento, trés repeticdes e a testemunha. No
momento da aplicagdo Unica, preparou-se em &gua destilada Sulphur CH4 (homeopatia e
dinamizacdo normamente utilizada em plantas visando obter efeitos fisicos). Foi derramado no
solo, ao redor de cada planta envasada, 100 mL deste preparado homeopético, e, de 48 em 48
horas, coletou-se ramos da mesma posi¢ao e localizados no mesmo internédio, totalizando sete
coletas. Na testemunha aplicou-se apenas agua. As folhas foram desidratadas, trituradas e
submetidas a andlise de tanino, utilizando o método oficial de andlises da Association of

Agricultural Chemist (AOAC, 1970). Os dados foram analisados por meio de regressao.

4.2 Efeito da aplicagdo de oito preparados homeopaticos no teor de tanino, ao longo do ciclo
de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini

Foram obtidos clones de Porophyllum ruderale a partir de estacas de uma Unica planta
coletada no Grupo Entre Folhas de Plantas Medicinais na Universidade Federa de Vigosa. As
estacas foram enraizadas em caixa de areia, e, posteriormente, transplantadas aos vasos de oito
litros contendo solo e humus de minhoca (na proporcéo de 3:1), em casa de vegetacdo de plantas
medicinais (com telado de sombrite 30% e cobertura de filme transparente de polietileno), do
Departamento de Fitotecnia, entre os meses de janeiro e abril de 2004.

O experimento foi montado em blocos casualizados, no esquema fatorial 8 x 3 + 1 (8
homeopatias, 3 dinamizagdes e a testemunha), com 2 repeticoes. Os dados foram analisados por
meio de andlise de variancia e regressdo. Para o fator qualitativo as médias foram comparadas
utilizando-se o teste de Tukey, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade. Para o fator
guantitativo os modelos foram escolhidos com base na significancia dos coeficientes da
regressao.

Quando as plantas atingiram cerca de 30cm, iniciou-se a aplicagdo dos preparados
homeopéticos (Acidum humicum, Alumina, Calcarea carbonica, Carbo vegetabilis, Magnesia
carbonica Natrum muriaticum, Slicea e Sulphur), em &gua destilada, em trés dinamizactes
(CH5, CH30 e C200), de 10 em 10 dias.

As dinamizagbes CH2, CH25 e C190 foram obtidas de laboratério homeopético
especializado, CH3, CH30 e C200 foram preparadas no Laboratério de Homeopatia do
Departamento de Fitotecnia da UFV, de acordo com as normas da FARMACOPEIA (1977). As
homeopatias utilizadas foram preparadas em édlcool até a dinamizagdo anterior a aplicada na
planta (ex: CH2) e preparada em &gua destilada, no momento da aplicagdo, na dinamizagdo
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desgjada (ex: CH3). As solugfes foram diluidas em &gua na proporcéo de 20 gotas por litro de
a&gua e homogeneizadas, aplicando-se 100 mL, no solo, ao redor de cada planta envasada.Na
testemunha aplicou-se apenas agua.

As folhas foram desidratadas, trituradas e submetidas a analise de tanino, utilizando o
método oficial de andlises da Association of Agricultural Chemist (AOAC, 1970).

A padronizagdo do preparo das homeopatias foi realizada da seguinte forma: obteve-se o
peso em gramas de 99 gotas (recolhidas de bureta graduada “ quimex-abmex” com capacidade de
50 mL) de agua destilada e de dcool 90.

Veiculo Peso (g) de 99 gotas
Agua Destilada 4,455
Alcool 90 1,485

a) Preparo da homeopatia em dcool 90:

Proporcéo: { 1 parte : 99 partes
(0,015g) : (1,4859)

Frasco com 30 mL 0,135g : 13,3659
(proporgao x 9) (homeopatia): (alcool 90)

b) Preparo da homeopatia em agua destilada:

Proporcéo: 1 parte : 99 partes
(0,0459) : (4,4550)
(0,045mL):(4,455mL )

Frasco com 30 mL 0,2025¢g : 20,04759
(proporgéo x 4,5) (0,2025mL) : (20,0475mL)
(homeopatia): (alcool 90)

obs: no preparo das homeopatias apenas 2/3 do frasco foi preenchido, ou sgja, 20 mL em frascos
de 30 mL.

4.3 Efeito de aplicacdo Unica dos preparados homeopéticos Calcarea carbonica, Kalium

phosphoricum, Magnesia carbonica, Natrum muriaticum e Silicea, na dinamizacdo CH4, no

teor detanino em Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini

Com o objetivo de verificar o efeito da aplicacdo Unica dos preparados homeopaticos
Calcarea carbonica, Kalium phosphoricum, Magnesia carbonica, Natrum muriaticum e Slicea

guanto ao teor de tanino em couve-cravinho, aplicou-se 100 mL de cada preparado nas parcelas,
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e, de 48 em 48 horas, coletou-se ramos da mesma posi¢ao e localizados no mesmo internddio,
totalizando oito coletas. As folhas foram desidratadas, trituradas e submetidas a andlise de tanino,
utilizando o método oficial de andlises da Association of Agricultural Chemist (AOAC, 1970).

O experimento foi montado no esquema de parcelas subdivididas, tendo nas parcelas o
esquema fatorial 5 x 3 + 1 (5 homeopatias, 3 repeticdes e a testemunha) e nas subparcelas os
tempos, no delineamento em blocos casualizado, com 3 repeticdes. Os dados foram analisados
por meio da andlise de variancia e regressdo. Para o fator qualitativo as médias foram comparadas
utilizando-se o teste de Tukey, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade. Para o fator
guantitativo os modelos foram escolhidos com base na significancia dos coeficientes da
regressdo. Independentemente de a interacdo ser ou ndo sSignificativa, optou-se pelo

desdobramento da mesma.

5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 Efeito do preparado homeopético Sulphur no teor de tanino de Porophyllum ruderale

(Jacg.) Cassini

Na Tabela 1 encontram-se os valores do teor de tanino (%) nas folhas de Porophyllum
ruderale (Jacg.) Cassini apos aplicacdo Unica de Sulphur CHA4.

Na figura 1 tem-se a estimativa do efeito da aplicacdo Unica de Sulphur CH4 no teor de
tanino (%) das folhas de Porophyllum ruderale, em fungdo de horas, e, percebe-se que o teor de
tanino da testemunha ndo alterou. Como se pode observar na tabela 1, 0 maior teor de tanino
apos a aplicacdo Unica do preparado homeopédtico encontra-se entre o 7° e o 11° dia (192 a 288
horas apos a aplicacdo). Assim, determinou-se o intervalo de 10 dias para a aplicagdo dos
preparados homeopéticos. NUNES (2005) verificou que na planta medicinal Sphagneticola
trilobata que até 3 gotas de Sulphur CH2 por litro provocaram aumento de tanino, persistindo o

efeito por 16 horas no minimo.
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Tabela 1 — Valores do teor de tanino (%) nas folhas de Porophyllum ruderale (Jacg.) Cassini
apos aplicacdo unica de Sulphur CH4

Teor detanino (%) apés a aplicacéo de Sulphur CH4
Amostra

Antesda 1°dia 3°dia 5°dia 7°dia 9°dia 11°dia 13°dia
aplicacio  (48h)  (96h)  (144h)  (192h)  (240h)  (288h)  (336h)

Testemunha 1,393 1,356 1,336 1,510 1,210 1,880 1,466 1,680
Sulphur CH4 1,497 1,644 1,268 1,285 1,671 1,803 1,839 1,684

Figura 1 — Estimativa do efeito da aplicacéo Unica de Sulphur CH4 no teor de tanino (%) das
folhas de Porophyllum ruderale, em funcdo de horas

. /_\

Sulphur
Testemunha

Teor de tanino (%)
'_\

0 48 96 144 192 240 288 336

Horas

Equacbes:
Sulphur: Y= 1,50182 — 0,00921548* x +0,0000800738* x* — 0,000000152016* x* (R*= 0,95)
Testemunha Y= 1,4768

CASTRO (2002) comprovou que a homeopatia Sulphur causou aumento do teor de 6leo

essencial, metabdlito secundario responsavel pela defesa da planta assim como o tanino.
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5.2 Efeito da aplicacdo de oito preparados homeopaticos em Porophyllum ruderale (Jacg.)

Cassini sobreoteor detanino

A tabela 2 resume a andlise de variancia da concentracdo de tanino de plantas de
Porophyllum ruderale tratadas com oito homeopatias (Acidum humicum, Alumina, Calcarea
carbonica, Carbo vegetabilis, Magnesia carbonica Natrum muriaticum, Slicea e Sulphur), em
trés dinamizagdes (CH5, CH30 e C200).

Pelo teste F, a 5% de probabilidade, observa-se que o tratamento homeopatico alterou

significativamente a concentragdo de tanino nas folhas e nas raizes.

Tabela 2 — Resumo da andlise de varidncia das variaveis TF (tanino nafolha) e TR (tanino na
raiz) em funcdo da aplicacdo de oito homeopatias (H) em trés dinamizagdes (D)

F.V. G.L. Quadrados M édios
TF TR
REPETI (;AO 1 0,0357 0,0548
H 7 0,3324** 0,0798*
D 2 0,8382** 0,1499*
HxD 14 0,2038** 0,0977*
Fatorial vs Testemunha 1 0,1690™ 0,2496* *
Residuo 24 0,0618 0,0268
CV (%) 11,23 31,59

* F significativo a 5% de probabilidade;** F significativo a 1% de probabilidade; ns F ndo significativo a 5% de
probabilidade; H — homeopatia; D — dinamizagéo; TF — Tanino nafolha; TR — Tanino naraiz

Natabela 3, constata-se, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, que:

- na dinamizagd CHs, a homeopatia Sulphur aumentou o teor de tanino nas folhas
guando comparada a Slicea, Calcarea carbonica e Alumina; ndo ocorrendo 0 mesmo
com o teor de tanino na raiz. Slicea diminuiu o teor de tanino nas folhas quando
comparada aos oputros preparados homeopéticos.

