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RESUMO

NUNES, Aline. Altas dilui¢des dinamizadas na germinacéo, crescimento e producéo de
compostos fenodlicos de Hypericum perforatum. 2019. 89p. Dissertacdo (Mestrado em
Producédo Vegetal) — Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC, Centro de Ciéncias
Agroveterinarias — CAV. Programa de Pds-graduacdo em Producdo Vegetal, Lages, 2019.

Hypericum perforatum é utilizado como planta medicinal, principalmente, para tratamento de
depressdo leve e moderada. A espécie tornou-se alvo de inimeros estudos dado possuir
compostos biologicamente ativos. Nativa da Europa, possui dificuldade de estabelecimento no
Brasil, pois ndo atinge porte adequado e nédo floresce. As sementes apresentam dorméncia
enddgena e exdgena, e seu cultivo exigem praticas especificas. A utilizacdo de preparados em
altas dilui¢bes dinamizadas, homeopatias, apresentam a caracteristica de ndo serem toxicos e
nem residuais as plantas, ao meio ambiente e ao homem. O objetivo da pesquisa foi avaliar os
efeitos das altas diluicdes dinamizadas na germinacgéo, crescimento e producdo dos compostos
fendlicos de Hypericum perforatum. No experimento de germinagdo, foram realizados testes
de temperatura (20, 25 e 30 °C), ensaios com preparados homeopaticos de Silicea terra, Natrum
muriaticum, Phosphorus e Kali carbonicum, nas diluigdes centesimais hahnemannianas 6, 12,
20 e 30CH. Atributos de desenvolvimento das plantas foram avaliados em dois experimentos
nas épocas de plantio primavera e verdo. O delineamento foi completamente casualizado com
5 tratamentos, 12 repeticfes, com 48 plantas por tratamento. Os experimentos foram iniciados
em sala climatizada e, posteriormente, transplantados em vaso e levados a casa de vegetagéo.
A aplicacdo dos preparados homeopaticos foi realizada semanalmente. Com a coleta de material
realizada aos 4 meses foi realizada contagem de glandulas escuras na face abaxial nas folhas,
sendo 5 folhas por planta, totalizando 240 folhas por tratamento. O material remanescente foi
seco em estufa para a preparacdo do extrato hidroalcodlico das folhas. Com a escolha dos
tratamentos Silicea terra e controle submeteu-se o extrato a evapotranspiracao para realizacédo
posterior da analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para os testes de
germinacdo avaliou-se a porcentagem de germinacéo, indice de Velocidade de Germinacéo,
Tempo Médio de Germinacdo e plantulas viaveis com cotilédones. As variaveis do cultivo
foram altura do principal ramo, altura final, comprimento da raiz principal, nimero de
ramificacOes, massa fresca e massa seca. As glandulas escuras nas folhas foram avaliadas por
meio de contagem com auxilio de microscopio estereoscopico. Nas analises HPLC,
determinou-se a comparacédo do perfil de compostos fendlicos entre os diferentes tratamentos.
Dados foram submetidos & anélise estatistica com o auxilio do ambiente R, considerando o nivel
de 5% de significancia. Verificou-se que 25 °C é a temperatura adequada para germinacao das
sementes. A utilizacdo de Kali carbonicum aumenta em 8% a taxa germinativa e a variacdo das
centesimais hahnemannianas possuem efeito ondulatorio sobre as sementes da espécie. Numero
de ramificag0es, altura e rendimento de biomassa foram maiores quando iniciado cultivo na
primavera. Para o crescimento semanal, na primavera os preparados homeopaticos ndo atuaram
sobre a altura das plantas, mas Natrum muriaticum, Kali carbonicum e Phosphorus foram
eficientes no cultivo de verdo. Nao houve incremento nas glandulas escuras com os preparados
homeopéticos, assim como, ndo houve maior producdo dos fenolicos, sendo que a época de
cultivo influiu maiores resultados sobre ambas as variaveis. A homeopatia tem se mostrado
como instrumento eficiente no manejo de plantas medicinais.

Palavras-chave: plantas medicinais, Erva-de-Sdo-Jodo, preparados homeopaticos,
homeopatia.






ABSTRACT

NUNES, Aline. Dynamized High dilutions in the germination, growth and production of
phenolic compounds of Hypericum perforatum. 2019. 89p. Dissertation (Master’s Degree in
Plant Science) — Santa Catarina State University — UDESC, Center of Agroveterinarian Science
— CAV. Postgraduete Program in Plant Science, Lages, 2019.

