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RESUMO

Mikania glomerata Spreng. — Asteraceae (guaco) é uma planta de reconhecida importancia
medicinal como produtora de cumarina, com indicacdo terapéutica validada pela ANVISA como
expectorante e para o tratamento de doencas respiratorias. Possui ainda acdo broncodilatadora,
antimutagénica, antiulcerogénica, entre outras. Sendo a cumarina o metabdlito secundério, o
marcador quimico relacionado a atividade farmacoldgica desta planta, estudos agronémicos de
plantas medicinais, demonstram que o tipo de cultivo pode interferir no desenvolvimento da
planta e, consequentemente, na sintese de compostos secundarios. Portanto, o presente trabalho
avaliou a influéncia do sistema de cultivo, convencional e organico, com vistas a determinar a
influéncia destes na producdo de cumarina (1,2-benzopirona) em folhas de M. glomerata, bem
como avaliar a genotoxicidade desta planta em células sanguineas humanas. A determinacéo e
quantificacdo da cumarina foram feitas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de
acordo com os critérios descritos pela ANVISA. A avaliacdo genotdxica foi realizada atraves de
Teste Cometa. Os resultados demonstraram que o sistema de cultivo orgénico apresentou o dobro
da concentracdo de cumarina em relacdo ao sistema convencional, sendo 100% mais produtivo,
mas nao diferiu significativamente quanto a producdo de matéria seca de folhas colhidas aos 100
dias de cultivo (p < 0,01). Quanto a acao genotoxica, o grupo de células exposto por 6 horas ao
extrato de M. glomerata cultivada de forma convencional mostrou aumento dos niveis de danos
ao DNA quando comparado com 2 horas de exposi¢do ao mesmo extrato (p < 0,05). Além disso,
observou-se que 24 horas de exposicdo foi capaz de reduzir dano ao DNA quando comparado
com 6 horas de exposi¢cdo ao mesmo extrato (p < 0,05) demonstrando a acdo reparadora dos
danos. N&o houve diferenca significativa entre o grupo de células expostas ao extrato da planta
cultivada através do sistema organico nos diferentes tempos de exposi¢do, mas diferiram
significativamente do grupo de células expostas ao extrato da planta cultivada através do sistema

convencional quando comparados dentro do tempo de 6 horas de exposicéo.

Palavras-chave: Planta Medicinal. Sistema de Cultivo. CLAE. Cumarina. Genotoxicidade.



ABSTRACT

Mikania glomerata Spreng. - Asteraceae (guaco) is a plant of recognized medicinal importance as
a producer of coumarin, with a therapeutic indication validated by ANVISA as an expectorant
and for the treatment of respiratory diseases. It also has bronchodilator, antimutagenic,
antiulcerogenic action, among others. Since coumarin is the secondary metabolite, the chemical
marker related to the pharmacological activity of this plant, agronomic studies of medicinal
plants, demonstrate that the type of crop can interfere in the development of the plant and,
consequently, in the synthesis of secondary compounds. Therefore, the present work evaluated
the influence of the conventional and organic cultivation system, in order to determine their
influence on the production of coumarin (1,2-benzopyrone) in leaves of M. glomerata, as well as
evaluate the genotoxicity of this plant in human blood cells. The determination and quantification
of coumarin were done by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) according to the
criteria described by ANVISA. The genotoxic evaluation was performed through Comet Test.
The results showed that the organic crop system presented double the concentration of coumarin
in relation to the conventional system, being 100% more productive, but did not differ
significantly in the dry matter yield of leaves harvested at 100 days of cultivation (p <0) , 01). As
for the genotoxic action, the group of cells exposed for 6 hours to the conventionally grown
extract of M. glomerata showed increased levels of DNA damage when compared to 2 hours of
exposure to the same extract (p <0.05). In addition, it was observed that 24 hours of exposure was
able to reduce DNA damage when compared to 6 hours of exposure to the same extract (p <0.05)
demonstrating the repair action of the damages. There was no significant difference between the
group of cells exposed to the extract of the plant grown through the organic system at different
exposure times, but they differed significantly from the group of cells exposed to the extract of
the cultivated plant through the conventional system when compared within the time of 6 hours

exposure.

Keywords: Medicinal Plant. Cultivation System. CLAE. Coumarin. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 PERFIL DA AGRICULTURA BRASILEIRA

Sujeita a necessidade de suprir a seguranca alimentar de um pais em desenvolvimento, a
agropecudria brasileira recebeu investimentos e subsidios diretos para pesquisa, 0 que
possibilitou grande ampliacdo do volume produzido ao longo da segunda metade do século
passado e ao longo desse processo exibiu tensdes ndo despreziveis para o proprio setor e seus
agentes. Nesse sentido, é importante notar que o Brasil, ao longo de boa parte do século passado,
realizou politicas nem sempre favordveis a agropecuaria (FREITAS; MENDONCA; LOPES,
2014).

Tal periodo, até meados de 1970, foi marcado por um macico ingresso de mao de obra
qualificada tanto na &rea de producdo vegetal como animal, com profissionais especializados no
exterior mediante bolsas de fomento a pesquisa, seja por meio de programas de pds-graduacao
financiados por empresas estatais e/ou privadas (FREITAS; MENDONCA; LOPES, 2014).

Nunes-Deser (2007) relata que em associacdo ao desenvolvimento tecnolégico e da méo
de obra especializada veio as alteragdes da politica agricola brasileira que pode ser dividida em
quatro fases ap6s o inicio da chamada “Revolucdo Verde”. A primeira fase entre 1965-1985,
caracterizada pela modernizagdo conservadora da agricultura ndo alterou muito sua estrutura
fundiaria do Brasil. A segunda fase entre 1985-1995 foi marcada com o desmonte das politicas
agricolas e liberalizacdo dos mercados. A terceira entre 1995-2002, caracterizada com a retomada
da politica de crédito com juros controlados, mas com recursos privados e o desenvolvimento de
mecanismos privados de escoamento e estoques da producdo. A quarta e Gltima fase a contar de
2003 com o fortalecimento da politica de crédito e pequena retomada de outros mecanismos,
principalmente dos direcionados a agricultura familiar (seguro agricola, seguro de precos,
compras institucionais, assisténcia técnica, entre outros), que ndo mostrou-se suficiente para
conter o processo de ampliacdo do poder econdémico das grandes empresas inseridas no mercado
mundial.

A agricultura brasileira, como na maioria dos paises, proporciona rendas inferiores em
relacdo as demais atividades econdmicas apesar da politica econdmica, agricola e fundiaria do

setor agricola e pecuario, é necessario o apoio publico através de politicas sociais. Tanto as
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politicas econdmicas como as sociais garantem melhoria da renda e das condicGes de vida das
pessoas que dependem da atividade agricola (NUNES-DESER, 2007).

Entre as décadas de 1950 e 1960 a Revolucdo Verde foi implantada em diversos paises
do mundo e no Brasil em particular iniciou ap6s 1964 e consolidou-se no inicio dos anos 70. Essa
estratégia de modernizagdo compreendeu 0 emprego de “novas tecnologias™, entre as quais 0
emprego de herbicidas, fertilizantes e variedades de plantas com maior resposta a aplicacdo de
fertilizantes, em um primeiro momento nas grandes culturas como arroz, trigo, milho e soja,
assim como de modernas maquinas e equipamentos agricolas. Acompanhando esse processo,
veio o0 estimulo as organizacgdes institucionais centralizadas nos 6rgdos de pesquisa em cada
estado e nelas a concentracdo de recursos como elemento indissociavel desse movimento de
difusdo do padrdo tecnoldgico produtivista (BONNY, 1994; ZAMBERLAM; FRONCHETI,
2002; FUCK; BONACELLLI, 2007) bem como a instalacdo de instrumentos de politicas publicas,
notadamente crédito subsidiado, dirigiram-se para a elevacdo da produtividade da terra e do
trabalho (GONCALVES, 1999).

Na década de 1970, no auge do periodo da Revolucdo Verde, a Embrapa coordenou o
Sistema Cooperativo de Pesquisa Agropecuaria — SCPA, formando unidades autdbnomas e
descentralizadas, com organizacfes estaduais de pesquisa agropecuaria que trabalhavam
associadas as universidades. Neste periodo foram criados os Programas Nacionais de Pesquisa —
PNPs, com repasse dos recursos para os realizadores de projetos de pesquisa e disponibilizacéo
de pessoal técnico e administrativo qualificado, bens e equipamentos em comodato e apoio ao
desenvolvimento de recursos humanos. Posteriormente, o SCPA foi transformado no Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecuaria — SNPA, pela Lei Agricola 8.171/1991 (CHIANCA, 2004;
FUCK; BONACELLLI, 2007).

Ao longo desse processo de transformacdo tecnoldgica ocorreram nas regides Sul e
Sudeste, mas principalmente na Regido Sul, um aumento das propriedades entre 100 a 1.000
hectares entre 1970 e 1975 e consequentemente reduziu-se, no mesmo periodo, 0 nimero e a
participacdo no sistema produtivo das propriedades com menos de 100 hectares (DELGADO,
1979).

As grandes corporacOes estabeleceram esses novos padroes tecnoldgicos e subordinaram
os produtores agricolas a sua légica tecnicista, ja 0s pequenos agricultores passaram a ter cada

vez menos chances de competir e sobreviver diante da impossibilidade de adquirir 0s novos
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“pacotes” tecnoldgicos e de acompanhar um novo tempo que se implantava no sistema produtivo
no Brasil (FREDERICO, 2009).

1.1.1 Agricultura convencional

A agricultura consiste em um tipo de atividade desenvolvida pelo homem, que o
relaciona com a terra. Segundo Bonilla (1992) a “agricultura moderna” inicia ap6s a Il grande
guerra mundial e caracteriza-se por ter como referéncia um modelo que busca 0 méaximo de
producdo, e maior lucro. Diehl (1984) ressalta que a agricultura é a arte de obter do solo, o
maximo de lucro, porém mantendo sempre a sua fertilidade.

Apds a década de 70 no Brasil a agricultura passou a depender da indUstria quimica e
mecanica fazendo com que a agricultura tradicional fosse substituida por uma agricultura
dependente dos insumos quimicos e de mecaniza¢do. O uso intensivo de insumos industriais,
mecanizacao e reducdo do custo de manejo, permitiram o aumento na producdo agricola em
paises menos desenvolvidos (ZAMBERLAM; FRONCHET], 2002).

Com isso, o0 periodo de 1964 a 1979 caracterizou-se pelo aumento de consumo de
fertilizantes minerais sollveis em 1.243%, de pesticidas em 421%, de maquinas agricolas em
389%, enquanto, no mesmo periodo, 0 aumento de produtividade agricola foi de apenas 4,9%
considerando a média de 15 culturas mais importantes nesse periodo (PASCHOAL, 1983; ROEL,
2002).

O ultimo censo Agropecuario brasileiro mostrou que o uso de fertilizantes aumentou
considerando o intervalo de 1992 a 2007 passando de 70 kg/ha para 160 Kg/ha e os agrotdxicos
passou de 3 Kg/ha no ano 2000 para 3,5 Kg/ha em 2007 (IBGE, 2006).

Este desenvolvimento tecnoldgico ndo trouxe mudancas somente aos produtores, mas
também ao meio ambiente. “A revolucdo verde contribuiu para disseminar problemas ambientais,
como erosao do solo, desertificagdo, poluicdo por agrotdoxicos e perda de biodiversidade”
(REDCLIF; GOODMAN, 1991 apud ALTIERI 2004, p. 19). Os autores relatam ainda que a
perda da biodiversidade atingiu areas de extrema sensibilidade para a manutencédo das especies.

De acordo com Gliessman (2001) a agricultura moderna esta em crise, pois embora bem
sucedida com relagdo a producdo de alimentos, as técnicas que surgiram com 0 avanco

tecnoldgico para proporcionar o aumento da produtividade acabam causando um aumento na
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degradacdo dos recursos naturais causando prejuizos, pois estes recursos sdo essenciais para o
sucesso da agricultura.

Camargo, Capobianco e Oliveira (2002) confirmam a insustentabilidade da agricultura
brasileira, causada pela degradacéo das areas plantadas e 0 aumento no consumo de agrotéxico.

Agrotoxico é um termo genérico usado para denominar uma grande variedade de
produtos quimicos utilizados na agricultura, horticultura, reflorestamento e no processamento
destes nas industrias, entre eles estdo os herbicidas, os inseticidas, os fungicidas, e outros
(MCDUFFIE et al., 2001).

O Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking de consumo de agrotdxicos no mundo
(CARNEIRO et al., 2012) e 0 mercado brasileiro em 2010 movimentou aproximadamente U$ 7,3
bilhGes, o que representa 19% do mercado global de agrotoxicos, ultrapassando os Estados
Unidos da Ameérica e assumindo o posto de maior mercado global de agrotoxicos (ANVISA,
2012).

A incidéncia de acidentes de trabalho, intoxicagbes agudas como consequéncia do uso
dos agrotdxicos, estd associada a neoplasias, mas-formacdes congénitas e agravos respiratdrios
correlacionados aos processos produtivos diretamente correlacionados com a producéo agricola e
a exposicdo aos agrotoxicos usados nessas lavouras, com aumento entre 40% e 102% nos Gltimos
dez anos nas diferentes regifes do pais, com tendéncia de 50% acima da incidéncia anual nos
ultimos 10 anos (PIGNATI; MACHADO, 2011).

Abreu (1994) ressalta que diante dos impactos causados pela acdo humana, surge a
necessidade de mudancas capazes de amenizar esses problemas. Camargo, Capobianco e Oliveira
(2002) concordam com a necessidade de mudancas na agricultura brasileira, mas salientam que
essas mudancas ndo podem causar a destruicdo das bases naturais da producéo.

Diante destes problemas ambientais surgiram debates para buscar alternativas
sustentaveis, proporcionando uma produgdo ecoldgica de alimentos e de plantas medicinais,
minimizando o0s impactos ambientais causados pela agricultura convencional, e
consequentemente trazendo uma melhoria na qualidade dos alimentos.

Segundo Gliessman (2001) a solugdo € preservar a produtividade da superficie
cultivavel. Para isso, é necessario mudar as formas de uso e consumo da terra, para que seja

possivel beneficiar todos, sendo assim necessaria a producao sustentavel de alimentos.
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O que se requer, entdo, é uma nova abordagem da agricultura e do desenvolvimento
agricola, que construa sobre aspectos de conservacdo de recursos da agricultura
tradicional local, enquanto ao mesmo tempo, se exploram conhecimento e métodos
ecolégicos (GLIESSMAN, 2001, p. 53-54).

Para haver uma nova abordagem o desenvolvimento precisa ser capaz de atender as
necessidades humanas atuais, mas ndo comprometer as necessidades das geragdes futuras,
portanto, necessita-se de um desenvolvimento gue ndo esgote 0s recursos naturais. Desta forma o
desenvolvimento econdmico e a conservacao ambiental podem e devem ser desenvolvidos juntos
(GLIESSMAN, 2001).

A partir do final do século XX as técnicas de producdo agricola mais equilibradas
comecaram a surgir, mas cabe lembrar de que a agricultura convencional até a atualidade tem um
papel importante para a populacdo e que torna-se dificil excluir esse tipo de producdo das areas
agricolas no contexto atual (SANTOS; NASCIMENTO, 2009).

1.2 AGRICULTURA SUSTENTAVEL

A questdo ambiental no Brasil ganha propor¢des nos discursos e nos estudos a partir da
década de 1960 ap6s um periodo acentuado de crescimento urbano e estende-se até ao final desta
década, associada a uma grave crise do petréleo que se prolonga até o inicio da década de 1970
levando a sociedade a uma reflexdo sobre um futuro que parece incerto e questiona a participacao
do homem no planeta. Neste contexto, politico, social e filosofico, a expressdo “desenvolvimento
sustentavel” surge como um termo que demonstra 0s anseios coletivos tanto quanto a democracia
e a liberdade tdo questionados nesse periodo. O conceito de desenvolvimento sustentavel comeca
a configurar-se a partir de estudos da Organizacdo das Nacdes Unidas sobre as mudancas
climaticas, respondendo para a humanidade diante da crise social e ambiental pela qual 0 mundo
passava a partir da segunda metade do século XX (BARBOSA, 2008).

A agricultura, pela forma como o homem a conduz, mostra-se uma atividade com um
grande poder de destruicdo pela degradagéo em fungdo do mau uso do solo, a polui¢do pelo uso
de agroquimicos e a exploragdo e devastacdo dos recursos. Com essa realidade a sociedade vem
se mobilizando para a procura de alternativas sustentaveis, com base na consciéncia ecoldgica e
do desenvolvimento sustentavel (BARBOSA, 2008).
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O conceito de desenvolvimento sustentavel foi firmado na Agenda 21, documento
desenvolvido na Conferéncia “Rio 92”, e incorporado em outras agendas mundiais de
desenvolvimento e de direitos humanos, mas o conceito ainda estd em construcdo segundo a
maioria dos autores que escrevem sobre o tema, como por exemplo, Acselrad e Leroy (1999),
Veiga, (2005) e Canepa, (2007).

Desta forma o desenvolvimento sustentavel caracteriza-se ndo como um estado fixo de
harmonia, mas sim como um processo de mudancas globais, no qual se compatibiliza a
exploracdo de recursos naturais, o gerenciamento de investimento tecnoldgico e as mudancas
institucionais com o presente e o futuro (CANEPA, 2007).

Veiga (2005) afirma que o conceito de desenvolvimento sustentavel é uma utopia para o
século XXI, mas defende a necessidade de se buscar um novo paradigma cientifico capaz de
substituir os paradigmas do “globalismo”.

Para Barbosa (2008) o desenvolvimento sustentavel ndo deve ser apresentado como um
slogan politico e considera que as condi¢cbes ambientais ja estdo bastante prejudicadas pelo
padrdo de desenvolvimento e consumo atual, deste modo, o desenvolvimento sustentavel pode
ser uma resposta aos anseios da sociedade. A sustentabilidade, segundo o autor, consiste em
encontrar meios de producdo, distribuicdo e consumo dos recursos existentes de forma mais
coesiva, economicamente eficaz e ecologicamente viavel, priorizando o desenvolvimento social e
humano com capacidade de suporte ambiental, gerando cidades produtoras com atividades que
podem ser acessadas por todos é uma forma de valorizacdo do espaco incorporando os elementos
naturais e sociais.

Para facilitar a compreensdo do conceito de sustentabilidade, Sachs (1993) a divide em
cinco classificagbes: a sustentabilidade ambiental, a sustentabilidade econdmica, a
sustentabilidade ecoldgica, a sustentabilidade social e a sustentabilidade politica. Essa divisdo é
contraposta pela visdo de Shumacher citado no relatério da Comissdo Mundial sobre Meio
Ambiente e Desenvolvimento (CMMAD, 1991) que classifica somente em sustentabilidade
ambiental, econdmica e pessoal, mas essas duas visoes diferem principalmente na definicdo do
termo ambiental, pois Shumacher refere-se ao uso racional dos recursos, enquanto Sachs a
capacidade dos ecossistemas diante da agressdo humana.

A Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento (CMMAD, 1988 e
1991) descreve o desenvolvimento sustentavel como a capacidade que a humanidade tem de



19

atender a necessidade do presente sem comprometer as futuras geracfes de atender as prdprias
necessidades.