- na dinamizacdo CHsp, Natrum muriaticum causou decréscimo no teor de tanino da
folha quando comparado a Magnesia Carbonica e Acidum humicum. Naraiz, Natrum
muriaticum causou decréscimo no teor de tanino quando comparado a Magnesia

Carbonica e Alumina.
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- na dinamizacdo CH,p, ndo houve diferenca significativa entre os preparados

homeopéti cos quanto ao teor de tanino nafolhae naraiz.

Natabela 4, constata-se, pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade, que:

- Natrum muriaticum, nas trés dinamizagOes testadas, reduziu o teor de tanino na raiz
guando comparado a testemunha.

- Slicea, na dinamizacdo CHS5, reduziu o teor de tanino na folha quando comparado a
testemunha, e, na dinamizacdo C200, reduziu o teor de tanino na raiz quando comparado a
testemunha

- Sulphur, na dinamizagdo C200, reduziu o teor de tanino na folha quando comparado a
testemunha.

- Alumina, na dinamizagdo C200, reduziu o teor de tanino na raiz quando comparado a

testemunha

Segundo ANDRADE (2000), considerando a planta sadia, pode-se inferir que, nas
dinamizacfes mais baixas, 0 preparado homeopético gera patogenesia no corpo fisico, ou sga,
aumenta o porte, enquanto em dinamizacbes mais atas 0 metabolismo secundario € acionado.
Porém esse tipo de manifestacdo é caracteristico de cada espécie, ndo podendo ser considerado
resposta padréo.

Algumas plantas demonstram responsividade aos preparados homeopaticos em baixas
dinamizagtes. Segundo BRUNINI (1993), a baixa dinamizagdo ndo indica necessariamente baixa
eficiéncia. Portanto, Sulphur, Slicea e Natrum muriaticum (na dinamizacdo CH5) continham
suficiente estimulo que afetasse a producdo de tanino em couve-cravinho. Assim, Sulphur CH5
demonstrou potencial no cultivo de plantas de couve-cravinho, visando o aumento de seu
principio ativo. Slicea e Natrum muriaticum, na mesma dinamizagdo (CH5), promoveram o
decréscimo deste composto bioativo, podendo ser utilizado na atenuagdo do sabor desta espécie,
jaque é utilizada na alimentagdo humana (na forma de salada) na Ameérica Latina.

Como pode ser observado, tanto as altas quanto as baixas dinamizagdes provocaram efeito
na producgéo de tanino em Porophyllum ruderale. Efeito semelhante foi observado por DUARTE
(2003) em experimento realizado com mentrasto (Ageratum conyzoides L.), planta pertencente a

mesma familia.
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CASTRO (2000) também verificou a existéncia de atuacdo diferenciada entre preparados
homeopéticos e entre as dinamizacfes, 0 mesmo preparado homeopético que causa aumento de
producdo em determinada dinamizagdo pode ocasionar diminuig¢des ou ser nulo em outras. Pode
ser observado que Natrum muriaticum na dinamizacdo CH5 causou o decréscimo do teor de
tanino na folha, na dinamizagdo CH30 que proporcionou o decréscimo do teor de tanino nafolha
e na raiz, e, na dinamizagdo C200 aumentou o teor de tanino nas folhas. FIDELIS (2004)
identificou quatro preparados homeopaticos que diminuiram o teor de tanino

Observa-se na tabela 4, pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade, que a testemunha
proporcionou maior concentracdo de tanino na raiz em relacdo as homeopatias. Alumina (C200),
Natrum (CH5, CH30 e C200) e Slicea (C200). Com relagdo a concentracdo de tanino na folha,
na planta testemunha houve maior concentracéo do que as homeopatias. Slicea (CH5) e Sulphur
(C200). Os demais preparados homeopaticos ndo diferiram estatisticamente da testemunha

guanto aos efeitos sobre o teor de tanino.

Tabela 3 — Valores médios das variaveis TF (tanino na folha) e TR (tanino na raiz) em

funcéo da aplicacdo de oito homeopatias (H) em trés dinamizactes (D)

TF (%) TR (%)
Homeopatia Dinamizactes

CH5 CH30 C200 CH5 CH30 C200

Acidumhimicum |5 507 Agch |2952Aa | 2305 Ab | 052 ABa |0417BCa |0,656Aa
Alumina 1,72 BCb |24 ABa |2102Aab [0429 ABb|1,158ABa |0,252Ab
Calcareacarbonica |;71 Bca |2215ABa |1,845 Aa |0592 ABa|0523BCa |0378Aa
Carbo vegetabilis |53, aApca |22 ABa |1.832Aa |0696 ABa|0472 BCa |0442Aa
Magnesia carbonica |, m17aBa  [2902Aa  |234 Aa |037 ABb|0884ABa |0532 Aab
Natrummuriaticum |55 Apca |1,947 Ba |2262Aa  |0253 Ba|0288 Ca |0,261 Aa
Silicea 1565 Cb |2412ABa |1,935 Aab |086 Aa |0553BCab | 0,337 Ab
Sulphur 2742 Aa  |2645ABa |157 Ab |0424 ABa |0452BCa |0,353Aa

M édias seguidas pela mesma letra maiGscula na coluna e mindscula nalinha, para cada variavel, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 4 — Vaores médios das varidvels TF (tanino na folha) e TR (tanino na raiz) de
Porophyllum ruderale, em funcdo das respectivas combinacOes de preparados
homeopati cos dinamizaces

TF (%) TR (%)
Tratamentos Dinamizactes
CH5 CH30 C200 CH5 CH30 C200
Acidum humicum 2,227 2,952 2,305 0,520 0,417 0,656
Alumina 1,720 2,400 2,102 0,429 1,158 | 0,252
Calcarea carbonica 1,710 2,215 1,845 0,592 0,523 0,378
Carbo vegetabilis 2,340 2,200 1,832 0,696 0,472 0,442
Magnesia carbonica 2,447 2,902 2,340 0,370 0,884 0,532
Natrum muriaticum 2,200 1,947 2,262 | 07253* | 0288 | 0,261*
Slicea 1,565* 2,412 1,935 0,860 0,553 | 0,337*
Sulphur 2,742 2,645 1,570 0,424 0,452 0,353
Testemunha 2,497 0,865

As médias com asterisco (*) diferem significativamente da testemunha ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Dunnet.

5.3 Efeito de aplicacdo Unica dos preparados homeopéticos Calcarea carbonica, Kalium
phosphoricum, Magnesia carbonica, Natrum muriaticum e Silicea, na dinamizacdo CH4, no
teor detanino em Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini

A tabela 5 resume a andlise de variancia da concentragdo de tanino em plantas de
Porophyllum ruderale tratadas com Calcarea carbonica, Kalium phosphoricum, Magnesia
carbonica, Natrum muriaticum e Slicea, na dinamizagdo CH4.

Pelo teste F, a 1% de probabilidade, observa-se que os tratamentos homeopaticos
alteraram significativamente a concentracdo de tanino nas folhas, assim como o tempo apés a
aplicacdo. NUNES (2005) verificou que na planta medicina Sphagneticola trilobata, em 15
minutos, ha sintese de tanino em resposta a presenca de Sulphur CH3 e que até 3 gotas de
Sulphur CH2 por litro provocaram aumento de tanino, persistindo o efeito por 16 horas no
minimo.

Na tabela 6, tem-se o efeito de Kalium phosphooricum (apds 192 horas) e o de Calcarea
carbonica (apos 240 horas) no aumento do teor de tanino em Porophyllum ruderale. ARMOND
(2003) constatou que plantas de Bidens pilosa responderam a aplicacdo de homeopatia

aumentando o teor de Gleo essencia e de outros compostos de defesa. A experimentacdo de
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BATIROLA DA SILVA (2005) demonstrou que as plantas respondem a aplicacéo de homeopatia
aumentando seus compostos de defesa.

Na figura 2 tem-se a estimativa do efeito da aplicacdo Unica de Calcarea carbbnica,
Kalium phosphoricum, Magnesia carbdnica, Natrum muriaticum, Slicea ,na dinamizacdo CH4, e

da testemunha no teor de tanino (%) das folhas de Porophyllum ruderale, em fungéo das horas.

Tabela 5 — Resumo da andlise de variancia em funcéo da aplicacdo de cinco preparados
homeopéticos (Cal carea carbonica, Kalium phosphoricum, Magnesia carbonica,
Natrum muriaticum e Slicea)

F.V. GL. QM
BLOCO 2 0,007
HOMEOPATIA 4 0,8223**
RESIDUO (a) 8 0,0349
HORA 7 3,0635**
HORA x HOMEOPATIA 28 0,2516
RESIDUO (b) 70 0,221
CV (%) parcela 15,96
CV (5) subparcela 12,71

** F significativo a 1% de probabilidade

Tabela 6 — Valores médios do teor de tanino (%) nas folhas de Porophyllum ruderale (Jacq.)
Cassini apOs aplicagdo Unica de Calcarea carbonica, Kalium phosphoricum,

Magnesia carbonica, Natrum muriaticum e Slicea, na dinamizacdo CH4

Teor detanino (%)
Preparados : : : : : : :
homeopéticos ~ Antes da 1°dia dia 5°dia 7°dia 9°dia 11°dia 13°dia
aplicagdo (48 h) (96 h) (144h)  (192h)  (240h)  (288h)  (336h)

Cal carea 0,68 A 0,94 A 0,79 A 0,81 A 1,05B 1,72 A 2,31 AB 2,20 A
carbonica
Kalium 0,87 A 0,87 A 0,77 A 0,90 A 1,84 A 1,82 A 2,50 A 1,78 B

phosphoricum

Magné;ia 0,81 A 0,57 A 0,83 A 0,83 A 0,97 B 091B 1,38C 1,98 AB
carbonica

thrgm 0,96 A 0,68 A 0,98 A 0,75A 0,92B 1,15B 1,47 C 1,05C
muriaticum
Slicea 1,09 A 0,63 A 0,68 A 0,70 A 1,22B 0,80 B 1,98 B 161 B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade
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Figura 2 — Estimativa do efeito da aplicacdo Unica de Calcarea carbonica, Kalium
phosphoricum, Magnesia carbonica, Natrum muriaticum e Slicea, na dinamizagdo

