CAPITULO 4
DETERMINACAO DOS TEORES DE COMPOSTOS FENOLICOS EM

Dimorphandra mollis Benth.

“A teoria € o que decide o que podemos observar.”
EISTEIN

1. INTRODUCAO
Compostos fendlicos pertencem a classe de compostos que inclui
diversidade de estruturas simples e complexas, com pelo menos um anel
aroméatico no qual, ao menos um hidrogénio é substituido por um grupamento

hidroxila (SIMOES et al, 1999) (figura 1).

Figura 1: Estrutura benzénica (fenélica) C6 com grupamento hidroxila (OH)
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1.1. Biossintese dos compostos fendlicos
Sua origem biossintética esta relacionada a duas rotas biogenéticas: a via
do acido chiquimico (carboidratos) e via do acetato-malato (malonil-CoA e acetil-

CoA) (figura 2) (MANN, 1996).
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Figura 2: Rota biossintética resumida nos vegetais superiores dos compostos

fendlicos, adaptado de CARRAPICO (1998).
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Figura 2: A fenilalanina é transformada pela PAL (phenylalanine ammonia lyase) em &acido
cindmico que sofre hidroxilacdo formando o cumérico que se une a trés moléculas de malonato,
ativados por acetil coenzima A (Acetil-CoA), formando respectivamente cumaril-CoA e malonil-
CoA, que se condensam em estrutura ativada que servira de substrato a acdo da enzima chalcona
sintase, originando os flavono6is como kampeferol e quercetina.
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1.2. Classificacdo, distribuicdo e propriedades dos compostos fendlicos
a. Classificacao

Séo classificados de acordo com o tipo de esqueleto principal (C6), que
constituird o anel benzénico e com a cadeia substituinte (CX) (figura 1). Assim,
por exemplo, os fenois simples e as benzoquinonas — C6; os flavonoides e
isoflavondides — C6-C3-C6 (figura 3 — a); taninos hidrolisaveis — (C6-C1)n e
taninos condensados — (C6-C3-C6)n (figura 3 — b e c¢) (SIMOES et al, 1999).
Figura 3: Estrutura principal de flavondides (a) e estruturas de taninos
hidrolisaveis — &cido elagico, acido galico (b) e taninos condensados -
procianidina (c).
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Fonte: QUEIROZ et al, 2002.
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Outra classificacdo esta relacionada com a ocorréncia no reino vegetal dos
compostos fenolicos, assim, sdo amplamente distribuidos como os derivados de
acidos benzoicos e de acidos cinamicos, cumarinas, flavonoides, de polimeros
(taninos e ligninas) ou sao de distribuicdo restrita como fendis simples,

antraquinonas, xantonas, naftoquinonas (SIMOES et al, 1999).

b. Distribuicéo

Compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos em vegetais e em
microorganismos (COSTA & PROENGA DA CUNHA, 2000).

Dentre os compostos fendlicos pertencentes ao metabolismo secundario
dos vegetais encontram-se estruturas como acidos fendlicos, dos derivados de
cumarina, pigmentos hidrossoluveis, ligninas, taninos, e ainda fazem parte de
proteinas, alcalbides e terpenoides (PROENCA DA CUNHA et al, 2003).

Os derivados do acido benzdico sdo amplamente encontrados nas
gimnospermas e angiospermas. O acido galico ocorre em plantas lignificadas, as
cetonas fendlicas tem distribuicdo restrita, e os derivados do acido cinamico
possuem ampla distribuicdo, podendo ser encontrados como ésteres livres ou
heterosideos (SIMOES et al, 1999).

Os ésteres de acido caféico sdo marcadores taxondémicos em Lamiaceae. Os
fendis simples (fenol, pirocatecol, resorsinol e floroglucinol) tém distribuicdo
restrita, exceto a hidroquinona, presente em diversas familias botanicas. Ainda,
sdo raramente encontrados em bactérias, algas e fungos, mas estdo presentes

em liquens — depsideos — com importante valor farmacéutico (SIMOES et al, 1999).
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c. Propriedades

Contribuem no sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais sendo muito
usados, os compostos fendlicos, como flavorizantes (aldeido cinamico e vanilina)
e corantes na industria alimenticia, na cosmecéutica (PROENCA DA CUNHA et al,
2003).

Enfatizam-se, também a atividade antioxidante dos derivados fendlicos (llex
paraguariensis — erva mate, Camellia sinensis — cha, dentre outros) e a atividade
antibacteriana, antiviral e antifungica dos ésteres do acido caféico (Echinaceae
purpurea, Plantago major) (SIMOES et al, 1999).

Nos vegetais ressaltam-se na defesa a herbivoria, na inter-relacdo entre
animal-vegetal; na inibicdo da germinacdo de sementes, do crescimento de
fungos e em alelopatia. HARBORNE (1985) enfatiza a importancia marcante dos

fenilpropandides como supressores do apetite de insetos.

1.3. Flavonoides e Taninos
1.3.1. Flavonoides e Flavonois

Os flavondides sdo compostos fendlicos que possuem 15 atomos de
carbono em seu nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma
cadeia de trés carbonos entre elas (C6-C3-02-C6) (figura 3a). Nos compostos
triciclicos, as unidades sdo denominadas nucleos A, B, C e os atomos de carbono
recebem numeracdo com nuameros ordinarios nos nucleos A e C, e 0S mesmos

nameros seguidos de linha () no nucleo B (figura 3a) (SIMOES et al, 1999).
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Figura 3 a — Estrutura e numeracao basica de flavonoides
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Flavondides podem ser encontradas na forma aglicosilada, como, por
exemplo, a quercitina, naringenina ou ainda miricetina (figuras 4a, 4b e 4c), porém
€ mais freqliente encontra-las no reino vegetal na forma glicosilada, unidas a
moléculas de agUcares como a ramnose, rutinose (03 moléculas de glicose)
(figura 5) ou ainda é possivel mistura de glicosideos, como a rhamno-glucosideos,
formando respectivamente os derivados flavondides glicosilados (SpANOS &

WROLSTAD, 1992).
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Figura 4: Estruturas quimicas de Flavondides. A. Quercetina, B. Naringerina, C.

Miricetina.

a — Quercetina (Flavonol)

b — Naringerina (Flavanona)
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Figura 5: Estrutura quimica de flavondides heterosideos (C e O)

H a- Quercetina 3-O-glicosideo

b — Isovitexin (flavona glicosideo)

1.3.1.1. Biossintese de flavondides

Os flavondides séo biossintetizados a partir da via do acetato e chiquimato.
As etapas da biossintese de flavondides iniciam-se com o metabolismo de
fenilpropandides. A fenilalanina (figura 6a) passa por desaminacao pela enzima
phenylalanine ammonia lyase ou fenilalanina aménia liase (PAL) formando &acido
cinamico (figura 6b) (JONES, 1984). As vias subsequentes envolvem reacdes de
hidroxilacdo do &cido cinamico (SEYFERT, 1982) em p-Cumaril que origina p-
Cumarato-CoA que por meio da enzima p-Cumarato-CoA ligase forma p-Cumaril-
SCoA que condensa com trés unidades C, (Acetil-CoA) por meio da Chalcona
sintase produz Chacona que precursora de isoflavanonas; flavononas;

flavanonais; flavonas; flavondis; catequinas e antocianidinas (figura 7).
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Figura 6: Estruturas da fenilalanina (6a) e do acido cinamico (6b) e reacdo de

desaminacéo da PAL
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Figura 7. Representacdo esquematica simplificada da biossintese de flavondides

(PEDRIALI et al, 2005).
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1.3.1.2.Classificacéo de flavondides

Flavondides tém particularidades no que tange aos tipos de ligacdes,
quantidades de grupos hidroxilas, presenga ou nédo de grupos cetonas e sao
essas caracteristicas estruturais que determinam a sua classificacdo (SIMOES et al

1999) (figura 8)
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Figura 8: Estruturas quimicas dos principais flavonoides
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a. Flavonas e Flavondis e seus heterosideos (O e C-Heterosideos)

S80 compostos que possuem, na posicdo C3, hidroxila (OH), sendo
freqlentemente oxigenados, substituidos com hidroxilas e ou metoxilas ou ainda,
acila, C-metila, metileno, pirano, dentre outras. Em flavonas, no nucleo
fundamental R=H, e em flavondis R=OH. A maioria das flavonas e flavonois
identificadas em plantas esta sob a forma conjugada, ou seja, ligada a um ou
mais acglcares unidos aos grupos hidroxilas por uma ligacdo hemicetal facilmente
destruida por hidrélise acida.

Suas cores nos vegetais variam do branco ao amarelo, sendo identificados
em todo reino vegetal (quadro 5). Em flavonas os compostos mais abundantes
sdo a Apigenina e Luteolina. Em flavondis sdo a quercetina, miricetina, canferol

(figura4, quadro 1).

226



Os heterosideos constituem grupo importante de compostos organicos,
produzidos, em geral, pelo reino vegetal e que, pela acdo dos acidos, bases ou
enzimas, se desdobram numa parte “acucar” e a outra “ndo acgucar” (aglicona).
Essas partes estdo ligadas entre si pelo intermediario do atomo de carbono
anomerico do acucar (SIMOES et al, 1999).

Todos os heterosideos possuem em comum a caracteristica de, por
hidrolise, se desintegrarem em um acucar e a por¢cdo aglicona (genina). Sao,
portanto, carboidratos ligados a nao-carboidratos (“aglicona”). A aglicona € que
determina, geralmente, a acdo do heterosideo (BRUNETON, 1995).

Os heterosideos mais difundidos na natureza séo os O - heterosideos, nos
quais, a parte acucar é a aglicona, que sdo normalmente ligadas pela funcao
acetal. Encontram-se, todavia, igualmente N - heterosideos, S - heterosideos e C
- heterosideos nos quais, o carbono anomérico do acucar esta unido a aglicona
por um atomo de nitrogénio (azoto), ou um atomo de enxofre ou um atomo de
carbono (por exemplo, casimiroedine (N - heterosideo), sinigrina (S - heterosideo)
e aloina (C - heterosideo). A aglicona esta as vezes ligada ao acgucar pela funcao
ester (CosTa, 2000).

Em geral, os heterosideos sdo compostos solidos, incolores e constituem
substancias de reserva dos organismos vegetais ou atuam como estimulantes. A
maioria dos heterosideos tem aplicacbes terapéuticas. Possuem gosto muito
amargo, e sao classificados de acordo com a por¢do genina em: Glicosideos
alcodlicos - genina é alcool; Glicosideos cianogenéticos - liberam acido cianidrico
quando hidrolisados; Glicosideos esterdides - genina é esteréide; Glicosideos

antraquinénicos - genina é antraquinona (CgH4(CO), CsH,) (OLIVEIRA €t al., 1991).
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Os primeiros heterosideos isolados eram produtos condensados da
glicose, motivo pelo qual foram chamados de glicosideos; termo depois
generalizado aos heterosideos e hoje, reservado somente aqueles derivados da
glicose (EVANS & TREASE, 1996). Reconheceram-se varios compostos da natureza
analoga, mas derivados de outras oses designados de galactosideos,
ramnosideos (TYLER et al, 1997). Sdo denominados, de acordo com o numero de
moléculas de acucar presente em sua estrutura como oligo-heterosideos ou poli-
heterosideos.

Nos flavonois, os heterosideos, contém a porcao acucar ligada a porcao
nao-glicidica (genina ou aglicona), que neste caso € pigmento. Entre os flavondis
heterosideos tém-se 3-rutinosideo quercetina (rutina) (figura 9) e 7-glicosideo

luteolina.

Quadro 1: Estrutura quimica de flavonas e flavonéis

Nome Rs R- Rs- R..
R
R F»:-&|/Iq;: R:’ Luteonina  OH OH OH OH
LT
RTA(;I " Ry Apigenina  OH OH OH
Ry H*““l/ ~ oH
R; O Chrysina OH OH

Quercitina COH OH OH OH
Myricetina OH OH OH OH OH
Kaempferol OH OH OH

Fisetina OH OH OH

Fonte: SiLvA, S et al (2003)
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Figura 9: Estrutura quimica da Rutina (3-rutinosideo quercetina).

o o
H

Fonte: PubChem Substance Summary, 2006

b. Di-hidroflavondides (Flavanonas e Flavanonais)

As flavanonas sdo caracterizadas pela auséncia da dupla ligacao
(olefinica) nos carbonos 2 e 3, possibilitando o posicionamento do anel B em
posicdo R ou S (SILVA, S et al, 2003). Também é caracterizado pela auséncia de
hidroxila na posicéo 3 (quadro 2). As flavanonas séo intermediarios biossintéticos
da maioria das classes de flavondides. Podem possuir sabor amargo ou doce,
devido as configuracfes esteroquimicas, agindo como defesa a herbivoria e ao
mesmo tempo como alimento (SIMOES et al, 1999).

Quadro 2: Estrutura quimica de Flavanonas:

R’ Nome Rs Rs Ry Rs
Ra'.. By’
Rg | =
R 2 0 Hj,e o " Hesperetina  OH OH OH OCH,

& m Maringenina OH OH OH

Fonte: SiLvA, S et al (2003)
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c. Flavanas, Leucoantocianidinas e proantocianidinas

Esses compostos fazem parte de uma classe de flavondides, junto aos
biflavondides e mais recentemente os isoflavondides, nos quais e possivel
encontrar estruturas oligomerizadas. Caracterizadas pela auséncia de ligacao
olefinica entre os carbonos 2 e 3, e também da hidroxila na posicédo 3 (quadros 3

e 5) (SIMOEs et al, 1999).

Quadro 3: Estrutura quimica das flavanas

By

B, Mome Ra Rs RT F'.3' Rq'

Fa ‘fLi Catechina ©OH ©OH 0OH 0OH OH
RT\;:’JJ‘\/O-L{N”

_
]

| _
Pm/‘%l/‘:l:‘ o Meciadonol OCHs ©OH OH QOH  OH
D

Fonte: SILVA, S et al (2003)

Isoflavondides séo caracterizados por uma cadeia arila-C3-arila, mais do
tipo difenil-1,2-propano (figura 10— quadro 5). Os substituintes mais comuns sao
0os grupamentos hidroxilas, metoxilas e metilenodioxila. Possuem distribuicdo
taxondmica restrita, ocorrendo em Fabaceae. Biogeneticamente sdo formados via
chaconas. Distribuem-se em isoflavonas, isoflavononas, pterocarpanos,
isoflavanas, cumestanos (Costa, 2000).

Nos vegetais comportam-se como fitoalexinas — substancia produzida pela
planta em resposta a infec¢cdo por algum agente patogénico. As propriedades
biolégicas mais importantes sdo a atividade estrogénica (isoflavona e
cumestanos), antifingica e antibacterianas (fitoalexinas) e as propriedades

inseticidas (rotendides) (SIMOES et al, 1999).
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Figura 10: Estrutura quimica da Isoflavona
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d. Chalconas

O termo chacona é utilizado na caracterizacdo da familia de compostos
que possue o nucleo fundamental o 1,3-diarilpropano, modificado pela presenca
de ligacao olefinica, de grupamento cetona e ou de grupo hidroxila. Caracteristica
marcante desse grupo € possuir pigmentacdo amarela que passa a vermelha em
meio alcalino. As cores tém importante papel em sistemas ecolégicos, pois estao
implicadas na poliniza¢do por insetos e passaros (quadro 4 e 5).

Quadro 4: Estrutura quimica da Chaconas

Nome R2’ R3’ R4’ R3 R4

Mareina OH OH O-glic OH OH

Okanina OH OH OH OH OH

1.3.1.4 Propriedades Biolbgicas
a. Pigmentacéo vegetal

As antocianinas (figura 11) sdo utilizadas pelas plantas na formacdo das
cores, sendo o glicosideo delfinina conhecido como malonilawobanina,
responsavel pela coloracdo das flores azuis das angiospermas (Salvia uliginosa,

Labiatae; Nymphaea caerulea, Nymphaeaceae). Essa coloracdo é formada
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quando a delfinina, ou seus derivados, complexa-se com o0 copigmento do tipo
flavona e com metais catibnicos que promovem a emissdo de luz caracteristica
(quadro 5).

Algumas espécies vegetais tém outro flavonoide, a cianidina, que permite
coloracbes do vermelho até o magenta, como ocorre em plantas como as
Rosaceae (GOTTLIEB, 1982; KONDO et al., 1992). Ainda destaca-se a cor vermelha
puarpura caracteristica das orquideas, onde o flavondéide (cianidina, glicosideo
peonidina) associa-se a copigmentos e a metais (FIGUEIREDO et al.,

1999;

BLOOR;1998).

Figura 11: Antocianinas (a) e Malonilawobanina (delfinina) (b)

OH

/’Jk _OH

S //" “OH

Quadro 5: Principais sub-classes de flavonéides e suas coloracdes

Sub- Classes Cor Flavonoides representativos
Antocianidina Azul, vermelho e violeta | Cianidina
Flavanol Incolor Catequinas, Epicatequinas

Amarelo Procianidina

Flavonas Amarelo claro Apigenina, Luteolina
Flavonol Amarelo claro Quercetina, Rutina, Miricetina
Isoflavona Incolor Genisteina, Diazeina
Flavanona Incolor, amarelo Hesperidina, naringerina

Fonte: ACKER et al, 1996
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b. Protecdo aradiacdo UV-B

A radiacdo ultravioleta B (280-315 nm) € a faixa do espectro solar de
menor comprimento de onda e maior energia. Ao incidir nas folhas, a radiacao
UV-B é absorvida pelos pigmentos complexos formados pelos flavondides, que,
de modo geral, absorvem na mesma regido fornecida pelo UV-B, funcionando
assim, como filtro e evitando que a radiacdo atue sobre outras moléculas
celulares importantes, como o DNA, modificando-o e levando-o, a formacao de
células defeituosas (HARBORNE et al, 2000). Genotipos mais resistentes aos danos
da radiacdo UV-B promovem aumento nas sinteses de flavonéides e de outros
polifendis, como flavonas e glicosideos flavondnicos.

Ha evidéncias que plantas submetidas a radiacdo UV-B artificial promovem
mudancas nas rotas sintéticas dos flavonoides, alterando a sua concentracdo nas
células epidérmicas (Pinus silvestris, Oryza sativa), de folhas cerosas
(Gnaphalium luteo-album), folhas pilosas (Quercus ilex) e talos (Marchantia

polymorpha) (SILvA, S et al, 2003).

c. Protecdo antimicrobiana

Os flavonodides sao os agentes constitutivos que produzirdo as fitoalexinas
em resposta a ataques microbianos (GRAYER & HARBORNE, 1994; HARBORNE 1994)
atuando como antifiungicos (Luteolina 7-(2’-sulfaglucosideo), antibacteriano
(5,7,2’,6'-tetrahidroxi-6-prenil-8-lavanduli-4’-metoxiflavanona) e antiviral
(Quercitina-3-(2’-galoilarabinopiranosideo). Destacam-se o0s isoflavonoides,
flavanas e flavanonas por possuirem hidroxilas fendlicas que inibem o
crescimento das micelas, esporos e particulas virais. No entanto PICMAN et al.

(1995, 1986) afirmam que o aumento do numero de substituintes hidroxilas,
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metoxilas ou glicosilas provoca a diminui¢do da atividade do composto; exceto em
chalconas hidroxiladas que sado mais efetivas, quanto maior o numero de

hidroxilas, como foi demonstrado por GAFNER et al. (1996).

d. Interacdo Planta-animal

Os polifendis (flavanas poliméricas, proantocianidinas, flavonas, flavonéis
e isoflavonas) de baixo peso molecular tém funcdo de destaque na protecdo
vegetal contra herbivora (insetos e animais) (HARBORNE,1995 e 1999).

Trés glicoflavonas a schaftosideo, isoschaftosideo e a neoschaftosideo,
foram isoladas de plantas de arroz e testadas como inibidores da acdo de insetos
como o Niloparvatta lugens, tendo resultado na inibicdo da atividade de ingestao
da seiva (GRAYER et al., 1994). Em arroz, também, foi identificado que a flavanona
sacuranetina e o acido clorogénico tém suas concentracdes foliares aumentadas
em respostas a infeccdo do nematdide Ditylenchus angustus (PLOWRIGHT et al.,
1996). A sacuranetina, ainda, aumenta no excesso de radiagcdo UV e de fungos,
sendo de vital importancia na protecédo das plantas de arroz (DILLON et al., 1997).