A sustentabilidade é uma versdo do conceito de producdo sustentavel, sendo impossivel
afirmar, que uma determinada prética é sustentavel sem levar em consideracdo questdes sociais,
principalmente no que se refere ao uso da terra, sua ocupacao, suprimento de &gua, abrigo e
servicos sociais, educativos e sanitarios, além de administracdo do crescimento urbano
(BARBOSA, 2008). Contudo, é possivel demonstrar que uma pratica estd se afastando da
sustentabilidade (CMMAD, 1988 e 1991).

Com base no conhecimento presente Gliessman, (2001, p. 52-53) sugere que a

agricultura sustentavel, pelo menos:

a. Teria efeitos negativos minimos no ambiente e ndo liberaria substancias téxicas ou
nocivas na atmosfera, agua superficial ou subterranea;

b. Preservaria e recomporia a fertilidade, preveniria a erosdo e manteria a salde
ecoldégica do solo;

c. Usaria a agua de maneira que permitisse a recarga de depositos aquiferos e
satisfizesse as necessidades hidricas do ambiente e das pessoas;

d. Despenderia, principalmente, de recursos de dentro do agro-ecossistema, incluindo
comunidades préximas, ao substituir insumos externos por ciclagem de nutrientes e
melhor conservagdo e uma base ampliada de conhecimento ecolégico;

e. Trabalharia para valorizar e conservar a diversidade bioldgica, tanto em paisagens
silvestres quanto em paisagens domeésticas, garantiria igualdade de acesso a praticas,
conhecimento e tecnologia agricolas adequadas e possibilitaria o controle local dos
recursos agricolas.

Brandenburg (2002) e Freitas (2002) afirmam que sdo quatro as correntes de agricultura
sustentavel e que estas possuem principios e historias distintas. A “agricultura biodindmica”
inicia na Alemanha e na Austria na década de 1920. O conceito de “agricultura natural” aparece
na década seguinte no Japdo e o termo “agricultura organo-biologica” ¢ citado na Suica e Austria.
Nas décadas de 1930 a 1940, segundo Darolt (2002), surge a “agricultura organica” na Gra-
Bretanha e EUA. No entanto, as quatro vertentes mais expressivas da agricultura sustentavel nao
parecem apresentar caracteristicas contraditorias.

Um movimento socialmente organizado, a agricultura alternativa ou sustentavel tem sua
origem na década de 70 e surge como um contra movimento, uma via alternativa a politica de
modernizacdo agricola da Revolucdo Verde. Esta, pelo seu carater excludente, ira provocar uma
reacdo de grupos de agricultores familiares ndo contemplados pelos beneficios dos subsidios

governamentais, provenientes do crédito agricola, ou de outros servigos prestados por 6rgdos
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publicos destinados a orientar o agricultor, prestar servigos e fomentar infraestrutura de apoio no
meio rural (BRANDENBURG, 2002; HESPANHOL, et al., 2008).

A agricultura sustentavel representa uma opcdo de sobrevivéncia para o agricultor
familiar e significa a reconstrucdo de uma relacdo socioambiental cuja raiz tem origem na
condigdo camponesa (BRANDENBURG, 2002; SANTOS; NASCIMENTO, 2009).

O surgimento da agricultura sustentavel, no Brasil, coincide com o ressurgimento dos
movimentos alternativos nos Estados Unidos e Europa. Contudo, nos demais paises, a agricultura
sustentavel ndo tem o mesmo sentido. Nos Estados Unidos, a agricultura alternativa é entendida
como uma agricultura adaptada e inserida num contexto de revalorizacdo da pequena propriedade
familiar SCHUMACHER, 1982; HESPANHOL et al., 2008; SANTOS; NASCIMENTO, 2009).

Embora os modelos europeus inspirem formas alternativas de organizacdo da producéo,
no Brasil, a agricultura alternativa surge diante de contextos de uma politica agraria excludente,
motivada por organizacfes politicamente engajadas e visando a constru¢cdo de uma sociedade
democréatica e com a perspectiva de transformacdo social. Jovens agricultores com formacao
técnica ou académica dinamizam a agricultura alternativa e atuam no sentido de obter um
reconhecimento societario e uma institucionalizacdo do padrdo agroecologico de producdo
(BRANDENBURG, 2002).

1.2.1 Agricultura ecologica: diferentes modelos.

Agricultura ecolbgica é aquela que abrange um conjunto de sistemas alternativos ao
padrdo agroindustrial de producdo imposto pela modernizagdo da agricultura e atinge desde os
sistemas associados a origem do movimento alternativo até os sistemas ressignificados dos
movimentos ecoldgicos recentes e regulamentados pelas politicas agricolas e desta forma, a
agricultura alternativa e a agricultura ecolégica compartilham o mesmo significado
(BRANDENBURG, 2002; ROEL, 2002; SANTOS; NASCIMENTO, 2009).

Para Bonilla (1992), Campanhola e Valarini (2001) e Hespanhol et al. (2008) a
Agricultura Organica, Agricultura Biodindmica, Agricultura Bioldgica e a Permacultura também
estdo incluidas como sistemas alternativos de agricultura ecoldgica sendo que todas essas
correntes seguem principios semelhantes e ha ainda o sistema agroecologico, que engloba em

suas reflexdes as questdes sociais.
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1.2.1.1 A agroecologia

A agroecologia, termo que surge na Ameérica Latina na década de 80, tem como
principal destaque atender as necessidades da preservacdo ambiental e de promocao
socioecondmica dos pequenos agricultores (TAMISO, 2005).

E preciso entdo ter uma proposta de agricultura alternativa que busque a preservagio e
conservacdo dos recursos naturais, com menor aquisicdo de produtos quimicos e ajustes
tecnoldgicos apropriados a pratica e maior aproveitamento dos processos ecologicos disponiveis
no campo (HESPANHOL et al., 2008).

Agroecologia é o conjunto de conceitos, principios, normas e métodos que possibilitam
estudar, avaliar e manejar de forma consciente os sistemas naturais para producdo de alimentos,
permitindo compreender a natureza dos agroecossistemas e desenvolvendo sistemas com

dependéncia minima de insumos energeéticos externos (GLIESSMAN, 2001).

A agroecologia é defendida como uma nova ciéncia em construgdo, como um
paradigma, de cujos principios e bases epistemoldgicas nascem da convicgdo de que é
possivel reorientar 0 curso alterados dos processos de uso e manejo dos recursos
naturais, de forma a ampliar a incluséo social, reduzir os danos ambientais e fortalecer a
seguranga alimentar e nutricional, com a oferta de alimentos sadios para todos os
brasileiros. Argumenta-se sobre a necessidade de mudancgas no paradigma cartesiano que
orientou a pesquisa 0 ensino e a extensdo rural, estabelecendo-se novos procedimentos,
metodologias e bases tecnoldgicas, capazes de contribuir para um processo de transigao
a estilos de desenvolvimento rural e de agriculturas mais sustentdveis (CAPORAL,
2009, p. 9-10).

Segundo Caporal e Costabeber (2002) e Londres (2011) a agroecologia nos faz lembrar
uma agricultura que é menos agressiva ao meio ambiente, que promove a inclusdo social e
proporciona melhores condi¢Ges econdémicas para os agricultores, por meio da oferta de produtos
"limpos”, ecologicos, isentos de residuos quimicos, ao contrario dos produtos caracteristicos da
Revolucao Verde.

“A agroecologia proporciona 0 conhecimento e a metodologia necesséria para
desenvolver uma agricultura que é ambientalmente consciente, altamente produtiva e
economicamente viavel” (GLIESSMAN, 2001, p. 54).

Zamberlam e Froncheti (2002) relatam que mesmo que a palavra agroecologia lembre

estilos de agricultura menos agressivos ao meio ambiente, ndo €é pertinente confundir



22

agroecologia com um tipo de agricultura alternativa, mas sim como uma nova abordagem de
onde partem diversas linhas que sé&o as correntes alternativas da agricultura.
O modelo atual de agricultura causa inUmeros problemas ambientais e agravantes a

salde dos agricultores e dos consumidores (LONDRES, 2011).

1.2.1.2 Agricultura organica

A agricultura organica é um termo utilizado nos principais paises do mundo e
mencionado nos principais documentos oficiais de organismos internacionais como, ONU -
Organizagdo das NacOes Unidas, UNCTAD - Conferéncia das Nagdes Unidas sobre Comércio e
Desenvolvimento, FAO - Food and Agriculture Organization, (MAZZOLENI; NOGUEIRA,
2006) é também encontrado na legislacdo brasileira, desde a Instrucdo Normativa N° 7,
17/05/1999 (BRASIL, 1999), consolidando-se com a Lei 10.831, de 23/12/2003 (BRASIL,
2003).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA atento ao crescimento
de mercado e producdo organica, bem como a qualidade de vida da populacdo que vive da
subsisténcia da producédo agricola e com o desenfreado uso de produtos quimicos na agricultura
institui pelo decreto 7.794 em 20 de agosto de 2012 a Politica Nacional de Agroecologia e
Producdo Organica — PNAPO tendo como instrumento o Plano Nacional de Agroecologia e
Producédo Organica — PLANAPO que objetiva integrar, articular e adequar politicas, programas e
acOes indutoras da transicdo agroecoldgica e da producdo organica e de base agroecoldgica,
contribuindo para o desenvolvimento sustentavel e a qualidade de vida da populacdo, por meio do
uso sustentavel dos recursos naturais e da oferta e consumo de alimentos saudaveis (DOS
SANTOS; MARCAL; PINTO, 2015).

Para Bonilla (1992) e para Campanhola e Valarini (2001) convencionou-se chamar de
agricultura organica todos os sistemas de agricultura alternativa em que a producgéo de alimentos
é feita sem o uso de produtos quimicos sintéticos.

As técnicas utilizadas na agricultura organica buscam mobilizar de forma equilibrada os
recursos disponiveis na propriedade, com base na reciclagem de nutrientes e maximizagdo do uso
de insumos organicos gerados no local e com isso reduzir o impacto ambiental e a poluicéo,

evitar a mecanizacgdo pesada, mas quando necessario preferir tratores leves, aracdo superficial ou
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plantio direto que aumentem a produtividade, minimizar a dependéncia de recursos externos,
aperfeicoar o balanco energético da producgdo, produzir alimentos baratos e de alta qualidade
bioldgica, suprir necessidades nacionais internas e gerar excedentes exportaveis (ROEL, 2002).

Segundo Roel (2002) o cultivo organico deve introduzir na propriedade uma maior
diversidade genética de espécies cultivadas associando o cultivo maltiplo simultaneo ou o cultivo
de vérias espécies vegetais em rotacdo de cultura, sendo fundamental a manutencédo de areas de
matas nativas ou silvestres preservadas para preservacao de reflugios destinados a organismos
benéficos.

Freitas (2002) argumenta que a agricultura organica pode reduzir custos e ser téo
rentavel quanto o sistema convencional que adota o uso de quimicos sintéticos, mas para que esse
desafio possa ser enfrentado, € necessario que as caracteristicas daqueles que atualmente
produzem com base nos principios da agricultura organica sejam compreendidas e desta forma
serdo decididas se sdo desejaveis e necessarias politicas publicas que garantam o estimulo para a
consolidacédo deste tipo de agricultura no Brasil.

Os primeiros movimentos sociais organizados que tiveram relacdo com a agricultura
organica no Brasil estavam ligados aos produtos hortigranjeiros, frutas, mas principalmente
legumes e verduras sendo que esses movimentos comecaram no Rio de Janeiro, Brasilia, Rio
Grande do Sul, Séo Paulo e Parané (ASSIS; ROMEIRO, 2007).

Estas observacOes que cada vez mais estdo sendo realizadas permitem concluir que a
agricultura com base organica é o futuro; embora seja necessaria uma maior divulgacdo e
conscientizacdo dos produtores sobre as vantagens na qualidade dos produtos e na preservacédo
das caracteristicas do meio, e sobre os danos causados a salde das diversas formas de vida
(ASSIS; ROMEIRO, 2007).

1.2.2 Agricultura orgénica e a producéo de plantas medicinais

Ming; Ferreira; Goncalves (2012) relatam que as pesquisas acerca das técnicas de
cultivo estdo em fases iniciais, apesar de algumas faculdades de Agronomia e 6rgaos de pesquisas
agrondémicas estarem realizando diversos ensaios visando a domesticagdo das plantas medicinais,
principalmente daquelas que s&o obtidas por extrativismo vegetal. Ressaltam que a grande
variabilidade genética intraespecifica provocam diferentes resultados que, se por um lado pode
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parecer desfavoravel, sob o ponto de vista da uniformidade de resultados agronémicos, por outro
lado representa alternativas quimicas, uma vez que podem ter substancias quimicas diferentes
e/ou produzirem concentracdes diferentes do mesmo composto quimico com potencial de uso
para outras necessidades terapéuticas.

A crescente demanda das plantas medicinais, a maior importancia social econdmica e
cultural, fez com que outros setores da sociedade se organizassem em iniciativas de
fortalecimento da cadeia produtiva. Anteriormente produtores ndo mantinham contato com os
consumidores e com a industria, mas passaram a dialogar com mais frequéncia e por ocasiao
destas demandas. A¢Oes governamentais passaram a ganhar apoio da cadeia produtiva e vice-
versa. ONGs e outras entidades passaram também a ter maior inser¢do dentro de programas de
governo e os o6rgdos de fomento passaram a financiar projetos sobre plantas medicinais (MING;
FERREIRA; GONCALVES, 2012).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que é norteada pelos
principios de melhoria da atencéo a salde, sustentabilidade e desenvolvimento socioeconémico,
contempla o fortalecimento da agricultura familiar pela producdo e comercializacdo de plantas
medicinais de qualidade (FORINI et al., 2014 tem que citar o plano nacional aqui).

O crescente aumento do mercado de fitoterapicos despertou o interesse pelo estudo e
promoveu o0 aumento das pesquisas no sentido de se obter mais informacgdes sobre as formas de
cultivo de plantas medicinais (MAIA et al., 2009).

A Resolucdo RDC N°10, de 09 de marco de 2010 da ANVISA (2010) tornou-se um
referencial para as pesquisas agronémicas, as quais visam colaborar com o fornecimento
adequado, em quantidade e qualidade de plantas medicinais.

As plantas medicinais e aromaticas como qualquer outra cultura, dependem de
suprimento adequado de nutrientes para boas produtividades agricolas. Neste sentido, a adubacéo
organica, pilar da agricultura orgéanica, é fonte de nutrientes para as plantas que além de permitir
suprimento adequado contribui para a melhoria das qualidades fisicas, quimicas e biologicas do
solo (CORREA et al., 2010).

A producdo de matéria seca e sintese de principios ativos nas plantas medicinais
dependem de fatores genéticos, climaticos, condi¢Ges edaficas do solo e dos tratos culturais. A

nutricdo vegetal destaca-se como um dos fatores que interferem diretamente na composicao



25

quimica das plantas medicinais, pois tanto a deficiéncia ou o excesso de nutrientes podem
interferir na producdo de matéria seca e na producdo de principio ativo (MAPELL et al., 2005).

Rosal et al. (2011) ressaltam que a adubacdo organica das plantas medicinais em um
sistema de cultivo organico, fornece nutrientes necessarios para o desenvolvimento das plantas
medicinais e proporciona beneficios na estrutura fisica, quimica e bioldgica do solo.

Sujatha et al. (2011) relatam que a adocdo de adubagéo organica de origem animal na
producdo de plantas medicinais pode ser considerada desde que se utilizem todas as medidas
sanitarias, realizacdo de testes microbioldgicos, para verificacdo dos limites dos microrganismos
presentes e que conseguiram melhorar as condi¢6es do solo ap6s trés anos de cultivos sucessivos
de plantas medicinais e arométicas através do monitoramento e do aumento dos trés
macronutrientes no solo (nitrogénio, fosforo e potassio) bem como do aumento do pH que se
traduziu no aumento na producdo de plantas aromaticas e medicinais e de outras culturas ja
existentes.

Segundo Forini et al. (2014) o cultivo orgéanico de plantas medicinais pode representar
uma alternativa de renda para a agricultura familiar devido ao baixo custo de producéo,
rendimento relativamente elevado por area e pela possibilidade de oportunizar trabalho planejado
e distribuido ao longo do ano. Além disso, também contribui para a conservacdo do meio
ambiente pela utilizacdo de um agrossistema sustentavel.

Conforme pode ser observado em Vieira et al. (2002) e Morais (2002), a nutricdo de
plantas medicinais revela-se importante estudo no porte e no vigor da planta fazendo com que as
mesmas também se tornem menos suscetiveis a agentes fitossanitarios e sobre esse aspecto os
adubos organicos exercem efeitos promotores de crescimento das plantas refletindo na
produtividade préxima ou superior aquelas obtidas com adubos minerais como também foi
observado por Silva et al. (2001) para Ocimum basilicum L. (manjericdo) e por Maia et al. (2001)
para Ocimum gratissimum L. (alfavaca-cravo).

Santos; Pégo; Martins (2001) relatam que a aplicagdo de 6 kg.m™ de composto organico
no cultivo de Calendula officinalis L. (Asteraceae) associado a presenca de cobertura morta ao
solo, acarretou uma maior producdo de matéria fresca e um maior nimero de capitulos. A
adubac&o orgéanica com esterco de aves maximizou o rendimento de 6leo essencial de Lippia alba
(Mill.) NE Brown. em relacdo ao solo ndo adubado e ao solo com adubacéo quimica (SOUZA et

al., 2002). Trabalhos desenvolvidos com plantas medicinais, arométicas e condimentares
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mostraram que o uso de fertilizantes organicos propiciaram 0 aumento na biomassa, no teor de
principio ativo e 6leo essencial sdo observados e evidenciados nas pesquisas com Lippia alba
(MING, 1994), Ageratum conyzoides L. (MING, 1998), Achillea millefolium L. (SCHEFFER,
1998), Plantago major L. (BLANCO, 1998), Mentha x villosa Huds. (CRUZ, 1999), Mentha
arvensis var. piperascens Holmes (MATOS, 2000) Origanum vulgare L. (CORREA et al., 2010),
Plectranthus neochilus (ROSAL,; PINTO; BRANT, 2009), Ocimum selloi Benth. (COSTA et al.,
2008a), Hyptis suaveolens (L.) Poit. (MAIA et al., 2008) e Ocimum basilicum L. (BLANK et al.,
2008). Corréa et al. (2010) relatam que a adubacdo organica com esterco bovino e de aves
influenciou significativamente a producdo de biomassa seca em plantas de Origanum vulgare L.
bem como no teor e no rendimento de 6leo essencial sendo que 0s maiores teores e rendimentos
de 6leo essencial foram obtidos com a aplicagdo 12 kg.m™ de esterco bovino e 4,37 kg.m? de
esterco de aves.