CH4, no teor de tanino (%) das folhas de Porophyllum ruderale, em funcdo de horas

3 _
2,5
;{9 Calcarea carbonica
o 24 Kalium phosphoricum
[y
= Magnesia carbonica
< 1,5 -
(O]
-c g
é 11 Silicea
[ Testemunha
0,5 -
0 T T T T T T 1
0 48 96 144 192 240 288 336
Horas

Equacdes:

Calcarea carbonica: Y = 0,739167 —0,000672123* x + 0,0000171028 ** x* (R*= 0,85)

Kalium phosphoricum:Y = 0,978434 —0,0131228** x + 0,000139088** x* — 0,000000273627** x* (R*= 0,81)
Magnesia carbonica: Y = 0,8175 —0,00323413* x + 0,0000189112 ** x* (R*= 0,86)

Natrum muriaticum: Y = 0,973636 — 0,00728946 x + 0,0000616016* x* —0,000000114246** x* (R*= 0,56)
Silicea: Y = 0,932361 - 0,00371321 x + 0,0000193504**x* (R*= 0,62)

Testemunha: Y = 0,990212 — 0,00764435* x + 0,0000618429* x* —0,0000001009* x* (R*= 0,52)

** Gignificativo a 1% e * significativo a 5% pelo teste “t”
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6. CONCLUSOES

- Os preparados homeopéticos, tanto em altas quanto em baixas dinamizagdes, causaram efeito
significativo no teor de tanino em folhas e raizes de Porophyllum ruderale

- 0 maior teor de tanino, apds a aplicacdo Unica do preparado homeopatico Sulphur CH4,
encontra-se entre 0 7° e 0 11° dia (192 a 288 horas apds a aplicacio)

- na dinamizagdo CH5, a homeopatia Sulphur aumentou o teor de tanino nas folhas quando
comparada a Slicea, Calcarea carbonica e Alumina; ndo ocorrendo 0 mesmo com o teor de
tanino na raiz. Slicea diminuiu o teor de tanino nas folhas quando comparada aos oputros
preparados homeopéaticos.

- na dinamizacdo CH 30 Natrum muriaticum causou decréscimo no teor de tanino da folha
guando comparado a Magnésia Carbdnica e Acidum humicum. Na raiz, Natrum muriaticum
causou decréscimo no teor de tanino quando comparado a Magnesia carbonica e Alumina.

- na dinamizagdo C 200 ndo houve diferenca significativa entre os preparados homeopéticos
guanto ao teor detanino nafolhaenaraiz.

- Natrum muriaticum, nas trés dinamizagdes testadas, reduziu o teor de tanino na raiz quando
comparado a testemunha.

~

- Slicea, na dinamizagdo CH5, reduziu o teor de tanino na folha quando comparado a

QJ/

testemunha, e, na dinamizacdo C200, reduziu o teor de tanino na raiz quando comparado

testemunha

g_)/

- SQulphur, na dinamizagdo C200, reduziu o teor de tanino na folha quando comparado

testemunha

g_)/

- Alumina, na dinamizacdo C200, reduziu o teor de tanino na raiz quando comparado

testemunha
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CAPITULO 4

Caracterizagao isoenziméatica, teor de 6leo essencial e detanino em seis acessos de

Porophyllum ruderale

1. INTRODUCAO

Dentre as espécies medicinais ainda ndo caracterizadas isienzimaticamente, encontra-se
Porophyllum ruderale: herbacea ruderd, invasora sobre o ponto de vista agronémico, porém de
uso medicinal sob o ponto de vista fitoterapéutico. Popularmente € conhecida como couve-
cravinho, picdo-branco, erva-de veado, dentre outras sinonimias. Tem origem na América do Sul
e € amplamente distribuida em todo o territério brasileiro e possui emprego aimenticio ou
medicinal. Embora todas as partes da planta sejam empregadas medicinalmente, as folhas tém
maior destague no uso interno ou externo. Externamente, o sumo da planta € utilizado no
tratamento de dermatoses. Internamente, as folhas séo usadas na forma de cha nos casos de partos
dificeis. Estudos etnoboténicos relatam seu uso pelos indigenas brasileiros no tratamento de

vérias doencas, entretanto, poucos trabal hos tém sido realizados com esta especie.

2. REVISAO DE LITERATURA

Os estudos relativos a variabilidade ou estrutura genética em populagdes naturais de
plantas tém permitido grandes avancos no conhecimento dos processos microevolutivos
envolvidos em sua diferenciacdo (REIS, 1996). A introducdo da técnica de eletroforese de
isoenzimas como método de avaliagdo desta variabilidade revolucionou a genética de popul aces
em meados dos anos 60 e ainda mostra potencial, apesar de outras técnicas moleculares de
deteccdo de polimorfismo genético ao nivel de DNA (RAPD, microssatélites, RFLP, AFLP, por
exemplo) estarem disponiveis atualmente (FERREIRA & GRATTAPAGLIA 1998, NEWTON et
al. 1999). A andlise da estrutura genética das populacfes é Util na caracterizagdo dos niveis de
diversidade (porcentagem de locos polimérficos, nimero de aelos por loco e heterozigosidade
média) e na quantificacdo da variabilidade genética entre ou dentro das populacdes (WRIGHT,
1951).
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2.1 Isoenzimas

Isoenzimas sdo definidas como mdltiplas formas moleculares da enzima, com especificidade
similar ou idéntica por algum substrato, ocorrendo no mesmo organismo (GOTTLIEB, 1971).

O uso de isoenzimas,é, particularmente, interessante na abordagem inicial de parametros
genéticos populacionais, em espécies pouco estudadas (ROBINSON, 1998), como é o caso de
Porophyllum ruderale.

As técnicas isoenzimaticas tém sido utilizadas em estudos sobre a diversidade genética de
plantas medicinais, auxiliando a identificacdo e caracterizacdo de acessos, gendtipos, variedades
etipos (BISAO, 2002).

Analisando isoenzimaticamente duas populagdes de Ocimum nidicaule, ALMEIDA e
FIGUEIREDO-RIBEIRO (1986) possibilitaram a inclusdo de duas variedades botanicas.
Diversidade genética entre e dentro de cinco populagdes de hissopo anis (Agastache foeniculum)
foi detectada por FUENTES-GRANADOS et al (1998).

Quatro espécies do género Plantago foram separadas utilizando o polimorfismo
isoenzimético de esterase superoxido dismutase, sendo considerados marcadores bioguimicos
eficientes na determinacdo de espécies do género (PRAMANIK e RAY CHAUDHURI, 1997).

Foi detectada a variabilidade entre e dentro de duas populagdes de alfavaca (Ocimum
selloi) utilizando os resultados do polimorfismo de cinco enzimas (fosfatase acida, esterase,
glutamato oxaloacetato transaminase, peroxidase e chiquimato desidrogenase) (AMARAL e
CASALLI, 2000).

Na andlise isoenzimatica de sete acessos de Bidens pilosa (picdo) detectou-se variantes de
fosfatase acida, esterase e peroxidase, sendo que entre os acessos de altitudes extremas (5 e 1.160
m) as variagdes foram mais marcantes (OLIVEIRA E CASALI, 1999). LOPES (1997)
caracterizou isoenziméticamente subgrupos de individuos em oito acessos de erva-de-bicho
(Polygonum punctatum ElI.).

A deteccdo das isoenzimas envolve, basicamente, trés passos. 1) a extracdo de proteinas
do tecido vegetal, 2) a separacdo dessas proteinas por meio de eletroforese e 3) a coloracdo
histoquimica do gel, permitindo a visuaizagdo do produto da reacdo enzimética na forma de
“bandas’ no gl (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).
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2.2 Extracdo de proteinas de plantas

A maioria dos tecidos vivos de mudas, plantas adultas ou microculturas, sejaraizes, casca,
lenho, brotagdes, folhas, flores, polen, frutos, sementes, pode ser usada na andlise eletroforética
de proteinas e isoenzimas, desde que mantidos em temperatura baixa e macerado em solucdes-
tampé&o adequadas. No entanto, as folhas sdo vantgjosas, pois podem ser obtidas em qualquer
época do ano (exceto espécies caducifdlias) e permitem amostragem ndo destrutiva de todos o0s
individuos da populacdo. N&o obstante sdo geramente ricas em compostos fendlicos (fendis,
polifendis e taninos) e enzimas oxidativas, que mascaram a atividade e resolucéo enzimaticas.
Com o objetivo de amenizar estes problemas, € necessario que certos cuidados sgjam tomados no
manuseio das amostras. A coleta, o transporte e 0 armazenamento devem ser feitos de modo a
manter ab maximo a integridade e a turgescéncia dos tecidos. Deve-se, preferencialmente, efetuar
a coleta pela manhd, evitando possiveis efeitos da variacdo ambiental sobre 0 metabolismo e,
possivelmente, sobre a atividade de certas enzimas. No ato da coleta, é boa prética acondicionar a
amostra em sacos plésticos devidamente fechados e etiquetados e, dependendo da distancia de
transporte, manter em caixa de isopor contendo gelo e serragem fina ou vermiculita. O uso de
gelo e serragem ou vermiculita garante a temperatura baixa e obviamente conserva as amostras
por varias horas (36-48 horas) (ALFENAS et al, 1998).

A trituracdo pode ser feita manualmente em amofariz de porcelana, e a proporcéo de
tecido por volume de solucdo extratora deve ser determinada previamente, de modo a se obter
extratos com boa atividade e resolucdo.O extrato bruto deste macerado contém as enzimas com
estabilidade e atividade catalitica preservadas (ALFENAS et al., 1998).