Alguns géneros de insetos como Helicoverpa, Heliothis, Lymantria e
Trichoplusia, sdo pouco tolerantes a flavondides glicosilados, principalmente no
segundo estagio larval. BENINGER & ABOU-ZAID (1997) verificaram que extratos
purificados de Pinnus banksiana que continham flavondis glicosilados (rutina;
quercitina 3-glicosideo), quando administrados na dieta de larvas promoviam
aumento da mortalidade e diminuicéo do crescimento.

Espécies de borboletas como a Danaus plexippus sdo dependentes da
presenca de flavondides glicosilados encontrados em Asclepias curassavica

(Asclepiadaceae) na inducdo da ovoposicao. O estimulo ovopositor é devido aos
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glicosideos flavonicos derivados da quercitina 3-galactosideo (3-dirhamnosil
galactosideo; 3-rutinosideo; 3- rhamnosil galactosideo) (HARIBAL & RENwICK, 1996
e 1998).

Ainda, na defesa contra a herbivoria, as procianidinas, podem se
condensar, em muitas formas, originando taninos (STEVENS et al., 1998). Segundo
LAWLER et al (1998) plantas como os Eucalyptus ovata e o Eucalyptus viminalis,
que servem de alimentos de ursos Koalas, mostraram a presenca de polifendis
floroglucinol, macrocarpol G e jensenona, que estao relacionados as procianidinas
geradoras de taninos. Dietas artificiais com concentracdes de cerca de 2% de
macropol G reduzem o consumo alimentar em cerca de 90%, indicando o carater

protetor dessa substancia a herbivoria.

e. Propriedades farmacoldgicas
Hoje, conhece-se cerca de 4.200 flavondides que desempenham os mais
diversificados fungdes bioldgicas no organismo humano (PEDRIALI et al, 2005).
Flavondides possuem a capacidade inibir a xantina oxidase, enzima
responsavel pela oxidacdo de tecidos, sendo, portanto, capazes de inibir a
formacdo de radicais livres e o “combater” o envelhecimento precoce. A
capacidade de remocdo de radicais livres dos flavondides pode prevenir
processos de estresse oxidativo, que causam morte celular como a degeneracao
de neurdnios e membranas celulares (Mal de Parkinson e Alzheimer) (SMITH et al,
1987; GIAssON et al.,, 2002; LIN et al, 2002) e de cancer devido aos danos

provocados pelos radicais as moléculas de DNA (HALLIWELL, 1999) (figura 12).
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Figura 12: Regides estruturais dos flavondides com alta atividade de sequiestro

de radicais livres (PEDRIALI et al, 2005)

Além disso, os radicais livres atuam como pro-oxidantes sobre as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), possibilitando a deposicao e formacéo de
placas arterioscleréticas no endotélio, facilitada pela aderéncia dos macréfagos
(DE VRIES et al., 1998). Foi demonstrado que certos flavonodides tém a capacidade
de impedir que o LDL tenha modificacdo oxidativa, fornecendo assim protecao
contra riscos arteriosclerético (WHALLEY et al., 1990; MANGIAPANE et al., 1992;
RANKIN et al., 1993).

Ainda também foram relatados diversos efeitos bioldgicos importantes
como antitumoral, antiulcerogénica, anti-hemorragicas, tratamento de doencas
circulatorias, hipertenséo e cofator da vitamina C, atividade estrogénica, atividade
antiinflamatéria e muitas outras (MANTLE et al, 1999; Di CARLO et al, 1999;

HARBORNE & WILLIAMS, 2000; RAJ NARAYANA et al, 2001; SIMOES et al, 1999).
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1.3.2. Taninos

Taninos sdo compostos fenolicos de grande interesse econdmico e
ecologico estando presentes na maioria das plantas e podendo variar de
concentracdo nos tecidos vegetais, dependendo da idade e do crescimento da
planta, da parte coletada, da época ou, ainda, do local de coleta (TEIXEIRA et al,
1990; SimoN et al.,1999; LARCHER, 2000).

A palavra tanino é largamente usada, particularmente em bibliografia
botanica, originalmente derivada do termo “tanante”, implicando que a matéria-
prima vegetal curta couro a partir de peles (HASLAN, 1965; 1988).

A maioria dos compostos fendélicos ndo é encontrada no estado livre na
natureza, mas na forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto, solaveis
em agua e em solventes organicos polares. Tém peso molecular compreendido
entre 500 e 3000 Daltons, possuindo a habilidade de formar complexos insolaveis
em agua com proteinas, gelatinas e alcaloides (MeLLO et al, 2001). Ainda sdo
responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais, devido a
precipitacdo de glucoproteinas salivares, o que ocasiona a perda do poder
lubrificante (BRUNETON, 1995).

A ligacdo entre taninos e proteinas ocorre, provavelmente, atravées de
pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos dos taninos e determinados sitios
das proteinas. Na formacéo dessas ligacdes é necessario que o peso molecular
dos taninos esteja compreendido entre limites bem definidos;, se este é
demasiadamente elevado, a molécula ndo pode se intercalar entre 0s espacgos
interfibrilares das proteinas ou macromoléculas; se € muito baixo, a molécula
fendlica se intercala, mas ndo forma numero suficiente de ligagbes que assegure

a estabilidade da combinacdo (BRUNETON, 1995).
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Por serem fendlicos, os taninos sdo muito reativos quimicamente, formam
pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares. Um mol de taninos pode ligar-se a
doze moles de proteinas; e com base nessa propriedade pode-se identificar
taninos por teste de precipitacdo de gelatinas (MeLLo et al, 2001). Estes
compostos sao facilmente oxidaveis, tanto pelas enzimas vegetais especificas
quanto por influéncia de metais, como cloreto férrico, 0 que ocasiona o
escurecimento de suas solugcdes (SIMOES et al, 1999).

No Brasil, varias espécies sdo pesquisadas por suas propriedades
tanantes; entre as principais estdo Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville,
Dimorphandra mollis Benth., Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenam, Acacia
mearnssi De Wild, Psidium guajava L. e Myracrodruon urundeuva (Engl.) Fr. All.
(TEIXEIRA et al., 1990; BRANDAO, 1992; RODRIGUES et al., 1992; MAGALHAES et al.,

1997; CALDEIRA et al., 1998; SANTOS et al., 2002, MELLO et al, 2001).

1.3.2.1. Classificacao dos taninos

Classicamente, segundo a estrutura quimica, os taninos séo classificados
em dois grupos: hidrolisaveis e condensados (figuras 3b e 3c).

Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de acidos galicos e acidos
elagicos (hexahidroxidifénicos) glicosilados (figura 3b), formados a partir do
chiquimato (HeLDT, 1997), onde os grupos hidroxila do acuUcar séo esterificados
com os acidos fenolicos (VICKERY & VICKERY, 1981).

Os taninos elagicos sdo muito mais frequientes que os galicos, e € provavel
que o sistema bifenilico do acido hexaidroxidifenilico seja resultante da ligacao

oxidativa entre dois acidos galicos (BRUNETON, 1995).
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Amplamente encontrados no reino vegetal, os taninos condensados ou
proantocianidinas sao polimeros de flavan-3-ol e/ ou flavan-3,4-diol, produtos do
metabolismo do fenilpropanol (HELDT, 1997; HEIL et al, 2002).

As proantocianidinas, assim denominadas provavelmente pelo fato de
possuirem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como cianidina
e delfinidina (figuras 10a e 10b) e tém rica diversidade estrutural, resultante de
padrdes de substituicdes entre unidades flavanicas, diversidade de posicdes entre
suas ligacdes e a esteroquimica de seus compostos (BRUNETON, 1995).

MELLO & SANTOS (2001) ressaltaram ainda que a ocorréncia desses
compostos € comum em angiospermas e gimnospermas, principalmente em
plantas lenhosas. Considerando a proporcao da ocorréncia de taninos em familias
das Angiospermas arranjadas de acordo ao sistema de classificacdo de
Cronquist, somente 4% de 228 espécies testadas por MoLE (1993) foram positivas
a taninos. Nas ordens Polygonales e Plumbaginales apenas uma unica familia de
cada tem taninos, e em familias de Caryophyllales tais compostos estavam
ausentes. Nas Moraceae, 0s taninos presentes estdo em quantidade insuficiente

a precipitacdo de proteinas (MONTEIRO et al, 2005).

1.3.2.2. Propriedades bioldgicas de taninos
a. Interacao Planta-animal

Os vegetais defendem-se dos herbivoros por varios caminhos, seja por
estruturas convencionais como espinhos ou pélos urticantes ou ainda por
sofisticadas defesas quimicas como os taninos. Todos estes métodos consomem
energia e o0s produtos fotossintéticos sdo desviados do crescimento ou

reproducéo em prol da defesa (MOORE, 1998).
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Compostos fendlicos em vegetais, principalmente taninos, tém
reconhecidamente a funcéo de inibirem herbivoros, pois em altas concentracoes,
frutos, folhas, sementes ou demais tecidos jovens tornam-se impalataveis aos
fitofagos e, ainda, combinado a algumas proteinas, estes tecidos resistem
fortemente a putrefacdo (VoLz et al 2001).

Foi verificado por REYNOLDS et al. (1965) que macacos africanos tem alta
rejeicdo por plantas com alto teor de tanino, porém, alguns chipanzés possuem
tolerancia ao tanino, principalmente quando ha maior nivel de acucar livre, como
no caso de figos (Ficus carica L.), onde apos a ingestao dos frutos, as sementes
(taninos) séo regurgitadas.

RODRIGUES et al (1992) e MAGALHAES et al (1997) estudam o aspecto
antinutricional de cultivares com altos teores de taninos e sua resisténcia a
pragas.

HELDT (1997) informa que em savanas sul africanas, as folhas de acacia
sao recursos alimentares do antilope “kudu”. Essas folhas contém taninos que,
em baixas quantidades, ndo afetam sua qualidade nutricional. Quando estas
arvores sao predadas pelos antilopes, liberam o etileno, hormdénio vegetal que
induzira, em cerca de 30 minutos, 0 aumento da sintese de taninos em arvores
vizinhas. Os niveis de taninos aumentam tanto que os mamiferos podem chegar a
morte se continuarem a alimentar-se dessas folhas.

Algumas plantas e animais usam estratégias na reducédo a adstringéncia
causada por estes compostos (SCALBERT, 1991). Em frutos, a reducdo da
adstringéncia ndo parece ser devido a diminuicdo das quantidades de taninos e

sim pela producdo de moléculas com afinidade por esses. Alguns animais, como
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ratos com dieta rica em taninos, conseguem induzir liberagcdo maior de proteinas

salivares se protegendo contra o efeito da adstringéncia.

b. Interacdo planta-ambiente

Estudos sobre variagbes do teor de taninos mostram que ha diferencas
quando as plantas sdo coletadas e analisadas em periodos distintos (TEIXEIRA et
al, 1990; SIMON et al, 1999; PANSERA et al, 2003).

Polifendis de baixo peso molecular e elagitaninos foram analisados em
HPLC, por SIMON et al (1999) em quatro espécies de carvalho (Quercus robus L.,
Q. petraea Liebl., Q. pyrenaica Wild. e Q. faginea Lam.) obtidos do extrato da
madeira. As coletas foram realizadas antes e depois de um ano e, durante este
processo, as concentracoes de polifendis de baixo peso molecular aumentaram e
a concentracdo de elagitaninos, dimeros e mondémeros, diminuiram, concluindo
que a sazonalidade natural afeta a composi¢cdo quimica devido a processos de
desidratacdo e maturacdo. As modificacdes quimicas foram similares nas quatro
espécies.

Os efeitos da poluicdo na atmosfera podem alterar a resisténcia de
Tibouchina pulchra Cogn. a herbivoria. O estudo de duas localidades no Sudoeste
do Brasil mostrou que as altas taxas de poluicdo atmosférica induzem o aumento
da quantidade de nitrogénio foliar e ao decréscimo de compostos fendlicos nas
folhas, devido, provavelmente, ao baixo ganho de carbono (FURLAN et al, 1999).

SALMINEN et al (2001) avaliaram a variacdo sazonal de taninos hidrolisaveis
em folhas de Betula pubescens Ehrh; associados a herbivoria. O nivel maximo de
compostos fendlicos foi encontrado em folhas jovens e, durante a maturacéo, o

conteudo decresce rapidamente, pois os taninos hidrolisaveis tém padrdes de
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sazonalidade distintos e as variagcdes de galoilglucose e elagitaninos séo

especificas por possuirem caminhos biossintéticos proprios.

c. Propriedades farmacoldgicas

O uso de medicamentos com taninos estéa relacionado a suas propriedades
adstringentes, sendo empregada como antidiarréico, anti-séptico; cicatrizante na
protecao da pele e mucosas (MONTEIRO et al, 2005)

Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam efeito antimicrobiano e
antifingico. Ainda sdo hemostaticos e, como precipitam alcaldides, podem servir
de antidoto em casos de intoxicacdes (BRUNETON, 1995).

Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamacdes, os taninos
auxiliam formando camada protetora (complexo tanino-proteina e/ ou
polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados (MeLLo et al, 2001).
Provavelmente, devido a habilidade de ligar-se as proteinas e outras
macromoléculas, os taninos tém atividades toxicas.

AYRES et al (1997) verificaram que a rapida mortalidade de insetos tratados
com taninos condensados parece ser devido a atividade toxica destes compostos
e nao pela inibicdo da digestibilidade. Associa-se a alta toxicidade ao maior peso
da molécula.

Outro mecanismo de toxicidade com taninos deve-se ao fato desses
complexarem-se com facilidade a ions metalicos. Sistemas bioldgicos, incluindo
microrganismos, necessitam de ions metalicos como cofatores enzimaticos
(MONTEIRO et al, 2005).

Os taninos sao considerados nutricionalmente indesejaveis, pois precipitam

proteinas, inibem enzimas digestivas e afetam a utilizacdo de vitaminas e
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minerais podendo, ainda, em alta concentracdo, desenvolver cancer de boca
(mucosa) e esbdfago (CHUNG et al, 1998; SINGH et al, 2001).

Véarias doencas degenerativas como cancer, esclerose mdltipla,
arteriosclerose e o proprio processo de envelhecimento estdo associados a altas
concentracdes intercelulares de radicais livres. Taninos, também, atuam como
captadores de radicais livres, os quais interceptam o oxigénio ativo formando
radicais estaveis (MELLO et al, 2001).

CHUNG et al (1998) hipotetizam que os taninos tém duplo efeito devido ao
efeito quimiopreventivo contra carcinogénese ou antimicrobiano e aos efeitos
carcinogénico, hepatotoxico ou antinutricionais. A atividade anticarcinogénica €&
evidenciada por CHUNG et al (1998), que ressaltam que 0s japoneses consomem
o cha verde (Camelia sinensis), rico em acido tanico e outros polifendis, em
grandes quantidades e o risco de cancer gastrico mostra-se baixo. Taninos das
espécies Quercus suber L. e Q. coccifera L. tem efeito gastroprotetor, variando
entre 66 e 91% (KHENNOUF et al, 2003). CHUNG et al (1998) relataram que nozes
contendo cerca de 25% de taninos podem ser responsaveis pela alta incidéncia
de cancer de esb6fago em determinada localidade dos EUA, onde pessoas
comumente as consomem apos o almoco.

Moléculas de taninos estdo sendo testadas com a intencdo de se
descobrir algum farmaco eficiente contra o virus da AIDS (HIV) (KILKUSKIE et al,
1992; CHUNG et al, 1998). KiLkuskIE et al (1992) observaram que galotaninos
possuem atividade inibitéria somente em concentracdes toxicas, elagitaninos e
taninos condensados inibiram fracamente a replicacdo viral e o0s taninos

complexos mostraram potente atividade contra a replicacdo do HIV. Concluiram
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que a atividade anti-HIV exibida por taninos € devida a inibicdo da transcriptase
reversa, dificultando assim a replicac&o viral.

SCALBERT (1991) relata que taninos condensados e hidrolisaveis nao tém
diferencas significantes frente a fungos e bactérias, visto que o efeito da
toxicidade relacionado a estrutura molecular do tanino é ainda desconhecido.

Muitas bactérias sdo sensiveis aos taninos, dentre elas Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae e, em
concentracbes minimas (0,5 g/L), o fungo Fomes annosus tem seu crescimento
inibido (CASTRO et al, 1999).

NISHIZAWA et al (1990) demonstraram significante atividade bactericida do
decocto da raiz de Nuphar variegatum Durand contra microorganismos
patogenos. Relataram que, por séculos, o rizoma e as raizes foram usados na
medicina popular por suas propriedades afrodisiacas, hemostaticas, adstringentes
e sedativas. O rizoma, em especial, € empregado na cura de infeccfes diversas e
o decocto da raiz no tratamento de infeccbes dos olhos, garganta e dores
internas. A analise cromatogréafica (HPLC) do extrato aquoso da raiz dessa planta
evidenciou dois galotaninos e dois elagitaninos, sendo reconhecidos por

nupharina A e nupharina B.

244



2. OBJETIVOS

Avaliar metodologias de extracdo do flavonodide rutina em frutos e folhas
de Dimorphandra mollis Benth., a fim de proporcionar agregacéo de
valor comercial e qualitativo aos coletores/ moradores das regides de
Cerrado.

Desenvolver nova tecnologia que permita aumento da extracdo de
compostos fendlicos em Dimorphandra mollis Benth., especialmente
dos flavondides rutina e quercetina, compostos farmacologicamente
ativos, a fim de agregar maior valor financeiro aos coletores da espécie.
Identificar e quantificar os teores de compostos fendlicos,
especialmente os flavondides rutina e quercetina em Dimorphandra
mollis Benth.

Analisar o desenvolvimento, crescimento e 0s compostos do
metabolismo secundario de plantulas jovens de Dimorphandra mollis
Benth. mediante o uso de preparados homeopaticos.

Relacionar o uso de preparados homeopaticos a producdo de

compostos fendlicos e de flavonéides em Dimorphandra mollis Benth.
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Comparar os teores de compostos fendlicos e flavondides em folhas e
frutos de plantas adultas de Dimorphandra mollis Benth. coletados no
Cerrado em areas do norte de Minas.

Confrontar os teores de compostos fendlicos e flavonéides em folhas e
frutos de plantas adultas de Dimorphandra mollis Benth. coletados em
areas de cerrado do norte de Minas e em plantas cultivadas em Vigosa,
em ambiente protegido (telado) mediante tratamentos homeopaticos.
Identificar e separar por meio de cromatografia em camada delgada,
grupos especificos de compostos farmacologicamente ativos em
Dimorphandra mollis Benth. e em seus subprodutos (p6 de frutos,

folhas, frutos, sementes).
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3. MATERIAIS E METODOS

3. 1. Obtencéo das amostras
3.1.1. Amostras de campo

Folhas totalmente expandidas e frutos no primeiro estadio de maturacao
(totalmente verdes) (figuras 1 e 2) de plantas adultas de Dimorphandra mollis
foram coletados no més de abril/ maio de 2006, no Cerrado do norte de Minas, na
macro-regido de Montes Claros por meio de poddo/ ou tesoura de poda. As
coordenadas de campo foram obtidas em GPS, constituindo doze tratamentos,
com quatro repeticdes (TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 e TRF-MOC 01 a TRF-MOC

12), totalizando 96 amostras (Anexo 1/ figura 3).

Figura 1: Folhas totalmente expandidas de Dimorphandra mollis.

Fonte: arquivo pessoal
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Figura 2: Frutos no primeiro estadio de maturacado de Dimorphandra mollis.

Fonte: arquivo pessoal

3.1.2. Amostras cultivadas

Frutos de plantas matrizes de D. mollis foram coletados em Montes Claros,
nos meses de agosto a outubro de 2005. Apds a secagem natural (luz solar, a
temperatura ambiente média de 35°C), os frutos foram abertos manualmente
(figura 4), selecionadas as sementes colocadas em sacos de plasticos e em papel
Kraft e transportadas ao Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vicosa.

Figura 4: Frutos e sementes de D. mollis

Fonte: arquivo pessoal
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3. 2. Selecao e Obtencgao dos tratamentos
3.2.1. Amostras de campo

Os tratamentos TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 e TRF-MOC 01 a TRF-MOC
12 foram armazenados em sacos plasticos e transportados ao Laboratério de
Melhoramento Vegetal, do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal
de Vicosa onde foram identificados, pesados, armazenados em embalagens de
papel Kraft, dispostos em bandejas em estufa de ventilacdo forcada a temperatura

de 38°C até peso constante.