As condicdes edaficas do solo podem ser melhoradas com o emprego de fertilizantes
organicos, mas podem contribuir de forma positiva ou negativa na producdo de biomassa e de
principios ativos dependendo da espécie estudada. Sdo exemplos os relatos de Chaves (2002),
com Mentha arvensis var. piperacens, onde 0 mesmo observou que maiores dosagens de esterco
de aves poedeiras (6,0 e 8,0 kg.m®) induziram ao maior crescimento de plantas. No entanto, 0s
teores de 6leos essenciais reduziram progressivamente com o aumento das doses em relacdo ao
tratamento sem adubacdo. Martins et al. (2000), relataram que o estresse nutricional pode
acarretar em maior ou menor producdo de principios ativos na planta e que a deficiéncia do
macroelemento fosforo no solo reduz a concentracdo de cumarinas em Justicia pectoralis Jacq.
(chambd), com significativa reducdo na producdo de biomassa e consequente diminuicdo da
producdo total do principio ativo e por fim Correa et al. (2010) relatam que estdo presentes oito
compostos quimicos no 6leo essencial de Origanum vulgare L., sendo o hidrato de trans-
sabineno e timol os compostos majoritarios. Para a produgdo de hidrato de trans-sabineno
recomenda-se a adubacéo das plantas com 12 kg.m™ de esterco de gado ou 3 kg.m™ de esterco de
aves, enquanto que se o interesse for a producédo de timol, deve-se evitar a aplicacdo de adubos
organicos.

No entanto, a comercializacdo de produtos orgénicos apresenta-se em grande medida
ainda em fase inicial no Brasil, tendo tido a sua producdo aumentada por volta dos anos 1980,

quando foi possivel observar que houve uma expansédo da clientela para os mesmos. Este fato foi
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estimulado pela mudancga do comportamento do consumidor, com crescimento da consciéncia de
preservacdo ecoldgica e a busca por uma alimentacdo cada vez mais saudavel. Entretanto,
pesquisas tém apontado que existem inibidores em relacdo ao aumento de consumo de organicos,
sendo o preco alto, a pouca variedade, a falta de informacéo e a dificuldade de acesso a esses
produtos, alguns desses fatores (LAGO et al., 2006).

Desta forma, tanto no Brasil como no exterior, a mesma diversidade de motivos é
indicada pelas pesquisas. Embora em contextos diferenciados, se tomarmos o fator econémico
como categoria que significa maior rentabilidade financeira; o fator saide como atitude de
prevencdo de doencas causadas por intoxicacdo de agroquimicos; e, o fator ético como uma
atitude resultante da orientacdo de um principio ou uma crenca relacionada a préaticas de
restabelecimento do equilibrio do sistema natural, é possivel afirmar que de modo geral os fatores
que explicam as motivagdes individuais para expansdo da agricultura alternativa e ecoldgica sdo
de ordem econdmica, ética e social (BRANDENBURG, 2002).

1.3 USO, CULTIVO E MERCADO DE PLANTAS MEDICINAIS

No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que é norteada
pelos principios de melhoria da atencdo & salde, sustentabilidade e desenvolvimento
socioecondémico, contempla o fortalecimento da agricultura familiar pela produgéo e
comercializacdo de plantas medicinais de qualidade (DE FIGUEREDO; GURGE; JUNIOR,
2014).

A utilizacdo de plantas medicinais para fins terapéuticos é anterior ao desenvolvimento
da ciéncia (BALBACH, 1995; CARAVACA, 2000), e o conhecimento do ser humano sobre 0s
efeitos das plantas confundem-se com a sua prépria historia. J& no inicio da civilizacdo, o ser
humano passou a manejar, adaptar e modificar 0s recursos naturais para o seu proprio beneficio
(DI STASI, 1996).

A utilizacdo de plantas medicinais para a recuperacdo da saude € uma pratica
globalizada, resultado do acimulo de conhecimentos empiricos ao longo do tempo, de diversos
grupos étnicos, sobre a acdo das plantas medicinais sendo predominantemente usadas por pessoas
adultas e idosas, que as utilizam com a crenca de que estas ndo apresentam efeitos adversos
(ALEXANDRE; BAGANTINI; SIMOES, 2008).
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A manutencdo da saude sempre foi uma preocupagdo humana tanto em ambito coletivo
quanto individual. Desde a pré-histéria o0 homem utiliza as plantas medicinais na recuperacdo da
salde melhorando as suas condi¢cdes de vida. Ao longo dos séculos o acimulo do conhecimento
sobre as plantas foi passado através de sucessivas geracOes, fazendo com que as informacdes a
respeito delas chegassem a atualidade (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002; FRANCO;
FONTANA, 2005; LORENZI, MATOS, 2008).

Estudos revelam que esta nas plantas a promessa da cura de varias doencgas sendo que
varios profissionais da area da salde tém trabalhado no combate as enfermidades, atraves da
conscientizagcdo quanto ao uso de plantas, na avaliacdo e isolamento de principio ativo e na
modificacdo da estrutura quimica encontrada nos produtos naturais (ROBBENRS; SPEEDIE;
TYLER, 1997; OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998).

Muitos fatores colaboram para o progresso dessas praticas, principalmente econdémicos e
sociais (MARTINS et al.,, 2000; BEVILACQUA, 2010). As pessoas procuram tratamentos
alternativos, mais naturais, que ndo apresentem efeitos colaterais (CARAVACA, 2000). Com
isso, a importancia das plantas medicinais e do seu uso tem sido cada vez maior (GILBERT;
FERREIRA; ALVES, 2005).

O relatério da OMS declara que 80% da populacdo mundial faz uso das plantas
medicinais, e seus derivados estdo entre 0s principais recursos terapéuticos utilizados pela
populacdo brasileira nos seus cuidados béasicos de saude (LUCCA, 2004; RODRIGUES; DE
SIMONI, 2010).

O Brasil possui a maior diversidade genética vegetal do mundo contando com mais de
55 mil espécies catalogadas, s6 na Amazodnia sdo 30 mil, sendo que apenas 1% estudadas
quimicamente de um total entre 350 e 550 mil espécies e mais da metade dessas espécies estao
nas florestas tropicais, ressaltando a necessidade de mais estudos (SIMOES et al., 2010).

Mesmo diante de um panorama cientifico ndo muito explorado, no que tange as plantas
medicinais, muitos efeitos farmacoldgicos foram validados popularmente e diante deste contexto
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu as diretrizes sobre as Boas Préticas
Agricolas e Coleta de Plantas Medicinais, onde prioriza as praticas produtivas agroecolégicas
(BPAR, 2003).

Surgindo como uma alternativa de conservacdo e renda, as plantas medicinais se

tornaram mais um recurso passivel de exploracdo e comercializagcdo que, quando realizadas de
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forma sustentavel, permitem a reducdo da acdo antrépica sobre outros produtos florestais,
reduzindo assim os problemas ambientais que se encontram nos ecossistemas (DI STASI,
HIRUMA-LIMA, 2002). Técnicas de cultivo sdo importantes recursos, que minimizam 0s
impactos ambientais e custos de producdo, favorecendo a conservacdo das especies (SANTOS et
al., 2012).

Ming (2002) relata que o Guaco (M. glomerata Spreng., Mikania hirsutissima DC. e
Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker), esta entre as 24 espécies com alta prioridade no bioma
Mata Atlantica para o desenvolvimento de pesquisa sobre sistema reprodutivo, biologia floral,
diversidade genética, dindmica de populacdes e cadeia produtiva.

Ming; Ferreira; Gongalves (2012) pesquisaram na base eletronica de dados CAB
Abstract, que contém artigos cientificos de plantas ocorrentes na Mata Atlantica, e encontraram
45 artigos produzidos de 1990 a 2011 com M. glomerata. Deste total, 33,3% sdo artigos na area

agrondmica, 55,5% para pesquisa com ensaios bioldgicos e 11,2% em outras areas de interesse.

1.3.2 Cultivo de plantas medicinais

As espécies medicinais publicadas na resolucdo da ANVISA (2010) foram separadas em
plantas exoticas, plantas da Mata Atlantica e plantas de outros biomas e mostram que 36 espécies
sdo exoticas, 24 sdo da Mata Atlantica e 6 pertencem a outros biomas brasileiros, evidenciando a
necessidade de mais pesquisas que fornecam base para ampliacao desta lista.

As pesquisas sobre as técnicas de cultivo de plantas medicinais estdo em fases iniciais.
Algumas faculdades de Agronomia e 6rgdos de pesquisas agrondémicas estdo realizando pesquisas
para a domesticacdo de espécies (MING, 2012).

Uma das caracteristicas mais marcantes na pesquisa com plantas medicinais é a grande
variabilidade genética intraespecifica que pode provocar diferentes resultados; no entanto, se por
um lado essa caracteristica pode parecer desfavoravel sob o ponto de vista da uniformizacéo dos
resultados agronémicos, por outro lado pode representar alternativas uma vez que podem ter
substancias quimicas diferentes com potencial de novos usos para outras necessidades
terapéuticas (MING, 2012).

Historicamente as pesquisas agrondmicas de plantas medicinais tiveram inicio no ano de

1960, e 0 ensino dessa area nas faculdades de Agronomia ocorreu na Universidade de Brasilia no
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comeco dos anos 1980 e consolidou-se na década seguinte. Das mais de 60 faculdades agricolas
espalhadas pelo Brasil cerca de 15% possuem esse conteldo técnico nos seus programas
curriculares. Nos Simposios de Plantas Medicinais do Brasil, a apresentacdo dos primeiros
trabalhos na area estritamente agronémica ocorreu em Sdo Paulo, em 1988, sendo area
consolidada em todos os eventos com a participagdo de especialistas que contribuem com
informacdes sobre o setor agrondmico das plantas medicinais (MING, 2012).

1.3.3 Mercado de fitoterapicos e de plantas medicinais:

Os fitoterapicos representam uma parcela no mercado do setor de medicamentos e
movimenta US$ 21,7 bilhdes/ano no mercado mundial, mas quando se fala em mercado nacional
ndo existem dados oficiais atualizados, embora se estime que movimente cerca de US$ 160
milhdes/ano. A venda de fitoterdpicos movimenta anualmente em torno de R$ 1 bilhdo em toda a
cadeia produtiva no Brasil com taxa estimada de crescimento de 15% anuais (CARVALHO et al.,
2008).

O mercado mundial de plantas medicinais tem um valor aproximado de 60 bilhdes de
euros ao ano e o valor do mercado mundial de plantas medicinais para a indUstria farmacéutica se
aproxima dos 32 bilhdes de euros ao ano (ALMEIDA et al., 2014).

A importancia das plantas medicinais é elevada, pois mais de 25% dos produtos
farmacéuticos modernos consumidos no mundo sdo obtidos direta ou indiretamente de plantas
medicinais (CARRERAS; GONZALES, 2011 apud REBOCHO, 2015; NEWMAN; CRAGG,
2012).

Da producdo mundial de plantas medicinais 50% destina-se principalmente a industria
farmacéutica e o restante da producdo sdo destinados para cosméticos, perfumaria, alimentos
funcionais e suplementos alimentares (BPAR, 2003).

O valor do segmento de plantas aromaticas e medicinais utilizados em produtos
farmacéuticos equivale a 33,5 bilhdes de euros, os segmentos da perfumaria/cosmetica e dos
suplementos alimentares estdo avaliados em 10 bilhdes de euros cada e o0 segmento dos alimentos
funcionais esté estimado em 7,5 bilhdes de euros (ALMEIDA et al., 2014).

Os maiores importadores de plantas arométicas e medicinais, em nivel mundial, sdo a
China, Estados Unidos da America, Japdo, Alemanha e Singapura (REBOCHO, 2015).
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O mercado mundial de plantas medicinais apresenta taxas de crescimento anuais entre
10 e 20%, sendo que a estimativa de uso de produtos a base de plantas medicinais alcance 82%
da populacédo brasileira. O setor fitoterapico movimenta anualmente R$ 1 bilhdo em toda sua
cadeia produtiva e empregam mais de 100 mil pessoas no Brasil (MARCHESE et al., 2004).

O valor médio de importacOes de plantas medicinais em mais de 114 paises analisados
ultrapassam trés bilhdes de dolares, sendo a China o principal importador de plantas aromaticas e
medicinais em 2014 com mais de 590 milhdes de dolares de importagdes, correspondendo a 38
mil toneladas (REBOCHO, 2015).

Os principais paises exportadores de plantas arométicas e medicinais sdo a China,
Canada, India, Estados Unidos da América do Norte e Alemanha, sendo que a China é o principal
exportador com 44% do mercado mundial, representando um valor de quase 1,5 bilhdo de
ddlares, o que corresponde a 194 mil toneladas (REBOCHO, 2015).

Os valores de exportacdo e importacdo da China e demais paises asiaticos, deve-se ao
fato da grande utilizacdo de plantas medicinais em fungdo da medicina tradicional chinesa e por
conta dos subsidios estatal chinés que as utilizam em hospitais e sdo comumente receitada pelos
médicos (ERGIL; KRAMERNG, 2002).

Em Santa Catarina h4 demanda para chas (sene, verde, tanchagem, quebra-pedra,
camomila, caléndula, hibiscus, anis estrelado, boldo, funcho e endro) e indicativos que apontam
para a ampliacdo do mercado de fitoterdpicos e plantas medicinais na perspectiva de o setor
publico forneca esses produtos no sistema publico de saude (ALTMANN; MIOR; ZOLDAN,
2008).

1.3.4 A industria de fitoterapicos

A RDC 26/2014 traz varios elementos inovadores quanto a regulamentagdo dessa classe
de medicamentos, como o reconhecimento da importancia dos fitoterapicos de uso tradicional,
cuja eficicia e seguranca ja foram comprovadas através do longo tempo de uso e também a
necessidade de um registro mais simplificado e agil (ANVISA, 2014).

Alves (2013) descreve as trés razdes para o Brasil disputar um mercado tdo promissor de

fitoterapicos, a sua propria historia relacionada ao uso de plantas medicinais pela populacéo, a
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grande biodiversidade e a capacidade técnico-cientifica de seus pesquisadores brasileiros na area
da fitoterapia.

Yunes et al. (2001) apontam a falta de uma politica definida, permanente e
comprometida com o desenvolvimento da industria farmacéutica, a falta de uma integracao de
fato entre as varias areas de conhecimento (quimica, farmacologia, boténica, bioquimica e
tecnologia farmacéutica) envolvidas no processo de producgédo de fitoderivados e o interesse no
lucro rapido e ndo no desenvolvimento de competitividade em nivel internacional como o0s
fatores que precisam ser melhorados para o desenvolvimento da inddstria de fitoterapicos no
Brasil.

Alves (2013) relata que o desenvolvimento da indUstria de fitoterapicos no Brasil e uma
ampla distribuicio de fitoterapicos no Sistema Unico de Salde (SUS), dependem do
desenvolvimento de metodologias adequadas que garantam o controle de qualidade dos
medicamentos fitoterapicos como preconiza a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, por meio do Decreto Presidencial N° 5.813, de 22 de junho de 2006.

Lopes e Nascimento (2017) relatam que na Ultima década ocorreu uma grande evolugédo
na regulamentacdo das plantas medicinais e fitoterapicos, estimulada pela criacdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a implementacdo da PNPIC, 2006 (Politica
Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares) e da PNPMF, 2007 (Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos).

A garantia do acesso a medicamentos fitoterapicos seguros, eficazes e de qualidade
comprovada estd assegurado quando a legislacdo obriga o registro de todos os fitoterapicos
industrializados na ANVISA antes de serem comercializados. O registro minimiza a exposicao e
garante a seguranca de uso pela populacdo a produtos passiveis de contaminacdo, além de
padronizar a dose e a forma uso. O registro tem validade de cinco anos, devendo ser renovado por
periodos sucessivos, conforme determinado na Lei n° 6.360/76, que dispde sobre os produtos
submetidos ao controle da Vigilancia Sanitaria (CARVALHO, 2007).

Devido ao pouco incentivo para pesquisa na area, a maioria da matéria-prima do setor
ainda é importada da Europa e Asia. Hoje cerca de 15% da industria farmacéutica mundial é
representado por fitoterapicos, enquanto que no Brasil representa apenas 7%, movimentando US$

400 milhdes por ano, sdo mais de 40% dos medicamentos comercializados (LIMA, 2011).
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1.3.5 Producéo de M. glomerata Spreng.

1.3.5.1 Descricdo e fitogeografia de M. glomerata

Segundo o sistema de classificacdo para as familias botanicas M. glomerata Sprengel
pertence ao Clado Asterideas, Ordem Asterales e Familia Asteraceae, popularmente é conhecida
por guaco, guaco-liso, cipd-caatinga, guape e micania (LORENZI; MATOS 2008; APGIV,
2016).

1.3.5.2. Caracteristicas botanicas:

Asteraceae e uma familia que apresenta inimeras espécies utilizadas na medicina
popular, muitas das quais foram quimica e farmacologicamente estudadas (DI STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002). Mikania Willd. é um dos principais géneros de Asteraceae pertencente a tribo
Eupatorieae. E composto por 430 espécies espalhadas em todas as regides tropicais e subtropicais
guentes dos continentes americano e asiatico. No Brasil, cerca de 198 espécies podem ser
encontradas de norte a sul, principalmente em S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul (RITTER; MIOTTO, 2005; THE PLANT LIST, 2014).

M. glomerata é uma planta herbacea trepadeira, perene, com caule cilindrico,
ramificado, glabro, sublenhoso e, quando seco, apresenta aspecto estriado no sentido
longitudinal. Suas folhas sdo pecioladas, de cor verde intenso, brilhante na face adaxial e mais
claro na abaxial, glabras, opostas, deltdide-cordiformes, oval-lanceoladas, trilobadas, carnoso-
coriaceas, de apice acuminado e base arredondada ou subcordiforme, com trés a cinco nervuras
partindo da base, margem dos lobos lisa ou discretamente denteada. A inflorescéncia é do tipo
panicula terminal, que alcanca 30 cm de comprimento, reunindo flores esbranquicadas e
aromaticas em capitulos sésseis e globosos; o fruto é um aquénio, pentangular, piloso ou
levemente glabro (LORENZI; MATOS, 2008; SILVA JUNIOR, 2006; GILBERT; FERREIRA;
ALVES, 2005).

1.3.5.3. Fitogeografia
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M. glomerata ocorre na Argentina, Uruguai e Brasil (BOTSARIS, 1997). Espécie nativa
da Ameérica do Sul que cresce espontaneamente em matas primarias, capoeiras, capoeirdes, orla
de matas, terrenos de aluvido, em varzeas sujeitas a inundagdes e a beira dos rios. No Brasil,
ocorre espontaneamente de Sdo Paulo ao Rio Grande do Sul (SILVA JUNIOR, 2006; GILBERT;
FERREIRA; ALVES, 2005).

1.3.5.4. Producdo de cumarina e as variaveis de producao

O teor de cumarina € um dos componentes que apresenta alteracGes significativas com
relacdo as variacGes na intensidade de luz, e quando cultivada em pleno sol apresenta maior
producdo deste componente (CASTRO et al., 2006; CZELUSNIAK et al., 2012).

Castro et al. (2006) descreve as variacGes de cumarina nos diferentes érgdos das plantas
de M. glomerata sendo que os maiores teores deste metabdlito sdo encontradas em folhas jovens
(5,20 mg g™ de matéria seca), sequidos por flores (1,04 mg.g™* de matéria seca), caules (1,05 mg
g™ de matéria seca) e raizes (0,11mg g™ de matéria seca).

Nascimento e Favero (2003) afirmam que as adubacdes realizadas somadas aos
constituintes quimicos do solo, podem influenciar tanto quantitativa quanto qualitativamente os
metabdlitos secundarios das plantas medicinais.

O uso de fertilizantes organicos aumentou a concentracdo de cumarina em M. glomerata
qguando comparado com o uso de fertilizantes quimicos e observaram maior aumento da
fitomassa (caules e folhas) com o uso de fertilizantes inorganicos quando comparado com os de
origem orgénica (PEREIRA et al., 1998).