2.3 Eletroforese

Existem varios métodos bioquimicos que determinam a presenca de isoenzimas.
Entretanto, a eletroforese € o método que mais tem se destacado (BROWN JR, 1988). A
evidenciacdo de proteinas e &cidos nucléicos pela eletroforese é precisa e vaiosa na
caracterizacao e identificacdo de acessos, gendtipos, variedades e tipos de espécies cultivadas ou
silvestres (BISAO, 2002), em estudos taxonémicos, filogenéticos, fisioldgicos e genéticos em
plantas (ALFENAS, 1998).
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A eletroforese representa a migracéo de ions submetidos a corrente elétrica. O método se
baseia na aplicacdo da diferenca de potencia elétrico nas extremidades do gel, possibilitando o
movimento das moléculas da amostra. O principio € simples. moléculas com carga negativa
migram ao pélo positivo e moléculas com carga positiva migram ao polo negativo. Durante a
eletroforese, a separacéo das isozimas pode ser processada pela sua carga elétrica, sua dimensdo e
sua forma, assim, cada isoenzima assumira determinada posicdo no gel. Tais moléculas
enziméticas, na presenca de substratos ou corante especificos, formam complexos insollvels,
permitindo a visualizagdo de bandas coloridas nos locais correspondentes as suas posi¢es de
migracdo. As bandas que aparecem na andlise eletroforética da mesma enzima sdo chamadas
isozimas (GOTTLIEB, 1971; SCANDALIQOS, 1975).

2.3.1 Suportesda eletroforese

A €letroforese pode ser desenvolvida em suportes como papel-filtro, silica-gel,
membranas de acetato de celulose, géis de amido ou de poliacrilamida. No caso de enzimas, géis
de amido e poliacrilamida oferecem melhor separacéo do que outros suportes. Além do efeito de
carga, a separacdo déa-se também de acordo com a dimensdo e a estrutura das moléculas
(peneiramento molecular). Enquanto 0 movimento de proteinas de alto peso molecular é
retardado pelo pequeno didmetro dos poros do gel, proteinas de baixo peso molecular migram
livremente de acordo com as respectivas cargas. A eetroforese em géis de amido é bem mais
barata do que aguela em géis de poliacrilamida, mas suas laminas ndo tém porosidade
rigorosamente controlavel e a capacidade de separacdo €, em consegiéncia, inferior. Por outro
lado, géis de amido sdo compativeis com sistemas-tampéo, 0 que permite otimizar a atividade e a
distingéo entre as enzimas em fungéo dos componentes da solucéo-tampéo e de seu valor de pH

plantas
2.3.2 Eletroforese em gel de amido
A introducdo da técnica de eletroforese de isoenzimas nos estudos de populagdes e de

evolucdo também foi de grande importancia, porque além de iniciar a era da genética molecular,
forneceu o meio direto de avaliagdo da variacdo genética (TORGGLER, 1995).
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Sob aguecimento, a suspencdo aquosa de amido tornase viscosa. Sua viscosidade
aumenta acentuadamente a 65° C, ponto em que os granulos de amido se desfazem; a partir
dagui, a medida a temperatura aumenta, a viscosidade diminui abruptamente e atinge valor
minimo e uniforme a 95° C . Nesse ponto, a suspensdo deve ser desgaseificada e vertida a
molduras préprias. Apés resfriamento, a suspensao geleifica-se, formando a rede tridimensional
de polimeros de glucose. Quando frio, o gel esta preparado podendo receber o extrato protéico e
ser submetido a eletroforese. A concentragcdo do gel define sua consisténcia e porosidade. Seu
preparo é relativamente empirico, o que requer habilidade do pesquisador.

A eetroforese em gel de amido é usualmente, conduzida em posicdo Horizontal.
Preparam-se, convenientemente, géis espessos (em torno de 10 mm), os quais sdo laminados,
horizontalmente, depois da eletroforese. Assim, cada lamina pode ser revelada individualmente
possibilitando a deteccdo de enzimas especificas, e em virtude da corrida eletroforética idéntica

fazer comparagOes entre enzimas e interpretacao conjunta destas (ALFENAS, 1998).

2.4 | dentificacdo de enzimas e zimograma

Quanto aidentificagdo de isozimas no gel, utilizam-se reacGes quimicas baseadas em suas
atividades cataliticas especificas. Nesse processo sdo fornecidos os substratos e o cofatores
necessarios a reacdo da enzima in vitro, e os produtos gerados pela agdo enzimatica podem, por
meio de reacdo secundéria, formar produtos coloridos e insullvels que permitem identificar
exatamente a sua posi¢cao no gel. Esses produtos formam “bandas’ que visuaizadas no gel séo
transpostas ao papel milimetrado, ou fotografadas. O conjunto de bandas reveladas € denominado
zimograma (ALFENAS et al, 1998, ROBINSON, 1998).

3. OBJETIVO

Caracterizar isoenzimaticamente e fitoquimicamente (quanto ao teor de 6leo essencia e

de tanino) seis acessos de Porophyllum ruderale.
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4. MATERIAL E METODOS

Foram caracterizados isoenzimaticamente seis acessos de Porophyllum ruderale, com 8
repeticoes, totalizando 48 plantas, obtidas a partir de sementes colhidas nos municipios de Vicosa
(MG), Goiand (MG), Coronel Pacheco (MG), Barra do Garga (MT), Rio Verde (GO) e
Jaboticabal (SP) (Quadro 1). O local de coleta variou entre zona rural e zona urbana, bem como o
habitat da planta fornecedora de sementes. O experimento foi realizado, em casa de vegetacdo, no
delineamento inteiramente casualizado, com oito repeticoes.

Foram testados os seguintes sitemas isoenzimaticos: chiquimato desidrogenase (SKDH),
isocitrato desidrogenase (IDH) e malato desidrogenase (MDH). Como n&o havia disponibilidade
de estudos sobre izoenzimas em Porophyllum ruderale, foi necessario a adaptacdo da técnica de
eletroforese em gel de amido.

Além da caracterizacdo isoenzimatica, quantificou-se o teor de 6leo essencia e de tanino
em quatro acessos de couve-cravinho. A metodologia utilizada na extracéo destes compostos se

encontrano item 4.6.

Quadro 1 — Cddigo do acesso, origem e habitat de coleta dos seis acessos de Porophyllum

ruderale
Cadigo Origem elocal de coleta Habitat
CEM Vigosa— MG (zonaurbana)  (em barranco, crescendo junto a grama)
GO Goiana— MG (zonarural) (beirade estrada, crescendo junto a outras plantas)
CP Coronel Pacheco (zonarural) (beirade estrada, crescendo junto a outras plantas)
BG Barrado Garga (zonaurbana) (campus daUFMT, crescendo junto a grama)
RV Rio Verde (zonarural) (terreno baldio, crescendo junto a outras plantas)
JAB Jaboticabal (zonarural) (beira de estrada, crescendo junto a outras plantas)

4.1 Obtencao e prepar o das amostras de tecido vegetal

As amostras de tecidos radiculares e foliares foram coletadas de plantas adultas
(aproximadamente 90 dias), no periodo da manhd, colocadas em papel toalha, acondicionadas em
caixa de isopor contendo gelo picado e levadas ao Laboratério de Melhoramento de Hortaligas,

do Departamento de Fitotecnia da UFV. Imediatamente, as folhas foram maceradas em almofariz
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de porcelana, previamente resfriado, contendo PVPP (polivinilpolipirroliding) e solucéo
extratora.

A proporc3o de tecido por volume de solucio extratora (APENDICE — Quadro 1) foi de
3:1. Utilizou-se a solucéo extratora sugerida por ALFENAS et al (1991), aumentando-se somente
a concentragdo do PVP (polivinilpolipirrolidona) a 10% a fim de remover compostos fendlicos
(interferentes). ApOs a trituracdo, com auxilio de pinga cirdrgica, 0 macerado foi adsorvido por
tiras de papel cromatogréfico Whatman 3M, medindo 1,5 x 0,6 cm, que foram envoltos em papel
aluminio previamente identificados e esses transferidos a recipientes contendo nitrogénio liquido.

Em seguida, foram retirados, acondicionados em sacos plésticos e mantidos em
refrigerador a- 70° C. A corrida eletroforética foi realizada com estas amostras contidas nas tiras

de papel aplicada nos géis.

4.2 Preparo do gel

Foi empregado o sistema de eletroforese horizontal em gel de amido (ALFENAS et al,
1998), utilizando-se amido nacional na concentracdo de 11%.

O gel foi preparado a partir da suspensdo de amido em solugdo tampdo do gel, a
temperatura ambiente, em erlenmeyer com agitacdo constante. A solugdo tampéo do gel variou de
acordo com o sistema isoenzimético.

A suspensdo foi levada ao forno microondas por 5 minutos, agitando-se a cada fervura.
Posteriormente, o contetido foi vertido em formas de acrilico. O gel foi coberto com placa de
vidro para uniformizar a superficie e evitar evaporagcdo excessiva. Os géis, preparados a tarde,

foram conservados em geladeira até o dia seguinte, quando se procedeu a el etroforese.

4.3 Aplicacdo das amostrastecido vegetal e eletroforese

Os géis foram retirados da geladeira, e, com o auxilio de bisturi, fez-se um corte
transversal a4 cm da extremidade catodal (-). A parte menor do gel foi afastada a fim de facilitar
a aplicagcdo das amostras de tecido vegetal.

As amostras de tecido vegetal foram colocadas na face cortada do maior gel, em posi¢oes
equidistantes, num total de 8 amostras em cada gel. Nas extremidades foram inseridos papel otes

de azul-de-bromofenol com a finalidade de permitir a visualizacéo da frente de migracéo e do
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término da corrida. Em seguida, as duas partes do gel foram unidas, seguindo-se a corrida
eletroforética na posi¢céo horizontal.

As formas de acrilico, contendo os géis foram colocadas em suportes, entre duas cubas
com eletrodos, cada cuba contendo 100 mL do tampdo adequado ao sistema isoenzimatico.
Tecido “perfex”, dobrado umavez, foi utilizado como ponte conectando o gel as cubas.

O aparelho foi ligado, sendo realizada uma pré-corrida, com duracéo de 30 minutos, a 20
mA (150 V), visando a transferir as enzimas das tiras de papel ao gel, uniformizando a partida de
todas as amostras. Ap0s esse periodo, o aparelho foi desligado, as cubas desconectadas e as tiras
removidas com o auxilio de uma pinca. Finalmente, as partes do gel foram reunidas,
reconectando-se 0 gel as cubas e o aparelho ligado, reiniciando a corrida eletroforética até que a

frente de azul de bromofenol atingisse 9,0 cm, a partir da origem..