3.2.2. Amostras cultivadas

As sementes selecionadas foram pesadas em balanca analitica (Toledo
Mettler) e separadas em 16 tratamentos (25 sementes por repeticdo) com 4
repeticbes (TR-VIC 01 a TR-VIC 16), no Laboratorio de Melhoramento Vegetal.
Em seguida, procederam-se a embebicdo, germinacdo e avaliacdo do
crescimento (padrdes fitotécnicos) das sementes/ plantulas. Os medicamentos e
preparados homeopaticos adotados foram:
01 — Agua destilada;
02 — Agua destilada 6 CH;
03 — Agua destilada 12 CH;
04 — Phosphorus 6 CH;
05 — Phosphorus 12 CH;
06 — Cyrtopodium 1D;
07 — Kali phosphoricum 6 CH,;
08— Sulphur 6 CH,;

09 — Sulphur 12 CH;
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10 - Etanol 70% 6 CH

11 - Etanol 70% 12 CH

12 — Carbo vegetabilis 12 CH;

13 — Caryocar brasiliensis (Pequi) 6 CH;
14 — Caryocar brasiliensis (Pequi) 12 CH;
15 — Dimorphandra mollis fungi 6 CH;

16 — Dimorphandra mollis fungi 12 CH.

3.3. Conducao do experimento
3.3.1. Amostras de plantas cultivadas

Na embebicéo os tratamentos foram dispostos em béqueres, com 10 mL de
agua destilada e 1mL (20 gotas) de preparados homeopaticos, em delineamento
inteiramente casualizado. A aplicacdo dos tratamentos homeopaticos foi feita em
duplo-cego. Em seguida, as sementes dos tratamentos TR-VIC-01 a TR-VIC-16
foram novamente pesadas em balanca analitica (Toledo Mettler), distribuidas em
64 caixas gerbox (16 tratamentos com 4 repeticdes), previamente preparadas,
procedendo-se a incubacdo dos tratamentos em BOD a temperatura de 35°C,
com fotoperiodo de 12 horas, por 21 dias. Durante a germinacao, foram
consideradas sementes germinadas, aquelas que emitiram radicula priméria de 4
mm, conforme critério adotado por DICKIE & SMITH (1995).

Apols a germinacdo procederam-se a contagem das sementes germinadas
que foram transferidas a vasos de 2 L com substrato constituido de 2/3 de solo
proveniente da area do “Tiro de guerra”, Vicosa (anexo 1) e 1/3 de areia;

identificados por tratamento (duplo-cego) e distribuidos inteiramente ao acaso, em
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casa de vegetacao telada nas dependéncias do Departamento de Fitotecnia, da
Universidade Federal de Vigosa.

Acompanhou-se o0 desenvolvimento das plantulas, avaliando numero de
folhas, espessura/ diametro e altura do caule por 63 dias. A cada sete dias foram
reaplicados nos tratamentos TR-VIC-01 a TR-VIC-16, os devidos preparados
homeopaticos.

Depois de 65 dias, as plantas dos tratamentos TR-VIC-01 a TR-VIC-16 foram
coletadas, identificadas, pesadas em balanca analitica (Micronal B200),
armazenadas em embalagens de papel Kraft, dispostas em bandejas em estufa

de ventilagdo forcada a temperatura de 38°C até peso constante.

3.4 Manipulacéo dos Preparados homeopaticos

A manipulacdo dos preparados homeopaticos foi feita de acordo com o
“Manual de Normas Técnicas da Farmacia Homeopatica” (ABFH, 2003) e
“Manipulacéo de Preparados Homeopaticos” (RODRIGUES-DAS-DORES, ANDRADE &

CAsALI, 2007).

3.5 Aplicacéo dos preparados homeopaticos
3.5.1 Embebicdo e Germinacao
Na embebicdo das sementes dos tratamentos TR-VIC-01 a TR-VIC-16,
utilizou-se de 10 mL de &agua destilada e 1mL (1000uL = 20 gotas) dos
respectivos preparados homeopaticos (1:10), por 24 horas. Em seguida, a agua
destilada/ homeopatia hdo embebida foi drenada e procedeu-se a germinacao.
Durante o periodo de germinacédo (21 dias) ndo houve reaplicacdo dos

tratamentos homeopaticos.
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3.5.2 Plantas cultivadas

Nos tratamentos TR-VIC-01 a TR-VIC-16, a cada sete dias, foram
reaplicados os devidos preparados homeopaticos sendo cada vaso regado com
100 mL de agua com 0,1 mL (100 pL = 2 gotas) de preparado homeopatico

(1:1000).

3.6. Preparo das amostras
3.6.1. Preparo do extrato metandlico

Apos a secagem, pesou-se em balanca analitica (Micronal B200) 400 mg
dos tratamentos TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12, TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12, TR-
VIC-01 a TR-VIC-16, todos com quatro repeticdes, que foram tratados com cerca
de 5 mL de metanol PA (Merck), por 24 horas. Em seguida, foram filtrados em
papel de filtro Reagen (R42, 9cm) e o extrato (5mL) armazenado em frascos de

10 mL transparentes, com tampa.

3.7. Triagem fitoquimica
3.7.1 Preparo dos extratos

O preparo dos extratos seguiu a metodologia de WAGNER et al (1996)
(esquema | — Extratos 1, 2, 3, 4 e 5), onde foram elaborados extratos, em
condicOes favoraveis a identificacdo de compostos fendlicos como flavondides
(heterosideos flavonicos), taninos; terpenos (6leos essenciais), saponinas,
cumarinas, alcaléides, antraquinonas (heterosideos antracénicos) e cardiotdénicos
(heterosideos cardiotonicos).

Os extratos foram elaborados de folhas de plantas de D. mollis coletadas no

Cerrado do norte de Minas (TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12) constituindo, apés a

252



homogeneizacdo desses tratamentos, a amostra TRF-MOC e dos frutos (TFR-
MOC 01 a TFR-MOC 12) pelo mesmo procedimento, obteve-se a amostra TFR-
MOC. Das plantas cultivadas de D. mollis (TR-VIC 01 a TR-VIC 16) procedeu-se a
idéntica homogeneizacdo dos tratamentos originando a amostra TR-VIC; das
sementes provenientes de frutos de plantas matrizes de D. mollis, compéfs-se a
amostra TRS-MOC; e ainda, dos frutos, apés secagem em estufa de ventilacao
forcada a temperatura de 40 °C, moagem em moinho de facas, homogeneizacao,
quarteamento e classificacado do po6 obtido, teve-se a amostra TR-PO.

Assim, foram elaborados extratos de TF-MOC, TR-VIC, TRS-MOC, TFR-
MOC e TR-PO utilizados na identificacdo de flavondides, taninos; Oleos

essenciais, saponinas, cumarinas, alcaléides, antraquinonas e carditénicos.

3.7.1.1.Plantas cultivadas

Em plantas cultivadas de D. mollis (TR-VIC 01 a TR-VIC 16) fez-se analise
fitoquimica especial de flavondides e taninos, visando identificar a presenca ou
auséncia de flavondides (rutina, quercetina) e taninos (acido tanico vermelho,
acido tanico branco).

De tal forma que foram elaborados extratos metanolicos conforme extrato 1
da metodologia de WAGNER et al (1996) (esquema 1) organizados em TR-VIC 01

a TR-VIC 16.

3.7.2 Execucdo da triagem fitoquimica por Cromatografia em Camada
Delgada
A triagem dos compostos foi realizada por Cromatografia em Camada

Delgada (CCD) (figura 4) tendo como suporte (fase estacionaria) placas
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cromatograficas do tipo (Merck GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV
com espessura de 0,250 mm); como fase modvel solventes (Reagen, Sigma,
Merck, Synth) em diversas polaridades segundo WAGNER et al (1996), e
reveladores adequados (esquema 1). Os reagentes, fases moveis, reveladores
foram preparados segundo WAGNER et al (1996).

Nas analises cromatograficas foram avaliados os extratos TF-MOC, TR-
VIC, TRS-MOC, TFR-MOC e TR-PO e comparados aos Rf's de padrdes de
flavondides (rutina, quercetina), taninos (acido tanico); oleos essenciais (eugenol,
terpenol, mentol, anetol); saponinas (saponina padrdao Merck); cumarinas
(cumarina padrdo Merck); alcalbides (reserpina, quinina, estricnina, pilocarpina,
atropina, brucina); antraquinonas (antraquinona padréo Merck, aloina, emodina) e
carditbnicos (digoxina, Digitalis), e ainda padréo de acido clorogénico. Todas as
placas cromatograficas foram refeitas e re-analisadas com quadro repeticdes.

As placas cromatograficas foram digitalizadas apos a revelagcéo, analisados
os Rf's das amostras e dos padrdes, comparados e identificados quanto a

presenca ou auséncia dos compostos.

3.7.2.1 Plantas cultivadas

A triagem dos compostos foi realizada por Cromatografia em camada
delgada (CCD) (figura 4) tendo como suporte (fase estacionaria) placas
cromatograficas do tipo (Merck 60 GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG
UV com espessura de 0,250 mm); como fase mével solventes acetato de etila/
metanol (ACOET/MEOH - 75:25) (Reagen e Merck, respectivamente) segundo
WAGNER et al (1996), e reveladores solu¢cdo metandlica de cloreto de aluminio 5%

(AICI3) (Reagen) na deteccéo de flavondides e vanilina sulfurica (vanilina/ H,SO,)
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(Nuclear) em taninos (esquema 1). Os reveladores e fase modvel foram
preparados segundo WAGNER et al (1996).

Nas andlises cromatograficas foram avaliados os extratos dos 16
tratamentos e suas 4 repeticbes (TR-VIC 01 a TR-VIC 16), analisados e
comparados aos Rf's de padrbes de flavonodides (rutina, quercetina — Sigma e
Merck) e de taninos (acido tanico branco e acido tanico vermelho — CRQ e Vetec).

Todas as placas cromatogréaficas foram refeitas e re-analisadas com trés
repeticdes; sendo, em seguida a revelacéo, digitalizadas, e por meio dos Rf's das
amostras e dos padrdes, identificados nos tratamentos (TR-VIC 01 a TR-VIC 16)

a presenca ou auséncia de rutina, quercetina e acido tanico.

Figura 4: Desenho esquematico de Cromatografia em Camada Delgada

. a
* Lirmte de elincdn

Fonto de aplicacdo do
T @ @ O * Padrio e Amostras

/ = * Limite de altura do solvente

Fonte: RODRIGUES-DAS-DORES & CASALI In: Plantas Medicinais e Aromaticas:

Controle de Qualidade. UFV, 2007.
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ESQUEMA I: TRIAGEM FITOQUIMICA — Identificacdo dos compostos presentes
por Cromatografia em camada delgada (CCD) nos extratos 1, 2, 3, 4 e 5 (WAGNER
et al, 1996)
EXTRATO 1
0,5gde pod

5 mL de Metanol a 60° C

5 minutos

Filtrar

Extrato 1

|
v | v

Oleos essenciais Heterosideos Antracénicos Flavonoides
Terpenos Taninos
¢ l ¢
FM: DCM/ACOET(93:7) FM: ACOET/MEOH/H,0O (100:17:13)  FM: ACOET/MEOH(75:25)
FE: silica gel 60 Fys4 FE: silica gel 60 Fys4 FE: silica gel 60 Fys4
REVELADOR: Vanilina/H,SOs REVELADOR: KOH 5 % em Etanol REVELADOR: AlCly/vanilina/H,SO4
Padrdes: Terpenol Padrdes: Aloina Padrdes: Quercetina
Eugenol Emodina Rutina
Mentol Acido Tanico
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EXTRATO 2.

2 g de pd
10 mL ETOH 70%
Refluxo 10 min.

Filtrar

vy Evaporara 5 mL

Extrato 2

Saponinas

|

FM: CHCI3/MEOH/H,0(60:30:4)
FE: silica gel 60 Fys4
Revelador: Vanilina/H,SO,4

Padrdes: Saponina Merck
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EXTRATO 3

1 gdepod
10mL de MEOH
Banho-maria 30 min.

Filtrar

" Evaporar
Extrato 3

l

Cumarinas
l
FM: ACOET/MEOH/AGUA (100:17:13)
FE: silica gel 60 F2s4
Revelador: KOH 5% a 10% em MEOH
Padrdes: Cumarina Merck
Lapachol

Bergapteno
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EXTRATO 4.

1 gdepod

v

20 mL ETOH 50%

10 ML sol de acetato 10%
Refluxo 15 min.

Resfriar

Filtrar

Filtrado 1

A

4

Acido acético (SR) — pH=5
Funil de separacao

Extrair 15mL de DCM (3X)

Na SOy

Evaporar

Residuo (ImL DCM/ ETOH 1:1)

Extrato 4

l

Cardiotbnicos

l

FM: ACOET/ MEOH/ H,O (100:13,5:10)
FE: silica gel 60 F2s4
Revelador: ShCl;

Padrdes: Digoxina Merck

Digitalis

259



EXTRATO 5.
1 gdepod
10 mL H,SO4 0,05M
5 min.
Resfriar
y Filtrar
Filtrado 1

ImL NH4OH conc.

Funil de separacao

Diluir 10 mL de H,O

Extrair com éter

Na,SO4

Filtrar

Evaporar

v Residuo (0,25mL de MEOH)
Extrato 5

A 4
Alcaldides

l
FM: ETOH/ MEOH/ H,0 (100:13,5:10)
FE: silica gel 60 F2s4
Revelador: Dragendorff ou lodo metalico
Padrdes: Estricnina, Brucina, Quinina, Reserpina, Atropina

dentre outros.
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3.8. Quantificacdo de compostos fendlicos por doseamento
espectrofotométrico

Determinou-se a concentracdo de compostos fendlicos nos tratamentos
TR-VIC 01 a TR-VIC 16; TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 e TFR-MOC 01 a TFR-
MOC 12 de acordo com a metodologia de JAYAPRAKASHA et al (2001) e de
Singh et al (2001).

200 pL dos extratos metandlicos dos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC
16; TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 e TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12, foram
misturados com 1000 puL do Reagente de Folin Ciocalteu (1:10) e com 800 pL
de solucéo carbonato de sodio a 7,5%. Procedeu-se a homogeneizacdo dos
tratamentos, deixando-os em repouso a temperatura ambiente por 30 minutos
e em seguida as concentracbes de compostos fendlicos foram medidas
quantitativamente em 765 nm em espectrofotdmetro Shimadzu Modelo UV1601

(esquema 2) e os resultados expressos em pg/mL de acido tanico.

3.8.1 Curva Padréo

A curva padrdo de compostos fenolicos teve como substancia padrao
acido tanico (CRQ). Pesou-se 100 mg de acido tanico e dilui-se com metanol a
80% (Merck), em baldo volumétrico de 10 mL, obtendo solucdo estoque (SE)
com 10 mg/ mL de &cido tanico. Da solucdo estoque (SE) retirou-se uma
aliquota de 1mL e dilui-se com metanol 80%, em baldo volumétrico de 100 mL
constituindo a solucdo amostra (SA) com 0,1 mg/ mL ou 100 pug/mL, da qual
foram retiradas aliquotas de 100 pL a 500 pL, com as concentracdes de 10 ug
a 50 pg, que foram misturados com 1100 yL a 700 pL do Reagente de Folin

Ciocalteu (1:10) e com 800 pL de solucdo carbonato de sédio a 7,5%.
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Procedeu-se a homogeneizacdo, deixando-os em repouso a temperatura
ambiente por 30 minutos e em seguida as concentracbes de compostos
fendlicos foram medidas quantitativamente em 765 nm em espectrofotdmetro
Shimadzu Modelo UV1601 (esquema 3) e os resultados expressos em pg/mL

de &cido tanico.

Esquema 2: Metodologia de quantificacdo de compostos fendlicos por

doseamento espectrofotomeétrico.

Extratos metandlicos (200 pL)
TR-VIC 01 a TR-VIC 16 (64 amostras)
TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 (48 amostras)
TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 (48 amostras)

1000 pL de Folin Ciocalteau
800 pL de Carbonato de sédio (7,5%)
Homogeneizar

30 minutos — Temperatura ambiente

Y Cubetas espectrofotométricas
ABSORBANCIA

760 nm
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Esquema 3: Curva de calibracdo de compostos fendlicos

CONCENTRACAO DO PADRAO DE ACIDO TANICO (CsHs,045) PM = 1700

C= M onde: M= massa em mg;
\% V = volume em mL.
100 mg (C= 100 mg/10ml =10 mg/ mL)
g.s.p. de metanol 80% (MEOH 80%)
Baldo volumétrico de 10 mL
Homogeneizar
SOLUCAO ESTOQUE - SE (0,1:10) = 10 mg/ mL
Aliquota 1 mL
99 mL de MEOH 80%
Baldo volumétrico de 100 mL
Homogeneizar
SOLUCAO AMOSTRA — SA (10:100) = 0,1 mg/ mL = 100 pg/mL

Aliguotas

l l l l

100pL (10pg) 200pL(20 pg)  300upL(30pg) 400pL (40pg)  500uL(50pg)
(0,01 mg/ mL)

t 1 t t y
v

Aliquotas de 100 pL a 500 pL de Solugdo Amostra
1000 pL de Folin Ciocalteau (g.s.p 2000 L)
800 pL de Carbonato de sédio (7,5%)
Homogeneizar

30 minutos — Temperatura ambiente

¥ Cubetas espectrofotométricas

ABSORBANCIA
760 nm
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3.9 Quantificagcado de flavondis por doseamento espectrofotométrico

A concentracdo de flavonodis nos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC 16;
TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 e TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 foi adaptada da
metodologia de JAYAPRAKASHA et al (2001) e de BUTLER et al (2002).

500 pL dos extratos metandlicos dos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC
16 e TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 foram misturados com 2500 pL de solucdo
de Vanilina 0,5% (Nuclear) em metanol (Merck) e acido cloridrico 4% (HCI -
Reagen). Procedeu-se a homogeneizacdo dos tratamentos, deixando-os em
repouso a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 20 minutos e em
seguida as concentracdes de flavonois foram medidas quantitativamente em
500 nm em espectrofotbmetro Shimadzu Modelo UV1601 (esquema 4). De
forma similar, o branco foi preparado com 2500 L de solucéo de Vanilina 0,5%
(Nuclear) em metanol (Merck) e 2500 pL de acido cloridrico 4% (HCI) (Reagen)
em metanol (Merck) em seguida as foi medido quantitativamente em 500 nm
em espectrofotdbmetro Shimadzu Modelo UV1601 (esquema 4). A concentracéo
do branco foi subtraida dos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC 16; TRF-MOC 01
a TRF-MOC 12 e TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 e os resultados expressos em
pg/mL de rutina.

Os tratamentos TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 (frutos) foram analisados
com 200 pL de extratos metandlicos e com 2500 pL de solucdo de Vanilina
0,5% (Nuclear) em metanol (Merck) e acido cloridrico 4% (HCI). Procedeu-se a
homogeneizacdo dos tratamentos, deixando-os em repouso a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, por 20 minutos e em seguida as concentracdes de

flavondis foram medidas quantitativamente em 500 nm em espectrofotdmetro
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Shimadzu Modelo UV1601 (esquema 4), devido a alta concentracdo de

flavonais.

3.8.1 Curva Padréo

A curva padréo de flavonois teve como substancia padréao rutina padrao
Sigma Pesou-se 100mg de rutina e dilui-se com metanol a 70% (Merck), em
baldo volumétrico de 10mL, obtendo-se a solugcéo estoque (SE) com 10 mg/mL
de rutina. Da solucédo estoque (SE) retirou-se uma aliquota de 1mL e dilui-se
com metanol 70%, em baldo volumétrico de 100 mL constituindo a solucéo
amostra (SA) com 0,1 mg/ mL ou 100 pug/mL, da qual foram retiradas aliquotas
de 100 pL a 500 pL, com as concentracdes de 10 pg a 50 upg, que foram
misturados com 2500 pL de solucdo de Vanilina 0,5% (Nuclear) em metanol
(Merck) e acido cloridrico 4% (HCI). Procedeu-se a homogeneizacdo dos
tratamentos, deixando-os em repouso a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, por 20 minutos e em seguida as concentracdes de flavonois foram medidas
quantitativamente em 500 nm em espectrofotdmetro Shimadzu Modelo UV1601

(esquema 5) e os resultados expressos em pg/mL de rutina.