1.3.5.5. Propagacao de M. glomerata

A estaquia é a técnica de propagacdo vegetativa mais rapida e mais facil para execucao,
sendo muito utilizada nas espécies que apresentam maior facilidade para a formacgéo de raizes
adventicias (GARBUIO et al., 2007). A estaquia € uma forma de propagacdo assexuada ou
agadmica das plantas, por meio de seus 0Orgdos vegetativos e permite a manutencdo das
caracteristicas genéticas (SCALON; RAMOS; VIEIRA, 2003). Esta técnica apresenta Vvarios

beneficios, onde permitem o clone de plantas que estdo em produtividade, uniformidade e
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qualidade de frutos ou folhas, além disso, adsorvem caracteristicas agronémicas que Ss&o
esperadas de forma mais eficiente (HARTMANN; KESTER, 1990). A propagacéo vegetativa ou
assexuada é uma importante ferramenta de manutencdo das espécies medicinais (ZULIANI et al.,
2012), pois ndo envolve meiose e fecundacdo, assim, ndo ocorre recombinacdo genética,
permitindo a reproducdo fiel do gendtipo da planta matriz (XAVIER, 2002), com suas respectivas
propriedades terapéuticas.

1.4 O USO DE M. GLOMERATA SPRENG.

Historicamente a indicacdo terapéutica popular de M. glomerata é vasta e inclui citagdes
como antiespasmadica, antissifilitica, antiasmatica, anti-inflamatoria, antipirética, antiofidica,
artrite, balsdmico, depurativa, excitante, sudorifera, tonica, para picadas de escorpido,
reumatismo e nevralgias, eczema pruriginoso, estimulante do apetite, expectorante, no tratamento
da gripe e doengas respiratérias em geral, inflamagdes da garganta, utilizando-se as folhas
cozidas para gargarejo (LUCAS, 1942; NEVES; SA, 1991; RUPPELT et al., 1991; GALVANI;
BARRENECHE, 1994; ALICE et al., 1995; CORTEZ et al., 1999; MATOS, 2000; PEREIRA,
OLIVEIRA, LEMOS, 2004; MAIORANO et al., 2005; SOUZA; FELFILI, 2006;
VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006). Segundo Botsaris (2007) estudos clinicos observacionais
demonstraram que M. glomerata possui atividade antimalarica.

As espeécies de Mikania conhecidas como guaco sdo M. glomerata e M. laevigata Sch.
Bip ex Baker, incluindo M. hirsutissima DC. e M. lanuginosa DC. sendo estas duas Gltimas
também conhecidas como "cipd-cabeludo”. Na medicina tradicional, estas espécies sdo utilizadas
como expectorante, anti-inflamatorio, broncodilatador, anti-hemorragico, anti-asmatico,
analgésico, antimutagénico, tripanocida, antimicrobianos, antiflngicos, antiulcerogénico,
relaxante muscular e atividades anti-reumatica (MUELLAS-SERRANO et al., 2000; PAUL et al.,
2000; PEREZ-AMADOR et al., 2010; GASPARETTO et al., 2010; CZELUSNIAK et al., 2012;
MOURAO et al., 2014; RIOS et al., 2014).

No entanto, a indicacdo terapéutica do uso de M. glomerata validada pela ANVISA é
como expectorante e no tratamento de doencas respiratorias e 0 que esta a disposi¢cdo no mercado
farmacéutico trata-se de fitoterapicos sob os nomes comerciais Blumel Guaco, Guaco Edulito

Herbarium, Xarope de Guaco Belfar, Xarope de Guaco Herbarium, Xarope de Guaco Natulab e
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Xarope Guaco Melpoejo para 5 empresas a Brainfarma Industria Quimica e Farmacéutica S.A.,
Herbarium Laboratorio Botanico S.A., Belfar Ltda, Natulab Laboratério S.A. e Laboratdrio
Melpoejo,.

M. glomerata (guaco) esta oficializada na Farmacopeia Brasileira desde 1929 quando da
sua 12 edicdo (BRANDAO et al., 2006). O farmacdgeno utilizado €é a folha dessa espécie, apesar
de grande parte dos produtos comercializados incluirem outras partes aéreas, como caules e até
mesmo inflorescéncias (OLIVEIRA et al., 1985a; 1987). Em virtude das propriedades
terapéuticas atribuidas a essa espécie, 0 xarope e a solucao oral de M. glomerata foram incluidos
no elenco de referéncia de medicamentos e insumos complementares para a assisténcia
farmacéutica na atencdo béasica em salde, conforme anexo Il da Portaria No. 3.237 de 24 de
dezembro de 2007 (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Dessa forma, os medicamentos
fitoterapicos a base de M. glomerata vem sendo utilizados em larga escala na rede de salde
plblica, através da implantagio de programas de fitoterapia (MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
ANVISA, 2008, 2014).

Emitida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 26, de 13 de maio de 2014 considera medicamentos fitoterapicos
os obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia
sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela constancia de sua
qualidade (ANVISA, 2014).

Segundo Brasil (2009), o Sistema Unico de Saude (SUS) utiliza medicamentos
fitoterapicos aprovados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e, por isso, sao
considerados seguros e eficazes para a populacdo. Desde 2008, o SUS fornece para 13 estados
(RN, PB, SE, BA, TO, MT, DF, GO, RJ, PR, SC, RO e RS) medicamentos fitoterapicos feitos a
base de espinheira santa (Maytenus ilicifolia) para gastrites e Ulceras e guaco (M. glomerata) para
tosses e gripes, em diversas apresentagcdes, financiados com recursos da Unido, Estados e

Municipios.

1.4.1 Fitoquimica de M. glomerata Spreng.

Quanto a fitoquimica considerando toda aparte aérea de M. glomerata como caule,

folnas e inflorescéncias revelaram a presenca ja identificados de cumarinas, &cido


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1516-05722015000300351&script=sci_arttext#B05

37

cinamoilgrandiflérico, &cidos entocaur-16-eno-19-6ico e namoilgrandifldrico, estigmast-22-en-3-
ol, saponinas, taninos, alcaloides, esteroides, compostos fendlicos, compostos sesquiterpénicos
(lactonas de sesquiterpeno) e diterpénicos e concentraces elevadas de varias resinas
(principalmente da primarane, labdano e esqueletos caurane), flavondides, guacosideo, acido
butiriloxi, caurendico, lupeol, cineol, borneol, eugenol, estigmasterol e um grande nimero de
glicdsidos e esterdis, guacina, 6leo essencial em teores de 0,07% e espatulenol nas folhas é de
23,7%, friedelina nos ramos, fenilpropondides - acido o-hidroxi-cindmico e &cido 2-acil-trans-
cinamico, 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido (siringaldeido) (OLIVEIRA et al., 1984; FRANCO,
1996; SANTOS et al., 1996; TESKE; TRENTINI, 1997; VILEGAS et al., 1997a, 1997b;
FARIAS et al., 1998; STEENBOCK, 1999; MARTINS et al., 2000; AGUINALDO et al., 2003;
FRANCHI et al., 2005; BOLINA; GARCIA; DUARTE, 2009; GASPARETTO et al., 2010,
PEREZ-AMADOR et al., 2010; RIOS et al., 2014).

O extrato hidroalcodlico é uma das preparaces mais comum e a forma mais
comercializada para fins terapéuticos e os ensaios fitoquimicos realizados usando este tipo de
extrato identificaram os seguintes compostos: 1-etoxi-1-feniletanol, 2-5-ciclo-hexadieno-1,4-
diona, 2,6-bisestigmasterol, 1-octadeceno, 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido, fitol, &cido
hexandico, &cido 8,11-octadecadiendico, &cido 9,12,15-octadecatriendico, acido 10,13-
octadecadiendico, acido benzoylgrandiflorico, 6xido de cariofileno, acido cinamoilgrandiflérico,
acido cupressénico, hexadecanoato de etilo, acetato de linoleoate, acido hexadecandico, acido
isobutiloxigrandifldrico, acido isopropiloxigrandiflorico, kaurenol, lupeol, acido octadecandico,
espatulenol e trans-cariofileno (OLIVEIRA et al., 1993; BIAVATTI et al., 2004; SANTOS,
2005; YATSUDA et al., 2005; ALVES et al., 2009; BERTOLUCCI et al., 2009; BOLINA;
GARCIA; DUARTE, 2009; MUCENEEKI et al., 2009).

A fracdo diclorometanica do extrato hidroalcodlico nas folhas contém 11,4% de
cumarina segundo Moura et al. (2002) e o extrato bruto pode conter cerca de 8 mg/g de cumarina,
segundo Gandeo et al. (2003).

O efeito farmacoldgico e as atividades terapéuticas do guaco sédo atribuidas a cumarina
(HOULT; PAYA, 1996; VLIENTINCK et al., 1998; PEDROSO et al., 2008).

Brandao et al. (2006; 2008); Carvalho et al. (2008) e ANVISA (2014) consideram a
cumarina como marcador quimico de M. glomerata e de acordo com a resolucdo RE 89, de 16 de
marcgo de 2004 atualizada pela instrugdo normativa n® 2 de 13/05/2014, “Lista de medicamentos
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fitoterapicos de registro simplificado” e a “Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de registro
simplificado” da ANVISA, a dose diaria recomendada deve conter entre 0,525 e 4,890 mg deste
marcador.

O principal marcador quimico, a cumarina simples (1,2-benzopirona) ocorre em maior
concentracdo na regido superior da planta e em folhas jovens (CASTRO, 2002; ANVISA, 2008)
sendo um produto resultante da biossintese do o-hidroxicindmico (GILBERT et al., 2005).

Czelusniak et al. (2012) detalham as etapas da biossintese da cumarina. A hidroxilacéo
orto da cadeia lateral do acido cinamico catalisada pela enzima trans-cinamato-4-hidroxilase
(Figura 1, a). Na etapa (b) ocorre uma o-glicosilacdo do &cido o-cumarico. Em seguida, etapa (c),
ocorre uma isomerizacdo cis/trans da dupla ligacdo da cadeia lateral. A Ultima etapa (d) € o

processo de lactonizacao do acido o-cumarico,por acdo enzimatica e na presenca de calor.

Figura 1. Etapas da biossintese da cumarina.
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Fonte: Czelusniak et al. (2012).

A Farmacopeia Brasileira (2005) aborda o controle e qualidade da droga vegetal de M.
glomerata como sendo avaliadas as caracteristicas organolépticas, descricdes macroscopicas e

microscopicas, identificacdo através de cromatografia em camada delgada, materiais estranhos,
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teor de &gua, cinzas totais e doseamento da 1,2-benzopirona por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

Estudos quantitativos, tendo por base extratos hidroalcodlicos, os metabdlitos que mais
se destacam estdo também associadas com os efeitos terapéuticos de M. glomerata incluindo a
cumarina (1,2-benzopirona) (BIAVATTI et al., 2004; BUENO; BASTQOS, 2009), o-cumarico
(SANTOS, 2005), dihidrocoumarina, seringaldeido e &cido caurendico (VILEGAS; MARCHI;
LANGCAS, 1997a, 1997b; YATSUDA et al., 2005; BERTOLUCCI et al., 2009; MUCENEEKI et
al., 2009;).

O estresse ambiental ¢ o fator limitante mais importante para a produtividade e
rendimento de cultivos. Uma das mais importantes funcfes das células das plantas é a sua
habilidade em responder as flutuacdes ambientais. Muitos dos processos deletérios sofridos pelas
plantas em condicdes adversas sdo mediados por espécies reativas de oxigénio (ERO’s) geradas
em diferentes compartimentos da célula em vias metabdlicas ou em processos fisiolégicos
normais (MOLDES, 2006).

Os fatores ambientais capazes de produzir tal estresse podem se classificar em abidticos
(alta irradidncia, seca, hiperoxia, hipoxia, abnoxia, deficiéncia mineral, baixas e altas
temperaturas), bioticos (infestacdo bacteriana, fungica ou viral) e xenobidticas (herbicidas,
fungicidas, contaminantes atmosféricos e metais pesados origem antropogénica) (CARRILLO;
VALLE, 2005).

Portanto, investigou-se em nivel bioldgico, in vitro em outro eixo deste estudo, a
atividade genotdxica que podera ocorrer em funcdo da mudanca de concentracdo de metabolitos
secundarios produzidos por esta espécie em condi¢fes de producdo em sistema organico e
convencional de M. glomerata com a intencdo de verificar se existe uma relagéo entre o sistema

de cultivo e danos ao DNA.
1.5 ENSAIOS GENOTOXICOS
A genotoxicidade é uma area da genética que estuda os processos de alteracdo da

estrutura fisico-quimica do DNA e a esse processo classificamos como mutagénese. Quaisquer

agentes que alteram a sequéncia do DNA sdo chamados de genotoxicos. Essa alteragdo na



40

sequéncia de DNA e que leva a uma alteracdo da funcao génica transferivel para os descendentes
é denominada mutacdo (SILVA et al., 2003).

As mutacdes ocorrem tanto em células de linhagem germinativa como em célula
somatica e em todos os seres vivos, processo fundamental para a evolucdo e diversidade das
espécies, poréem quando ocorrem em ceélulas de linhagem germinativa, essas podem ser
perpetuadas de uma geracdo a seguinte, sendo responsaveis pelas doengas hereditarias podendo
acarretar uma série de problemas como, malformacéo, cancer, envelhecimento e morte. A
probabilidade de uma mutacéo ser vantajosa pode ser pequena, mas existe (SILVA et. al., 2003).

Uma das técnicas mais utilizadas para deteccdo de genotoxicidade tem sido o Teste
Cometa, devido a sua capacidade de detectar lesdes pré-mutagénicas (KAMMANN et al., 2001).

Este teste foi extensivamente utilizado como ferramenta basica em muitas areas de
pesquisa, incluindo biomonitoramento ambiental, genética toxicolOgica, radiacdo bioldgica,
processos de reparo de DNA e ecotoxicologia genética (GONTIJO; TICE, 2003).

O Teste Cometa vem sendo proposto para estudos de toxicogenética devido a suas
peculiaridades e vantagens quando comparado a outros testes para detec¢do de substancias
genotoxicas. Ele combina a simplicidade da técnica bioguimica de deteccdo de quebras no DNA
com a utilizacdo de poucas células e corresponde a um ensaio citogenético (BURLINSON et al.,
2007). Nesse contexto, pode-se garantir um uso seguro da planta estudada, propondo medidas de
controle, prevencdo ou até mesmo proibicdo do uso de substancias quimicas avaliadas, resultando
em melhor qualidade de vida e ganhos na conservacdo ambiental.

O Teste cometa € um método de estudo genotoxicoldgico sensivel que possibilita
quantificar quebras de fita de DNA em células individuais expostas a agentes genotdxicos a um
baixo custo, com rapidez, com precisdo e reprodutibilidade. (OLIVE; O’NEILL, 1995;
BELPAEME et al.,, 1998; ALBERTINI et al.,, 2000; SILVA et al.,, 2000; FAIRBAIRN;
GONTIO; TICE, 2003; HARTMANN et al., 2003; PAVAO et al., 2007).

Qualquer tipo de célula se aplica ao ensaio, basta para isso que haja a presenca do nucleo
celular e de uma pequena quantidade de celulas. O desenvolvimento da técnica esta relacionado
aos trabalhos desenvolvidos por Ostling e Johanson (1984) com base na metodologia de
eletroforese do DNA em micro-gel e com o aprimoramento da técnica que atribuiu uma maior

sensibilidade do uso em solugdo alcalina desenvolvido por Singh et al. (1988).
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1.5.1 Genotoxicidade de M. glomerata Spreng.

Dalla-Nora et al. (2010) avaliaram o efeito genotoxico de extratos aquosos por infusdo
de folhas de M. glomerata nas concentracGes de 4g.L-! e 16 g.L-* sobre o ciclo celular da cebola
(Allium Cepa L.) e os resultados demonstraram causar danos cromossdmicos importantes nas
células de cebola em ambas as concentracfes testadas.

A capacidade de inducdo de danos de extratos de M. glomerata em DNA foi avaliada
também in vitro, em células de hepatoma HTC, atraves do Teste Cometa, nesse estudo usaram-se
dois extratos diferentes da planta, um obtido por infusdo e outro por maceragdo em etanol 80% e
os resultados demonstraram que doses altas de 100 e 200% acima da dose de ingestdo
recomendada para infusdo apresentaram danos ao DNA muito acentuados e da mesma forma para
0 macerado em etanol também apresentou genotoxicidade nas doses calculadas em 200 e 400%
acima da dose de ingestdo recomendada (COSTA et al., 2008).

Diferentes dos resultados citados, um estudo realizado por Moura et al. (2002), avaliou 0
potencial genotdxico de uma fragdo em diclorometano obtida de um extrato hidroalcoolico de M.
glomerata utilizando um procedimento de lise alcalina e mostrou que a fra¢do diclorometano, em
todas as concentracOes testadas (1, 10 e 90 pg/mL) ndo apresentou qualquer tipo de dano sobre o
DNA.

Barbosa et al. (2012) avaliaram os efeitos preventivos do extrato hidroalcodlico
padronizado de M. glomerata contra os danos causados pela doxorrubicina e outros farmacos
antitumorais frente ao teste de micronucleos em eritrocitos policromaticos, bem como sobre o
estresse oxidativo de ratos machos tratados por 30 dias. Eles puderam observar que o extrato
hidroalcodlico padronizado de guaco ndo produziu danos genotoxicos, mas aumentou
significativamente a frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados induzida por
doxorrubicina, indicando uma interacdo droga-droga, mas que ndo foi acompanhado de
peroxidacao lipidica ou reducdo dos parametros indicativos do estresse oxidativo, caracterizando
assim que, apesar da presenca de cumarina (um antioxidante conhecido) no extrato
hidroalcodlico, o consumo do extrato de guaco pode exercer efeitos adversos provavelmente em
associagao com compostos mutagénicos

Mazzorana et al. (2013) avaliaram in vivo, a potencial atividade biologica de Mikania
laevigata sobre a genotoxicidade induzida pelo Metil Metanossulfonato (MMS) e Ciclofosfamida
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(CP) utilizando o Teste Cometa em ratos CF1 machos que receberam por gavagem o extrato de
M. laevigata. Os resultados mostraram que o tratamento com 200 mg/kg de extrato de M.
laevigata antes da administracdo de MMS e da CP, reduziram o indice de danos em 52% e 60%
respectivamente, quando comparado ao indice de danos em 24 horas, permitindo concluir que a
administracdo de extrato de M. laevigata foi capaz de proteger o DNA contra danos induzidos
por agentes alquilantes.