4.4 Fatiamento, coloracao, fixacdo e secagem dos géis

Com o auxilio de guias de vidro de 2,0 mm de espessura, € um fio de néilon n ° 20 ,
procedeu-se o corte horizontal do gel, em fatias de mesma espessura das guias. As fatias foram,
cuidadosamente, retiradas e colocadas distendidas em formas do tipo “pirex”, onde foram imersas
na solucdo corante especifica de cada enzima (APENDICE — Quadros 2, 3 e 4).

Apbs o periodo de incubagdo, visando o favorecimento da coloracdo, a solucdo foi
descartada e os géis lavados em &gua corrente, sendo, em seguida, feita a fixacdo em solucdo de
glicerina a 10% por cerca de 12 horas, em refrigerador a aproximadamente 4° C. Os géis, apos
adquirirem consisténcia, foram colocados entre duas folhas de papel celofane, previamente
embebidas em agua. O conjunto gel-placa de vidro foi mantido a temperatura ambiente na
posicéo vertical (conforme descrito em ALFENAS etal., 1991), por aproximadamente 24 horas.
Apbs este periodo, secou-se 0 conjunto gel-placa de vidro em estufa a 37° C, por mais algumas

horas, sendo posteriormente identificado e analisado.

4.5 Leturadas“bandas’, confecgdo dos zimogramas e identificagdo dosresultados

A andlise dos géis foi feita com o auxilio de diafanoscopio e as bandas reveladas foram
registradas. As bandas foram identificadas de acordo com a mobilidade relativa (MR), sendo

atribuido valor 1,0 & banda de maior migracdo, a partir do ponto de aplicagcdo, enquanto a
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mobilidade relativa das demais bandas foi obtida, dividindo-se a distancia percorrida pelareferida

banda pela disténcia percorrida pela banda de maior migracéo.

4.6 Extracéo de 6leo essencial edetanino

Na extracéo do 6leo essencial das folhas de Porophyllum ruderale foi utilizado o aparelho
“Clevenger” modificado, adaptado a um baldo de fundo redondo com capacidade de 1000 ml
(SKRUBIS, 1982; MING et al., 1996).

O bal&o de fundo redondo foi carregado com no maximo 100g de folhas frescas e 500 ml
de &gua destilada, em cada extragdo, iniciando-se o processo de hidrodestilagdo. O tempo de
extracdo foi 60 minutos.

Obtido o hidrolato (mistura de &gua + 6leo), procedeu-se a extracdo com solvente
organico pentano (3 x 30 ml), em funil de separacdo agitado vigorosamente por cerca de 10
segundos, repetindo-se a operacdo cinco vezes. O Oleo solubilizou-se na fase organica e
descartou-se a fase aguosa. A frag&o orgéanica obtida foi tratada com sulfato de magnésio anidro
pararetirar a dgua presente. Apos alguns minutos em repouso, a solucdo foi filtrada e concentrada
em evaporador rotativo a 40° C, até reducdo expressiva do volume do solvente, de onde foi
transferida para um frasco com tampa rosqueada, devidamente tarado.

ApGs evaporagcdo completa do solvente, o frasco foi pesado novamente, calculando-se
assim o rendimento de 6leo. Determinada a massa de 6leo obtida, calculou-se a quantidade de
6leo em mg/100g de folha.

O método adotado na determinagéo de tanino foi o preconizado pela AOAC (Association of
Officia Analitica Chemists). Esse método se fundamentou na reducéo do acido fosfomolibidico
— fosfotungistico pelos taninos em meio basico, produzindo coloracdo azul-forte, que € medida

espectrof otometricamente no comprimento de onda 760 nm.

5. RESULTADOSE DISCUSSAO

A técnica utilizada foi eficiente na separacdo das bandas isoenziméticas dos sistemas SKDH e
MDH, possibilitando a revelagcdo de bandas nitidas e com facil identificaco, permitindo separar
os acessos. Esse meio-suporte foi utilizado com grande eficiéncia por AMARAL JUNIOR

(1994). O sistema I DH néo teve boa resolucéo, ndo sendo indicado na separac&o dos acessos.
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Ocorreram variagdes entre individuos, indicando que Porophyllum ruderale, como a maioria
das espécies medicinais esponténeas, possui grande variabilidade genética devido ao fato de
ocorrer em ambientes variados e ter reproducdo sexuada (OLIVEIRA, 2001). A variagdo do
padrédo SKDH entre e dentro de populacBes também foi detectada por AMARAL e CASALI
(2000) quando analisaram duas popul agdes de afavaca (Ocimum selloi).

Houve variagdo no nimero, na espessura, na intensidade da coloragdo das bandas nos trés
sistemas avaliados. Essa variac8o pode estar relacionada ao grau de ploidia (MATSUMOTO e
MARIN-MORALES, 1996) na espécie. Segundo GOTTLIEB (1982), a diferenca no grau de
ploidia pode ser observada no gel, pela presenca do nimero maior de bandas. Por sua vez,
MESSINA et al. (1991) afirmaram que essa diferenca pode ser averiguada pelo aumento da
intensidade e da espessura das bandas, causado pela variagao na dose de alelos presentes.

Quanto aos teores de Gleo essencial e de tanino, ndo houve diferenca significativa entre os

acessos (Quadro 2).

Quadro 2 - Vaores médios das varidveis OE (0leo essencial), TF (tanino nafolha) e TR (tanino
naraiz) de quatro acessos de Porophyllumruderale

Acessos OE (mg/100g folha) TF (%) TR (%)
Barrado Garca 5,00 a 1,375a 2,209 ab
Vigosa 5,00 a 1,379 a 1,334 b
Goiana 325a 1,410a 2,531 a
Coronel Pacheco 5,50 a 1,289 a 2,113 ab

M édias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

5.1 Chiquimato desidr ogenase (SKDH)

No sistema chiquimato desidrogenase (SKDH) houve atividade no tecido foliar e, sendo
detectada a presenca de uma banda. SKDH pode possuir caracteristica monomorfica adaptativa
por estar envolvida no metabolismo secundério (rota do chiquimato) e na sintese de compostos de
defesadaplanta (TAIZ e ZIGER, 1991). ALFENAS et al afirmam ser desconhecido o nimero de
subunidades da enzima chiquimato desidrogenase. BISAO (2002) também encontrou resultado
semel hante trabalhando com Ecipta Alba, planta que pertence & mesma familia de Porophyllum

ruderale.
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As bandas com diferenca na intensidade de coloracdo, atura e largura formaram os
padroes A, B e C, e permitiram diferenciar os acessos RV, CP, GO e BG do acesso CEM (Figura
1).

5.2 Malato desidrogenase (M DH)

Na enzima maato desidrogenase, houve formagdo de vérias bandas (Figura 2). A
ocorréncia de enzimas monoméricas e diméricas no sistema MDH foi constatada por
SCHUELTER (1996) em pimenta, e por SOUZA (1996) e LOPES (1999), ambos trabalhando
com acerola

O estudo de heranca das isoenzimas de malato desidrogenase, em plantas, tem sido
considerado complexo, uma vez que essas isoenzimas encontram-se associadas a estruturas
multicelulares como mitocondrias ou citosol, podendo promover a sobreposicéo de bandas
(ARULSEKAR et al, 1986).

5.3 I'socitrato desidr ogenase (IDH)

Esta enzima é importante no metabolismo de carboidratos (HURLEY et al, 1989; CUPP
et al, 1991). Em eucariontos ha pelo menos trés tipos de IDH: Duas estéo localizadas na matriz
mitocondrial (uma NAD+ dependente e outra NADP+), enquanto a terceira (NADP+-
dependente) é citoplasmética.

No sistema |DH ndo houve boa resolucéo (Figura 3).
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SKDH (GO) SKDH (BG)

SKDH (CP) SKDH (RV)

SKDH (JB) SKDH (CEM)

Figura 1 — Caracterizagdo isoenzimética de SKDH, observada nas andlises eletroforéticas de
amostras obtidas de folhas de Porophyllum ruderale. GO — Goiana, CP — Coronel
Pacheco, JB- Jaboticabal, BG — Barrado Garca, RV — Rio Verde e CEM — Vigosa.
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MDH (RV)

MDH (CEM)

MDH (GO) MDH (JB)

MDH (BG) MDH (CP)

Figura 2 — Caracterizagdo isoenzimética de MDH, observada nas andlises eletroforéticas de
amostras obtidas de folhas de Porophyllum ruderale.
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IDH (RV)

IDH (CEM)

IDH (GO) IDH (JB)

IDH (BG) IDH (CP)

Figura 3 — Caracterizagdo isoenzimatica de IDH, observada nas analises eletroforéticas de amostras
obtidas de folhas de Porophyllum ruderale.
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6. CONCLUSOES

- Asvariagdes ocorreram entre acessos e entre individuos do mesmo acesso.

- O sistema SKDH foi 0 que melhor separou 0s acessos
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Capitulo 5
Triagem fitoquimica das folhas de Porophyllum ruderale (Aster aceae)

1. INTRODUCAO

Os metabdlitos secundarios sdo expressdo da individualidade quimica das plantas e
diferem, qualitativa e quantitativamente, entre espécies, sendo produzidos em pequenas
guantidades (MARTINS et a., 1996). No metabolismo secundario, os produtos, embora nédo
necessariamente essenciais ao organismo produtor, garantem vantagens na sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie no ecossistema (SANTOS, 1999). Os metabdlitos secundérios podem ser
divididos em trés grupos principais. terpendides, compostos fendlicos e compostos nitrogenados
(TAIZ & ZEIGER, 1998).

Os terpendides sdo sintetizados a partir do acetil CoA, via rota do acido mevalénico. Os
compostos fendlicos sdo substéncias aromaticas formadas via rota do écido chiquimico. Os
compostos nitrogenados, como alcaldides, sdo sintetizados a partir dos aminoacidos (SANTOS,
1999) (Figura l).

O metabolismo do acetil CoA gera o diversificado grupo de metabdlitos secundéarios, os
isoprendides ou terpendides (MANN, 1987), que constituem a segunda classe com maior nimero
de f&rmacos ativos, nagual se encontram os 6leos essenciais.