3.9.2 Quantificacado de flavondis em diversos solventes organicos

Na determinacdo e quantificacdo de flavonois em solventes organicos,
0s extratos organicos foram preparados em duplicata, pesando-se 1 g de po de
frutos de D. mollis proveniente do tratamento TR—PO. Apds a pesagem em
balanca analitica (Micronal B200) e identificacdo dos tratamentos, transferiu-se
a tubo de ensaio, com aproximadamente 5 cm de diametro e previamente

identificados.
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Adicionou-se, em seguida, os 16 tratamentos que foram constituidos por

10 mL dos solventes Metanol e suas diluicbes (MEOH P.A.; MEOH 70%;
MEOH 50%); Etanol e suas diluices (ETOH; ETOH 70%; ETOH 50%); Acetato
de etila (ACOET); Acetato de etila/ metanol (ACOET/MEOH (75:25);
ACOET/MEOH (50:50); Acetato de etila e diclorometano (ACOET/DCM (50:50);
ACOET/DCM (25:75); Diclorometano ou cloreto de metileno (DCM); Acetona
(ACONA); Acetona e agua (ACONA/H,0O (75:25); ACONA/H,0O (50:50); e da
testemunha agua (H,0), organizados em TR-SOLV 01 A TR-SOLV 16.

TR-SOLV 01 - MEOH

TR-SOLV 02 — MEOH 70%

TR-SOLV 03 — MEOH 50%

TR-SOLV 04 - ETOH 70%

TR-SOLV 05 — ETOH 50%

TR-SOLV 06 — ETOH

TR-SOLV 07 — ACOET

TR-SOLV 08 — ACOET/ MEOH 75:25

TR-SOLV 09 — ACOET/ MEOH 50:50

TR-SOLV 10 — ACOET/ DCM 50:50

TR-SOLV 11 — ACOET/DCM 25:75

TR-SOLV 12 - DCM

TR-SOLV 13 — ACONA

TR-SOLV 14 — ACONA/ H,0 75:25

TR-SOLV 15 — ACONA/ H,0 50:50

TR-SOLV 16 — Agua destilada
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Apos 24 horas, os tratamentos TR-SOLV 01 A TR-SOLV 16 foram
filtrados em papel de filtro Reagen R 42, 9cm. O residuo foi desprezado e o
extrato separado em 4 repeticbes (TR-SOLV 01 —rl a r4 até TR-SOLV 16 —rl
a r4). De cada repeticao retirou-se aliquota de 500 pL que foram misturados
com 2500 pL de solucédo de Vanilina 0,5% (Nuclear) em metanol (Merck) e
acido Cloridrico 4% (HCI). Procedeu-se a homogeneizacdo dos tratamentos,
deixando-os em repouso a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 20
minutos e em seguida as concentracdes de flavonois foram medidas
quantitativamente em 500 nm em espectrofotdmetro Shimadzu Modelo UV1601

(esquema 4) e os resultados expressos em pg/mL de rutina.
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Esquema 4: Metodologia de quantificacdo de flavonois por doseamento

espectrofotométrico

Extratos metandlicos (500 pL)

TR-VIC 01 a TR-VIC 16 (64 amostras)
TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 (48 amostras)
TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 (48 amostras)
2500 pL de Vanilina 0,5% em MEOH
2500 pL de HCI 4% em MEOH

Homogeneizar

20 minutos — Temp. ambiente —Abrigo da luz (escuro)
Cubetas espectrofotométricas
ABSORBANCIA

500 nm

Branco

2500 pL de Vanilina 0,5% em MEOH
2500 pL de HCI 4% em MEOH

Homogeneizar
20 minutos — Temp. ambiente - Abrigo da Luz (escuro)

Cubetas espectrofotométricas
ABSORBANCIA

500 nm

v
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Esquema 5: Curva de calibracao de flavondis

CONCENTRACAO DO PADRAO DE RUTINA

C= M onde: M= massa em mg; PM= 610,5
Vv V = volume em mL.
100 mg (C= 100 mg/10ml = 10 mg/ mL)
g.s.p. de metanol 70% (MEOH 70%)
Baldo volumétrico de 10 mL
Homogeneizar
SOLUCAO ESTOQUE - SE (0,1:10) = 10 mg/ mL
Aliquota 1 mL
99 mL de MEOH 70%
Bal&o volumétrico de 100 mL
Homogeneizar
SOLUCAO AMOSTRA - SA (10:100) = 0,1 mg/ mL = 100 pg/mL

Aliguotas

l
l v l l

100pL (10pg) 200uL(20 pg)  300upL(30pg) 400pL (40pg)  500uL(50ug)

T(O’Ol mg/ mL) T T T T

Aliquotas de 100 pL a 500 pL de Solugdo Amostra
2500 pL de Vanilina 0,5% em MEOH (g.s.p)
2500 pL de HCI 4% em MEOH

Homogeneizar

20 minutos — Temp. ambiente — Abrigo da Luz (escuro)

v

Cubetas espectrofotométricas
ABSORBANCIA
500 nm
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3.10. Avaliagéo e determinacéo do flavonodide Rutina por HPLC

A concentracdo de flavonol rutina nos tratamentos foi adaptada da
metodologia de OLIVEIRA et al (2001).

Os tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC 16; TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 e
TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 foram cromatografados em HPLC/ UV (Shimadzu
SPD 10AV), nas seguintes condic¢des: coluna Novapak Water C18; 250 x 4.6
milimetros, tamanho da particula 5 my, tendo como fase movel metanol (Vetec
— Espectrofotometria) e agua acidificada a pH 3,0 com acido fosférico P.A.
(Vetec). A eluicao foi feita por gradiente tendo como fase movel metanol/ agua
1:1 (0 a 10 minutos) e metanol/ agua 7:3 (10 a 20 minutos), com término de
eluicdo em 25 minutos, débito (fluxo) de 1ml/minuto, a 339 nm e injecao de 20
ML.

Aliguotas de 500 pL dos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC 16 e de TRF-
MOC 01 a TRF-MOC 12 diluidas em 500 uL de fase moével (metanol:agua 1:1)
constituiram os 20 uL injetados na determinacdo de rutina nas amostras. Em
TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 , utilizou-se de 100 uL diluidos em 900 uL de
fase mével (metanol: agua 1:1). Apos o calculo da area dos picos encontrados
em cada tratamento e de suas repeticbes (4) fez-se a integracdo das areas
calculando a concentracdo de rutina (ug/ mL) devidamente multiplicada pelos
fatores de diluicdo e os resultados foram expressos em pg/ mL de rutina por

tratamento.

3.10.1. Curva Padréao

A curva padréao de quantificacdo do flavonol rutina em HPLC teve como

substancia padrao rutina (Merck) na concentracao de 5000 ppm em metanol a
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70% (Merck) obtendo a solucdo amostra (SA) da qual tomou-se aliquotas nas
concentracfes de 1250 ppm a 100 ppm, das quais 20 pL foram injetados em
aparelho HPLC UV (Shimadzu SPD 10AV), nas mesmas condi¢des descritas
nas andlises dos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC 16; TRF-MOC 01 a TRF-

MOC 12 e TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 (OLIVEIRA et al, 2001).

3.11. Extracdo e Processamento de rutina em extrato aquoso

Pesou-se em balanca analitica (Micronal B200) 50 gramas de p6 de
Dimorphandra mollis que foram tratados com 250 mL de agua destilada a
temperatura de 60°C (Banho-maria Tecnal TE — 184) em erlenmeyer de 500
mL, por 15 minutos, formando solucdo de coloracdo marrom amarelada, em
seguida a preparacdo obtida foi filtrada em papel de filtro Reagen R42 e
aguecida a ebulicdo em chapa aquecedora (Tecnal). Apds aquecimento por
cerca de 30 minutos ocorre a formacédo de precipitados (PPt-PO) que foram
filtrados em papel de filtro Reagen R42, transferidos com auxilio de espatula
metdlica a placas de Petri colocadas em estufa (Fanen) a temperatura de 35°C,
até a secagem (peso constante). A agua usada na filtragem (dgua-mae)
aquecida foi imediatamente submetida a temperatura de 8°C, em geladeira
convencional, por 60 minutos, onde houve a formacéao de cristais, que foram re-
filtrado (filtragens sucessivas) em papel de filtro Reagen R42 e colocado placas
de Petri em estufa (Fanen) a temperatura de 35°C, até a secagem (peso
constante).

Em seguida, calculou-se o rendimento da extracdo e identificou-se o
precipitado (PPt-PO) por cromatografia em camada delgada (CCD) e doseou-

se os flavondides por espectrofotometria segundo a metodologia da FARM.
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BrAs. IV (2003) (esquema 6) e concentracdo calculada em percentual (m/ m)

de flavondides calculados como quercetina (C15H1007).

A x 62500
50 x m X (100 — Pd)

Onde: A = absorvancia medida;
m = massa da droga (g);
Pd = determinacao de agua (%).

A identificacdo de PPt-PO em CCD (figura 4) teve como suporte (fase
estacionaria) placas cromatogréficas do tipo (Merck 60 GF 254, Alugram SilG
UV 254, Polygram SilG UV com espessura de 0,250 mm); como fase mével
solventes acetato de etila/ metanol (ACOET/ MEOH - 75:25) (Reagen e Merck,
respectivamente), reveladores cloreto de aluminio (AICls) (Reagen) na
deteccdo de flavondides e vanilina sulfarica (vanilina/ H,SO,4) (Nuclear) e

padrdes de rutina e quercetina (Sigma e Merck), segundo WAGNER et al (1996).

3.12. Extrac&o e Processamento de rutina em extrato metanadlico

Pesou-se em balanca analitica (Toledo Mettler) 150 gramas de po6 de
Dimorphandra mollis que foram tratados com quantidade suficiente de Metanol
P.A. a temperatura de 25°C em erlenmeyer de 1500 mL, por cerca de 168
horas, devidamente tampada e identificada, armazenada em capela exaustiva.
Apos esse periodo procedeu-se a filtracdo do extrato em papel de filtro Reagen
R42 (coloracdo amarelada), e em seguida fez-se a transferéncia a baldo de
fundo redondo de 1000 mL (marca Bucchi) previamente pesado e procedeu-se
concentracdo em evaporador rotativo (modelo FANEN). O residuo obtido foi

seco em estufa (Fanen) a temperatura de 35°C, até peso constante.
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Apés a secagem, calculou-se o rendimento obtido na extracdo e
identificou-se o extrato (TR-EXT) por cromatografia em camada delgada (CCD)
e doseou-se os flavonoides por espectrofotometria segundo a metodologia da
FARM. BRAS. IV (2003) (esquema 6) e concentracdo calculada em percentual

(m/ m) de flavonéides calculados como quercetina (C15H1007).

A x 62500
50 x m x (100 — Pd)

Onde: A = absorvancia medida;
m = massa da droga (g);
Pd = determinagé&o de &gua (%).

A identificacdo de TR-EXT em CCD (figura 4) teve como suporte (fase
estacionaria) placas cromatogréficas do tipo (Merck 60 GF 254, Alugram SilG
UV 254, Polygram SilG UV com espessura de 0,250 mm); como fase moével
solventes acetato de etila/ metanol (ACOET MEOH - 75:25) (Reagen e Merck,
respectivamente), reveladores cloreto de aluminio (AICl;) (Reagen) na
deteccdo de flavonoides e vanilina sulfarica (vanilina H,SO4) (Nuclear) e

padrdes de rutina e quercetina (Merck), segundo WAGNER et al (1996).
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Esquema 6: Doseamento de flavondides segundo FARM. BRAS.

(adaptado de RODRIGUES-DAS-DORES & CASALI

IV (2003)

In: Plantas Medicinais e

Aromaticas: Controle de Qualidade. UFV, 2007)

0,4 g de pd

Metenarmina SR {1rmL)
Acetona 20mL
HCl {2l

Banho-rmaria
Refluxo, 30°
Filtrar

Eesiduo
Acetona (2 x - 20 mb)
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1
'
| |
| Filtrado 2
e ——
|

I

Fase orgdnica 1

1
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F.a. Fin ————%
v
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F.Ao F.O
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Ho2 (20 rl)

Fase Drgé.nica .
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ACOET (10 ML)
(2 )
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Balio volumémrico (100 mib
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b
Solugdo amostra |

Ac. Acético SR g.s.p .25 mL

b J
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.L 30

Absorvincia 425 nim
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3.13 Processamento de dados e analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e teste de
média (Dunnett, Tukey) a 5% de probabilidade, utilizando os programas
Sistema para Andlises Estatisticas (SAEG) e Genética Quantitativa e

Estatistica Experimental — VS (GENES).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS
4.1.1 Triagem fitoquimica nos tratamentos TF-MOC, TFR-MOC, TRS-MOC,
TR-VIC e TR-PO

Andlises cromatograficas por camada delgada (CCD) dos flavondides
tendo como padrbes Rutina (Rf = 0,54) e Quercetina (Rf = 0,68), com fase
estacionaria silica-gel (Merck GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV
com espessura de 0,250 mm), fase movel MEOH/ ACEOT (25:75) e revelador
AICI; foram positivos nos tratamentos TF-MOC, TR-VIC,TR-PO e TFR-MOC e
negativo em TRS-MOC. Em TR-VIC néo foram detectados outros flavonadides,
em TF-MOC detectou-se flavonoides com Rf = 0,45 (figura 1); em TFR-MOC
com Rf = 0,56; em TR-PO com Rf =0, 45 e Rf = 0,78 (quadro 1, figura 1).

Em CCD de taninos com padrédo de acido tanico (Rf = 0,65), com fase
estacionaria silica-gel (Merck GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV
com espessura de 0,250 mm), fase movel MEOH/ ACEOT (25:75) e revelador
vanilina sulfdrica (Nuclear) foram positivos nos tratamentos TF-MOC (Rf =
0,62), TR-VIC (Rf = 0,64), e negativo em TRS-MOC, TR-PO e TFR-MOC

(quadro 1).
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Na andlise de Oleos essenciais (terpenos) por CCD utilizaram-se os
padrées de Anetol (Rf's = 0,85; 0,80; 0,69; 0,53); Mentol (Rf = 0,69); Eugenol
(Rf = 0,62) e Terpinol (Rf's = 0,66, 0,80), com fase estacionaria silica-gel
(Merck GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV com espessura de
0,250 mm), fase mével DCM/ ACOET (93:7) e revelador vanilina sulfurica
(Nuclear) foram negativos em todos os tratamentos TF-MOC,TR-VIC, TRS-
MOC, TR-PO e TFR-MOC (quadro 1).

Em heterosideos antracénicos (antraquinonas, antronas) com
antraquinona padrao Merck (Rf's = 0,77; 0,48; 0,32), com fase estacionaria
silica-gel (Merck GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV com
espessura de 0,250 mm), fase movel ACEOT/ MEOH/ H,O (100:17:13) e
revelador KOH 5% em ETOH foram negativos nos tratamentos TF-MOC, TR-
VIC (Rf's = 0,80; 0,73; 0,43; 0,30); TR-PO (Rf's = 0,43; 0,30); TFR-MOC (Rf =
0,45; 0,30) e TRS-MOC; (quadro 1, figura 2).

Em cumarinas, tendo como padrdo Cumarina Padrdo Merck (Rf =0,62),
Bergapteno Merck (Rf = 0,73) com fase estacionaria silica-gel (Merck GF 254,
Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV com espessura de 0,250 mm), fase
mével ACOET/MEOH/AGUA (100:17:13) e revelador KOH 5% em MEOH,
foram negativos em todos os tratamentos (quadro 1).

N&o foram detectados os alcaldides Pilocarpina (Rf's= 0,84; 0,79); Quinina
(Rf = 0,66); Reserpina (Rf's = 0,76; 0,68); Estricnina (Rf = 0,37) e Atropina (Rf =
0,25) nos tratamentos TF-MOC (Rf = 0,80); TR-VIC, TRS-MOC (Rf =0,84), TR-
PO (Rf = 0,85) e TFR-MOC utilizando como fase estacionaria silica-gel (Merck
GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV com espessura de 0,250

mm), fase mével ETOH/ MEOH/ H,O (100:13,5:10) e revelador iodo metalico e
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tdo pouco saponinas com saponina padrdo Merck (Rf = 0,66), utilizando como
fase estacionéria silica-gel (Merck GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram
SilIG UV com espessura de 0,250 mm), fase mébvel fase mobvel
CHCI3/MEOH/H,0(60:30:4) e revelador vanilina sulfarica (Nuclear).

Em analise dos Heterosideos cardiotbnicos e dos padrbes de Lanatosideo
C (Rf = 0,50) e de Digitonina Merck (Rfs = 0,77 e 0,11), fase estacionaria
silica-gel (Merck GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV com
espessura de 0,250 mm), fase moével fase movel ACOET/MEOH/H,O
(100:13,5:10) e revelador vanilina sulfurica (Nuclear), os tratamentos TF-MOC,;
TFR-MOC (Rf = 0,50) e TR-PO (Rf's = 0,50; 0,11) tiveram Rf’'s semelhantes ao
Lanatosideo C e em TR-PO a Digitonina, no entanto, com intensidade de

coloracao foi menos intensa, sendo identificados como fracamente positivo ().
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Quadro 1: Perfil fitoquimico por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em

folhas (TRF-MOC); frutos (TFR-MOC); pé de frutos (TR-PO); sementes (TRS-

MOC) provenientes de Montes Claros e em plantas cultivadas (TR-VIC) de

Dimorphandra mollis.

PADROES

Rf

TRATAMENTOS

TF-MOC

TR-VIC

TFR — MOC

TR - PO

TRS-MOC

FLAVONOIDES

0,68

+

+

0,45

+

+

TANINOS

0,65

ANTRAQUINONA

0,77

0,48

OLEOS

0,85

0,80

0,69

0,62

0,53

ALCALOIDES

0,84

0,76

0,68

0,66

CARDIOTONICOS

0,77

0,50

I+

0,11

I+

CUMARINA

0,73

0,62

Legenda: Positivo (+) — valores de Rf’s iguais ou muito proximos aos dos padrdes.

Negativo (-) — valores de Rf's iguais ou muito proximos aos dos padrdes.

Fracamente positivo () — valores de Rf's iguais ou muito préximos aos

dos padrdes.
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Figura 1: Cromatografia em Camada delgada de Flavonoides em silica gel e
revelador AICI; com os padrbes de Rutina (Rut); Quercetina (Querc) e os
tratamentos TF-MOC, TR-VIC, TR-PO, TFR-MOC e TRS-MOC .

I0C TR-PO TRS-MOC RUT  QUERC TFR-MOC TRF-VIC TRF-MOC TR-PO TRS_MOC

FM:ACOET/ MEOH (75:25)
FE: silica gel 60 Fjs4
REVELADOR: Cloreto de Aluminio
Padrdes: Rutina

Quercetina

Figura 2: Cromatografia em Camada delgada de Antraquinonas em silica gel e
revelador KOH 5% em ETOH com o padrdo de Antraguinona padrdo e os
tratamentos TF-MOC, TR-VIC, TR-PO, TFR-MOC e TRS-MOC.
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4.1.1.1. Triagem fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada em
Plantas cultivadas

O resultado da triagem por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
nos extratos metanadlicos dos 16 tratamentos e suas 4 repeticdes (TR-VIC 01 a
TR-VIC 16) de plantas cultivadas de D. mollis revelou a presenca (+) ou
auséncia (-) de compostos fendlicos e comparados aos Rf's de padrbes dos
flavondides rutina (Rf = 0,32), quercetina (Rf = 0,78) e de taninos: acido tanico
branco (Rf = 0,48) e acido tanico vermelho (Rf = 0,68) (quadro 2 — figura 3).

A presenca de taninos (Rf = 0,68) foi detectada nos tratamentos Agua
destilada (Testemunha) (Rf = 0,66), Agua destilada 12 CH (Rf = 0,77),
Phosphorus 6 CH (Rf = 0,80), Phosphorus 12 CH (Rf = 0,75), Kali
phosphoricum 6 CH (Rf = 0,75), Sulphur 6 CH (Rf = 0,80), Sulphur 12 CH (Rf =
0,75), ETOH 6 CH (Rf = 0,77), ETOH 12 CH (Rf's = 0, 66; 0,50), Fungos 6 CH
(Dimorphandra mollis fungi) (Rf = 0,65), Fungos 12 CH (Dimorphandra mollis
fungi) (Rf = 0,63, Pequi 12 CH (Caryocar brasiliensis frutis) (Rf = 0,65) e nao
visualizados em Agua 6 CH (Rf's = 0,81; 0,60; 0,28 e 0,10), Cyrtopodium 1D
(Rf = 0,15); Carbo vegetabilis 12 CH (Rf = 0,30), e Pequi 6 CH (Caryocar
brasiliensis frutis) (Rf = 0,10). O tratamento ETOH 12 CH (Rf's =0, 66; 0,50)
sobressaiu-se aos demais devido a relativa presenca (x — fracamente positivo)
de acido tanico branco (taninos Rf = 0,48) (figura 3).