Freitas et al. (2009) investigaram a possivel atividade antigenotoxica do extrato de
Mikania laevigata usando o Teste Cometa em sangue periférico, medula 6ssea e células hepaticas
e o teste de micronucleo no sangue periférico, ap6s instilacdo intratraqueal aguda de poeira de
carvdo em ratos Wistar pré-tratados durante 2 semanas com solugdo salina ou extrato de M.
laevigata (100 mg/kg). Os resultados mostraram um aumento geral nos valores de dano do DNA
em 8 horas para todos o0s grupos de ratos nos diferentes tratamentos, provavelmente relacionado a
procedimentos cirdrgicos, bem como, as células do figado de ratos tratados com pé de carvéo,
pré-tratados ou ndo com extrato de M. laevigata, apresentaram aos 14 dias ap6s a exposicao,
valores de danos estatisticamente mais elevados em comparagdo com 0 grupo controle,
justificado por ser o figado o 6rgdo responsavel pelo metabolismo de xenobidticos. Por outro
lado, os resultados do ensaio de micronicleos ndo mostraram diferencas significativas entre os
grupos, caracterizando que M. laevigata ndo apresenta atividade antimutagénica para instilacéo

aguda de poeira de carvéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a influéncia de sistemas de cultivo, convencional e orgéanico na producéo de
cumarina (1,2-benzopirona) em folhas de M. glomerata Spreng. (Asteraceae) bem como avaliar a

genotoxicidade.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se os diferentes sistemas de cultivo empregados influenciam na producgéo de
matéria seca das folhas de M. glomerata por planta;

e Determinar as concentracfes de cumarina (1,2-benzopirona) via cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em folha de M. glomerata nos diferentes sistemas de producdo;

e Verificar a genotoxicidade de M. glomerata em células sanguineas humana tratados com

extratos obtidos de plantas produzidas nos diferentes sistemas de producao.
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3 HIPOTESE A SEREM TESTADAS

Os sistemas de producao, convencional e organico, afetam o crescimento das plantas a a
ponto de alterar a producdo de matéria seca de M. glomerata e também podem afetar o
metabolismo secundéario das folhas de M. glomerata verificado pela producdo de cumarina que
tem relacdo direta com a atividade terapéutica?

Os sistemas de producao aos quais M. glomerata foram submetidos apresentam maior ou
menor danos ao DNA (genotoxicidade) avaliado pelo Teste Cometa?

Caso a concentragdo de cumarina seja significativamente maior em concentragdo em um
dos métodos de cultivo, sera que isto podera influenciar na producdo de matéria prima para a

formulacéo de fitoterapico a partir de M. glomerata?
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4 METODOLOGIA
4.1 LOCALIZACAO DA AREA DE ESTUDO — HORTO FLORESTAL

A producdo do material vegetal foi realizada no Horto Florestal da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC), localizada na regido sul de Santa Catarina no municipio de
Criciima, localizado nas coordenadas geogréaficas, 28° 40° 39” latitude S e 49° 22’ 11” longitude
W, altitude média de 46 metros (Figura 2) (GEOGRAFQS, 2015).

O clima local segundo a classificacao climatica de Képpen caracteriza esta regido com o
predominio do clima mesotérmico Umido com verdo quente (Cfa). A média das temperaturas
anuais oscila entre 16 e 18°C, sendo que a média em julho tem sido entre 12 e 14°C e a de janeiro
entre 22 e 24°C.

Figura 2. Localizacdo do Laboratério de Plantas Medicinais — LAPLAM no Horto Florestal da UNESC e das areas
de producao de M. glomerata Spreng. (Asteraceae) no sistema convencional e organico

W

Area do horto
Florestal da UNESC
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/

Guaco: Producao Guaco: Produgio
organica convencional

Fonte: Do Autor.
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4.3 PROPAGACAO DE M. glomerata Spreng.

O material vegetal de M. glomerata foi submetido aos sistemas organico e convencional
cultivados no horto florestal da UNESC a partir de mudas clonais obtidas por meio de estaquias
de matriz previamente selecionado e identificadas segundo método descrito por Matos (1998).

A identificaclo da espécie estudada foi realizada pela Prof. Dra. Mara Rejane Ritter da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

As estacas foram coletadas no municipio de Siderépolis (SC) a partir de ramos de planta
matriz adulta e um ramo feértil foi herborizado e incluido no acervo do Herbario Pe. Dr. Raulino
Reitz (CRI) da Unesc com o nimero CRI 10522.

Para a confeccdo das estacas foram selecionados ramos do tipo semilenhoso e/ou
herbadceo de plantas adultas. Apds, as mesmas permaneceram em baldes, previamente
desinfetados com hipoclorito de sodio, contendo agua durante 24 horas para melhor hidratagao.

As estacas foram preparadas no laboratorio, tendo como referéncia a presenca de quatro
a cinco no6s, com comprimento de aproximadamente 25 cm e didametro variando de 1,5-5 mm em
funcdo da consisténcia. Com uma tesoura de poda e um estilete fez-se um corte reto no apice e
em forma de bisel na base de cada estaca com o proposito de aumentar a area de exposi¢do do
cambio, sendo mantidas duas folhas superiores cortadas ao meio, para reduzir a perda d’agua e
aumentar a sintese de agUcares pela fotossintese. Apos serem desinfetadas foram acondicionadas
em estufa do tipo tinel com sombrite 50%, plastico UBV, irrigacdo controlada em temperatura
ambiente no Horto Florestal da UNESC no substrato de casca de arroz carbonizada. As estacas
permaneceram na estufa por um periodo de 77 dias sendo retiradas juntamente com o substrato
aderido as raizes e lavadas em &gua corrente para preservacao da integridade das estacas.

O uso de clones justifica-se para ndo haver interferéncia das caracteristicas genéticas

sobre os diferentes sistemas de cultivo as quais nas plantas foram submetidas.

4.4 COMPONENTES DO SISTEMA DE CULTIVO

4.2.1 Substrato de plantio
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Utilizou-se substrato com caracteristicas fisicas e quimicas determinadas através de
andlise realizada pelo Laboratorio de Andlise de Solos da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina — EPAGRI e a identificacdo do mapeamento de solo regional
de origem (EMBRAPA, 2006).

A érea de obtencéo do solo usado no experimento compreende a Classe dos Argissolos
que sdo constituidos por material mineral, que tém como caracteristicas diferenciais a presenca de
horizonte B textural de argila de atividade baixa, ou alta conjugada com saturacdo por bases
baixa ou carater alitico.

Na regido de Criciuma/SC, mais precisamente na area da Unesc, sdo identificados os
solos classificados como Podzélico Vermelho-Amarelo Alico com argila de atividade baixa ou
alta, e pequena parte de Terra Roxa Estruturada Distréfica com relevo da regido levemente
ondulado a plano (EMBRAPA, 2006).

A érea de retirada do solo apresentava vegetacdo em estadio inicial de regeneracdo
natural com espécies herbéceas e subarbustivas. Historicamente a &rea encontrava-se sem uso a
mais de 30 anos e o entorno com reflorestamento de eucaliptos com vegetacdo secundaria inicial
de sub-bosque.

O solo foi homogeneizado e recebeu os condicionadores quimicos, adubacdo organica,
calagem, inseticidas e fungicidas de acordo com as praticas de producdo dos sistemas
convencional e organico com o objetivo de melhorar as caracteristicas fisicas, quimicas e
microbioldgicas do substrato e fitossanitario de M. glomerata quando necessarios.

Para a producdo convencional, cujo plantio ocorreu em 06/11/2014, foram usados 483
kg de solo e em funcédo da analise quimica para correcdo da acidez utilizou-se 4 kg de calcario de
conchas formado por carbonato de calcio (CaCOs3), sendo, portanto, um composto inorganico
com caracteristicas quimicas contendo CaO de 49%, MgO 0,05%, soma se 6xidos 49,03%, com
Poder de Neutralizacdo (PN) de 95% e PRNT de 71,44%. A corregéo da fertilidade foi aplicado
0,6 kg uréia (N), 5 kg cloreto de potassio (K,0) e 0,5 kg de Salitre do Chile (N e P) em volume
definido segundo a necessidade do fosforo (P). A adubacéo foi dividida em trés etapas, sendo 1/3
aplicado e homogeneizado com a adicdo do calcario no momento da preparagdo do substrato,
antes de serem colocados nos vasos e as outras duas doses aplicadas aos 30 e 60 dias, em iguais

quantidades, apds o plantio como adubacéo de cobertura.


https://pt.wikipedia.org/wiki/P2O5
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Na preparagdo da producdo organica, realizada em 06/11/2014, foram usados 338 kg
solo, 50 kg cama de aviério de corte curtida por 120 dias, 13 kg cinzas de casca de arroz e 4 kg
calcario de concha com as caracteristicas quimicas descritas acima, sendo que todos o0s
componentes foram homogeneizados no momento da preparacdo do substrato e antes de serem

colocados nos vasos.

4.2.2 Procedimento de plantio e conduc¢do das mudas

As mudas de M. glomerata foram distribuidas em dois (2) tratamentos, segundo o
sistema de cultivo (convencional e organico). Cada grupo composto por vinte (20) vasos com
capacidade de 15 litros contendo uma (1) planta cada. O cultivo em vasos teve por finalidade a
homogeneizacdo do substrato possibilitando que os tratamentos tivessem as mesmas condicfes
quimicas e fisicas do solo de origem usado.

Ao fim do ciclo de crescimento foi realizada aos 100 dias a contar do plantio com a
coleta das folhas de cada planta individualmente por tratamento.

As mudas foram conduzidas em sistema de espaldeira, sustentado por mourdes de
eucalipto com 2,5 m de comprimento e enterrados a 0,50 m de profundidade e as mudas foram
sustentadas por dois fios espagados entre si 0,60 m, sendo o primeiro fio fixado a 0,60 m da altura
maxima dos baldes. Os vasos foram dispostos a 1,5 m na linha e as entrelinhas estavam a
distdncia de 2,0 m conforme modelo adaptado de Lima et al. (2003) (Figura 3). A éarea de
producdo foi mantida isenta de plantas invasoras por meio de rogadas e/ou capinas.

A irrigacdo foi realizada ao final da tarde sempre que necessario por sistema de aspersdo
convencional em malha fixa, com tubulacdes enterradas e com véarios aspersores na linha de
diametro reduzido, aspergindo uma grande quantidade de pequenas gotas no ar, na forma de uma
chuva artificial mantido por um conjunto motobomba de baixa poténcia.

Os tratamentos, convencional e organico foram conduzidos a uma distancia aproximada
de 70 m e separados com barreiras fisicas como tela sombrite, plastico UBV e uma estufa de 7,0
m de largura por 15,0 m de comprimento e 5,0 m de altura bem como barreiras vegetais por
mudas de arvores nativas e ornamentais com altura aproximada de 1,5 m impedindo qualquer

deriva de agrogquimicos usados no sistema convencional.
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Figura 3. Sistema de condugdo das plantas de M. glomerata em espaldeira no Horto Florestal da Unesc, nos sistemas
convencional (A) e organico (B).

o

Fnte: Do Autor.

4.2.3 Tratamento Fitossanitario

O tratamento fitossanitario da producdo convencional foi realizado em funcdo da
ocorréncia das pragas e contou com a aplicacdo de fungicida de amplo espectro em dois
momentos devido ao surgimento de manchas necréticas flngicas e a aplicacdo de inseticida em
dois momentos pelo do ataque de pulgdes (afideos) e lagarta.

Para o controle e prevengdo realizaram-se duas aplicagbes de AMISTAR WG um
fungicida (anti-esporulante) sistémico pulverizado na parte aérea das plantas. O ingrediente ativo
do fungicida é Azoxystrobin pertencente ao grupo quimico estrobilurinas e classe toxicoldgica IV
considerado pouco toxico cuja formulacdo é granulos dispersos em agua em dosagem de 12
9/100 litros de agua.

Para controle dos afideos e lagartas se realizou uma aplicacio de ENGEO™ PLENO
inseticida sisttmico de contato e ingestdo pertencente ao grupo quimico dos neonicotindide e
piretroide de formulagdo em Suspensdo Concentrada (SC) tendo como Ingrediente Ativo o

Tiametoxam em dosagem de 15 mL/100L de agua.
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A aplicagdo do fungicida foi realizada aos 30 dias ap6s o plantio e a segunda aplicagdo
10 dias apds e a aplicacdo Unica do inseticida ocorreu aos 45 dias apds o plantio, tomando-se 0
cuidado de aplicar nas primeiras horas do dia, em condi¢cdo de auséncia de ventos e com
aplicacdo direcionada exclusivamente a planta e respeitadas as normas de seguranca do trabalho
com o uso de equipamento protecao individual (EPI).

O tratamento da producéo organica contou com a aplicagéo de Calda Bordalesa 1% em
dois momentos para o controle de fungos, concomitante a aplicacdo realizada no tratamento
convencional, uma pulverizacdo com calda de fumo de corda para controle de pulgdes (afideos) e
lagartas.

A aplicacéo e controle fitossanitarios estdo em conformidade com a Lei 10.831 de 23 de
dezembro de 2003 em seu artigo 9° que trata dos insumos com uso regulamentado para a
agricultura organica e no Decreto 6.323 de 27 de dezembro de 2007, que regulamenta a lei de
organicos (10.831/2003) que aborda da normatizagdo de insumos para a agricultura organica,
bem como com a Instrugdo Normativa N° 46, de 6 de outubro de 2011 que estabelece o
Regulamento Técnico para os Sistemas Organicos de Producdo Animal e Vegetal e as listas de
Substancias Permitidas para uso nos Sistemas Organicos sob a fiscalizacdo do Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA.

4.3 DADOS DE RENDIMENTO.

Os dados de rendimento foram considerados pela determinacdo do peso seco em gramas

de folhas da planta coletadas ao completar 100 dias do ciclo de crescimento.

4. ANALISES QUIMICAS DO MATERIAL VEGETAL

As folhas foram colhidas aos 100 e 103 dias a contar da instalacdo do experimento,
cultivados na estacdo de crescimento primavera/verdo de 2014 a 2015, portanto, no periodo do
ano com altas temperaturas e desenvolvidas a pleno sol (CABRAL et al., 2001; CASTRO et al.,
2006; CONTINI et al., 2006).
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As amostras de folhas de M. glomerata foram processadas no Laboratorio de Plantas
Medicinais — LaPlaM/PPGCA da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC -
Criciuma/SC.

A secagem do material vegetal foi realizada em estufa do Herbario Pe. Dr. Raulino Reitz
(CRI) da UNESC sob temperatura aproximada de 42°C com variagdo de mais ou menos 2°C até
peso constante (SILVA JUNIOR, 2006).

O teor de cumarina em plantas secas em estufas com circulacdo forcada de ar e a
temperatura constante de 40°C é 30% superior do que de plantas frescas ou secas em temperatura
ambiente. A matéria-prima vegetal submetida a secagem artificial a 50°C em condicGes
controladas de umidade e de ventilacdo diminui ou inibe o crescimento e a multiplicacéo
microbiana, influenciando negativamente na sua proliferacdo, garantindo estabilidade
microbiolégica a matéria-prima vegetal (MARTINAZZO et al, 2010; OLIVEIRA;
PETROVICK, 2010).

As amostras foram reduzidas a pé fino com o auxilio de um moinho de facas e
submetidas a maceracdo utilizando agua em ebulicdo, como descrito por Maiorano et al. (2005),
com 50 g de po de folha para 250 mL de agua. Os extratos foram obtidos por maceracao aquosa e
remaceracdo em duas etapas de 24 horas. As amostras foram congeladas por 18 horas a -75°C em
Ultrafreezer Marca Liotop, Modelo UFR30 e, posteriormente, colocadas em Liofilizador Marca
Liotop, Modelo L101 por 30 h até total eliminag&o do solvente aquoso.

Os extratos foram submetidos a analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) para identificacdo e quantificacdo de cumarina.

4.5 ANALISE FITOQUIMICA

4.5.1 Isolamento e purificagdo da cumarina (1,2-benzopirona)

O isolamento da cumarina foi realizado através da purificagdo do extrato por
cromatografica em coluna (CC). A fase estacionaria foi silica gel (0,063-0,200 mm, Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) e hexano e acetato de etila (85:15 v/v) como fase movel. As fragdes coletadas
foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD). A analise por CCD foi realizada
utilizando hexano e acetato de etila (50:50, v/v). 1,2-benzopirona (cumarina) ®sigma foi
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utilizado como referéncia. As CCDs foram reveladas com KOH (5%) e observadas por lampada
ultravioleta a 320 nm. Apéds purificagdo prévia através da CC, a fracdo positiva para cumarina
(revelador KOH) foi completamente isolada através da técnica de CCD preparativa utilizando o

eluente, hexano e acetato de etila (50:50, v/v).

4.5.2 Anédlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O doseamento do marcador quimico/principio ativo, cumarina, foi realizado por CLAE
conforme método descrito em literatura (SANTOS, 2005).

As andlises foram realizadas em equipamento CLAE SHIMADZU bomba SHIMADZU,
com pressdo maxima de 4000 psi (281Kgf/cm?), sistema de deteccdo de arranjo de fotodiodos
SHIMADZU UV de 256 — 254 nm e injetor automatico SHIMADZU, volume de injecdo de 20
ML. A coluna cromatogréafica analitica foi C18 Ascentis, 25 cm X 2,1 mm, com tamanho de
particula igual a 5 pum, acoplada a uma pré-coluna também C18, mantida em temperatura

ambiente. Os resultados foram processados através do software LCSolution.

4.6 SUBSTANCIA DE REFERENCIA

Para a construcdo das curvas de calibracdo para as analises quantitativas utilizou-se
cumarina cristalina (1,2-benzopirona - CgHgO,) com pureza > 99% adquirida comercialmente do
laboratdrio Sigma-Aldrich.

As amostras foram preparadas de acordo com metodologia descrita pela Farmacopéia
Brasileira (2010), sendo entdo centrifugadas (10.000 rpm, por 10 min.) e o sobrenadante
empregado nas analises (20 pL). As amostras foram preparadas em triplicata, fazendo-se trés
injecOes para cada triplicata. A quantificacdo da cumarina foi feita utilizando-se a cumarina
padréo de referéncia (BOLINA; GARCIA; DUARTE, 2009).

Para a construcdo da curva de calibragdo preparou-se uma solugdo estoque a 0,5 mg/mL
em MeOH e aliquotas desta foram diluidas em H,O-MeOH (53:47), obtendo-se solugdes a 0,5;
0,250; 0,125; 0,062 e 0,031 mg/mL que foram injetadas em triplicata. Calculou-se o teor da
cumarina a partir da equacéo da reta obtida com a curva de calibracdo. O resultado foi expresso
pela média das determinacGes em gramas de cumarina por 100 g da amostra (BOLINA;
GARCIA; DUARTE, 2009).
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4.7 VALIDACAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA - CLAE

A validacdo da metodologia de quantificacdo de cumarina feito por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi determinada segundo os critérios descritos na resolucao —
RE n° 899, de maio de 2003, ANVISA, categoria | BRASIL, (2003) que estabelece pardmetros
analiticos.

Segundo a ANVISA (2003) o objetivo de uma validacdo € demonstrar que o método
analitico é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinagdo qualitativa, semi-
quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos.

Os testes sdo classificados em quatro (4) categorias, sendo que na presente pesquisa 0S
testes se enquadram na categoria | que se refere a finalidade dos testes quantitativos para a
determinacdo do principio ativo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas (ANVISA,
2003).

Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo a categoria | é
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo e repetibilidade, exatiddo e, por fim, robustez
ANVISA (2003).

4.7.1 Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca de
outros componentes tais como impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz.

Em métodos cromatograficos, deve-se tomar as precaucGes necessarias para garantir a
pureza dos picos cromatograficos. A utilizacdo de testes de pureza de pico (por exemplo, com
auxilio de detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas) sdo interessantes para

demonstrar que o pico cromatografico € atribuido a um sé componente (ANVISA, 2003).

4.7.2 Linearidade
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E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado.