Entende-se por triagem quimica o estudo fitoquimico preliminar da amostra vegetal por
meio de reagdes crométicas que permitam o reconhecimento dos grupos de marcadores quimicos
(COSTA, 2000). A triagem permite inferir quais as possiveis substancias presentes na amostra
vegetal e arespectiva origem.

As espécies do género Porophyllum sdo amplamente utilizadas na medicina popular na
Américado Sul e Central. No entanto, poucas espécies tém sido estudadas quimicamente (HERZ
et al., 1979).
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Figura 1 — Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios. Adaptado de SANTOS (1999).
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2. REVISAO DE LITERATURA

Dentre os metabdlitos secundérios encontram-se: 0s polifendis, os taninos, os flavondides,
as cumarinas, 0s antrandides, os terpenos, as antraguinonas, os heterosideos cardiotbnicos, as
saponinas.

Os polifendis sdo substancias redutoras e, portanto, oxidam com facilidade, resultando em
substancias coloridas. Oxidantes, como o cloreto férrico (FeCls), s8o empregados visando
facilitar a visualizacBo da reacd0 que caracteriza estes compostos. Praticamente, todos os
compostos fendlicos sdo formados a partir do acido chiquimico, cuja sintese ocorre com
intermediacéo da fenilalanina, da fenilalanina amonia liase (PAL) e do &cido cinamico (KAY,
1991).

Os taninos fazem parte da classe de compostos denominadas fendlicos. A expressdo
“compostos fendlicos’ abrange numeroso grupo de compostos que possuem um anel aromatico
ligado a um ou mais grupos hidroxilicos junto a varios outros substituintes, com distribuicéo
ampla no reino vegetal (OLIVEIRA, 1988). Os taninos sdo substancias fendlicas solUveis em
agua, com possibilidade de formar complexos insolUveis em agua, com alcaldides, gelatinas e
outras proteinas (SIMOES et al., 2002). S30 considerados 0s compostos secunddrios mais
importantes envolvidos na defesa das plantas contra insetos e doencas (SWAIN, 1979).Tais
compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros produtos vegetais. A
complexacdo entre taninos e proteinas € a base das suas propriedades como fator de controle de
insetos, fungos e bactérias, assim como dos seus principais usos industriais, como na manufatura
do couro. Os taninos gjudam no processo de cura de feridas, queimaduras e inflamagdes por meio
da formagdo da camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou
mucosa danificada. Debaixo dessa camada, o processo natural de cura pode, entdo, ocorrer.
Processo similar ocorre, provavelmente, em casos de Ulcera gastrica, em que uma camada
“tanino-proteina’ complexados protege a mucosa do estdémago (HASLAM, 1989).

Os flavondides constituem importante classe de polifendis, presente com relativa
abundancia entre os metabdlitos secundarios (sdo conhecidos mais de 1200 tipos de flavondides).
Possuem diversas formas estruturais, a maioria dos componentes desta classe contém 15 aomos
de carbono em seu nucleo fundamental, com duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés

carbonos. Diversas fungdes sdo atribuidas aos flavondides. protecdo dos vegetais contra
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incidéncia de raios ultravioleta, protegdo contra insetos, herbivoros e patdgenos, atracdo de
polinizadores e antioxidante (SIMOES, 2002).

As cumarinas sdo derivadas do metabolismo da fenilalanina. Estruturalmente séo lactonas
do &cido o-hidréxi-cinamico (2H-1-benzopiran-2-onas), sendo o representante mais simples a
cumarina 1,2-benzopirona (SIMOES, 2002). Estdio distribuidas predominantemente nas
angiospermas, mas também podem ser encontradas em fungos e bactérias. As cumarinas, pelas
vantagens decorrentes do seu odor acentuado, estabilizante e baixo custo, sdo amplamente
utilizadas nas industrias de produtos de limpeza e de cosméticos. Como medicamento, destaca-se
os derivados da 4-hidroxi-cumarina pela agio anticoagulante (SIMOES, 2002).

Os dleos volédtels, na sua grande maioria, sdo constituidos quimicamente de derivados
fenilpropandides, sendo os derivados terpendides os predominantes (SIMOES, 2002; SPITZER,
1999). Os terpenos sdo formados pela juncdo de unidades isoprénicas, constituidas por cinco
unidades de carbono (figura 2) e sdo sintetizados a partir do acetil CoA, via rota do acido
mevalonico (SANTOS, 1999).

c-Cc-c¢C Fonte: WATERMAN (1993)

Figura 2 — Representacdo esquematica do esqueleto carbdnico da unidade i soprénica.

Os principais terpendides encontrados nos 06leos essenciais podem ser divididos em
monoterpenos e sesquiterpenos (LOPES, 1997). Vé&rios derivados terpénicos, como a pulegona,
tém sido empregados como matéria-prima em sintese de artemising, derivado sesquiterpénico
com importantes propriedades antimaléricas (AVERY et al, 1992).

As antraguinonas fazem parte do grupo das quinonas (compostos organicos considerados
produtos da oxidacdo de fendis). Sua principal caracteristica é a presenca de dois grupos
carbonilicos. Plantas com antraquinonas tém sido tradicionalmente utilizadas como fonte de
corantes naturais. A alizarina (antraquinona obtida de raizes de Rubia tinctorum) foi uma das
primeiras matérias-primas corantes utilizadas pelo ser humano (SIMOES, 2002).

Os heterosideos cardiotdnicos sdo compostos resultantes da ligagcdo entre uma ou mais

unidades de aclicares e a aglicona; e foram empregados em tratamentos de insuficiéncia cardiaca,
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devido a sua acdo sobre o musculo cardiaco. Os heterosideos podem ser distinguidos em
primarios e secundarios, os prim&ios sdo encontrados em plantas frescas, contendo uma
molécula terminal de glicose facilmente eliminada por hidrélise durante o processo de secagem,
formando assim os heterosideos secundérios (SIMOES, 2002).

As saponinas sao glicosideos de esterGides ou de terpenos policiclicos. Esse tipo de
estrutura; parciamente com caracteristica lipofilica (triterpenos ou esterdides) e parte hidrofilica
(aglcares); determina a propriedade de reducéo da tensdo superficia da agua e suas agdes
detergentes e emulsificantes. Em solucdo aguosa formam espuma persistente. Ocorrem em
misturas complexas devido a presengca concomitante da estrutura com numero variado de
acucares ou ainda devido a presenca de vérias agliconas. S80 componentes importantes na acéo
de muitas drogas vegetais, destacando-se aguel as tradicional mente utilizadas como expectorantes
(com 30 aomos de carbono) e diuréticas (formada por esqueleto de 27 atomos de carbono
dispostos em sistema tetraciclico). Foi relacionada também acdo sobre membranas, com acéo
hemolitica, hipocol esterolemiante, antiinflamatéria e antivira (SIMOES, 2002).

Os alcaldides, de maneira geral, contém um &omo de nitrogénio em anel heterociclico,
guimicamente com carater alcalino e séo formados a partir de aminoécidos. O uso de extratos
vegetais contendo alcaldides como medicamento e como veneno pode ser tracado desde os
primordios da civilizagdo. Muitos alcal6ides foram descritos inclusive com detalhamento de seu
uso induzido na terapéutica a exemplo os acaoides antitumorais isolados de Catharanthus
roseus (SIMOES, 2002).

E possivel proceder a anédlise dos constituintes ativos (metabolitos secundérios) mediante
testes de reages de caracterizacdo quimica. Deste modo é confirmada a presenca e quantificados
0s grupos de substancias tais como alcaldides, flavondides, taninos, antraguinonas, heterosideos.
S80 analisados os caracteres individuais de producdo (inibicdo dos constituintes quimicos) e
reacOes quimicas como Mayer na deteccdo de compostos como alcaldides ou de Liebermann-
Bouchard na deteccdo de esterdides cardiotonicos, dentre outras. Pode-se também proceder a
deteccdo dos constituintes ativos nas amostras em analise por cromatografia de camada delgada
(CCD), pela comparacéo dos vegetai s-testes com padrdes de identidade e constitui¢do conhecidos
(COSTA, 2000).

A CCD consiste em depositar gotas da solucdo em estudo na extremidade de determinada
placa revestida de camada uniforme de dada substéncia, na maioria dos casos, silica, e promover

o0 desenvolvimento do cromatograma por algum solvente que percorre a placa no mesmo sentido.
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Assim, a substancia aderida a superficie atua como adsorvente e o liquido como eluente, portanto
0 processo se baseia no fendmeno da adsor¢do (COSTA, 2000). Na CCD, afase estacionéria € a
camada fina formada por algum sdlido granulado (silica, alumina, poliamida, etc.), depositado
sobre a placa de vidro, aluminio ou outro suporte inerte. Pequenas gotas de solucdo das amostras
a serem analisadas sdo aplicadas em um ponto préximo ao extremo inferior da placa. Deixa-se a
placa secar, que em seguida é colocada em recipiente contendo a fase mével (solvente ou mistura
de solventes). A polaridade do solvente devera ser de acordo com a substancia que se desgja
separar. Como somente a base da placa fica submersa, o solvente atinge a fase estacionaria e sobe
por capilaridade. Deixa-se secar a placa apds o deslocamento da fase mével. A revelagdo da placa
é feita com aplicacdo do reagente que da cor as substancias de interesse (COLLINS, 1995). A
CCD é utilizada com fregiiéncia na andlise vegetal em virtude da simplicidade, da rapidez e pelo
rigor dos resultados, sendo utilizado na padronizacéo dos farmacos (controle de qualidade) pelas
farmacopéias (RODRIGUES DAS DORES, 2004).

3. OBJETIVO

Identificar os constituintes quimicos presentes nas folhas de Porophyllum ruderale

4, MATERIAL E METODOS

A triagem dos constituintes quimicos foi realizada por meio da Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) (WAGNER et al,1996).

Foram preparados extratos da amostra vegetal em po, acrescidos de solventes visando a
identificacdo de alcaldides, polifendis, taninos, antraquinonas, cardiotonicos, saponina, cumaring,
antrandides, 0leos essenciais e flavondides.