Rutina (Rf = 0,32) foi positiva nos tratamentos Agua destilada (Rf =
0,29), Agua 6 CH (Rf = 0,28), AGUA 12 CH (Rf = 0,29), Phosphorus 6 CH (Rf =
0,32), Phosphorus 12 CH (Rf = 0,32), Kali phosphoricum 6 CH (Rf = 0,35),
Sulphur 6 CH (Rf = 0,35), Sulphur 12 CH (Rf = 0,32), ETOH 12 CH (Rf = 0,27),

ETOH 6 CH (Rf = 0,27), Carbo vegetabilis 12 CH (Rf = 0,35), Fungos 6 CH
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(Dimorphandra mollis fungi) (Rf = 0,35), Fungos 12 CH (Dimorphandra mollis
fungi) (Rf = 0,35), Pequi 12 CH (Caryocar brasiliensis frutis) (Rf = 0,24) e
negativa em Cyrtopodium 1D (Rf = 0,15) e Pequi 6 CH (Caryocar brasiliensis
frutis) (Rf = 0,10).

O flavonoide Quercetina (Rf = 0,78) foi positivo em Agua destilada (Rf =
0,74), Agua 6 CH (Rf = 0,81), Agua 12 CH (Rf = 0,77), Phosphorus 6 CH (Rf =
0,78), Sulphur 6 CH (Rf = 0,80), Sulphur 12 CH (Rf = 0,75), ETOH 6 CH (Rf =
0,80), ETOH 12 CH (Rf's = 0,78), Fungos 6 CH (Dimorphandra mollis fungi) (Rf
= 0,79), Fungos 12 CH (Dimorphandra mollis fungi) (Rf = 0,78). Pequi 12 CH
(Caryocar brasiliensis frutis) (Rf =0,75) e negativo em Phosphorus 12 CH,
Carbo vegetabilis 12 CH, Cyrtopodium 1D (Rf = 0,15), Kali phosphoricum 6 CH
e Pequi 6 CH (Caryocar brasiliensis frutis) (Rf = 0,10) e (quadro 2).
Figura 3: Cromatografia em Camada delgada de Flavondides em silica gel e
revelador vanilina sulfirica, com os padrdes de Rutina (R); Quercetina (Q) e
taninos (AC e T) em plantas de Dimorphandra mollis (TR-VIC 01 a 16, rl a r4),
cultivadas em Vicosa e tratadas com preparados homeopaticos, nos meses de

abril a junho de 2006 (63 dias).

1T1IR2TIR3T1IR4  T2R1T2R2 T2R3 ACTAN1 ACTAN2 RUT QUERC
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Quadro 2: Analise do perfil fitoquimico em Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) de plantas de Dimorphandra mollis, cultivadas em Vicosa e tratadas com
preparados homeopaticos, nos meses de abril a maio de 2006 (63 dias) de

compostos fendlicos (Rutina, Quercetina, Acido tanico e Taninos).

COMPOSTOS FENOLICOS
Acido
TRATAMENTOS Rutina | Quercetina | tanico | Taninos

TR-VIC 01 — Agua destilada

(TESTEMUNHA) + + + ;
TR-VIC 02 — Agua destilada 6 CH + + + -
TR-VIC 03 — Agua destilada 12 CH; + + - -
TR-VIC 04 — Phosphorus 6 CH + + + -
TR-VIC 05 — Phosphorus 12 CH + - + -
TR-VIC 06 — Cyrtopodium 1D - - - -
TR-VIC 07 — Kali phosphoricum 12 CH + - + -
TR-VIC 08 — Sulphur 6 CH + + + -
TR-VIC 09 — Sulphur 12 CH + + + -
TR-VIC 10 - Etanol 70% 6 CH + + + -
TR-VIC 11 - Etanol 70% 12 CH + + + +/-
TR-VIC 12 — Carbo vegetabilis 12 CH + - - -
TR-VIC 13 - C. brasiliensis frutis 6 CH - - - -
TR-VIC 14 — C. brasiliensis frutis 12 CH + + + -
TR-VIC 15 — D. mollis fungi 6 CH + + + -
TR-VIC 16 — D. mollis fungi 12 CH + + + -

Legenda: Positivo (+) — valores de Rf’s iguais ou muito proximos aos dos padrdes.
Negativo (-) — valores de Rf's iguais ou muito préximos aos dos padroes.
Fracamente positivo (x) — valores de Rf's iguais ou muito préximos aos

dos padrdes.
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4.1.2 Quantificacdo de flavondides em diversos solventes organicos

A quantificacdo de flavondis nos solventes organicos visa identificar a
polaridade que os flavondis rutina e quercetina sdo melhores extraidos e
portanto teriam maior rendimento (figura 4). Dentre os tratamentos, TR-SOLV
15 — ACONA/ H,O (50:50) tem teor médio (tm) de flavondides de 104,39
pug/mL, seguido de TR-SOLV 14 — ACONA/ H,O (75:25) (tm =37,68 pg/mL) e
de ETOH 50% (tm =36,36 pug/mL) conforme no quadro 3.

As menores solubilidades foram em TR-SOLV 13 — ACONA (tm = 8,10
ng/mL), TR-SOLV 08 — ACOET/ MEOH (75:25) (tm = 8,52 ug/mL) e em TR-

SOLV 09 — ACOET/ MEOH (50:50) (tm = 8,57ug/mL) (quadro 3, tabela 1).

Tabela 1: Resumo da andlise de variancia dos Teores médios de flavonodis
(TMF pg/mL) nos tratamentos TR-SOLV 01 a TR-SOLV 15 e a testemunha TR-

SOLV 16 — Agua destilada.

Quadrados Médios

F.V. G.L. TMF
TRAT 15 2250,75*
RESIDUO 48 13,10
CV(%) 16,38

** E significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Quadro 3: Teores médios de flavondis (ug/mL) nos tratamentos TR-SOLV 01
a TR-SOLV 15 comparados as testemunhas TR-SOLV 16 — Agua destilada (*)

(testemunha 1) e TR-SOLV 04 — ETOH 70% (*) (testemunha 2)

TRATAMENTOS MEDIAS COMPARACOES
TUKEY DUNNETT
H»O ETOH
TR-SOLV 15 — ACONA/ H,0 (50:50) 104,39 A * .
TR-SOLV 14 — ACONA/ H,0 (75:25) 37,68 . .
TR-SOLV 05 — ETOH 50% 36,36 * .
TR-SOLV 16 — H,0 (Agua destilada - 21,92 C
TESTEMUNHA 1) .
TR-SOLV 03 — MEOH 50% 20,71 CD N
TR-SOLV 02 — MEOH 70% 19,90 CDE .
TR-SOLV 12 - DCM 14,00 CDEF .
TR-SOLV 10 — ACOET/ DCM (50:50) 13,00 CDEF *
TR-SOLV 01 — MEOH 12,60 DEF *
TR-SOLV 11 — ACOET/ DCM (25:75) 12,37 DEF .
TR-SOLV 04 — ETOH 70% 12,36 DEF
(TESTEMUNHA 2) .
TR-SOLV 07 — ACOET 11,89 DEF *
TR-SOLV 06 — ETOH 11,15 EF .
TR-SOLV 09 — ACOET/ MEOH 8,57 F
(50:50) N
TR-SOLV 08 — ACOET/ MEOH 8,52 F
(75:25) .
TR-SOLV 13 — ACONA 8,10 F *

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As médias com asterisco (*) diferiram das testemunhas (Agua destilada — TR-
VIC 01 e ETOH 70% — TR-SOLV 04) ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Dunnett.
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Figura 4: Coloragéo dos extratos dos tratamentos TR-SOLV 01 — MEOH; TR-
SOLV 02 — MEOH 70%; TR-SOLV 03 — MEOH 50%; TR-SOLV 04 - ETOH
70%; TR-SOLV 05 — ETOH 50%; TR-SOLV 06 — ETOH; TR-SOLV 07 —
ACOET; TR-SOLV 08 — ACOET/ MEOH (75:25); TR-SOLV 09 — ACOET/
MEOH (50:50); TR-SOLV 10 — ACOET/ DCM (50:50); TR-SOLV 11 — ACOET/
DCM (25:75); TR-SOLV 12 — DCM; TR-SOLV 13 — ACONA; TR-SOLV 14 —
ACONA/ H,0O (75:25) ;TR-SOLV 15 — ACONA/ H,O (50:50) comparados a
testemunha TR-SOLV 16 — H,0, utilizados em determinacdo dos teores médios

de flavonéis (ug/mL) .

HFRITINNS

) "IJI

Fonte: arquivo pessoal

4.1.3 Quantificacdo de compostos fendlicos por doseamento
espectrofotométrico
A concentragdo de compostos fendlicos nos tratamentos TR-VIC 01 a
TR-VIC 16; TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 e TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 e
suas repeticdes (rl, r2, r3 e r4) foram avaliadas estatisticamente por andlise de
variancia e teste de média (Tukey e Dunnett) (quadros 4, 5 e 6).
A equacdo de calibragdo de compostos fendlicos, com concentra¢gdes de
10 pg/mL (= 0,01 mg/ mL) a 50 pg/mL (0,050 mg/ mL) é Y= 0,0294 x (r’=
0,9967).
Nos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC 16, os teores médios (tm) maiores

que a TR-VIC 01 (testemunha) — H,O (tm = 179,35 pg/mL) foram nos
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tratamentos TR-VIC 09 — Sulphur 12 CH (810,14 pg/mL ), seguido de TR-VIC
05 — Phosphorus 12 CH (tm = 709,83 pg/mL); TR-VIC 11 — ETOH 12 CH (tm =
595,71 pg/mL ); TR-VIC 10 — ETOH 6 CH (tm = 536,70 pg/mL); TR-VIC 16 —
Fungos 12 CH (Dimorphandra mollis fungi) (530,78ug/mL); TR-VIC 03 — H,O
12 CH (tm = 446,80 pg/mL) e TR-VIC 08 — Sulphur 6 CH (tm = 426,23 pg/mL).
Os menores que a testemunha foram em TR-VIC 13 — Pequi 6 CH (Caryocar
brasiliensis frutis 6 CH) (tm = 1,36 pg/mL) e TR-VIC 06 — Cyrtopodium 1 D (tm
= 55,83ug/mL) (quadro 4, tabela).

Os tratamentos TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 tiveram os teores médios
(tm) maiores em folhas TRF-MOC 12 (tm = 126,70 pg/mL), TRF-MOC 04 (tm =
118,91pg/mL), TRF-MOC 05 (tm =117,35 pug/mL) e os menores em TRF-MOC
06 (tm = 76,98 pg/mL) e TRF-MOC 10 (78,20 pg/mL), correspondendo
respectivamente aos pontos catalogados na figura 3 (anexo 1 - GPS) Pt-PO1,
Pt-284, Pt-285, Pt-286 e Pt-290 (quadro 5). Em frutos TFR-MOC 01 a TFR-

MOC 12 (quadro 6), os teores médios (tm) maiores foram TFR-MOC 11 (tm

1430,51 pg/mL), TFR-MOC 12 (tm = 1404,25 pg/mL), TFR-MOC 05 (tm

1243,63 pg/mL) e os menores em TFR-MOC 10 (tm = 446,43 pg/mL) e TFR-
MOC 04 (618,17 pg/mL), correspondendo respectivamente aos pontos
catalogados na figura 3 (anexo 1- GPS) Pt-291, Pt-P01, Pt-285, Pt-290 e Pt-

284 (quadro 6).
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Tabela 2: Resumo da andlise de variancia dos teores de compostos fendlicos (TCF), flavonois (TMF), flavonoides por HPLC (FH)

em microgramas por mililitro (ug/mL) em folhas (TRF-MOC), frutos (TFR-MOC) e plantas cultivadas (TR-VIC) de D. mollis.

QUADRADOS MEDIOS

QUADRADOS MEDIOS

F.V. GL TRF-MOC TFR-MOC GL TRF-VIC
TCF TMF FH TCF TMF FH TCF TMF FH
TRAT 11 1062,93 255,75 153918,4 423692,6 6857,41 24047,07 15 0,86** 187,10** 44377,81**
RESIDUO 36 922.45 219,02 116892 275524,6  10560,54 2242227 48 0,19 41,33 3723,97
CV (%) 30,37 42,27 58,20 53,96 43,41 43,40 14,94 29,33 54,22

*** £ gignificativo ao nivel de 10% de probabilidade.
** E significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

2
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Quadro 4: Teores médios de compostos fendlicos (ug/mL) de plantas de

Dimorphandra mollis cultivadas em Vicosa (MG) correspondentes aos
tratamentos TR-VIC 02 a TR-VIC 16 comparados a testemunha (TR-VIC 01 —

Agua destilada).

TRATAMENTOS MEDIAS | COMPARACOES
TUKEY  DUNNETT
TR-VIC 09 — Sulphur 12 CH 270 A .
TR-VIC 16 — D. mollis fungi 12 CH 2.60 A .
TR-VIC 05 - Phosphorus 12 CH 259 A .
TR-VIC 10 - Etanol 70% 6 CH 258 A .
TR-VIC 12 — Carbo vegetabilis 12 CH 258 A .
TR-VIC 11 — Etanol 70% 12 CH 253 AB N
TR-VIC 14 — C. brasiliensis frutis 12 CH 252 AB *
TR-VIC 03 — Agua destilada 12 CH 251 AB .
TR-VIC 02 — Agua destilada 6 CH 2 46 AB N
TR-VIC 15 - D. mollis fungi 6 CH 242 AB
TR-VIC 08 — Sulphur 6 CH 241 AB
TR-VIC 07 — Kali phosphoricum 12 CH 233 AB
TR-VIC 01 — Agua destilada (TESTEMUNHA) 224 AB
TR-VIC 04 — Phosphorus 6 CH 2.09 AB
TR-VIC 06 — Cyrtopodium 1D 1.76 B .
TR-VIC 13 - C. brasiliensis frutis 6 CH 0.80 C *

Obs: dados transformados log (CF+5).

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As médias com asterisco (*) diferiram da testemunha (Agua destilada — TR-VIC

01) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Quadro 5: Teores médios de compostos fendlicos (CF) (ug/mL) e flavonois (F)
(ug/mL) nas folhas de Dimorphandra mollis dos tratamentos TRF — MOC 01 a
TR-MOC 12.

TRATAMENTOS MEDIAS
COMPOSTOS FLAVONOIS
FENOLICOS
TRF — MOC 12 126,70 A 30,58 A
TRF — MOC 04 118,91 A 38,05 A
TRF — MOC 05 117,34 A 37,42 A
TRF — MOC 11 113,16 A 34,89 A
TRF — MOC 08 100,20 A 31,42 A
TRF — MOC 07 98,91 A 55,10 A
TRF — MOC 09 97,92 A 27,32 A
TRF — MOC 02 96,90 A 34,21 A
TRF — MOC 01 91,80 A 32,00 A
TRF — MOC 03 82,96 A 34,52 A
TRF — MOC 10 78,20 A 38,79 A
TRF — MOC 06 76,97 A 25,74 A

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quadro 6: Teores médios de compostos fendlicos (ug/mL) e flavondis
(ng/mL) nos frutos de Dimorphandra mollis correspondentes aos tratamentos

TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12.

TRATAMENTOS MEDIAS
COMPOSTOS FLAVONOIS
FENOLICOS
TFR — MOC 11 1430,51 A 176,21 A
TFR — MOC 12 1404,25 A 211,02 A
TFR — MOC 05 1243,62 A 220,63 A
TFR — MOC 06 1213,87 A 229,47 A
TFR — MOC 02 1187,41 A 263,15 A
TFR — MOC 03 1044,41 A 229,47 A
TFR — MOC 08 886,73 A 221,47 A
TFR — MOC 01 777,31 A 208,63 A
TFR — MOC 09 723,56 A 337,47 A
TFR — MOC 07 695,92 A 231,37 A
TFR — MOC 04 618,71 A 228,00 A
TFR — MOC 10 446,43 A 283,58 A

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.1.4 Quantificacdo de flavondis por doseamento espectrofotométrico

A concentracdo de flavonodis nos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC 16;
TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 e TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 e suas
repeticbes (rl, r2, r3 e r4) foi avaliada estatisticamente por analise de variancia
e teste de média (Tukey e Dunnett) (quadros 5, 6 e 7).

A equacéo de calibracao de flavonois, com concentracdes de 10 pg/mL
(= 0,01 mg/ mL) a 50 pg/mL (0,050 mg/ mL) é Y = 0,0095 x (r* = 0,9933). Os
maiores teores médios (tm) foram nos tratamentos TR-VIC 12 — Fungos 12 CH
(Dimorphandra mollis fungi) (tm = 29,05ug/mL), TR-VIC 03 — ETOH 6 CH
(28,10 pg/mL); TR-VIC 10 — Sulphur 12 CH (tm = 27,79ug/mL) e menores em
TR-VIC 13 — Pequi 6 CH (Caryocar brasiliensis frutis) (ns**), TR-VIC 06 —
Cyrtopodium 1D (tm =18 pg/mL) (quadro 7).

Em TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 (folhas) tiveram os teores mais altos
em TRF-MOC 07 (tm = 55,10 pg/mL), TRF-MOC 10 (tm = 38,78 ug/mL) e os
mais baixos em TRF-MOC 06 (tm = 25,74 ug/mL) e TRF-MOC 09 (tm = 27,31
pug/mL) correspondendo respectivamente aos pontos catalogados na figura 3
(GPS) Pt-287, Pt-290, Pt-286, Pt-289 (quadro 5). Em TFR-MOC 01 a TFR-
MOC 12 (frutos), os teores médios (tm) maiores em frutos TFR-MOC 09 (tm =
337,47 pg/mL), TFR-MOC 10 (tm = 283,58 pg/mL) e os menores em TFR-MOC
11 (tm = 176,21 pg/mL) (quadro 6) correspondendo respectivamente aos

pontos catalogados na figura 3 ( Anexo 1 - GPS) Pt-289, Pt-290 e Pt-291.

292



Quadro 7: Teores médios de flavondis (ug/mL) de plantas de Dimorphandra

mollis cultivadas em Vicosa (MG) correspondentes aos tratamentos TR-VIC 02
a TR-VIC 16 comparados a testemunha (TR-VIC 01 — Agua destilada).

Tratamentos Médias Comparacbes
Tukey | Dunnett
TR-VIC 01 — Agua destilada (TESTEMUNHA) 19,47 A
TR-VIC 02 — Agua destilada 6 CH 28,10 A
TR-VIC 03 — Agua destilada 12 CH 1921 A
TR-VIC 04 — Phosphorus 6 CH 1958 A
TR-VIC 05 — Phosphorus 12 CH 2463 A
TR-VIC 06 — Cyrtopodium 1D 18,00 A
TR-VIC 07 — Kali phosphoricum 12 CH 21,31 A
TR-VIC 08 — Sulphur 6 CH 2400 A
TR-VIC 09 — Sulphur 12 CH 27,79 A
TR-VIC 10 — Etanol 70% 6 CH 2558 A
TR-VIC 11 — Etanol 70% 12 CH 26,79 A
TR-VIC 12 — Carbo vegetabilis 12 CH 24,32 A
TR-VIC 13 — C. brasiliensis frutis 6 CH *e B *
TR-VIC 14 — C. brasiliensis frutis 12 CH 1942 A
TR-VIC 15 — D. mollis fungi 6 CH 23,42 A
TR-VIC 16 — D. mollis fungi 12 CH 29,05 A

¢ ¢=0,35.10

As meédias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As médias com asterisco (*) diferiram da testemunha (Agua destilada — TR-VIC

01) pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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4.1.5. Avaliacdo e determinacé&o do flavondide Rutina por HPLC

A concentracdo de rutina nos tratamentos TR-VIC 01 a TR-VIC 16; TRF-
MOC 01 a TRF-MOC 12 e TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 e suas repeticoes (rl,
r2, r3 e r4) foi avaliada estatisticamente por analise de variancia e teste de
média (Tukey e Dunnett) (quadros 8, 9 e 10).