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5
concentragOes diferentes. Estas concentracBes devem seguir os intervalos pré-determinados. Se
houver relagdo linear aparente apds exame visual do gréfico, os resultados dos testes deverdo ser
tratados por métodos estatisticos apropriados para determinacdo do coeficiente de correlacéo,
interseccdo com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da
regressdo linear e desvio padrdo relativo. Se ndo houver relagdo linear, realizar transformagéo
matematica. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagdo (r) deve ser = 0,99. Deve-se
apresentar as retas obtidas (experimental e a resultante do tratamento matematico) (ANVISA,

2003). A linearidade e intervalo foram apresentadas e discutidas no item 5.1.2 deste trabalho.

4.7.3 Intervalo

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de
um meétodo analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicacéo
pretendida do método. E estabelecido pela confirmacdo de que o método apresenta exatido,
precisdo e linearidade adequadas quando aplicados a amostras contendo quantidades de
substancias dentro do intervalo especificado para verificacdo se ha flutuacdo no método
(ANVISA, 2003).

No presente estudo o ensaio de determinacgdo quantitativa do analito em matérias-primas
deve ter alcance de 80% a 120% da concentracdo tedrica do teste.

4.7.4 Precisao e repetibilidade

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma serie de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é considerada em trés niveis.
Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacéo, sendo verificada por, no

minimo, 9 (nove) determinacgdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés)
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concentragOes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinacdes a
100% da concentracdo do teste (ANVISA, 2003).

O desenvolvimento analitico foi realizado com repeticdes em triplicata dentro do
principio de repetibilidade dentro da mesma corrida e intracorrida com probabilidade de erro
(p<0,01). Constatou-se que mesmo alterando-se as variaveis do processo analitico ndo houve
alteracéo significativa no tempo de retencéo da cumarina 1,2-benzopirona.

4.7.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método
em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Varias metodologias para a determinacdo da exatidao
estdo disponiveis, mas para o presente estudo aplicou-se a metodologia analitica proposta na
analise de uma substancia de pureza conhecida denominada de padrdo de referéncia (ANVISA,
2003).

A avaliacdo da exatidao foi realizada por meio do ensaio de recuperagdo. Este ensaio
consistiu na adicdo do padrdo do analito, em trés concentraces, pequena, média e alta, em
relagdo aos pontos da curva analitica, em uma matriz similar & da amostra, isenta da substancia
(analito), ou seja, na mesma matriz do qual o extrato bruto de M. glomerata foi ressuspendido,
para cada nivel de fortificacdo, as determinacgdes foram realizadas em dez replicatas. Essas faixas
de concentracdo possibilitaram averiguar a eficiéncia do método, uma vez que a recuperagédo
pode diferir entre altas e baixas concentracdes. Assim, a recuperacdo foi obtida por meio da
injecdo direta do padrdo do analito no sistema cromatogréfico em comparagdo ao resultado das
amostras fortificadas com o teste, nas mesmas concentracdes, e também submetidas ao método
analitico, por meio da razdo entre a concentracdo tedrica de analito por concentracdo
experimental do analito, multiplicados por cem (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

4.7.6 Robustez
A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas

e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianga durante o uso normal.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacdo da robustez.
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Constatando-se a susceptibilidade do método as varia¢des nas condi¢fes analiticas, estas deverdo
ser controladas e precaucgdes devem ser incluidas no procedimento (ANVISA, 2003).

Os fatores que devem ser considerados na determinacdo da robustez do método analitico
aplicado ao experimento sdo descritos na normativa da ANVISA e discutidos por Ribani et al.
(2004). No presente estudo o método foram Cromatografia Liquida e os fatores considerados s&o
a variacdo do pH da fase movel, variacdo na composicdo da fase movel com a variacdo do
percentual dos dois solventes (53% metanol e 47% agua) de 2% para mais ou para menos de cada
um dos solventes, diferentes lotes ou fabricantes de colunas que no caso ndo foi aplicado no
presente estudo, temperatura de 30°C e fluxo da fase moével 0,3 microlitros/minuto definindo o
tempo de retencdo em funcdo da presséo da cumarina. Os parametros estabelecidos em relacéo ao
método foram estabelecidos e descritos por Bolina; Garcia; Duarte (2009) e Santos (2005).

A robustez foi verificada através da variacdo da fase mével em £ 2% sobre o volume da
cada solvente, ou seja, dos 53% Milli-Q e 47% de metanol para 55% e 45% e 51% e 49%
respectivamente. A analise de robustez prevé a variacdo de temperatura em + 5 °C. Durante o
desenvolvimento do método a temperatura foi mantida constante em 30 °C. Para a validacéo,
inicialmente as corridas foram feitas a uma temperatura maior, 35 °C e, posteriormente com
temperatura 25 °C. Por fim a varia¢do do fluxo de injecdo foi modificada em £ 0,05 mL/min do
fluxo inicial de 0,3 mL/min, com corrida a um fluxo de 0,250 mL/min e, posteriormente corrida
com fluxo de 0,350 mL/min.

No presente estudo investigou-se M. glomerata por se tratar de uma espécie estudada e
validada cientificamente, ou seja, com um perfil fitoquimico ja descrito, e efeito terapéutico
validado para uso humano, o que nos permitiu observar a mudanca na producdo de metabdlito

secundario (cumarina) quando a espécie for submetida ao plantio organico ou convencional.

4.9 AVALIACOES DE GENOTOXICIDADE

O Teste cometa € um método facil de avaliacdo genotdxica onde as células séo incluidas
em um gel de agarose e dispostas em uma fina camada sobre 1dminas histoldgicas, estas por sua
vez, sdo submetidas a solucbes apropriadas para que membrana citoplasmatica, nucleo e
organelas sejam rompidas (células lisadas) e seus componentes citoplasmaticos e proteinas

nucleares extraidos, o material genético é entdo submetido a eletroforese. Fragmentos de DNA
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nuclear migram no sentido anodo e quanto mais intensa a inducdo de quebras, menores serdo 0s
fragmentos e maior a extensdo de migracdo. Sequencialmente as laminas sdo colorizadas e
levadas ao microscopio oOptico para observar-se 0 DNA de uma célula que se manifesta
consistindo de uma cabeca (matriz nuclear) e uma cauda que corresponde aos fragmentos (DNA
quebrado) que migraram com uma forma similar a um cometa, dai o nome da técnica, sendo
quantificada em ceélulas, permitindo avaliar o potencial genotoxico de amostras ou de condicGes
ambientais alteradas. O DNA que néo estiver rompido ou quebrado fica armazenado no nucleo,
sendo muito grande para migrar. A extensdo do DNA que migra esta correlacionada com o dano
ocorrido (SPEIT; HARTMANN, 1999; TICE et al., 2000; SILVA et al., 2003).

A coloracdo do material é feita com Syber gold e analisada por fluorescéncia sendo a
intensidade proporcional a quantidade de DNA presente, no entanto, a coloracdo pode apresentar
alguns fatores negativos como a propria acdo mutagénica do corante, a necessidade de
equipamentos especificos para analise e a curta durabilidade da coloracdo. Outra forma mais
recente € a utilizacdo de prata como agente colorificante como uma boa alternativa para o ensaio
devido a alta sensibilidade em comparacdo ao brometo de etidio inicialmente usado no ensaio
(REINHARDT et al., 2000).

4.9.1 Teste cometa

O Teste cometa foi realizado sob condi¢es alcalinas, conforme descrito por Singh et al.
(1988), adaptadas por Tice et al. (2000). O sangue humano foi coletado e colocado em
microtubos heparinizados.

As células do sangue (aliquotas de 5 pL) foram embebidas em agarose de baixo ponto de
fusdo (0,75%, w/v, 95 puL) e a mistura foi adicionada a uma lamina de microscopio pré-coberta
com agarose de ponto de fusdo normal (1%), posteriormente coberto com uma laminula e levada
a geladeira por aproximadamente 5 minutos a 4 °C para solidificacdo. As laminulas foram
retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA e 10mM Tris, pH
10,0-10,5, com adicéo na hora do uso de 1% de Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um
periodo minimo de 1 hora e maximo de 1 semana.

As laminas foram incubadas em tamp&o alcalino (300 mM NaOH e 1mM EDTA,

pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a corrida eletroforética, foi realizada
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no mesmo tampéo nas seguintes condigdes: a 25v e 300mA por 15 minutos. Todas estas etapas
foram realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as laminas foram neutralizadas
com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado com SYBR Gold (life technologies) para
posterior analise através do software COMET 1V, utilizando o parametro Tail intensity que
representa a porcentagem de DNA na cauda.

Foram utilizados controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de
assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram codificadas para anélise as
cegas.

As concentragbes de extrato bruto testadas, tanto material convencional quanto

domorganico, variaram nas concentragcdes conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1. ConcentragBes (mg) de extrato bruto convencional e orgénico usadas no Teste cometa em células
sanguineas humanas.

Concentragéo Extrato bruto convencional Extrato bruto organico
Extrato liofilizado |  Cumarina Extrato liofilizado |  Cumarina
C1 2 0,143 2 0,2625
C2 4 0,287 4 0,525*
C3 8 0,575 8 1,050

Fonte: Do autor. Dados obtidos pela pesquisa.

* Valor de referéncia de ingestdo diéria baseado na concentracdo de cumarina (mg) em um fitoterdpico de acordo
com a resolucdo RE 89, de 16 de marco de 2004 atualizada pela instru¢cdo normativa n® 2 de 13/05/2014 da
ANVISA.

Foram testados também os extratos, convencional e organico considerando a mesma
concentracdo de cumarina e para tal foi usado 7,3 mg do extrato bruto liofilizado convencional e
3,4 mg extrato bruto liofilizado organico para ajuste da concentracdo de cumarina de 0,525 mg

(dose minima diéria).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica das variaveis de crescimento, os dados foram expressos em media
e desvio padréo pela analise de variancia no tratamento, seguido pelo teste de Tukey. O nivel de
significancia estabelecido para o teste estatistico € de 5% (0<0,05). Utilizou-se o SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences) versdo 15.0 como pacote estatistico.



Figura 4. Fluxograma da produgdo de folhas e analises dos extratos de M. glomerata.
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5 RESULTADOS
5.1 AVALIACAO QUIMICA

5.1.1 Elucidacao estrutural de 1,2-benzopirona por Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN)
de proton (1H) e carbono (13C) isolado do extrato vegetal de M. glomerata cultivada sob

sistema organico e convencional (EBMg/Conv)

A anélise de espectro de RMN *H da amostra convencional revela a presenca de dois
multipletos em & 7,60-7,49 e 6 7,37-7,28 de quatro hidrogénios aromaticos confirmando a
presenca de um anel di-substituido, sendo os sinais de hidrogénios de H6, H7, H8 e H9 (Figuras 5
e 6).

Dados para cumarina na amostra em sistema convencional: *H RMN (300 MHz, CDCls)
8 7.73 (d, J= 9.5 Hz, 1H, Ar-H), 7.60 (m, 1H, Ar-H), 7.47 (m, 1H, Ar-H), 7.40 (m, 1H, Ar-H),
7.24 (m, 1H, Ar-H), 6.45 (d, J = 9.5 Hz, 1H, Ar-H).
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Figura 5. Espectro de RMN de *H em CDCI; de cumarina extraida de M. glomerata sob os sistemas de cultivo

convencional e orgénico.
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Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.
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Figura 6. Ampliacéo do espectro de RMN de *H em CDCl; de 7.9 & 6.1 ppm da amostra de cumarina extraida de M.
glomerata sob os sistemas de cultivo convencional e orgénico.
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Fonte: Do Autor. Dados obtidos pela pesquisa.

Figura 7. Cumarina 1,2-benzopirona
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Fonte: (KAISER; SANTOS; ABREU,
2013)

Além da presenca desses sinais de hidrogénio com 6 7,73 e 6,45, indicando a presenca
de hidrogénios de carbono insaturado com configuracdo cis, confirmado pelas constantes de
acoplamento de J = 9,5 e 9,6 Hz e, devido aos seus deslocamentos quimicos de regido proxima

aromatica, conclui-se que trata de uma dupla ligacéo conjugada ao anel aromético.
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A andlise de espectro de RMN da amostra de sistema orgénica confirma os mesmos
sinais, comprovando tratar-se da mesma molécula de cumarina 1,2-benzopirona. Pode-se
observar a presenga de quatro atomos de hidrogénio aromaticos (& 7,60; 7,40; 7,47; 7,24)
indicando um anel di-substituido. A presenca de dois dupletos (6 7,24 e 6,45) contendo as
constantes de acoplamento de J = 9,5 e 9,6 Hz ndo deixam dlvidas sobre a estrutura molecular.

Os dados encontrados conferem com os dados obtidos na literatura sobre os
deslocamentos quimicos da 1,2-benzopirona (Figura 8, Tabela 2) (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2007; KAISER; SANTOS; ABREU, 2013).

Os dados de RMN de H da 1,2-benzopirona isolada da planta medicinal M. glomerata
desenvolvida neste estudo em sistemas de cultivo orgéanico e convencional em comparagdo com

os dados da literatura estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Dados de RMN de H (CDCI3, 300 MHz) de cumarina orgéanica e convencional e comparacdo com dados

da literatura.

1,2-benzopirona isolada de 1,2-benzopirona isolada de amostra Literatura* "H & (ppm);
amostra organica 'H & (ppm) convencional *H & (ppm)
6.45; d 6.45; d 6.30; d
7.73; d 7.73; d 7.65; d
7.60; m 7.60; m 7.52; m
7.24; m 7.24; m 7.02; m
7,47: m 747, m 7.52; m
7.40; m 7.40; m 7.02; m

Fonte: Do Autor. Dados obtidos pela pesquisa. *Fonte: Oliveira et al, 1984.

A analise de espectro de RMN da amostra organica e convencional confirma os mesmos
sinais, comprovando tratar-se da mesma molécula de cumarina 1,2-benzopirona. Pode-se
observar a presenc¢a de trés carbonos quaternarios C2 em & 160.80; C5 em 6 118.84 ¢ C10 em &
154.05 os carbonos da dupla ligagdo C3 e C4 em 143.44 e 131.84 ppm respectivamente e 0
carbonos do anel aromatico em (o 127.86; 124.43 e 116.91 (C7 e C8) conforme a Tabela 3.
Confirmando desta forma a presenca de 9 carbonos pertencente a estrutura quimica isolada 1,2-

benzopirona (Figura 7).



Figura 8. Expansdo de 13C nos espectros de RMN (300 MHz) em CDCI; de cumarina.
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Tabela 3. Dados de RMN de **C (CDCls,, 300 MHz) de cumarina organica e convencional e comparacao com dados

da literatura.

1,2-benzopirona isolada de 1,2-benzopirona isolada de amostra Literatura* *°C § (ppm);
amostra organica °C § (ppm) convencional *C § (ppm)
160.80 160.80 160.05
154.05 154.05 153.36
143.44 143.44 142.73
131.84 131.84 131.12
127.86 127.86 127.17
124.43 124.43 123.72
118.84 118.84 118.14
116.91 116.91 115.99

Fonte: Do Autor. Dados obtidos pela pesquisa. *Ariza, et. al. (2007).
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5.1.2 Perfil cromatografico da cumarina de referéncia

A obtencao do perfil cromatografico de cumarina (1,2-benzopirona, Sigma) foi obtido de
sua solubilizacdo em MeOH (5 mg/10 mL) e uma amostra de 20 pL empregada nas analises em

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) preparadas em triplicata.

Figura 9. Tempo de retencdo (Tr) de 6,284 minutos de cumarina (1,2-benzopirona, Sigma).
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Fonte: Do Autor. Dados obtidos pela pesquisa.

A auséncia de outros picos, ou seja, auséncia de substancias quimicas interferentes,
como mostra na figura 9 caracteriza a pureza do padréo e a eficdcia do método analitico com
seguranca de 99% (Rr'=0.9999913 Rr°=0.9999825) como determina a resolu¢ido — RE n° 899, de
maio de 2003 da ANVISA (2003).

A substéncia pura cumarina (1,2-benzopirona, Sigma) foi preparada solubilizando a
mesma em MeOH (5 mg/10 mL) e posteriormente diluindo-se sucessivamente até a concentragdo
de 10.000 pg de peso teorico de cumarina padrao.

Cada concentracdo foi analisada em triplicata, gerando dados necessarios para a
construcdo do modelo linear, regressdo linear (figura 10), e consequentemente obtendo-se a

média e desvio padréo (Tabela 4).



Tabela 4. Curva da concentragdo (pg/puL) da substincia pura de cumarina (1,2-benzopirona: Sigma).
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Amostra Conc. Peso Peso Médio Concentragdo Tempo Area
Teobrica Teorico Experimental Média Meédio (*10%)
(ng/pL) (ng) (ng) Experimental Retencdo
(Hg/uL) (Min.)
Padrao 0 0,5 2.000 2,000 0,1000 6,341500 0,30331079
Padrao 1 0,5 4.000 4,000 0,2000 6,306333 0,59901236
Padréao 2 0,5 6.000 6,003 0,3002 6,293333 0,89983181
Padrao 3 0,5 8.000 8,010 0,4005 6,283667 1,20257853
Padrao 4 0,5 10.000 10,007 0,5004 6,280333 1,51097045
Fonte: Do Autor. Dados obtidos pela pesquisa.
Figura 10. Reta de calibragdo do padrdo de cumarina em diferentes concentracoes.
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Fonte: Do Autor. Dados obtidos pela pesquisa.

Observa-se uma relacdo linear cuja funcdo gerada f(x)=1.50944X — 0,00252486 entre a

concentracdo e a area obtém-se um alto coeficiente de correlacdo (R2?) proximo de 1 (um)

R=0.9999408 (Figura 11).
Linearidade de um método analitico que demonstra a habilidade de se produzir um

resultado que seja diretamente proporcional a concentracdo do analito em amostras em que as

faixas de concentracdo séo estabelecidas, portanto, os resultados demonstram a linearidade da

curva de calibracdo dentro dos parametros exigidos pela ANVISA (2003) presentes no item 5. 2.

4. deste estudo que descreve “Validagao do método analitico”.
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5.1.3 Perfil cromatogréafico do extrato hidroalcoolico de M. glomerata submetida ao cultivo

convencional

Figura 11. Perfil cromatografico do extrato bruto de M. glomerata (EBMg/Conv.) obtido a partir do cultivo
convencional (Amostra Conv18 - 3° triplicata representando o comportamento médio de 17 amostras).
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Fonte: Do Autor. Dados obtidos pela pesquisa.

Conforme descrito na metodologia a obtengdo do perfil cromatografico de EBMg/Conv
foi obtido através da mesma preparacdo da amostra padrdo empregando nas analises 20 pL, e
foram analisadas também em triplicata (BOLINA; GARCIA; DUARTE, 2009).
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5.1.4 Perfil cromatografico do extrato bruto de M. glomerata submetida ao cultivo organico

Figura 12. Perfil cromatografico da amostra do cultivo organico (EBMg/Org.) Amostra ORG12 - 1° triplicata

representando a 0 comportamento médio de 13 amostras).
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Fonte: Do Autor. Dados obtidos pela pesquisa.

A proximidade de picos dos tempos de retencdo (Tr), praticamente 0s mesmos, tanto

para as amostras de plantas submetidas ao cultivo convencional (EBMg/Conv.), para as amostras

do cultivo organico (EBMg/Org.) com a amostra padrdo, pode caracterizar a presenca a cumarina
1,2-benzopirona, sendo que a mesma so foi confirmada nas analises em Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN) de préton (*H) e carbono (*3C).