Na fase estacionaria, utilizou-se silica Merck Fss; as fases moveis e os reveladores

utilizados naidentificagdo dos compostos farmaco-ativos se encontram na tabela 1.
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Tabela 1 - Fases moves e reveladores utilizados na triagem quimica

Grupo Fase movel (v/v) Reveladores
Polifendis hexano/ acetato (112,5:37,5) K3Fe(CN)g + FeCls
Antraguinona  hexano/ acetato/ac. acético (75:25:1) KOH
Cardioténicos acetato/metanol/agua (100:13,5:10) NaOH (2M) + ac.3,5 dinitrobenzdico
Saponina clorof 6rmio/metanol/agua (65:35:5) vanilina e anisaldeido
Taninos cloroférmio/ acetato/ agua (50:45:5) FeCls
Cumarina cloroférmio/etanol (98,5:1,5) anisaldeido e KOH
Antrandides Hexano/acetato (25:75) KOH
Flavondides acetato/metanol (50:50) AlCl3
Terpenos diclorometano/acetato (70:30) anisaldeido e H,SO,

4.1 METODO GERAL DE EXTRACAO

As folhas de Porophyllum ruderale, desidratadas e trituradas, foram extraidas
sucessi vamente com 0s sol ventes abai xo:
A) 2g da planta em p6 foram aguecidas em banho maria (50°C) com 15 mL de hexano (pode ser
usado qualquer solvente de baixa polaridade). O solvente foi descartado e o residuo submetido as
extracOes seguintes:
A.1) O residuo obtido em A foi extraido com 10 mL de cloroférmio/acido acético (99:1), em
banho maria (50°C), por 15 minutos. O extrato foi filtrado em filtro de papel, fornecendo a
“solucdo A” para a cromatografia em camada delgada e o residuo para as extragdes posteriores.
Nestas condic¢des sdo extraidas substancias lipofilicas.
A.2) O residuo obtido em A.1 foi extraido com 15 mL de metanol/cloroformio/acido acético
(49,5:49,5:1), em banho maria (50°C), por 15 minutos. O extrato foi filtrado fornecendo a
“solucéo B” para acromatografia em camada delgada e o residuo para a extracéo seguinte. Neste

caso sdo extraidas substancias lipofilicas e ligeiramente hidrofilicas.
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A.3) O residuo obtido em A.2 foi extraido com 15 mL de metanol/agua (1:1, v/v) em banho
maria (50°C), por 15 minutos. O extrato foi filtrado fornecendo a “solucdo C” para a

cromatografia em camada delgada. Neste caso sdo extraidas substancias hidrofilicas.

4.2 EXTRACAO PARA DETECCAO DE ALCALOIDES:

A planta finamente pulverizada (2g) foi extraida com 15 mL de HCl a 1%, em banho
maria (40°C), por 30 minutos, e a suspensao filtrada em papel de filtro. O filtrado foi alcalinizado
até pH 8-9 com solucdo concentrada de hidréxido de amdnio e extraido, por duas vezes, com 10
mL de cloroformio/éter (1:1). Foram obtidas duas fases:

a) Faseorganica(inferior)

Foi extraida, por duas vezes, com 7,5 mL de HCl a 1% e a fase aquosa &cida separada
constituiu a“solucdo D” visando a CCD.

b) Fase aguosa (superior)

Foi neutralizada com &cido acético e constituiu a“ solu¢do E” visando a CCD

4.3 PROCEDIMENTOS CROMATOGRAFICOS

As solugbes A, B, C, D e E obtidas foram submetidas A CCD utilizando diferentes fases
moveis, conforme descrito natabela 1.

4.4 REVELACAO DOS CROMATOGRAMAS

Apbs o desenvolvimento as placas foram secas e aspergidas com reagentes especificos (Tabela
1), sendo posteriormente feita a medida dos Rf’'s (relacdo entre a distancia percorrida pela

substancia em andlise e o eluente).
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 TESTESPOSITIVOS

POLIFENOIS — TANINOS E FLAVONOIDES

O teste realizado na deteccdo de polifendis foi positivo na amostra de folhas de
Porophyllum ruderale, sendo evidenciado pela formagéo de cor azul intenso. Os polifendis por
serem substancias redutoras se oxidaram com facilidade, resultando em substancias coradas.

Apesar dos flavonbides serem facilmente reconhecidos como pigmentos de flores em
muitas familias, sua ocorréncia ndo € restrita as flores, mas incluem todas as partes da planta
(SALATINO, 2002), como € o caso das folhas de Porophyllum ruderale. A rutina, com RF =
0,90, esta presente nas solucdes A, B e C, juntamente com outro flavondide de Rf = 0,65,
indicativo de quercetina (Figura 1).

Detectou-se flavondides em folhas e caule de Arctotis auriculata e Felicia erigeroides e
em caule de Eriocephalus africans (SALIE et al, 1996), plantas pertencentes a mesma familia de
Porophyllum ruderale. Flavondides também foram identificados em flores de Porophyllum

lanceolatum. Portanto, havia expectativa de se detectar flavondides em Porophyllum ruderale.

A B C R AcC S L egenda:
Rf = 0,90 Rutina

Flavonéide

Rf = 0,65 Ponto de aplicacdo dos padrdes e solugbes
Q, B e C — Solugdes aplicadas

R — Rutina

Ac — Acido clorogénico

Si - Sitosterol

Figura 1 — Perfil cromatogréfico em CCD de flavondides em Porophyllum ruderale
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Com relagcdo aos taninos, a amostra de folhas Porophyllum ruderale reagiram
positivamente ao teste de deteccdo, desenvolvendo coloragdo azul. Todas as solugdes testadas (A,
B e C) possuem é&cido galico (RF=0,78) e padréo de taninos (0,55) (Figura 2).

As principais fontes de taninos condensados sd0 cascas (Acacia mimosa e Schinopsis
lorenzeti) e de taninos hidrolisaveis sdo lenhos (Terminalia chebula) (RIBEREAU-GAY ON,
1972). No entanto, pode-se encontrar este metabdlito secundario em outras partes da planta,
como € o caso das folhas de Porophyllum ruderale (Asteraceae). Testes realizados com outras

espécies da mesma familia apresentaram resultado positivo parataninos (SALIE et al, 1996).

B C T Ag L egenda:
o & oo _
s @ Tanino

<« O Ponto de aplicago dos padrdes e solugdes

-« B e C — Solugdes aplicadas
T —Tanino

P Ag—Acido gédlico

O o O O

Figura 2 — Perfil cromatografico em CCD de taninos em Porophyllum ruderale

ESTEROIDES E TERPENOS

Devido a coloracéo verde-azulada, caracteristica de revelagdo com anisaldeido, as bandas
superiores das solugdes A e B indicam compostos de origem terpénica com RF = 0,50. As bandas
intermediarias com RF = 0,78, semelhante & banda presente no padréo de terpinol (Tp), indica ser

0 mesmo composto (Figura 3).
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Na parte aérea de Porophyllum ruderale, estudada no nordeste do Brasil, foram
encontrados compostos tiofénicos com cadeias insaturadas e derivados do timol. A composi¢céo
guimica do 6leo das folhas de Porophyllum ruderale constituiu-se principalmente de limoneno
(74,6%) e dodecadienal (21,8%). As plantas foram colhidas em maio de 1992 (inverno) no
estégio de floragdo no Ceard (NETO et a., 1994). Monoterpenos, sesquiterpenos e tiofenos
fototdxicos tém sido identificados no género Porophyllum (LOZOYA & GASPAR, 1993). No
trabalho realizado por GUILLET et a. (1998), sabineno, mirceno e limoneno constituiram 91,8%
do dleo essencia das folhas de Porophyllum ruderale. Esteréides triterpénicos também foram
encontrados em E. africans e F. erigeroides, plantas pertencentes a mesma familiade P. ruderale
(SALIE et al, 1996).

A B C Tp Eg Mt Cc L egenda:
Terpenos

O Ponto de aplicacio dos padrdes e solucdes
Rf=0,50 .
Tp -Terpinol
Eg - Eugenol
Rf=0,78
Mt - Mentol

Cc - Oleo essencial de couve-cravinho

O O O O O O O A, B e C — Solugdes aplicadas

Figura 3 — Perfil cromatogréfico em CCD de terpenos em Porophyllum ruderale

CUMARINAS
No teste realizado na deteccdo de cumarinas o resultado foi positivo. A presenca de

cumarina em solucdo alcalina (NaOH) desenvolveu cor amarelada, devido ao rompimento do

anel lacténico.

95



5.2 TESTESNEGATIVOS

ANTRAQUINONAS

No teste, a coloracdo vermelha é indicativa da presenca de antraguinonas. Apesar de ndo
ter sido detectada a presenca de quinonas, Porophyllum ruderal e apresentou atividade antifingica
contra Trichophyton metagrophytes e T. rubrum, como descrito no capitulo 2. Em Senna alata, a
presenca de quinonas confere a planta o efeito antimicotico (SARDINA et al, 1995, citado por
PEREZ &HERNANDEZ, 2002). Algumas espécies pertencentes a mesma familia de
Porophyllum ruderale também apresentaram resultado negativo no teste de deteccdo de
antraguinonas (TONA et al, 1998).

HETEROSIDEOS CARDIOTONICOS

A coloragdo castanha-avermelhada ndo foi desenvolvida na amostra analisada. A cor
caracteristica decorre da presenca de cardenolideos que apresentam | -lactona, detectado pela
utilizacdo de derivado aromatico nitrado em meio acalino (NaOH). Todos os 6rgaos da planta
podem conter heterosideos cardioativos (SIMOES, 2002).