A equacéo de calibracdo de rutina padrdo, com concentracdes de 1000
ppm a 100 ppm é Y = 42161x — 99244 (r* = 0,999) e o cromatograma do
padrdo de Rutina com 1000ppm esta disposto na figura 5.

Os maiores teores médios (tm) foram nos tratamentos TR-VIC 15 -

Fungos 6 CH (D. mollis fungi ) (tm = 338,46 pg/mL) (figura 11), TR-VIC 01 —

Agua destilada (testemunha) (tm 276,86 pg/mL e TR-VIC 12 - Carbo
vegetabilis 12 CH (tm = 250,58 pg/mL) e menores TR-VIC 13 — Pequi 6 CH
(Caryocar brasiliensis frutis) (nd), TR-VIC 07 - Kali phosphoricum 12 CH (tm =
7,30 pug/mL) e TR-VIC 03 — Agua destilada 12 CH (tm = 9,20 pg/mL) (figura 6)
(quadro 8).

Em TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12 (folhas) tiveram os teores mais altos
em TRF-MOC 09 (tm = 876,31 pg/mL) (figura 7), TRF-MOC 01 (tm = 874,81
pg/mL) e TRF-MOC 08 (tm = 716,60 pg/mL) e os mais baixos em TRF-MOC 12
(tm = 257,29 pg/mL) e TRF-MOC 07 (tm = 318,87 pg/mL) (quadro 9);
correspondendo respectivamente aos pontos catalogados na figura 3 (GPS) Pt-
289, Pt-280, Pt-288, Pt-292, Pt-287.

Em TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 (frutos), os teores médios (tm) maiores
em frutos TFR-MOC 08 (tm = 56.052,03 pg/mL) (figura 8), TFR-MOC 12 (tm =

55.753,46 pg/mL) e os menores em TRF-MOC 06 (tm = 25.720,36 pg/mL) e

TFR-MOC 11 (tm = 33.170,04 pg/mL) (quadro 10) correspondendo
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respectivamente aos pontos catalogados na figura 3 (Anexo 1 - GPS) Pt-288,

Pt-292, Pt-286, Pt-291.

Figura 5: HPLC Cromatograma de padrédo de Rutina na concentracdo de 750

ppm.

Data:RU758D.DB1 Hethod :ROSANZ .HMB1 Ch=1

Chrom:RU7S8D.CA1 Back chrom: AT: 010  Level 1351770 Atten:11
mahg
2000+ o
1000+
i
D 5 10 15 20 min
i |

Condicdes: Coluna Novapak Water C18; 250 x 4.6 milimetros, particula 5 my;
eluicdo por gradiente: fase mével metanol/ agua (1:1) (0-10 min) e (7:3) de (10-
20min); fluxo 1mL/min; deteccdo 339nm. Diluicdo 500 pL amostra: 500 pL de

FM.
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Figura 6: HPLC Cromatograma de tratamento TR-VIC 12 Carbo vegetabilis 12
CH (tm = 250,58 pg/mL).

Data:T58A .08 Method :ROSAH2 .MB1 Ch=1
Chrom:T58A.C 81 Back chrom: RT: 043  Level 924658 Atten:18
méabs
1000 -
A00
[IE
0 5 10 15 20 min
A | |

Condicdes: Coluna Novapak Water C18; 250 x 4.6 milimetros, particula 5 my;
eluicdo por gradiente: fase moével metanol/ agua (1:1) (0-10 min) e (7:3) de (10-
20min); fluxo 1mL/min; deteccdo 339nm. Diluicdo 500 pL amostra: 500 pL de

FM.
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Figura 7. HPLC Cromatograma de tratamento TRF-MOC 09 (tm = 876,31

pg/mL).
Data:AHM42A.DB1 Method :ROSANZ _HB1 Ch=1
Chrom:AH42A.C A1 Back chrom: RT:0.28 Leveb 1252431 Atten:11
mdbs
20004 -
10004
04
-
D 5 10 15 20 28N
Sl H

Condicdes: Coluna Novapak Water C18; 250 x 4.6 milimetros, particula 5 my;
eluicdo por gradiente: fase mével metanol/ agua (1:1) (0-10 min) e (7:3) de (10-
20 min); fluxo 1mL/min; deteccdo 339nm. Diluicdo 500 pL amostra: 500 uL de

FM.
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Figura 8: HPLC Cromatograma de tratamento TFR-MOC 08 (tm = 56052,03
pg/mL).

Data:AMBFRA DA Method :ROSAN2 _MB1 Ch=1
Chrom:AMBFRA.C A1 Back chrom: RT: 073 Level 1366702 Atten:11
mébs
2000 -
1000
i
0 5 10 15 20 min
T I

Condicdes: Coluna Novapak Water C18; 250 x 4.6 milimetros, particula 5 my;
eluicdo por gradiente: fase mével metanol/ agua (1:1) (0-10 min) e (7:3) de (10-
20 min); fluxo 1mL/min; deteccdo 339nm. Diluicdo 100 pL amostra: 900 uL de

FM.
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Quadro 8: Teores médios de rutina (ug/mL) em plantas de Dimorphandra

mollis cultivadas em Vicosa (MG) correspondentes aos tratamentos TR-VIC 02

a TR-VIC 16.
TRATAMENTOS MEDIAS COMPARACOES
Tukey Dunnett

TR-VIC 15 — D. mollis fungi 6 CH 338,46 A *
TR-VIC 01 — Agua destilada (TESTEMUNHA) | 276,86 AB

TR-VIC 12 — Carbo vegetabilis 12 CH 250,58 AB

TR-VIC 11 — Etanol 70% 12 CH 206,90 ABC *
TR-VIC 10 - Etanol 70% 6 CH 149,37 BCD *
TR-VIC 09 — Sulphur 12 CH 127,92 BCD *
TR-VIC 14 — C. brasiliensis frutis 12 CH 121,37 CD *
TR-VIC 04 — Phosphorus 6 CH 87,52 CD *
TR-VIC 05 — Phosphorus 12 CH 56,74 CD *
TR-VIC 02 — Agua destilada 6 CH 52,88 CD *
TR-VIC 16 —-D. mollis fungi 12 CH 52,88 CD *
TR-VIC 08 — Sulphur 6 CH 39,34 D *
TR-VIC 06 — Cyrtopodium 1D 21,34 D *
TR-VIC 03 — Agua destilada 12 CH 9,20 D *
TR-VIC 07 — Kali phosphoricum 12 CH 7,30 D *
TR-VIC 13 - C. brasiliensis frutis 6 CH 0,00* D *

e nao detectados

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As médias com asterisco (*) diferiram da testemunha (agua destilada — TR-VIC

01) ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunnett.
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Quadro 9: Teores médios de Rutina, (ug/mL) em folhas de Dimorphandra
mollis correspondentes aos tratamentos TRF-MOC 01 a TRF-MOC 12.

TRATAMENTOS MEDIAS
TRF - MOC 09 876,31 A
TRF - MOC 01 874,81 A
TRF - MOC 08 716,60 A
TRF - MOC 05 665,29 A
TRF - MOC 02 660,11 A
TRF - MOC 06 653,32 A
TRF-MOC 11 618,63 A
TRF - MOC 04 490,78 A
TRF —MOC 03 458,46 A
TRF -MOC 10 457,83 A
TRF —MOC 07 318,87 A
TRF - MOC 12 257,29 A

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quadro 10: Teores médios de Rutina (ug/mL) em frutos de Dimorphandra

mollis correspondentes aos tratamentos TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12.

TRATAMENTOS MEDIAS
TFR —MOC 08 56052,03 A
TFR - MOC 12 55753,46 A
TFR —MOC 07 49701,83 A
TFR — MOC 04 48634,74 A
TFR —MOC 02 47729,89 A
TFR - MOC 01 47064,55 A
TFR — MOC 05 43355,13 A
TFR - MOC 09 38222,32 A
TFR - MOC 10 34388,21 A
TFR — MOC 03 33756,02 A
TFR - MOC 11 33170,04 A
TFR — MOC 06 25720,36 A

As médias seguidas de uma mesma letra ndo variam estatisticamente

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.1.6. Extracdo e Processamento de rutina em extrato aquoso

O calculo de rendimento foi feito tendo como base a massa inicial de p6
de frutos de D. mollis (10g) obtendo-se teores médios de 35% (tm = 35%) e no
doseamento de flavondides de 29,08%.

Andlises cromatograficas por camada delgada (CCD) tendo como

padrées Rutina (Rf = 0,54) e Quercetina (Rf = 0,68), com fase estacionaria
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silica-gel (Merck GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV com
espessura de 0,250 mm), fase movel MEOH/ ACEOT (25:75) e revelador AICI3

foram positivos em PPt-PO (Rf = 0,56 e 0,69).

4.1.7. Extracdo e Processamento de rutina em extrato metandlico

O calculo de rendimento foi feito tendo como base a massa inicial de po
de frutos de D. mollis (150 g) obtendo teores meédios de 38,38% (tm = 38,38%)
e no doseamento de flavonodides de 32,51%.

Andlises cromatograficas por camada delgada (CCD) tendo como
padrées Rutina (Rf = 0,54) e Quercetina (Rf = 0,68), com fase estacionaria
silica-gel (Merck GF 254, Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV com
espessura de 0,250 mm), fase movel MEOH/ ACEOT (25:75) e revelador AlICI3

foram positivos em PPt-PO (Rf = 0,53 e 0,65).
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4. 2. DISCUSSAO

4. 2.1 Triagem fitoguimica nos tratamentos TF-MOC, TFR-MOC, TRS-MOC,
TR-VIC, TR-PO e em TR-VIC 01 a TR-VIC 16

A triagem fitoquimica € a metodologia mais utilizada na obtencdo de
informacOes da constituicdo quimica de plantas permitindo inferir quais as
possiveis substancias que estdo presentes na amostra e origem biossintética.
O conhecimento dos constituintes quimicos de diversas partes da planta
favorece 0 seu uso sustentavel e contribui na sua preservacao.

A cromatografia em camada delgada (CCD) é utilizada com frequéncia
na analise vegetal, em virtude da simplicidade, rapidez, sensibilidade e pelo
rigor dos resultados, sendo utilizados na identificacdo e na padronizacado dos
farmacos pelas farmacopéias. Sao fixadas condi¢cdes tais como adsorventes,
espessura das placas, umidade, eluentes, que determinam a velocidade de
migracdo de cada constituinte, expresso pelo valor numérico, Rf, que exprime a
relacdo entre a distancia percorrida pela substancia em analise e pelo solvente.
No entanto, ndo se tém dados investigativos sobre o screening fitoquimico em
cromatografia de camada delgada (CCD) em D. mollis. E sabido, por HPLC
(cromatografia liquida de alta afinidade), que em frutos de D. mollis estdo

presentes compostos fendlicos como os flavondides rutina e quercetina e
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taninos em sua casca (FERREIRA et al, 2001; CHAVES et al, 2001; SILVA,S et al,
2003; FARIA et al, 2005; PEDRIALI et al, 2005).

O uso de preparados homeopaticos interfere no metabolismo secundario
de D. mollis inferindo em alteracdo dos niveis de compostos fendlicos (quadro
4). E interessante salientar que as escolhas dos preparados homeopaticos
decorrem de pressuposicdes e resultados de ANDRADE et al (2001); ARMOND et
al (2004); CAsTRO et al (2003), BonATO et al (2005); SukuL et al (2006, 2002);
DATTA (2006); HAMMAN et al (2003); BETTI et al (2003a, 2003b).

A utilizacdo de agua destilada como testemunha, seus preparados
dinamizados em 6 CH e 12 CH, bem como de Etanol 70% em 6 CH e 12 CH
teve como intencao evitar contestacdes a respeito da possivel acdo da agua e
do alcool etilico dinamizados como fatores de acdo ou inibicdo de taxa de
compostos secundarios.

O uso dos medicamentos homeopaticos Phosphorus 12 CH, Kali
phosphoricum 12 CH e Carbo vegetabilis 12 CH, nas condi¢cdes dessa andlise,
favoreceu aumento da sintese de flavonoide (rutina — 3-rutinosideo quercetina),
0 que pode ser interessante em cultivos de subsisténcia em agricultura familiar
e na recuperacdo de sistemas agroflorestais visando o manejo sustentado e
consequente extracao de rutina. Outro aspecto interessante a ser considerado
€ a dinamizacdo 12 CH, que agiu como indutora-seletiva de rutina em
preparacdes homeopaticas, ressaltando que em Carbo vegetabilis 12 CH (TR-
VIC 12) detectou-se apenas rutina.

Todos os tratamentos positivos a quercetina, também foram positivos
em rutina e acido tanico, afora em TR-VIC 03 (Agua destilada 12 CH). O uso de

Agua destilada 12 CH, nas condi¢bes dessa andlise, possibilitou a produgdo
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isolada de flavondides (rutina e quercetina). Especificamente quando se utilizou
o preparado homeopatico Agua destilada 12 CH relacionou-se ao processo de
diluicbes e dinamizacbes sucessivas em Homeopatia que visam diminuir a
massa molecular (matéria) e aumentar o estado energético vibracional das
moléculas, resgatando a informacéo.

O efeito do solvente (agua) pode ser entendido em funcéo da teoria do
estado energético de transicdo, onde o aumento da constante de velocidade
devido a um fator entalpico (diluicbes e dinamizacdes) pode resultar no
aumento da entalpia do estado inicial e decréscimo no estado de transicao e
liberacdo energética vibracional (SiLvA & JONES JRr, 2001).

A segunda lei da Termodinamica determina que “quanto maior a
desordem do sistema, maior entropia”. A entropia € associada ao grau de
desordem, mede a parte da energia que nao pode ser transformada em
trabalho, é funcédo de estado cujo valor cresce durante o processo natural em
algum sistema fechado, como acontece quando € dinamizada e succusionada
a preparacdo homeopatica.

As relacbes preparado homeopatico/ plantas/ entropia/ entalpia podem
ser relacionadas a Teoria dos Sistemas (BERTALANFFY, 1968): “A vida € um
estado energético onde o caos (entropia) mantém interacdo dinamica e
sinérgica com a ordem (entalpia). O equilibrio da energia vital esta no estado
entalpico (energia suficiente) e o desequilibrio € o estado entropico (energia
insuficiente)”, aplicado ao contexto biologico dos sistemas. Portanto a mutacao
do sistema é a falha na transmissdo da mensagens codificadas como

mecanismo de defesa, surgindo ou aumentando a producdo de compostos
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secundarios; mostrando que a entropia (desordem da informacgédo) em pequena
escala também ajuda no melhoramento/ aprimoramento dos sistemas.

Neste sentido, pode-se explicar a acdo da agua destilada 12 CH,
segundo PoRTO et al (1998) que analisam as alteracdes das propriedades
biolégicas e fisico-quimicas da agua induzidas por campos eletromagnéticos e
relatam que a auséncia de soluto (particulas) e mudancas no comportamento
da agua podem ser devido a distribuicdo de clusters de diversos tamanhos e
formas na agua liquida, destacando que a explicacdo mais plausivel a esse tipo
de comportamento seja a reorganizacdo das moléculas de agua durante o
processo de magnetizacdo. Esclarece que o movimento de um ion, partindo de
um estado estacionario, devido a um campo elétrico aplicado, pode ser obtido
relacionando-se a FEM (forca eletro-motriz), a soma dos retardamentos
causados pelo atrito; pela assimetria e eletroforese, que sao intensificados a
medida que a concentracdo eletrolitica aumenta, o que causa aumento das
forcas de retardamento e diminuicdo da condutividade; logo quanto mais
diluida a solucédo, maior a energia vibracional, maior o campo energético e
menor a concentracao eletrolitica, como ocorreu em agua destilada 12 CH (1x
10*? dinamizada e diluida).

Ainda, HARARI & LIN (1989) trabalhando com &agua magnetizada
utilizaram no crescimento de meldes e mostraram que o tamanho, 0 nimero de
frutas e o conteudo de acucar (metabolismo primario) nos meldes irrigados com
agua tratada magneticamente foram significativamente maiores do que aqueles
irrigados com agua normal (sem tratamento magnético).

A presenca de acido tanico somente no tratamento TR-VIC, dentre os

tratamentos TF-MOC, TFR-MOC, TRS-MOC e TR-PO e posteriormente em
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TR-VIC 01 a TR-VIC 16, exceto em TR-VIC 03 (Agua destilada 12 CH); TR-VIC
06 (Cyrtopodium 1D); TR-VIC 12 (Carbo vegetabilis 12 CH) e TR-VIC 13 (Pequi
6 CH — Caryocar brasiliensis frutis) pode ser relacionada a necessidade de
defesa da espécie frente aos tratamentos homeopaticos caracterizando
patogenesia. Entende-se por patogenesia nesta situacdo, o aparecimento de
compostos novos, Nnao necessariamente presentes na espécie, quando
analisada isoladamente como ocorreu apés analise dos frutos (TFR-MOC), das
folhas (TF-MOC) e do p6 (TR-PO). Segundo BoNATO (2004) patogenesia € o
padrdo de desequilibrio energético ocasionado pelo medicamento homeopatico
em plantas sadias.

MONTEIRO et al (2005) lembram que D. mollis possui propriedades
tanantes, e por tais, denominada popularmente como falso barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville) sendo muitas vezes,
erroneamente coletada como tal, contudo SANTOS et al (2002) ao analisar
taninos em D. mollis, relatam a presenca de catequina, epicatequina
(mondmeros) e de polimeros condensados em cascas, hdo detectando em
folhas, que continham apenas glicosideos flavénicos.

N&o ha relatos de cardioténicos em plantas adultas ou em frutos de D.
mollis como ocorreu nos tratamentos TF-MOC; TFR-MOC e TR-PO, que
correspondem a folhas, frutos e ao po de frutos. Entretanto SANTOS et al (1975)
relatam que os frutos e as folhas sdo usados como forrageira ao gado, porém,
podem causar intoxicacdo em bovinos, levando-os até a morte. FARIA et al
(2005) destacam que as favas sdo adocicadas e toxicas aos bovinos, podendo
provocar aborto (rutina) e mortalidade. Os heterosideos cardiotbnicos como a

digitalina e digitoxina presentes em Digitalis purpurea ou D. lanatta, sdo ténicos
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cardiacos que tém dose letal (DLso = 0,18 mg/kg), com acdo imediata
(FOERSTER et al, 1966 — THE MERCK INDEX, 2003). Dessa forma, a presenca de
heterosideos cardiotdnicos, mesmo em pequenas proporcdes, pode ser
pertinente a letalidade ou intoxicagdo com folhas e frutos.

Os demais compostos detectados como taninos e flavondides eram
esperados em todos os tratamentos exceto em sementes (TRS-MOC) que séo
constituidas de galactomanano, estaquiose, rafinose e sacarose (carboidratos
de reserva) que se decompdem em galactose, glicose e frutose durante a

germinacao (LIMA & BORGES et al, 2002).

4.2.2 Quantificacado de flavondides em diversos solventes organicos

Rutina (flavonol) (figura 9) é substancia solida, amarela clara, e
altamente soluvel em agua, muito mais sollvel que a quercetina (porcéo
aglicona) (THE MERCK INDEX, 2005). E importante lembrar que a auséncia de
cadeia glucidica ocasiona o acréscimo da solubilidade nos solventes menos
polares (COSTA & PROENCA DA CUNHA, 2000).

A caracterizacdo, extracdo, identificacdo e dosagem dos flavonoides
compreendem reacfes cromaticas relacionadas ao grupo cromoforo (cromona)
ou com a presenca de hidroxilas ligadas a nucleos aromaticos. A extracao é
feita com metanol a quente; ou outro solvente de maior polaridade. A extracao
do rutosido é feita com solventes hidratados, a quente (MEOH 70%, ETOH
70%, Acetona, Eter: Agua) (CosTA & PROENCA DA CUNHA, 2000), como
propostos nos tratamentos TR-SOLV 02, TR-SOLV 04, TR-SOLV 13.

A escolha dos solventes nos tratamentos TR-SOLV 01 a TR-SOLV 16

seguiu a usualidade em extracdes organicas, a solubilidade e polaridade. A
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prioridade de escolha de determinado solvente ndo pode ser analisada apenas
por suas caracteristicas macroscopicas; tais como constantes fisicas como
densidade, constante dielétrica, indice de refracdo; como também devem ser
consideradas as caracteristicas descontinuas que consistem nas interacoes
entre moléculas de solventes (SiLvVA & JONES JR, 2001).