No perfil cromatografico das amostras convencional (EBMg/Conv), observa-se a

presenca de apenas dois picos com tempos de retencdo de 2,361 e 2,923 minutos respectivamente

(Figura 11), diferente do observado do perfil cromatogréafico das amostras das plantas submetidas

ao cultivo organico (EBMg/Org) onde h& a presenca de trés picos com os tempos de retencéo de

2,476; 2,869 e 3,915 minutos respectivamente (Figura 12). Os picos observados ndo foram

identificados.
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5.1.5 Validagdo do método analitico

O desenvolvimento de técnicas na pesquisa de extratos vegetais e de fitoterapicos nos
aspectos farmacoldgicos, toxicologicos e molecular permitiu esclarecer, parcialmente ou na
totalidade, os processos para a validagdo de farmacos (YUNES; PEDROSA; CECHINEL-
FILHO, 2001).

De acordo com os parametros estabelecidos pela ANVISA (2003) no “Guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos”, RE n°® 899 de 29 de maio de 2003 para
validacdo do método de analise de matéria prima vegetal, 0 método € aceito e confiavel uma vez
que ndo apresenta interferéncia no processo analitico do extrato puro permitindo a comparagdo
com o extrato vegetal analisado. Dessa forma, foram avaliados, de acordo com a legislacao para
matéria prima vegetal, 0s seguintes parametros: especificidade, linearidade, intervalo, preciséo e
repetibilidade, exatidao e robustez (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).

Apos verificarmos por RMN 'H e **C que o pico analisado e quantificado como:
cumarina 1,2-benzopirona nos extratos de M. glomerata (convencional e organico) o método foi

validado segundo os parametros preconizados pela ANVISA (2003).

5.2 PRODUCAO DE MATERIA SECA E CUMARINA

No presente estudo observou-se melhora das condi¢cdes quimicas do solo com a
aplicacdo da adubacdo organica, adubacao quimica, aplicacdo de calcario e cinzas. Para tal, foram
feitas as analises considerando os parametros de referéncia para analise basica do solo antes do
plantio e ap6s a colheita de M. glomerata. Os valores dos parametros sdo apresentados nas
tabelas 5 e 6.
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Tabela 5. Parametros de referéncia para analise basica de fertilidade do solo, segundo a Rede Oficial de Laboratérios

de Anélise de solos para o solo usado no experimento.

Apo6s Cultivo (com condicionantes)

Pardmetros analisados Antes (sem Convencional Organico
condicionantes)

% de argila 32 22 16

pH em agua 4,4 (muito baixo) 5,4 (muito baixo) 6,8 (alto)

indice SMP 45 5,8 (médio) 6,8 (alto)

P (mg/dm3) 6,0 (muito baixo) 439,2 (muito alto) 370,4 (muito alto)

K (mg/dms3) 78,0 (baixo) 122 (alto) 204 (muito alto)

M.O.(%) 2,1 2,8 3,9

Al (cmolc/dmd) 4,3 0,0 0,0

Ca (cmolc/dmg) 0,6 (muito baixo) 13,9 (alto) 13,1 (alto)

Mg (cmolc/dms3) 0,4 (baixo) 1,6 (alto) 2,7 (alto)

H + Al (cmolc/dmg) 244 54 18

CTCpH 7,0 25,6 21,21 18,08

(cmolc/dm3)

% saturacdo na CTC: 78,19 0,00 0,0

Al

% saturacdo na CTC: 4,69 74,55 90,05

\Y

Soma de Bases: S 1,20 15,81 16,28

Ca/Mg 1,50 8,69 4,53

Ca/K 3,01 44,55 25,11

Mg/Ca 2,01 5,13 5,10

Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

Tabela 6. Pardmetros de referéncia para analise de micronutrientes, segundo a Rede Oficial de Laboratorios de

Analise de solos para o solo usado no experimento.

Parametros analisados

Antes (sem condicionantes)

Apobs Cultivo (com condicionantes)

Convencional

Organico

Cu (mg/dm3)
Zn (mg/dms3)
Fe (g/dmd)

Mn (mg/dm3)

11
4.4
248
8,2

1,1 baixo
17,4 alto
154
7,3 alto

46,1

Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

Variaveis quimicas do solo analisadas antes e ap6s o cultivo apresentaram crescimento

na disponibilidade de nutrientes, como é o caso de fosforo (P) e potassio (K), dois

macronutrientes que passaram de situagdes limitantes ao crescimento para niveis “alto” ou

“muito alto” de disponibilidade, isso representou um aumento aproximado de 7.220,00% para o P

no tratamento convencional e 6.066,00% no tratamento organico quando comparado com o solo

sem condicionantes e para o potassio (K) aumentos de 156,60% e 261,50% respectivamente. Tais

valores podem ser explicados ndo somente pela adubacdo mineral e orgénica respectivamente,
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mas também pelo baixo pH que ao ser corrigido disponibiliza estes nutriente a fracéo trocavel do
solo, ou seja, de indisponivel & planta a disponivel como fonte de nutrientes.

Cétions importantes como o célcio (Ca) e o magnésio (Mg), presentes no solo sem
condicionantes passaram de niveis considerados “muito baixo” e “baixo”, respectivamente para
niveis considerados “altos” tanto no solo com o tratamento convencional como no solo com
tratamento organico, representando aumentos de 2.216,66% e 2.083,33% na disponibilidade de
Ca e de aumentos de 300% e 575% na disponibilidade de Mg respectivamente e este fato pode
ser explicado pela elevacdo do pH e consequente liberacdo da fase sélida para a fase liquida dos
cations adsorvidos e pela composi¢do quimica do calcario rico em célcio (Ca) e 0 magnésio (Mg)
usado para este fim.

O pH baixo € fator prejudicial ao desenvolvimento das plantas, que no solo sem 0s
condicionantes mostrou-se como “muito baixo” e ap6s a aplicacdo do calcario calcitico (de
conchas) no tratamento convencional e do calcério calcitico (de conchas) associado a cinzas de
casca de arroz no tratamento organico, passaram a valores considerados ideais ao
desenvolvimento das plantas.

A matéria organica total no solo usado no experimento apresentava valores percentuais
“muito baixos” e ap6s a aplicagdo dos condicionantes em ambos 0s tratamentos apresentaram
valores com acréscimo de 33,33% para o tratamento de cultivo convencional e de 85,70% para o
tratamento organico, nesse caso esperava-se essa resposta, mas para o tratamento convencional
esperava-se valores ndo tdo expressivos no aumento desta variavel. A explicacdo pode estar no
acumulo de raizes que permaneceram no substrato no momento da colheita do guaco e por se
tratar de cultivo em vasos, 0 solo encaminhado para amostra foi coletada da regido em contato
com muitas raizes.

O Aluminio (Al) que da o caréater alico ao solo experimental e tipico da regido é outro
fator negativo por participar da acidez potencial e este, se tornou indisponivel quando da
aplicagéo do calcario tanto no tratamento convencional quanto organico.

O aumento da capacidade de troca de cations (CTC) é evidenciada em ambos 0s
tratamentos pela correcdo do pH e estd de acordo com o observado na fundamentagéo tedrica.
Tais observagdes também foram relatadas por Cantarella e Bovi, (1995); Bovi; Spiering; Barbosa
(1999) e Nascimento et al. (2005). O efeito da adubacdo organica ndo se restringiu ao

fornecimento de nutrientes essenciais ao desenvolvimento das plantas de guaco, mas também
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promoveu a melhoria da fertilidade do solo, na estrutura do solo por meio de formagéo de himus
(coloide agregante) e no consequente aumento da CTC e tais observagdes estédo de acordo com o
observado por Yamada e Kamata (1989) e Rosal et al. (2011). Estes autores ainda ressaltam um
melhor equilibrio ecolégico no solo, melhora no crescimento radicular e consequente absorcéo de
nutrientes, variaveis essas que nao foram avaliadas no presente estudo.

Sabe-se que a matéria organica é uma importante fonte de nutrientes, principalmente
nitrogénio, fosforo, enxofre e micronutrientes além de corretivo de elementos toxicos, através da
formacdo de complexo metal-himus (KIEHL, 1985; CORREA JUNIOR; MING; SCHEFFER,
1994; OLIVEIRA FILHO et al. 1987) e isso fica bem evidenciado quando analisamos o0s
resultados obtidos das condicGes do solo antes e depois da aplicacdo dos condicionantes que
favorecem o desenvolvimento e fisiologia das plantas refletida nos resultados da concentracéo de

cumarinas.

Tabela 7. Valores de referéncia utilizados como limites maximos de contaminantes admitidos em compostos
organicos.

Elemento Limite (mg/kg de matéria seca)? Amostra **
Arsénio 20 <1,0
Cadmio 0,7 2,3
Cobre 70 477,3
Niquel 25 59
Chumbo 45 2,0
Zinco 200 500,2
Mercdrio 0,4 <0,1
Cromo (total) 70 9,9
Coliformes Termotolerantes (nlimero 1.000 1500

mais provavel por grama de matéria
seca - NMP/g de MS)

Ovos viaveis de helmintos (numero 1 0,21
por quatro gramas de solidos totais - n°

em 4gST)

Salmonella sp Auséncia Auséncia

Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

L A cultura e comercializacdo dos produtos organicos no Brasil foram aprovadas pela Lei 10.831, de 23 de dezembro
de 2003. Sua regulamentagdo, no entanto, ocorreu apenas em 27 de dezembro de 2007 com a publicacdo do Decreto
N° 6.323.

2 ANEXO VII da lei

3 Laudo emitido pelo Instituto de Pesquisas Ambientais e Tecnoldgicas — IPAT Laboratdrio de Andlises de Solos,
Corretivos e Fertilizantes N°: 198/2015 e Instituto de Alimentos — IALI Laboratério de Analises Fisico-Quimicas de
Alimentos Relatorio N°: 102532 / 2015.

* Métodos Analiticos: Espectroscopia de Emissdo ICP-OES e Absorcdo Atdmica - VF
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A disponibilizagdo de nutrientes absorviveis pela planta originada da matéria organica s
é possivel apds sua mineralizacdo e para que isso ocorra ha de se considerar fatores como a
composicdo da matéria organica, temperatura, umidade, aeracdo, teor dos nutrientes, pH,
microrganismos e manejo do solo (POTTKER, TEDESCO,1979; PARENTONI; FRANCA,;
BAHIA FILHO, 1988;).

Figura 13. A producdo de matéria seca de folhas de M. glomerata colhidas aos 100 dias ndo diferiram entre os
tratamentos convencional e organico.
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A diferenca ndo foi significativa pelo teste t (p=0,05)

Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

O método desenvolvido para analises comparativas dos tratamentos exibiu parametros
analiticos adequados e validados, conseguindo quantificar o principal composto marcador, a
cumarina, encontrado nos dois tratamentos, convencional e orgénico ao qual M. glomerata foi
cultivada. A avaliacdo dos sistemas de cultivo com diferentes tipos de adubacdo mostrou que a
adubacdo orgénica com a cama-e-avidrio decomposta é mais interessante no cultivo de M.
glomerata quando considerarmos a producdo média de cumarina. Observa-se na tabela 8 que foi
produzindo o dobro deste composto nas plantas cultivadas em sistema de cultivo organico quando
comparado com o sistema de cultivo convencional, demonstrando que sua utilizacdo no cultivo
desta espécie é recomendada, pois além de possuir um custo baixo é um produto organico de

baixo impacto ambiental fato esse ressaltado por Carollo (2008).
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Figura 14. A produgdo de cumarina de folhas de M. glomerata colhidas aos 100 dias diferiram significativamente
(p<0,001) entre os tratamento convencional e organico.

20000

15000 |

Cumarina

10000 —I—

05000

00000

T T
Convencional Organico
A diferenca foi significativa pelo teste t (p=0,001) Trat

Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

Tabela 8. Concentracdo média de cumarina em g/kg folha de M. glomerata observada nos tratamentos producéo
convencional e produgdo organica.

Trat. N Média* Desvio Padrdo Erro padrdo da média
Cumarina conv. 17 0,0650 0,03441183 0,00834609
g/kg folha org. 13 0,1258 0,01806777 0,00501110

*A diferenca foi significativa pelo teste t (p<0,001) para Igualdade de Médias.
Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

Tabela 9. Matéria Seca (MS) média em g de folhas de M. glomerata observada nos tratamentos produgdo
convencional e produgdo organica.

Trat. N Média* Desvio Padrao Erro padrdo da média
MS_folha conv. 20 66,5870 19,3317603 4,3227130
org. 15 66,3223 21,4927785 5,5494115

*A diferenca ndo foi significativa pelo teste t (p>0,05) para Igualdade de Médias.
Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

A adubacdo quimica realizada no presente estudo com o guaco (M. glomerata) foi
benéfica para a variavel matéria seca uma vez que ndo se observou diferenca entre as médias no
sistema de cultivo convencional e organico. Pereira et al. (1996) relatam que a aplicagdo de
nitrogénio mineral, 60 g de sulfato de aménio, 250 g de superfosfato simples e 20 g de cloreto de
potassio por planta, resultou no aumento da producéo de fitomassa em torno de seis vezes em

relacdo a testemunha sem adubac&o.



75

A biossintese de cumarina, o metabdlito secundario marcador em M. glomerata, é
regulada geneticamente, mas influenciada por fatores ambientais, origem geogréfica e a
sazonalidade sdo fatores importantes para a obtencéo dos niveis desejados de cumarina em guaco
(CASTRO et al., 2006; BERTOLUCCI, et al., 2013; PASSARI, SCARMINIO, BRUNS, 2014).
A adubacdo orgéanica é o fator que atuou de forma significativa (P<0,05) no metabolismo
influenciando no acumulo deste composto nas folhas. Ferreira (2003) ressalta essa influéncia na
producdo de principios ativos de Catharanthus roseus (L.) G. tanto na quantidade quanto na
qualidade dos principios ativos produzidos por esta espécie.

O aumento da concentracdo de cumarina esta relacionado com o uso do adubo orgénico
e esta de acordo com o observado por Pereira et al. (1998), mas para a variavel “Matéria Seca”,
os resultados sdo divergentes. Em nossos resultados nao se observou 0 aumento significativo de
matéria seca em folhas quando comparamos o tratamento organico versus convencional, 0s
autores acima citados afirmam que o uso de fertilizante organico aumenta a matéria seca em
caules mais do que em folhas quando comparado com o uso de fertilizantes inorganicos.

Os resultados observados sobre a producdo de 1,2H-benzopirano nas folhas de M.
glomerata colhidas em janeiro e cultivadas no verdo foram determinadas em plantas cultivadas
em um ciclo de aproximadamente 100 dias a contar do transplante do viveiro para o local
definitivo. Segundo Castro et al. (2003; 2006) e Gasparetto et al. (2010) plantas jovens de até 100
dias de idade produzem duas vezes mais cumarinas que plantas adultas.

Pereira (1997) recomenda que a colheita de M. glomerata na regido de Ribeirdo preto/SP
seja feita no més de janeiro, uma vez que neste periodo o teor de cumarinas nesta planta é
elevado e a0 mesmo tempo nesta época ha intensa emissdo de folhas as quais sintetizam
quantidades significativas de cumarina.

H& uma relacdo entre intensidade de luz e producdo de metabdlitos secundarios, pois
todas as substancias produzidas pelas plantas estdo envolvidas com o metabolismo primario da
fotossintese, 0 que causa consequentemente, alteracdes anatémicas, fisioldgicas e quimicas. Os
componentes quimicos associados a acdo terapéutica das plantas medicinais sé@o produtos do
metabolismo secundarios provenientes de compostos desviados da fotossintese e da respiracao,
especificamente da glicose e do ciclo de Krebs, relacionados & adaptacéo ou resposta da planta ao
meio 0 que pode ser interpretado como um mecanismo de defesa contra fatores bidticos e

abioticos e o processo de sintese destes compostos bioativos € originado de uma série de
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substancias principalmente relacionado ao grupo dos terpenos, compostos fendlicos e alcaloides
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

Terpenos sdo obtidos através do acido mevaldonico ou pela via do piruvato e 3-
fosfoglicerato. Ja os compostos fendlicos, sdo formados pela via do acido chiquimico e o &cido
mevaldnico, enquanto que os alcaloides s&o derivados dos aminoacidos alifaticos e aromaticos
via 4cido chiquimico tal como a cumarina (ALVES, 2001; CZELUSNIAK, et al. 2012; PEREZ;
NERY, 2014).

O teor de 1,2H-benzopirano observado no presente trabalho apresenta resultados
significativos com relacdo aos tratamentos e isso também se deve & intensidade de luz associado a
maior produgao em pleno sol no qual o presente experimento foi conduzido.

Importantes variacGes de cumarina sdo encontradas dependendo do érgéo, sendo que em
M. glomerata os maiores teores deste metabélito séo observados em folhas jovens (5,20 mg.g™ de
matéria seca), seguidos por flores (1,04 mg.g™ de matéria seca), caules (1,05 mg.g™ de matéria
seca) e raizes (0,11 mg.g™ de matéria seca) em trabalho desenvolvido por Castro et al. (2006).
Estes estudos referendam a escolha de determinar a producdo de cumarinas somente nas folhas de
M. glomerata e pelo fato deste ser o principal farmacdgeno relatado nas bibliografias pertinentes.
Além disso, Castro et al. (2006) ainda resaltam que as maiores concentra¢cdes de cumarina foram
observadas em partes superiores da planta, o que indica a relagdo com o crescimento e processo
de desenvolvimento do guaco, periodo esse quando ocorre maior acumulo de cumarina.

No presente trabalho a quantidade aplicada de matéria organica foi definida em funcéo
da necessidade identificada pela analise do solo e estdo de acordo com o observado por Favero et
al. (2014), que M. glomerata Sprengel apresenta maior teor de cumarina em folhas jovens de com
a incorporagdo de 12 tha™ de adubo organico (humus) no substrato de cultivo. Os mesmos
autores ainda relatam que valores superiores a esta dose acarreta reducdo desse composto
bioativo. Para Kahkonen et al. (1999) a producdo de biomassa das folhas de M. glomerata
cultivadas com adicéo de adubo organico foram superiores a biomassa obtida no tratamento sem
qualquer adicdo de adubos. Ja Rebelo et al. (2009) relatam que a adicdo de adubo orgénico
aumenta a producdo de biomassa da planta, mas ndo altera significativamente a producgéo de
cumarina, acido o-cumarico e compostos fenolicos pela M. glomerata, chegando a 37% a mais de
producdo para o tratamento com 76 g de adubacdo por planta, sugerindo desta forma, a

produtividade positiva pela pratica agroecoldgica. Os valores de cumarina e cido o-cumarico séo
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semelhantes aos encontrados em extratos fluidos de guaco produzido a partir de cultivo
convencional em trabalhos realizados por Osério e Martins (2004) e Santos (2005).

As pequenas alteracGes na produtividade, mesmo que ndo significativas, e no teor de
cumarinas, estdo relacionadas ao aporte nutricional fornecido as plantas nos dois sistemas de
cultivo do M. glomerata. Castro et al. (2003) afirmam que as técnicas de cultivo selecionadas
para sistemas de producédo de espécies medicinais devem promover o aumento de biomassa sem
comprometer o valor terapéutico da planta.