SAPONINAS

Na revelacéo em cromatografia, as manchas azuis ou azul-violeta e, algumas vezes, zonas
amareladas sdo reveladoras das saponinas, porém, na amostra analisada ndo foram observadas. O
resultado confirma o relatado por SIMOES et al (2002): as saponinas triterpénicas encontram-se
predominantemente nas familias Sapindaceae, Hippocastanaceae, Sapotaceae, Polygalaceae,
Caryophylaceae, Primulaceae e Aradiaceae; pois a espécie em estudo pertence a familia
Asteraceae. No entanto, saponinas estavam presentes nas folhas de Helichrysum crispum e de

Felicia erigeroides (SALIE et a, 1996), as quais pertencem a familia Asteraceae.
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ALCALOIDES

Apesar dos acaldides ocorrerem em vérias partes da planta, dentre elas as folhas
(SALATINO, 2002), as manchas marrons ou alaranjadas caracteristicas da presenca de alcal6ides
ndo se desenvolveram na amostra analisada. N&o parece ser comum a presenca deste metabdlito
secundario em folhas de espécies da familia Asteraceae, com exce¢cdo da tribo Senecioneae
caracterizada por possuir alcaléides pirrolidizinicos.Dentre as espécies de Asteraceae analisadas
por Salie et al (1996), foram detectados al cal dides apenas em folhas de Arctotis auriculata e, de

11 espécies analisadas quimicamente por Coe & Anderson (1996), apenas 3 foram positivas.

6. CONCLUSAO
Verificou-se, na amostra de folhas de Porophyllum ruderale analisada, a presenca dos
seguintes metabdlitos secundérios: polifendis (taninos e flavondides), cumarinas, esterdides e

terpenos.
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APENDICE

Capitulo 2

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia da variavel didametro da coldnia (cm) em funcéo das
diluigdes (O, 1, 2, 3 mg/mL) do extrato de couve-cravinho (Porophyllum ruderale) (T)
da espécie de dermatofitos (E1 = Trichophyton mentagrophytes e E2 = Trichophyton
rubrum) e do tempo (H)

FV GL Q QM F
T 3 20,65 6,88 13,24**
E 1 46,21 46,21 88,90**
TxE 3 6,71 2,23 4,30*
Residuo (a) 32 16,63 0,51
H 10 639,84 63,98 141,88**
HxT 30 16,35 0,54 1,21
HxE 10 42,13 4,21 9,34**
HXExT 30 15,75 0,52 1,16
Residuo (b) 320 144,31 0,45
Tota 439 948,59
CV (%) parcela 46,81
CV (%) subparcela 28,3%

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia da variavel didmetro da coldnia de Trichophyton
rubrum (cm) em func&o das diluigdes (0, 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL) do extrato de couve-
cravinho (Porophyllumruderale) (T) e do tempo (H)

FV GL SQ QM F
BLOCO 2 0,035 0,0175 0,84
T 5 6,91 1,3816 66,06* *
Residuo (a) 10 0,209 0,0209
H 7 23,290 3,3271 613,11**
HxT 35 4,399 0,1256 23,16**
Residuo (b) 84 0,456 0,0054
Total 143 35,30
CV (%) parcela 11,68
CV (%) subparcela 5,95

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey
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Capitulo 3

Tabela 5 — Resumo da andlise de variancia em funcdo da aplicacdo de cinco preparados
homeopéticos (Calcarea carbonica, Kalium phosphoricum, Magnesia carbonica,
Natrum muriaticum e Slicea)

F.V. G.L. sQ QM F
BLOCO 2 0,0141 0,007 0,20
HOMEOPATIA 4 3,2893 0,8223 23,53**
RESIDUO (a) 8 0,2795 0,0349
HORA 7 21,4448 3,0635 138,4**
HORA x HOMEOPATIA 28 7,0463 0,2516
RESIDUO (b) 70 1,5494 0,221 11,37**
CV (%) parcela 15,96
CV (%) subparcela 12,71

** F significativo a 1% de probabilidade
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Capitulo 4

1 — Modo de preparo dos reagentes utilizados na andlise do rendimento de tanino em

Porophyllumrurerale:

a)

b)

2 —

a)

b)

Folin-Denis. foram adicionados em 75 ml de agua, 10g de tungstato de sodio, 2g de
acido fosfomolibidico e 5 ml de &cido fosférico. A mistura foi refluxada por duas
horas, e, ap0s resfriamento a temperatura ambiente, completou-se o volume para 100

ml;

Solucdo saturada de carbonato de sodio: adicionaram-se 35 g de Na,CO3 anidro em
100 ml de &gua destilada, dissolvido a 70-80°C. Deixou-se resfriar por toda a noite e,
entdo, a solucdo saturada com cristais de NaC0O3.10 H,O foi filtrada;

Solucdo padrédo de acido tanico: foram dissolvidos 25 mg de &cido tanico em 250 ml
de &gua destilada. Em cada determinacéo da curva-padréo preparou-se solucao-padréo

de &cido tanico fresca

Extracéo de tanino

Na extracdo de tanino tomou-se 100 mg da planta desidratada e triturada, submetendo a
trés extragdes consecutivas com metanol (3 ml) a quente (aproximadamente a 62°C),
sendo cada extragdo com duracdo de 10 minutos. Os extratos resultantes foram pipetados
e filtrados em algod&o, no baldo volumétrico, e o volume foi completado para 10 ml com

metanol.

Preparo da curva-padréo: No preparo da curva-padréo, foram adicionados em tubos de
ensaio: solucdo padréo de acido tanico (0; 0,2; 0,4; 1,6; 0,8 e 1,0 ml), 7,5 ml de &gua
destilada, 0,5 ml do reagente Folin-Denis e 1,0 ml de solucgéo saturada de NaxCOs,
diluindo-se a 10 ml com agua. Misturou-se bem e foi determinada a absorvancia, depois
de 30 minutos, em 760 nm, obtendo-se a curva-padrdo com a absorvancia em funcéo de
mg de &cido tanico/ 100ml. A concentragdo da solucdo de &cido tanico e o modo de

preparo dos reagentes encontram-se no apéndice.
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C) Leituraem espectrofotdOmetro: As leituras das amostras foram feitas em espectrofotdmetro

de duplo feixe Hitachi U — 2000. Na preparacdo da amostra destinada a leitura de

absorvancia, pipetou-se 0,1 ml do extrato em tubo de ensaio, ao qual foram adicionados

7,5 ml de &gua destilada, 0,5 ml do reagente Folin-Denis e 1 ml de solucéo saturada de

carbonato de sodio, sendo completado o volume de 10 ml com é&gua destilada. Apos

adicdo dos reagentes, esperou-se 30 minutos para leitura de absorvancia em 760 nm.

Determinada, de acordo com a curva-padrdo, a concentracdo das amostras em mg de

acido tanico/100ml, estas foram convertidas em percentagem de tanino por 100 mg de

amostra de planta desidratada.

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia da varidvel CM (centimetros) em funcdo das
diluicbes (0, 1, 2, 3 mg/mL) do extrato de couve-cravinho (TRAT) da espécie de
dermatofitos (ESP) e do tempo (HORA)

FV GL SQ QM F
Trat 3 20,65 6,88 13,24*
Esp 1 46,21 46,21 88,90*
Trat x esp 3 6,70 2,23 4,30*
Residuo (a) 32 16,63 0,52
Hora 10 639,83 63,98 141,88*
Horax trat 30 16,35 0,54 1,21
Horax esp 10 42,13 4,21 9,34*
Horax esp x trat 30 15,74 0,52 1,16
Residuo (b) 320 144,31 0,45
Total 439 948,59
CV (%) 28,3
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Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia da variavel CM (centimetros) em funcéo das diluicdes
(0, 2,4, 6,8 e10 mg/mL) do extrato de couve-cravinho (TRAT) e do tempo (HORA)

=Y, GL 3Q QM F

Trat 5 6,91 1,38 66,06*

Bloco 2 0,035 0,017 0,84
Residuo (a) 10 0,21 0,021

Hora 7 23,29 3,33 613,11*
Horax trat 35 4,40 0,12 23,16*
Residuo (b) 84 0,45 0,0054

Tota 143 35,30

CV (%) 5,95

Quadro 1 — Composicao da solucao extratora de ezimas de Porophyllum ruderale

Fosfato de sodio bibasico (0,034 M) 0,609
Sacarose (0,2 M) 7,009
PVP (10%) 10,00 g
DTT (Ditiotreitol) (3mM) 50,00 mg
L-&cido ascérbico (5,7 mM) 100,00 mg
DIECA (Dicetilditiocarbamato de sodio) (5,8mM) 100,00 mg
Bissulfito de sodio (2,6 mM) 50,00 mg
Borato de sodio (2,5mM) 50,00 mg
2-mercaaptoetanol (0,2%) 0,20 mL
Polietilenoglicol-6.000 (1%) 1,009
Agua deionizada (ou destilada) 100,00 mL

Fonte: ALFENAS et al (1991), modificado
Durante a trituragdo adiciona-se aproximadamente 30 mg de PVPP (polivinilpirrolidona) com a finalidade de
remover compostos fendlicos e aumentar a estabilidade das enzimas.

Quadro 2- Protocol o da deteccéo de atividade da enzima chiquimato desidrogenase (SKDH)

Acido chiquimico 10,00 mg
NADP" 2,00 mL (20 mg)
MTT ou NBT 2,00 mL (20 mg)
PMS (Fenazina metosulfato) 2,00 mL (20 mg)
Tris—HCI 0,1 M, pH 8,5 10,00 mL

SOLTISet al (1983)
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Quadro 3 — Protocolo da deteccéo de atividade da enzima isocitrato desidrogenase (IDH)

DL — Acido isocitrico 200,00 mg
NADP", Na 2,00 mL (20 mg)
MTT ou NBT 2,00 mL (20 mg)
MgCl: (1%) 2,00 mL (20 mg)
Tris—HCIl (0,1 M), pH 8,0 100,00 mL

SHAW e PRASAD (1970), modificado. Incubar no escuro a 37° C até o aparecimento das bandas

Quadro 4— Protocolo da deteccéo de atividade da enzima malato desidrogenase (MDH)

NAP 100,00 mg
MTT 15,00 mg
PMS 1,00 mg
Na-L-malato (0,1 M), pH 7,0 5,00 mL
NaCl (0,1 M) 2,50 mL
Tampéo tris-HCI (0,5 M), pH 7,1 7,5mL
Agua destilada 35,00 mL

SHAW e PRASAD (1970), modificado. Incubar no escuro &37° C até o aparecimento das bandas
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