Solubilidade é importante propriedade fisico-quimica na determinacao da
forma farmacéutica e cosmética adequada. A escolha dos tratamentos (TR-
SOLV 01 a 16) baseou-se na ordem decrescente de polaridade e respectivas
constantes dielétricas (D ou €) a 25°C dos solventes: Agua (79) > Acidos
organicos (Acido acético) > amidas (N,N-dimetiformamida — 37) > &lcoois
(Metanol — 32,63; Etanol — 25) > aminas (Trietilamina, Piridina) > aldeidos,
cetonas (Acetona — 20,7) > ésteres (Acetato de etila — 6) > haletos (Cloroférmio
4,8; Diclorometano — 4,6) > éteres (Eter dietilico — 4,3) > aromaticos (Benzeno
— 2,27; Tolueno — 2,4) > alcanos (Hexano — 1,9) uma vez que quanto maior a
constante dielétrica, maior a capacidade de solvatar cargas opostas em dois
compostos.

Solventes, como metanol, etanol, propanol, acetona, acetato de etila
dimetilformamida e suas combina¢cfes sdo usados na extracdo de compostos
fendlicos combinados ou ndo com varias propor¢cdes de agua. Por exemplo,
rutina e acido clorogénico sao extraidos eficientemente em ervas de buckwheat
(trigo sarraceno, Fagopirum sagittatum, F. esculentum — Polygonaceae) por
maceracado com etanol 30% e agitacdo por 2 horas (NACKz & SHAHIDI, 2006).

A utilizacdo de agua como solvente, presente nesta analise no
tratamento TR-SOLV 16, usualmente era descartada nos extratos organicos

devido a insolubilidade ou incompatibilidade de alguns compostos e extracéo

309



de outros compostos indesejaveis (KING et al, 1992; LUBINEAU et al, 1994).
Embora o uso de solventes organicos na elaboracéo de extratos vegetais seja
convencional, seu emprego implica em questdes relativas a toxicidade
ambiental e farmacoldgica, além da periculosidade existente ao manipula-los
(SILVvA & JONES Jr, 2001). Assim, a substituicdo dos solventes organicos
tradicionais por agua ou misturas com agua, como nos tratamentos TR-SOLV
01 a TR-SOLYV 16, € de grande interesse pelo menor impacto ambiental, custo
operacional, periculosidade e toxicidade.

A ordem de polaridade dos solventes aumenta de acordo com o
tamanho da cadeia carbbnica, numero de hidroxilas, e constante dielétrica. Nos
tratamentos TR-SOLV 01 a TR-SOLV 16 tem-se a seguinte relacdo de
polaridade decrescente: agua destilada (testemunha — H,0); Metanol/ Agua
(70% e 50%); Metanol absoluto (CH3;OH); Etanol/ Agua (70% e 50%); Etanol
absoluto (CHs-CH,OH); Acetona/ Agua (50% e 75%); Acetato de Etila/ Metanol
(50% e 75%), Acetato de Etila (CH3-COO-CH,CHj3); Acetona (CH3-CO-CHj);
Diclorometano/ Acetato de etila (50% e 75%) e Diclorometano P.A. (Cloreto de
Metileno — CH,Cly).

Pela rutina ser muito soluvel em agua (testemunha — TR-SOLV 16)
acreditava-se que teria maior extracdo de flavondis em meio aquoso, no
entanto, as solu¢des hidratadas que englobam Acetona/ Agua como nos
tratamentos TR-SOLV 15 (Acetona/ Agua 50:50) e TR-SOLV 14 (Acetona/
Agua 75:25) foram mais eficientes. Tal fato pode se relacionado a estrutura
quimica da rutina (figura 9), a presenca da agua na mistura de solventes que
atuam no aumento da permeabilidade celular e facilita as interacdes

hidrofobicas, e, a presenca de quercetina, que pdde ser comprovada em
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analise por CCD, na triagem fitoquimica, onde no tratamento TR-PO foram
detectados os flavonoides rutina e quercetina (vide quadro 1). E prioridade
lembrar que as agliconas (quercetina) tém solubilidade aumentada nos
compostos menos polares, hipotese testada em Diclorometano TR-SOLV 12 e
na mistura de Acetato de etila e Diclorometano (50:50) e (25:75) TR-SOLV 10 e
TR-SOLV 11.

Outra consideracdo implicada nos extratos em analise é que no TR-
SOLV 15 — ACONA/ H,0 (50:50) tem-se 12,88 e 4,76 maior teores de flavonois
do que no solventes isolados TR-SOLV 13 — ACONA e TR-SOLV 16 — H,0,
respectivamente, comprovando a influéncia do meio aquoso na eficacia do
processo extrativo (quadro 3). Relacédo de similaridade de aumento dos teores
pode ser tracada em relacdo aos demais tratamentos com solventes P.A. e
suas misturas, como pode ser comprovado no quadro 3 onde se tem nha
solucéo de Etanol 50 % (TR-SOLV 05) 3,26 vezes maior teor que em Etanol
P.A. (TR-SOLYV) diferindo significativamente entre si; e 1,64 em Metanol 50%
(TR-SOLV 03) em relacdo a Metanol P.A (TR-SOLV 01), ndo havendo
diferenca entre estes tratamentos. O aumento da polaridade permite a extracédo
de compostos mais polares como os biflavonoides.

Segundo JAYAPRAKASHA et al (2001) em analise da atividade
antioxidante e dos teores de flavondis de extratos de sementes de uvas (Vitis
vinifera) nos solventes Acetona P.A., Acetato de etila P.A., Metanol P.A.,
Acetato de etila/ Agua (9:1) (17:3) e (4:1), houve maior eficacia em teor médio
de flavonois (tm) em Acetato de etila/ Agua (17:3) (tm = 54,0 + 4,86%), seguido
de Acetato de etila/ Agua (4:1) e (9:1) com teores médios de 50,5 + 4,35% e

43,0 + 3,34% respectivamente concluindo que o emprego de solventes simples
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Acetona (tm = 15,0 + 1,35%), Acetato de etila (tm = 35,0 £ 2,10%), Metanol (tm
= 16,0 £ 2,71%) nado é tao eficiente na extracdo de flavonois em relacdo a
mistura de solventes como Acetato de Etila e Agua, atribuindo a eficacia do
processo a presenca da agua que aumenta a permeabilidade dos tecidos nas
sementes facilitando o transporte de moléculas por difusdo, o que também

ocorreu nos tratamentos TR-SOLV 01 a TR-SOLV 16.

4.2.3 Doseamento de compostos fendlicos em folhas, frutos e plantas
cultivadas de Dimorphandra mollis.

O estudo dos compostos fenolicos, de um modo genérico, e
especificamente dos acidos fendlicos, considera-se de maximo interesse por se
encontrarem ligados a maior parte dos fendmenos biologicos, botanicos,
genéticos e taxondmicos. Devido a grande diversidade de processos
metabolicos na formacgéo das substancias fendlicas, é dificil estimar o seu teor
quantitativo nos tecidos das plantas de modo absoluto (EVARISTO & LEITAO,
2001).

Normalmente, cada espécie vegetal esta associada a determinada
classe de polifendis mais importante, cujos teores aumentam com a idade e
variam com o desenvolvimento vegetativo da planta (EVARISTO & LEITAO, 2001).

A maioria dos compostos fendlicos ndo é encontrada no estado livre na
natureza, mas na forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto,
solluveis em agua e em solventes organicos polares (SIMOES et al, 1999). A
extracdo com metanol nos tratamentos TR-VIC 01 a 16, TRF-MOC 01 a 12 e
TFR-MOC 01 a 12 mostrou-se eficiente, com teores médios relativamente altos

(quadros 4,5 e 6), em conformidade com de SaANTOS et al (2002) que
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determinaram os teores de fendis totais em folhas e cascas de D. mollis tendo
25,3 £10,8 mg/ g e 59,9 £ 0,6 mg/ g respectivamente.

Em Fabaceae (Leguminosae), principalmente em Caesalpinaceae, tém-
se altos niveis de compostos fendlicos principalmente em cascas e frutos. Ao
analisar folhas provenientes de areas de coleta do Cerrado de Montes Claros
(TRF-MOC 01 a 12) verificaram-se teores meédios (tm = 126,70 pg/mL e
118,91ug/mL), menores aos encontrados em TR-VIC 01 (testemunha) — H,O
(tm = 179,35 ug/mL), no entanto, tais resultados viabilizam a utilizacdo de
folhnas como fonte substituinte de compostos fendlicos, destacando que a sua
coleta € menos agressiva a planta, jA que as cascas quando coletadas de
forma errdnea podem levar a morte da planta; outro fator que merece destaque
€ gue as folhas estédo nas plantas durante todo o ano ao contrario de frutos.

Tais resultados confirmam os estudos de MONTEIRO et al (2005) que
avaliaram em extratos metandlicos pelo método de Folin-Ciocalteau, o teor de
taninos e fendis totais em trés espécies medicinais arboreas da Caatinga onde
nao ocorreram diferencas significativas entre cascas e folhas das espécies
testadas, propondo o sistema de manejo e extracdo que promova, em
determinadas épocas, a intercalacdo dos recursos que permitam reduzir a
pressdo sobre as cascas, exploradas permanentemente como fonte de
fenadlicos.

As variacoes individuais entre tratamentos provenientes de regifes de
Cerrado nos tratamentos (TRF-MOC e TFR-MOC) podem ser atribuidas a
idade das plantas, procedéncia, insolacdo e mecanismo de defesa contra
herbivoria (COLEY & BARONE, 1996; THOMSON, 1993; HELDT, 1997; KOZLOWSKI &

PALLARDY, 1997; MISRA et al, 1999), contudo ndo houve diferencas significativas
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entre as médias de folhas (TRF-MOC), diferindo significativamente em frutos
(TFR-MOC).

Considerando que os frutos (TFR-MOC 01 a 12) provém das mesmas
plantas adultas de onde foram retiradas as folhas totalmente expandidas
(comprimento médio de 366 mm) (tratamentos TRF-MOC 01 a 12) variacbes
semelhantes nos teores de compostos fendlicos entre tratamentos eram
esperadas, no entanto, ocorreu apenas em TRF-MOC 12 e em TFR-12 (tm =
126,70 pg/mL e tm = 1404,25 pg/mL), correspondendo ao maior quantidade de
compostos fendlicos, localizada na area Pt-PO1 (292), podendo ser matriz de
estudo de germoplasma, ja que compostos fendlicos sdo produzidos
rapidamente e se acumulam apoés a infeccdo, especialmente em variedades
resistentes (CAMPOS et al, 2004).

MACHEIX et al (1986) afirmam que ha distincdo entre cultivares e
estadios de desenvolvimento das plantas no que tange o acumulo de
compostos fendlicos e a resposta aos ferimentos. A ativagcdo do metabolismo
de fenois apos infeccdo, como mecanismo de defesa, segundo esses autores,
pode levar mais ou menos tempo, dependendo da formacéo de moléculas mais
simples e de sua integracado com estruturas quimicas mais complexas, como a
ligninas. Este fenbmeno, de acordo com BELL (1981), pode ser interpretado
como parte da inducéo de resisténcia das plantas.

O aumento da resisténcia da espécie como mecanismo de defesa a
herbivoria (floracdo), em diversas condicfes edafico-climaticas (resposta a
radiacdo/ insolacdo/ tempo/ periodo climatico/ ciclo vegetativo da espécie/
estadio de desenvolvimento) foi verificado por FONSECA et al (2001) ao

analisarem os teores de taninos em Porophyllum ruderalle por 5 épocas, a

314



partir de 60 dias de plantio, com intervalos de 15 dias, realizando-se a colheita
as 7 horas da manh&; 13 horas e 18 horas, no periodo de Outubro de 2000
(primavera/ verdo) e as 7 horas da manhd em marco a maio de 2001(outono/
inverno) classificam em os rendimentos de taninos em médios na colheita
realizada as 7 horas, altos nas colheitas realizadas as 13 e 18 horas (2000) e
em baixos nas épocas | (60 dias), Il (75 dias) e Il (90 dias), e em médios nas
épocas IV (105 dias) e V (120 dias) (2001) e concluem que aos 120 dias de
idade constatou-se maior teor de tanino (plena floracao).

Os tratamentos (preparados e medicamentos homeopaticos) escolhidos
nesse experimento fundamentam-se nos principios da Homeopatia: A lei dos
semelhantes — “Similia similibus curantur”; Diluicdes infinitesimais e Uso de um
anico preparado homeopatico. A melhor compreensdo dos principios acima
pode ser fundamentada pela Lei da Acdo e Reacdo de Newton onde “a toda
acao corresponde a uma reacéao igual em sentido contrario”. Na compreenséao
deste postulado, o preparado homeopatico atuara impulsionando o vegetal a
produzir efeitos no sentido de defesa e manutencdo da sua vitalidade, em
menor ou maior intensidade.

Teores de compostos fendlicos em plantas cultivadas com preparados
homeopaticos (TR-VIC 01 a 16) como o Cyrtopodium 1D e Pequi 6 CH
(Caryocar brasiliensis frutis), TR-VIC 06 e 13, respectivamente, tiveram os mais
baixos teores de compostos fendlicos. Atribui-se tal fato a pouca similaridade
desse preparados a D. mollis. Ja os tratamentos TR-VIC 09 — Sulphur 12 CH
(810,14 pg/mL ), seguido de TR-VIC 05 — Phosphorus 12 CH (tm = 709,83
ng/mL); TR-VIC 11 — ETOH 12 CH ( tm = 595,71 pug/mL ); TR-VIC 10 — ETOH 6

CH (tm = 536,70 pg/mL); TR-VIC 16 — Fungos 12 CH (Dimorphandra mollis
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fungi) (530,78ug/mL); TR-VIC 03 — H,O 12 CH (tm = 446,80ug/mL) e TR-VIC
08 — Sulphur 6 CH (tm = 426,23 pg/mL) tem alta similaridade com D. mollis no
que concerne a producao de compostos fenolicos produzido como mecanismo
de defesa (desequilibrio energético levaria a aumento da producdo de
compostos secundarios).

Por similaridade (Simillium) entende-se, 0 aumento imediato da acéo de
resposta de dado tratamento em relacdo a testemunha, no caso, compostos
fendlicos. Segundo HAHNEMANN (1810) nos organismos vivos, qualquer afeccéo
dindmica mais fraca é extinta de maneira duravel pela mais forte; e se esta,
difere em espécie, se assemelha muito em manifestacdo. A acdo do simillium
orientara a forca vital a fim de atingir o equilibrio e defesa do vegetal da melhor
forma possivel (HAHNEMANN, ORGANON, PARAGS 12, 16, 25 e 26).

Segundo BONATO (2004) o estresse fisiolégico em plantas € devido a
condicbes externas que afetam o crescimento, desenvolvimento e
produtividade, relacionando-o a condicdes bibticas ou abidticas que afetariam a
energia vital resultando em disturbio fisiolégico. O mecanismo de escape de
tais situacdes em plantas seria no sentido de produzir efeitos opostos a acao
dos agentes indspitos, em maior ou menor intensidade de acordo com suas
possibilidades biolégicas, visando o reequilibrio de sua energia vital. Destaca
ainda, que a resposta energética ocorre em niveis fisiolégicos ou bioquimicos
se 0s agentes agressores forem de densidade quantitativa maior, como 6 CH e
12 CH, e no nivel energético se forem qualitativos.

Nos tratamentos TR-VIC 14 - Pequi 12 CH (C. brasiliensis frutis) e TR-
VIC 13 - Pequi 6 CH (C. brasiliensis frutis); TR-VIC 05 - Phosphorus 12 CH e

TR-VIC 04 - Phosphorus 6 CH, os teores de compostos fenolicos séo 130,0 e
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4,7 vezes superiores em 12 CH em relacdo a 6 CH, respectivamente, indicando
que o aumento da dinamizacao leva a tentativa de defesa do vegetal, buscando
reorganizar a forca vital. BONATO (2004) hipotetizou que, em plantas, com base
em experimentacdes de frequéncia e comprimento de onda (Fisica Quantica), a
medida que se dinamiza o preparado homeopatico, muda-se a amplitude do
comprimento de onda e a freqiiéncia permanece constante. Inferiu também que
quanto mais alta a dinamizacdo maior a amplitude da onda, porém n&o
significando que determinado preparado homeopatico cause respostas
fisioldgicas crescentes e tdo pouco haja linearidade em tais respostas.
Comprovando tal teoria, ARRUDA et al (2005) estudando plantas
adultas floridas e néo floridas de Achilleia millefolium tratadas com o preparado
homeopatico Sulphur 3 CH nos periodos de 5, 9 e 12 dias verificaram que a
concentracdo de compostos fendlicos aumentaram nos quinto e no nono dia,
apos aplicacéo, tendo, as plantas floridas maior teor (2,18; 1,8 e 1,87 vezes
maior na testemunha néo florida, testemunha florida e plantas néo floridas,
respectivamente). Atribuem a n&o variabilidade dos teores apdés o décimo
segundo dia a Lei de Royal, em que baixas dinamiza¢Ges tem efeito rapido,
porém, ndo duradouro e nao linearidade das respostas. Concluem que tal
aumento proporcionado pelo preparado homeopatico estaria relacionado aos
ciclos vegetativos da espécie, uma vez que em periodo de floracéo,
mecanismos naturais de defesa a herbivoria estariam mais ativos,
conseqguentemente com maior producédo de fendis totais.
FIDELIS et al (2003) trabalhando com a linearidade de resposta
comprovaram que em Sphagneticola trilobata, ao usarem Sulphur 3 CH, as

concentracbes de compostos fendlicos (taninos) aos 30 dias que era de 1,09%
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e aumentava 77 vezes aos 120 dias (1,93%). Ainda em S. trilobata, NUNES et al
(2005) avaliaram a resposta a preparacdo homeopatica Sulphur, quantificada
pelo teor de tanino no tecido foliar, estudando o efeito aditivo da dose e tempo
de persisténcia da homeopatia; efeito da aplicacdo em relacdo a posicdo das
folhas; poténcias e diluicbes das solucdes aplicadas mostrando que a aplicacéao
da homeopatia causou oscila¢cdes nos teores de taninos nas folhas, devido ao
fendbmeno ritmico, com alteragbes no metabolismo primario e secundario,
indicando ressonéancia entre a planta e o preparado homeopéatico, com tempo
de persisténcia durando 10 dias. Conclui ainda, que a aplicacdo nas folhas do
apice a intensidade de resposta na producao de taninos, tende a ser maior e

diminuir com o tempo (10 dias) e houve auséncia de efeito aditivo.

4.2.4 Doseamento de flavonois em folhas, frutos e plantas cultivadas de
Dimorphandra mollis

Doseamento por espectrofotometria envolve processos elaborados que
sdo expressos pela intensidade da cor desenvolvida por cada classe de
compostos e da quantidade extraida de compostos mediante determinados
reagentes. A cor da substancia ndo é caracteristica fisica desta, pois depende
do tipo de luz incidente, solventes e reagentes utilizados na sua extracéo; os
flavondides e flavondis, por exemplo, reagem com cloreto de aluminio e
vanilina-sulfarico-cloridrica respectivamente, formando complexos de cor
amarela, lidos em 425nm e 500nm (CosTA, 2000).

A guantificacdo de compostos fendlicos e flavondides em plantas, nessa
década, tém tido relevante importancia devido a suas propriedades

antioxidantes, anticarcinogénicas e cardiovasculares. Desde o século XIX, no
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entanto, sabe-se que na medicina tradicional, a maioria das plantas hoje
estudadas como potencial fonte de flavondis, ja eram utilizadas como
medicamentos no combate a moléstias infecto-urinarias, estomacais e
intestinais (CHEN & Zuo, 2006). No século passado, D. mollis era usada pelos
habitantes do Cerrado, como forrageira de animais, em curtumes € como
enchimento de almofadas, selas e cangalhas (Pio CORREA, 1984). Hoje, os
coletores do norte de Minas acreditam que os frutos sdo utilizados pelas
industrias na fabricacdo de racdo de suinos; sem uso medicinal, pois € letal a
bovinos. Até os meados de 1990, era comum, que Se cortassem as arvores
adultas e rebrotas das pastagens ocasionando a destruicdo do habitat, a
formacdo de distribuicdo restrita e de populacbes isoladas, fatores
determinantes na sua inclusdo na Listas Amarela das espécies ameacadas de
extingdo (IBAMA, 2006; COPAM, 1997, DEPRN, 1998).