Apesar do rendimento de principio(s) ativo(s) muitas vezes ndo acompanhar o de
matéria vegetal ou ao contrario, o rendimento de principio(s) ativo(s) ser superior ao da matéria
vegetal, como ocorrido no presente estudo, 0s nutrientes representam um papel determinante na
sintese de compostos bioativos conforme relatos de Furtini Neto e Tokura (2005), Ming (1998).

Contudo, a resposta ao estimulo é dependente de fatores genéticos, fisioldgicos e fitotécnicos.

5.3 AVALIACAO BIOLOGICA

As plantas, em funcdo da diversidade quimica de metabolitos secundarios que
apresentam podem ser comparadas com um frasco de remédio contendo diversos medicamentos
juntos e substancias quimicas que em principio podem ser consideradas terapéuticas podem em
outras circunstancias causar efeitos indesejados quando sdo empregadas altas doses (CORREA;
BATISTA; QUINTAS, 2001).

As cumarinas sdo compostos de ocorréncia natural e amplamente distribuidas no reino
vegetal possuindo propriedades farmacoldgicas importantes como a inibicdo do estresse
oxidativo e a partir destas descobertas ja foram sintetizados compostos cumarinicos devido as
suas potentes atividades antioxidantes sendo testados seus efeitos em linfocitos humanos tendo
como base o teste de cometa e o teste de microntcleos (MAISTRO et al., 2015).

Os compostos cumarinicos sdo amplamente utilizados como produtos farmacéuticos e
como aditivos para alimentos, perfumes e cosméticos (O'KENNEDY e THORNES, 1998).

A cumarina esta presente em grande nimero de plantas medicinais e componentes de
especiarias das quais constituem o principio ativo que, embora apresentem efeito medicinal,

tambem possuem relevancia toxicologica (COHEN, 1979).
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O presente estudo avaliou os efeitos do extrato de M. glomerata cultivada em diferentes
sistemas de producdo, convencional e organica, sobre pardmetros toxicogenéticos em células
sanguineas tratadas com trés diferentes concentracdes do extrato em diferentes tempos de
exposicao para verificar a genotoxicidade.

Inicialmente foi observado que 2 horas de exposicdo ao extrato de M. glomerata em
diferentes concentracbes e formas de cultivo (convencional ou organico) ndo diferiram
significativamente, apresentando o mesmo nivel de dano que o grupo CN (Figura 1). Por outro
lado, ap6s 6 horas de exposicdo, a maior concentracdo do extrato da planta cultivada de forma
convencional (Conv C3) mostrou que os niveis de danos ao DNA aumentaram significativamente
em relagdo ao grupo controle (CN), ao grupo exposto por 2 horas na mesma concentragdo (Conv
C3) e ao grupo exposto a0 mesmo tempo na concentracdo 1 (Conv C1) do extrato convencional
(p < 0,05, Figura 1).

Observa-se ainda que o nivel de dano ao DNA na concentragdo ORG C3 (com a maior
concentracdo de cumarina de todos os extratos brutos) apresentou menor dano ao DNA que a
concentracdo convencional C3, mas com diferenca significativa somente em relacdo ao controle
negativo. Essa observacdo pode estar relacionada aos aditivos quimicos usados no processo de
producdo (xenobidticos). Mesmo que ndo se tenham feito os testes especificos para investigacdo
desta resposta, em funcdo da complexidade de compostos quimicos presentes nos agrotoxicos
comerciais (FALCK et al., 1999), ha relatos cientificos que o uso de agrotéxicos aumente o0
nivel de danos ao DNA como os relatados por Koifman e Hatagima (2003).

Todas as formulacBes dos agrotoxicos sdo complexas misturas de ingredientes
ativos com VAarios outros componentes, tais como solventes, agentes umidificantes e/ou
emulsificantes e aditivos quimicos. Além disso, € comum o agricultor misturar diferentes
formulacg@es utilizadas em combinacdes variadas dependendo da praga, da época do ano e do
tipo de cultura, tornando a exposicdo de alto risco, e o biomonitoramento de compostos
especificos para a avaliacdo da exposicdo muito dificil. Os possiveis efeitos toxicos de tais
exposi¢coes complexas ainda sdo desconhecidos pela ciéncia e as informagdes da toxicidade
relacionada apenas aos principios ativos ndo sao suficientes para avaliar o risco dos efeitos
adversos dos agrotoxicos a saude (FALCK et al., 1999).

Scarpato et al. (1996) descrevem que em relacdo a genotoxicidade, a determinacdo

das alteracOes citogenéticas nos individuos expostos aos agrotoxicos pode ser utilizada como
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marcador precoce de efeito bioldgico, fornecendo um panorama da exposi¢cdo genotoxica
pelos agrotdxicos no ambiente de trabalho. Koifman e Hatagima (2003) relatam que o céncer,
por exemplo, é causado por fatores externos e internos e que ambos se inter-relacionam. Os
fatores externos se referem as exposicdes ambientais dos individuos enquanto os internos sédo
geneticamente determinados e estdo relacionados a capacidade individual de se defender das
agressdes externas na maioria das vezes. Esses fatores causais podem interagir de varias
formas, aumentando a probabilidade de transformacdes malignas nas células normais.

As cumarinas apresentam acdo significativa no tratamento do cancer de proéstata,
carcinoma de células renais e leucemia, além de eficazes na redugdo dos efeitos colaterais
causados pela radioterapia (FINN et al., 2002; LOPRINZI et al., 1999) assim como outros
derivados de cumarina como furanocumarinas, piranocumarinas, isoflavonas, benzopironas
também apresentam papel significativo no tratamento de cancer (ROHINI e SRIKUMAR, 2014).
De fato, Rohini e Srikumar (2014) observaram que as cumarinas como a warfarina 4-
hidroxicumarina indicada para melanoma maligno, as piranocumarinas para o tratamento de
carcinoma renal e as piranocumarinas para o cancer de préstata. Além disso, a cumarina e 7-
hidroxicumarina sdo indicadas para o tratamento de leucemia, as benzopironas para o cancer de
mama, os psoralenos no tratamento de carcinoma cervical e em distdrbios da pele como micoses,
psoriase e vitiligo e a warfarina como anticoagulante, além da atividade fisioldgica,
bacteriostatica e antitumoral aparecem novas aplicacdes terapéuticas que inclui reducdo da
propagacdo e prevencdo da doenca, modulacdo do crescimento, efeitos antioxidantes e
antitumorais.

Koifman e Hatagima (2003) observam que a repetibilidade de tais observacoes
referentes a este modelo de tratamento estd documentada de forma marcante no
desenvolvimento do cancer em diversos tecidos, que acabou por transformar num modelo a
ser seguido, acarretando a necessidade de aborda-lo na andlise de qualquer agente
cancerigeno potencial, como € o caso dos agrotoxicos.

A exposicdo aos agrotoxicos € também uma das condi¢Bes potencialmente
associadas ao desenvolvimento do cancer, por sua possivel atuagdo como iniciadores, ou seja,
substancias capazes de alterar o DNA de uma célula e, talvez, originar o tumor e/ou
promotores tumorais como substancias que estimulam a célula alterada a se multiplicar
(KOIFMAN; HATAGIMA, 2003).
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Em seguida, foram avaliados os efeitos do extrato em 24 horas de exposi¢do. Observou-
se aumento significativo de danos ao DNA no grupo controle quando comparado com 0s grupos
controles de 2 e 6 horas (p < 0,05). Alem disso, a concentracdo 2 e 3 do extrato da planta
cultivada de forma organica diminuiu os danos ao DNA quando comparado com o controle
negativo no mesmo tempo de exposi¢éo (p < 0,05, Figura 15).

Estas observagdes estdo relacionadas a uma deterioracdo natural da estrutura do DNA ao
longo do tempo (CN nos diferentes tempos de exposicdo), mas também se pode observar uma
reducdo significativa no nivel de dano ao DNA do extrato Org C2 e Org C3 quando comparado
com o CN e este efeito estd relacionada a maior concentracdo de cumarina presente nestes
extratos e ao seu potencial reparador de dano.

As alteracdes de DNA podem levar a mutacdo na célula somatica acarretando prejuizo
maior para o préprio individuo, pois as mutacdes podem atingir células em divisdo podendo
causar mosaicismo, que consiste na presenca de dois ou mais cariétipos diferentes, em um
mesmo individuo ou tecido, devido a existéncia de duas ou mais linhagens celulares derivadas de
um mesmo zigoto, sendo que o grau desse ultimo dependera do periodo de desenvolvimento em
que as mutacbes ocorreram (BURNS; BOTTINO, 1991; BORGES-OSORIO; ROBINSON,
2001).

Esta constatacdo do potencial reparador de dano é relatada na bibliografia e um exemplo
foi o trabalho desenvolvido por Maistro et al. (2015) onde determinaram os efeitos citotoxicos,
mutagénicos e genotdxicos in vitro de trés concentragdes ( 2, 8 e 32 pg/mL) derivadas de
cumarina a 6,7-dihidroxicumarina e a 4-methylesculetin, avaliadas nos ensaios cometa e teste de
micronucleos. No teste de Ames, as 5 concentracfes testadas foram 62,5, 125, 250, 500 e 750
ug/placa, sendo que os grupos de controle positivo usando metil metano-sulfonato (MMS) e
negativo usando-se dimetilsulfoxido (DMSO), também foram incluidos na anélise para efeito de
comparacdo e os resultados mostraram que 4-methylesculetin induziu maior citotoxicidade em
altas concentracdes do que 6,7-dihidroxicumarina, sendo que ambos 0s compostos ndo foram
mutagénicos no teste de Ames e ndo genotoxicos em linfécitos humanos cultivados.

Outro relato que reforca o papel reparador de danos ao DNA pela cumarina é o trabalho
de Rezaee et al. (2014) que avaliou os efeitos antigenotoxicos de trés cumarinas dietéticas
naturais a umbeliferona, herniarina e 7-isopenteniloxi no reparo de dano ao DNA de linfocitos

humanos com a ruptura de DNA induzida por H,O, (Perdxido de hidrogénio) medida com base


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maistro%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25424619
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na porcentagem de DNA na cauda, e os efeitos antigenotoxicos dos compostos testados, sendo 0s
mesmos comparados com o do acido ascorbico. Além disso, as cumarinas ndo mostraram
qualquer genotoxicidade em nenhuma das concentracGes avaliadas. Os tratamentos com
umbeliferona, herniarina e 7-isopenteniloxi levou a uma reducdo significativa na porcentagem de
DNA na cauda induzida por peroxido de hidrogénio (p <0,001) em todas as concentragdes. Os
autores ainda relatam que a estrutura quimica de 7-isopenteniloxi pode contribuir para a sua
melhor propriedade antigenotdxica, em comparagdo com umbeliferona.

Fedato e Maistro (2014) verificaram o potencial antigenotoxico no DNA induzido por
doxorrubicina (hidroxildaunorrubicina) de um derivado sintético de cumarina o 4-
Methylesculetin. O dano ao DNA foi induzido por doxorrubicina no sangue periférico, células do
figado, medula Ossea, células cerebrais e testiculares e avaliados em Teste cometa alcalino e
inducdo de micronucleos em células de medula Ossea. Ndo foram observadas diferencas
significativas nos grupos tratados com 4-Methylesculetin, indicando que a cumarina ndo possui
efeitos genotdxicos e citotoxicos. Adicionalmente a cumarina sintética demonstrou efeitos
protetores contra o dano do DNA induzido por doxorrubicina em todas as doses testadas e em
todos os tipos de células analisadas, que variaram de 34,1% a 93,3% no teste de cometas e 54,4%
a 65,9% no teste de micronucleos.

O presente estudo também utilizou o Teste cometa para comparar 0s niveis de danos ao
DNA do grupo exposto ao extrato total liofilizado de M. glomerata cultivada de forma
convencional e organica considerando a mesma concentracdo de cumarina (0,525 mg)
preconizada pela ANVISA. A figura 15 mostra que no grupo exposto por 6 horas ao extrato de
M. glomerata cultivada de forma convencional houve aumento dos niveis de danos ao DNA
quando comparado com 2 horas de exposicdo ao mesmo extrato (p < 0,05). Além disso,
observou-se que 24 horas de exposicdo ao extrato organico foi capaz de reduzir dano ao DNA
quando comparado com 6 horas de exposi¢do ao mesmo extrato (p < 0,05) conforme relatado por
Maistro et al. (2015), Rezaee et al. (2014) e Fedato e Maistro (2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maistro%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25424619
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Figura 15. Percentual (%) de danos ao DNA (Tail Intensity) em fungdo da concentracdo de cumarina e tempo de
exposicao (h) do extrato bruto de M. glomerata Spren.
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Dados expressos em média + desvio padréo.
Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.
a- p< 0,05, quando comparado com a mesma concentragdo do composto em 2 horas de exposicao.
d- p< 0,05, quando comparado com o controle negativo no mesmo tempo de exposicao;
f- p<0,05, quando comparado com o mesmo extrato na concentragdo 1 no mesmo tempo de exposicao.

Figura 16. Percentual (%) de danos (Tail Intensity) ao DNA em funcdo do peso de extrato bruto e tempo de
exposicdo (h) do de M. glomerata Spreng
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Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

a- p< 0,05, quando comparado com 2 horas de exposi¢cdo ao mesmo extrato;
b- p< 0,05, quando comparado com 6 horas de exposicdo ao mesmo extrato;

A figura 17 mostra ainda a viabilidade celular em todos os grupos analisados e, se pode
observar que ndo houve diferenca significativa entre os grupos de células sanguineas expostas as

diferentes concentracfes e aos diferentes modelos de produgdo indicando que a metodologia
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desenvolvida e aplicada garante a integridade das células sem comprometer os resultados e o
papel dos extratos.

Cabe ainda ressaltar que mesmo sendo observado o papel reparador de danos nao se
descartam os relatos do efeito toxico da cumarina e este potencial é descrito por Freitas (2006) ao
afirmar que o uso excessivo de cumarina possui efeito toxico sendo desaconselhavel o uso para
criangas com idade inferior a um ano e mulheres no periodo gestacional e o uso prolongado pode

provocar acidentes hemorragicos pelo antagonismo a vitamina K.

Figura 17. Percentual (%) de viabilidade celular em funcdo da concentragdo de cumarina e tempo de exposi¢éo (h)
do extrato bruto de M. glomerata Spreng.
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Dados expressos em média + desvio padrao.
Fonte: Dados obtidos pela pesquisa.

O uso de agrotdxicos nas ultimas décadas aumentou em nivel global, o que representa
um risco potencial em seres humanos para diversas doencas entre elas o cancer. O esforco
cientifico voltado para a compreensdo dos mecanismos toxicologicos envolvidos na associagdo
entre a exposicdo aos agrotoxicos e o desenvolvimento de cancer, particularmente quanto a
plausibilidade biologica desta associa¢do é muito grande (ACQUAVELLA et al., 2003).

As técnicas de pesquisa basica na detecgdo da genotoxicidade dos agrotoxicos sdo
baseadas no Teste cometa ou no teste de micronicleos, com o objetivo de avaliar alteracdes que
precedem o desenvolvimento do cancer (GROVER et al., 2003; RAMIREZ; CUENCA, 2001).

Concomitantemente a essas técnicas adotaram-se propostas para o controle da exposi¢cdo aos
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agrotoxicos, como medidas voltadas para a prevencdo de alguns tumores potencialmente
associados a exposicdo aos agrotoxicos (MCDUFFIE et al., 2002). Entre as medidas de controle,
encontra-se a verificagdo da contaminacdo de alimentos por substancias como 0s agrotoxicos,
embora sua associacdo com o cancer necessite de mais estudos (FATTORE; FANELLI; LA
VACCHIA, 2002).

O desenvolvimento de novas técnicas citogenéticas e de biologia molecular nas
ultimas décadas aumentou a hipotese que associa 0 processo da carcinogénese a exposicdo aos
agrotéxicos. Tais técnicas possibilitaram o monitoramento dos danos ao DNA (ensaios do
cometa e de micronucleo) e a analise molecular (PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase) de
polimorfismos genéticos envolvidos na metabolizacdo de agentes xenobidticos e reparo do
DNA, possibilitando a identificacdo de diferentes padrdes de suscetibilidade frente a
exposicoes aos agrotdxicos (KOIFMAN; HATAGIMA, 2003).

Em estudo para determinar a prevaléncia de micronucleos em trabalhadores agricolas
expostos a agrotoxicos, Pacheco e Hackel (2002) observaram uma frequéncia duas vezes maior
de micronucleo em trabalhadores do municipio de Passo Fundo - RS com exposicdo direta aos
agrotoxicos do que em populagdes controle.

Em relacdo a ingestdo de alimentos contaminados com agrotdxicos na dieta humana,
supde-se mesmo contendo baixas doses de residuos de agrotoxicos causam alteracdo nuclear
frequentemente associada ao desenvolvimento céncer. E a bioacumulacdo de agrotoxicos
persistentes associado ao consumo da carne na cadeia alimentar acarreta riscos, bem como a
contaminacdo de frutas, legumes e verduras no Brasil que também pode acarretar a ingestdo de
residuos de agrotoxicos (ARAUJO; NOGUEIRA; AUGUSTO, 2000; CALDAS; SOUZA, 2000;
RICHTER; CHLAMTAC, 2002; ENGEL et al., 2005; SHAKEEL et al., 2010).
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6 CONCLUSAO

De acordo como foi conduzido o estudo conclui-se que gerou a presente tese:

Os tratamentos convencional e organico com os quais M. glomerata Spreng. foi
conduzida ndo apresentaram diferenca significativa na producdo de Matéria seca de
folhas colhidas aos 100 dias de cultivo, mas quando comparadas as concentracdes
de cumarina se observou que o sistema de cultivo organico apresentou o dobro da
concentragdo de cumarina sendo significativamente mais produtivo que o sistema
convencional,

As analises em CLAE para determinacdo e quantificagdo de cumarina seguiram 0s
parametros estabelecidos pela legislacdo vigentes e comprovam da diferenca
significativa de concentracdo deste marcador nos diferentes sistemas de cultivo;

A cumarina foi isolada por cromatografia em coluna de ambos os cultivos que
comprovou o doseamento estava correto para este marcador via CLAE e as analises
de espectro de RMN das amostras, orgéanica e convencional, confirmam a estrutura
quimica comprovando tratar-se da mesma molécula de cumarina (1,2-benzopirona);
Quanto a acdo genotdxica o grupo de células exposto por 6 horas ao extrato de M.
glomerata cultivada de forma convencional aumentou os niveis de danos ao DNA
guando comparado com 2 horas de exposicdo ao mesmo extrato. Também
observou-se que 24 horas de exposicao foi capaz de reduzir dano ao DNA quando
comparado com 6 horas de exposicdo a0 mesmo extrato demonstrando a acao
reparadora dos danos pela cumarina;

N&o houve diferenca significativa entre o grupo de células expostas ao extrato da
planta cultivada de forma orgénica nos diferentes tempos de exposi¢do, porém
diferiram significativamente do grupo de células expostas ao extrato da planta
cultivada de forma convencional quando comparado dentro de 6 horas exposicéo.

A cumarina (1,2-benzopirona) ndo apresentou genotoxicidade nas células
sanguineas, mas evidenciou uma acdo reparadora nos danos quando comparado o
nivel de danos no tempo de exposicdo de 24h com o tempo de 6 horas de

exposicao.
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