Os flavondis nao ocorrem livremente nos vegetais, estando quase
sempre disponiveis na forma de O-glicosideos, como ocorre em D. mollis, onde
o glicosideo (rutina) apés reacao de hidrélise libera a aglicona (quercetina) e o
acucar.

A quantificacao de flavondis nos tratamentos (TRF-MOC, TR-VIC e TFR-
MOC) e o rendimento do processo estéo interligados aos solventes adotados
na extracdo desses e na metodologia de doseamento de flavonais.

Ao se escolher a metodologia proposta por JAYAPRAKASHA et al (2001) e
de BuUTLER et al (2002) levou-se em conta a praticidade da analise e a
capacidade que os flavonois tém de reagir com a vanilina cloridrico-sulfurica,
revelador especifico a meta-fendis (MONTEIRO et al, 2005) formando compostos

coloridos (flavondis possuem grupos cromoforos que absorvem radiacéo
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eletromagnética), e aumentando a conjugacdo dos anéis aromaticos além da
especificidade/ sensibilidade da metodologia a flavonois (QUEIROZ et al, 2002)

O solvente e a polaridade escolhida em determinado procedimento
extrativo determinam a toxicidade ou pureza do produto final, no caso rutina,
acarretando também, maior ou menor teor de flavondis. Como visualizado na
analise de flavondis em diferentes solventes polares, a analise do extrato (TR-
SOLV 15) Acetona/ Agua (50:50) proporcionou maior teor de flavondis,
necessitando analises residuais toxicologicas. Ainda, de acordo com PEDRIALI
et al (2005), o aumento da solubilidade propiciaria melhora de estabilizacdo das
cores naturais que os flavondis possuem por formar complexos moleculares
com pigmentos (copigmentacdo), sendo que essa reacdo € limitada pela
solubilidade dos flavonais.

A opcao por extrato metandlico vem da usualidade e praticidade em
trabalhar com solventes polares e de trabalhos referéncia com flavonoéis como
JAYAPRAKASHA et al (2001), BERNADINI et al (2005); Kourl et al (2006); GULSEN
et al (2007), além da facilidade que teriam os produtores/ coletores de obté-lo.

Em frutos e folhas o teor de flavondides do TRF-MOC 10 e TFR-MOC 10
foi superior, indicando que os mecanismos de defesa, protecdo e interacao
com o0 ambiente estariam mais ativados que nos demais tratamentos, sendo
necessarias investigacoes de fitoquimicas, fitosociologias e floristicas da area
Pt-290, na tentativa de averiguar outras possiveis interacdes (planta-ambiente,
planta-animais, fatores edaficos-climaticos, variabilidade genética) que
permitissem ou justificassem tal comportamento.

N&o houve diferencas significativas entre os tratamentos TRF-VIC 01 a

16, exceto em TR-VIC 13 - Pequi 6 CH (Caryocar brasiliensis frutis). A ndo
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variabilidade de teores de flavonoides entre os tratamentos TR-VIC 01 a 16
pode ser relacionada a estreita amplitude de resposta, necessitando estudos
que propiciassem aplicacbes dos preparados homeopaticos em escala
crescente de dinamizacbes com acompanhamento diario de teores de
flavonais.

O tratamento com o preparado homeopatico Pequi — TR-VIC 13 néo
teve identificacdo com a espécie em estudo, ocorrendo pouca similaridade, nao
induzindo resposta significativa, tdo pouco patogenesia, porém, dificultou o
desenvolvimento da  espécie, funcionando como inibidor, que
homeopaticamente pode ser definido como agente causal de agravacao. A
escolha do tratamento Pequi seguiu indicacdes agronémicas de produtores
locais que utilizam o fruto do pequizeiro na inducao de crescimento de plantas
do Cerrado e por ser também o Caryocar brasiiensis planta nativa do Cerrado

brasileiro, rica em vitaminas e flavonoides.

4.2.5 Quantificacdo de rutina por HPLC em folhas, frutos e plantas
cultivadas de Dimorphandra mollis

O isolamento de rutina de folhas, frutos e plantas cultivadas de D. mollis
em metanol seguida do preparo da amostra em meio acido (agua pH = 3,0)
promovem a hidrdlise parcial da rutina em quercetina, isoquercetina e ramnose
(figura 15), tais compostos sdo mais caros e bem mais dificeis de serem
encontrados livremente na natureza. A importancia de utilizar metodologia
adequada no isolamento € evitar a hidrélise total da rutina. A analise por HPLC
e as condicbes estabelecidas permitiram boa separacdo entre 0s picos

facilitando a identificacdo da rutina (tr = 5,6), conforme a figura 9.
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A concentracdo de flavondis nos tratamentos é diretamente proporcional
a eficacia do processo de secagem, do tipo e da polaridade do solvente
extrator, no caso Metanol, e do procedimento adotado em sua identificacdo e
quantificacdo uma vez que, a producdo do extrato metanélico em TRF-MOC,
TFR-MOC e TR-VIC foi feita com 400 mg de massa seca.

Considerando que todos os tratamentos em analise TR-VIC e TRF-MOC
foram secos nos mais rigorosos critérios, ha de se supor as variaveis
indesejaveis como excesso de umidade residual, contaminagéo por patégenos,
alteracOes enzimaticas ndo possam estar interferindo nas analises. EM TFR-
MOC torna-se mais improvavel o aparecimento de interferentes, pois, o
processamento da matéria-prima (frutos) € mais demorado e exige
temperaturas mais altas e umidade residual muito baixa (menor que 4%, FARM.
BRrAs. 1V, 2003).

As amostras de TFR-MOC 01 a TFR-MOC 12 tém alta concentracéo de
rutina, confirmando o potencial da espécie D. mollis como fonte de obtencéo de
flavondides, alcancando os frutos como no TFR-MOC 12 (292) os teores de
982,55 mg/g de massa seca, permitindo destaca-la como matriz de estudos
gendmicos (DNA, germoplasma, isoenzimas, Vvariabilidade) e estudos
fitotécnicos (germinacéo, crescimento, resisténcia, melhoramento).

Em TFR-MOC 08 e TRF-MOC 08, os teores de rutina em frutos e folhas
foram altos, ao contrario do que observado em TRF-MOC 07 e 12 e TFR-MOC
07 e 12, onde houve maior producdo em frutos e mais baixa em folhas,
indicando que a producéo de rutina (flavonol) esta concentrada nos frutos. Tal
fato pode ser visto como estratégia adaptativa da espécie a protecao de frutos

e aumento da resisténcia, ou ainda a baixa luminosidade nas folhas e mais
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altas nas partes aéreas superiores, estimulando a producdo de compostos
fenadlicos.

Em andlise de folhas e frutos confirma-se a hipotese citada
anteriormente, ou seja, as folhas funcionam como fonte de rutina (tmax = 15,90
mg/g e tmin = 0,53 mg/ g) nas entressafras dos frutos. Tais valores de
substancia isolada em produto natural podem ser considerados como
excelentes, pois € raro conseguir-se rendimentos tdo expressivos.

A sensibilidade, especificidade e eficacia do método HPLC também
pode ser ressaltada ao serem comparados esses resultados com doseamento
quantitativo em espectrofotdbmetro onde os tratamentos com mais altos teores
sdo em HPLC os menores ou de teores intermediarios, como acontece em
frutos e folhas (quadros 6 e 10; 5 e 9). Tal variacdo pode ser relacionada ao
limite de saturacao, extracdo e solubilidade da rutina nos tratamentos em meio
vanilina metanolica e acido cloridrico resultando na formacdo de complexos
insoltveis (precipitados), com conseqiente saturacdo da cor ou hidrélise da
rutina, em acido cloridrico 4%.

Quando se analisaram 0s menores teores apenas o tratamento TFR-
MOC 11 (frutos) tem em ambos meétodos, concentracbes diminutas, nao
ocorrendo em folhas. Em TR-VIC (plantas cultivadas com preparados
homeopaticos) tal relacdo também pode ser inferida nos tratamentos TR-VIC
07 (Kali phosphoricum 12 CH) e TR-VIC 13 (Pequi 6 CH) (quadros 4 e 8).

Em ambas as metodologias, em plantas cultivadas ha nos tratamentos
TR-VIC 15 Fungos 6 CH (D. mollis fungi ), TR-VIC 12 Carbo vegetabilis 12 CH
e TR-VIC 09 Sulphur 12 CH, com indutor de maiores teores de flavonol (rutina)

e compostos fendlicos (quadros 4 e 8).
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O uso de preparados homeopaticos na estimulacdo de compostos
secundarios é de interesse em sistemas de cultivo em ambiente protegido. Os
medicamentos homeopaticos como Sulphur, Mercurius, Phosphorus, Carbo
vegetabilis, Arsenicum album, Cinna e isoterapicos tém sido utilizados em
experimentacbes com plantas (CAsALI, 2000; BoNATO, 2004; CASTRO et al,
2003; ANDRADE et al, 2001; DUARTE et al, 2003; ARMOND et al, 2003; ARRUDA et
al, 2005; Rossi et al, 2005; Brizzi et al, 2005, e 2000; BAUMGARTNER et al 2004;
HAMMAN et al, 2003, DITTMANN et al, 1996; DATTA, 2006; BINDER et al, 2005;
BETTI et al, 2003) objetivando avaliar o desempenho e relacionar as alteractes
metabolicas decorrentes desses preparados.

Sulphur (enxofre) € constituinte mineral de plantas bem como
Phosphorus (fosforo) e ambos funcionam como co-fatores enzimaticos na
producdo de proteinas, acucares, aminoacidos e consequentemente no
processo fotossintético, respiratorio e na via biossintética de compostos
secundarios.

O fosforo esta presente na transferéncia de energia, divisdo celular,
crescimento das células, promove a formacdo e crescimento prematuro das
raizes, melhora a qualidade de muitas frutas e verduras, sendo vital a formacao
de sementes e maturacdo de frutos, auxilia as raizes e plantulas a se
desenvolverem mais rapidamente, aumentando a resisténcia ao frio, a
patogenos, herbivoria e ao estresse hidrico (LopPes, 1998). Os fitatos sdo os
compostos de reserva de fosforo em sementes e frutos e representam
aproximadamente 50% do fbésforo total em sementes de Fabaceae
(Leguminosae) e de 60 a 70% em graos de cereais. A funcdo do fitato na

germinacdo de sementes € atuar, principalmente, nos primeiros estagios de
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crescimento das plantulas, quando o embrido tem alta exigéncia de nutrientes
minerais, incluindo o fésforo, na formacdo dos fosfolipidios das membranas
celulares e acidos nucléicos (MARSCHNER, 1995). O enxofre ainda € constituinte
estrutural de membranas, estimula o desenvolvimento vegetativo das plantas,
quando ha deficiéncia, as folhas se tornam ligeiramente amareladas
(MARSCHNER, 1995).

O medicamento homeopéatico Carbo vegetabilis é o carvao vegetal, onde
todos macronutrientes (N, S, P, K, Ca e Mg) e micronutrientes (Zn, Cu, Fe, Mn,
B, Mo, Cl e Co) estdo presentes, em quantidades diminutas, essenciais ao
resgate da informacao e de suas fun¢des no organismo vegetal.

Em Homeopatia, a diluicdo favorece a resposta do sistema e aumenta a
eficacia dos preparados homeopaticos frente ao metabolismo vegetal (primario
e secundario), assim quanto menor for a quantidade de matéria (i.e, macro e
micronutrientes), mais informacao estara disponivel. A informac&o contida no
medicamento homeopéatico pode ser reconhecida pelo metabolismo da espécie,
vindo a agir na estimulacdo/ inibicdo de determinada substancia, como
mecanismo de resposta a agentes externos, em favorecimento ou detrimento
de uma via metabolica.

Em D. mollis, a plantula reconhece a informacdo homeopatica contida
nos medicamentos Sulphur, Phosphorus, Carbo vegetabilis, durante a
formacdo de folhas e frutos podem absorver e metabolizar o enxofre e o fésforo
elementar, como se fossem 0s macronutrientes, favorecendo o crescimento e
desenvolvimento da planta.

Outro aspecto que pode ser considerado é que D. mollis é planta do

Cerrado fixadora de aluminio, no entanto, suas folhas ndo tém o aspecto
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xeromorfico, causado pelas condi¢des oligotroficas como solos acidos, com
elevados teores de aluminio e ferro, pobres em nutrientes. Ao administrar a
informacdo contida nos medicamentos homeopaticos, mecanismos de
protecado/defesa seriam ativados e consequentemente tém-se respostas no

metabolismo celular.

Figura 15: Rutina hidrolisada em meio acido resultando em quercetina,

isoquercetina e ramnose.

HCIl 4%

C12H2009

HCI 4%

HCI 4%

C15H1007

Fonte: Adaptado de Merck Brasil, 2007

4.2.6. Extracéo e Processamento de rutina em extrato aquoso
A extracdo com agua destilada e precipitacdo de flavonois rutina e
guercetina em PPt-PO é considerada processo eficiente, barato e de fécil

execucao, com excelente rendimento (PPt-PO tm = 35%), demandando mao-
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de-obra pouco especializada e equipamentos de baixo custo, facilitando a
formacao de cooperativas de coleta e beneficiamento de frutos de D. mollis.

A importancia de obter extrato aquoso de frutos de D. mollis, como
ocorreu em PPT-PO, esta na baixa toxicidade e pureza do produto obtido, visto
que a agua é veiculo de varios produtos farmacéuticos e esta presente na
constituicdo dos seres vivos e do planeta.

Ainda existe a possibilidade de apds a extracdo de flavondis com agua
destilada, utilizar-se o liofilizador, que retiraria a agua e liberaria os flavonois
(rutina e quercetina) em poé (Liofilizacdo), a exemplo do que ocorre com leite
em po (liofilizador e secador de leito fluidizado).

As analises de qualidade deste precipitado (PPt-PO) podem ser feitas
com técnicas simples e especificas como identificacdo dos cristais por CCD,
como em PPt-PO com Rf's = 0,56 e 0,69 ou por temperatura de fusao, e ainda,
por analises mais elaboradas como doseamento por espectrofotometria ou
cromatografia liquida de alta afinidade (HPLC).

A metodologia proposta pode ser adequada aos coletores de favas de D.
mollis da regido de Cerrado do Norte de Minas, visando agregar valor
financeiro ao produto, facilitando a comercializacdo deste e propondo nova
frente de trabalho/ renda aos coletores, ja que 60kg de frutos de D. mollis é
comprado por R$ 0,60 ou $ 0,24 (sessenta centavos de Real ou vinte e 1quatro
cents de Ddélar) e 1 Kg de rutina ap0s beneficiamento, com alto padrdo de
qualidade, tem custo em torno de $389,00 ddlares (trezentos e oitenta e nove
délares cotacdo Sigma) e quercetina de $944,00 (novecentos quarenta e nove
dolares) ou R$ 1050,00 (Um mil e cinglienta reais) e R$ 2548,00 (dois mil

quinhentos e quarenta e oito reais) respectivamente; sendo necessarios, com o
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rendimento (PPt-PO tm = 35%), cerca de 2,860 kg de frutos na dolares
obtencéo de 1 Kg de rutina.

Além de agregar valor financeiro e social, o produto pré-beneficiado
seria a forma mais barata e adequada de transporte até aos centros
tecnoldgicos, propiciando geracao de renda e valorizagéo cultural da populagéo

do Cerrado pelas industrias farmacéuticas.

4.2.7. Extracdo e Processamento de rutina em extrato metandlico

A extracdo de frutos de D. mollis com metanol (TR-EXT), solvente
organico, sub-produto de destilacdo da cachaca, bebida alcodlica produzida
com abundéancia no Norte de Minas Gerais € interessante pois poderia
aproveitar os maiores rejeitos dos alambiques locais (produtores), no caso o
metanol, constituindo extrato mais elaborado, mas de facil execucdo, com
excelente rendimento (PPt-PO tm = 38,38%), também propiciando a criacao de
cooperativas de coleta e beneficiamento de frutos de D. mollis.

No mesmo raciocinio da proposicdo do extrato aquoso, no extrato
metanolico (TR-EXT tm = 38,38%) a quantidade de favas (frutos) de D. mollis
necessarios a obtencao de 1 Kg de rutina seria de aproximadamente 2,605 Kg
de frutos.

E importante que se pense e viabilize, como em TR-EXT, novas
tecnologias que permitam o enriquecimento, uso e manejo sustentado do
Cerrado, possibilitando aos seus habitantes, populacéo tdo carente, formas de

aumento de recursos financeiros e subsisténcia a familia agro-extrativista.
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5. CONCLUSOES

Os preparados homeopaticos Fungos (Dimorphandra mollis fungi) 6
CH e o medicamento Carbo vegetabilis 12 CH favoreceram aumento
da sintese de flavonodide (rutina — 3-rutinosideo quercetina).

A presenca de acido tanico somente no em plantas cultivadas (TR-
VIC), dentre os tratamentos TF-MOC, TFR-MOC, TRS-MOC e TR-PO
pode ser relacionada a necessidade de defesa da espécie,
caracterizando patogenesia.

O tratamento TR-SOLV 15 — ACONA/ H,O (acetona/ agua 50:50) é
mais eficiente na extracao de flavonois do que nos solventes isolados
TR-SOLV 13 — ACONA (acetona P.A.) e TR-SOLV 16 — H,O (a4gua)
comprovando a influéncia do meio aquoso na eficacia do processo
extrativo.

O teor médio de compostos fendlicos encontrado em folhas de plantas
adultas (TRF-MOC) possibilita a respectiva utilizacdo como fonte de
compostos fendlicos e flavondides.

As folhas de Dimorphandra mollis coletadas em Montes Claros na
coordenada Pt-PO1 (292) possui 0s maiores teores de compostos

fendlicos, indicando possivel matriz de estudo de germoplasma.
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O tratamento TR-VIC 09 — Sulphur 12 CH foi mais eficaz na indugao de
compostos fendlicos.

Em frutos e folhas o teor de flavondides do TRF-MOC 10 (folhas pt-
290) e TRF-MOC 01 (folhas pt-280) e TFR-MOC 08 (frutos pt-288) e
TFR-MOC 12 (frutos pt-292) foram maiores, indicando que oS
mecanismos de defesa, protecdo e interagdo com o ambiente estariam
mais ativos que nos demais tratamentos, sendo necessarias
investigagdes de fitoquimicas, fitosociologias e floristicas das areas Pt-
280, Pt-290, Pt288 e Pt292, na tentativa de averiguar outras possiveis
interagbes  (planta-ambiente, planta-animais, fatores edaficos-
climaticos, variabilidade  genética) que  justificassem  tal
comportamento.

O processo de extracdo com agua destilada e precipitacdo dos
flavondis rutina e quercetina em PPt-PO é eficiente, barato e de facil
execucao, com rendimento de 35%.

A extracdo com metanol no tratamento TR-EXT permite a utilizagao do
sub-produto de destilacdo da cachaca, com excelente rendimento
(PPt-PO tm = 38,38%).

A criacdo de cooperativas de coleta/ beneficiamento utilizando
extragdo aquosa ou metandlica de frutos e de folhas de D. mollis,
agregaria valor sOcio-econbmico, como 0 agro-extrativismo
sustentavel, o manejo adequado e a conscientizacdo da populagao/

coletores da importancia da biodiversidade do Cerrado.
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ANEXO 1

Figura 3: Areas de coleta de D. mollis correspondentes aos tratamentos TRF-

MOC 01 a TRF-MOC 12 (folhas) e TFR-MOC 01 a TR-MOC 12 (frutos).

Legenda
PONTOS GPS TRATAMENTOS TRATAMENTOS
Pt FRUTOS FOLHAS
281 TFR - MOC 01 TRF -MOC 01
282 TFR — MOC 02 TRF — MOC 02
283 TFR — MOC 03 TRF — MOC 03
284 TFR — MOC 04 TRF - MOC 04
285 TFR — MOC 05 TRF — MOC 05
286 TFR — MOC 06 TRF — MOC 06
287 TFR — MOC 07 TRF — MOC 07
288 TFR — MOC 08 TRF - MOC 08
289 TFR — MOC 09 TRF - MOC 09
290 TFR — MOC 10 TRF — MOC 10
291 TFR - MOC 11 TRF - MOC 11
292 TFR - MOC 12 TRF - MOC 12
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