Hypericum perforatum is used as a medicinal plant, mainly for the treatment of mild and
moderate depression. The species has become the target of numerous studies due to biologically
active compounds. It is native from Europe and its cultivation in Brazil present difficulties on
growing and flourish. The seeds have endogenous and exogenous dormancy, which need
particular treatment. Dynamized high dilution preparations are suitable to use because are non-
toxic to plants, environment and human being as well. The objective of the research was to
evaluate the effects of dynamized high dilutions on the germination, growth and production of
the phenolic compounds of Hypericum perforatum. Germination was testes at 20, 25 and 30 °C.
Homeopathic preparations of Silicea terra, Natrum muriaticum, Phosphorus and Kali
carbonicum, all at 6, 12, 20, and 30CH centesimal hahnemanniana dilution were performed.
Two distinct experiments were carried out in planting seasons o spring and summer. The design
was completely randomized with 5 treatments, 12 replicates, with 48 plants per treatment. The
experiments were started in an air-conditioned room and later transplanted in a pot and taken
to greenhouse. The application of homeopathic preparations was done weekly. Dark glands
were counted at 4th months on the abaxial face of the 5 leaves per plant, having 240 leaves per
treatment. The remaining material was dried in an oven for the preparation of the
hydroalcoholic extract of the leaves. With the choice of Silicea terra and control treatments the
extract was submitted to evapotranspiration for further analysis in high performance liquid
chromatography (HPLC). The germination was expressed by percentage, Speed Index, Time
and viable seedlings. The height of the main branch was weekly measured. At harvest, the
height of main branch, the length of main root, number of branches, fresh mass and dry mass
were assessed. Dark glands on the leaves were counted under microscopic stereoscopic. The
HPLC analysis was performed to compare the profile of phenolic compounds among the
different treatments. All data were analyzed with the aid of the R environment, considering the
5% level of significance. It has been found that 25 °C is the temperature suitable for seed
germination. Kali carbonicum increases the germination rate by 8% and the increase of
hahnemannian centesimals have an undulating effect on the seeds of the species. Number of
branches, height and yield of biomass were higher when the crop was started in the spring. The
homeopathic preparations did not act on the height of the plants at spring, but Natrum
muriaticum, Kali carbonicum and Phosphorus were efficient in the summer crop. There was
no increase in the dark glands with the homeopathic preparations and nor higher production of
the phenolics. The growing season influenced higher results on both variables. Homeopathy
has the potential to help cultivate herbs.

Key words: medicinal plants, St. John's Wort, homeopathic preparations, homeopathy.
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1 INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de plantas para fins medicinais acompanha a histéria da humanidade no
tratamento de inumeras enfermidades (FIRMO et al., 2011). No Brasil, a pratica de utilizar
plantas medicinais transpassa geragoes e se constitui em patrimonio cultural. Fernandes e Boff
(2017) demonstram que é frequente o uso de plantas medicinais em base ao receituario popular
transmitido vocalmente, mesmo em situacdo de casos agudos, que tem, teoricamente, maior
risco de vida. Esse conhecimento, denominado de medicina popular, é fonte inicial no
desenvolvimento de novos medicamentos farmacéuticos (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005; SANTOS; ROSITO, 2012). De acordo com Calixto (2005) mesmo com os diversos
avan¢os da medicina moderna nas ultimas décadas, estima-se que 25% a 30% dos farmacos
ainda sdo inspirados nas propriedades de plantas medicinais.

A planta medicinal, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é
considerada toda a planta ou partes desta que contenham substancias ou classes de substancias
responsaveis pela acdo terapéutica (BRASIL, 2010). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
relata que 80% da populacao dos paises em desenvolvimento fazem uso de praticas tradicionais
para manutencdo da salde, sendo que 85% utiliza plantas medicinais ou preparacdes destas
(ROSA; CAMARA; BERIA, 2011). A OMS ressalta a necessidade da valorizagao na utilizagio
destas plantas, tanto para uso de &mbito sanitario, como no cuidado integrativo da saide. A
procura pelas plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos no Sistema Unico de Salde
(SUS) teve crescimento de 161% entre 2013 e 2015 (BRASIL, 2016). Os fitoterapicos
destacam-se de forma significativa, também, no mercado global de medicamento,
movimentando cerca de US$ 21,7 bilhdes ao ano. No Brasil, estima-se que em média US$ 160
milhdes sdo movimentados por ano (CARVALHO et al., 2008). Além disso, plantas medicinais
sdo meios de fortalecimento das comunidades na interacdo entre familias que socializam
conhecimentos entre seus membros e as utilizam em processos de cura solidarios, tanto pelas
propriedades bioativas ou pelos simbolos do imaginario popular (FERNANDES; BOFF, 2017).

A maior énfase e demanda requerida das plantas pela medicina esta relacionada com os
principios ativos que sintetizam e armazenam durante seu crescimento (FARIAS et al., 2016).
Compostos bioativos encontram-se em diferentes combinacdes, cada qual com determinada
acao principal ao organismo enfermo (ANDERSON; CHANG; MCLAUGHLIN, 1998). De
acordo com Carlini et al. (2006), muitas plantas que foram ou estdo sendo estudadas, mostram

capacidade de atuar, também, em sintomas de comportamento, humor, pensamento e sensacdes,
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além dos fisicos, propriamente ditos. De acordo com Mueller et al. (2004), Hypericum
perforatum é um tipico exemplo desses efeitos pelo uso popular no tratamento as depressdes e
sua acdo comprovada na terapia das dores oriundas do sistema nervoso periférico.

As primeiras publicacdes sobre o uso de Hypericum no tratamento de enfermidades
datam o seculo Il a.C., sendo mencionadas por Dioscérides, Galeno e Plinio, a partir dos estudos
anteriormente realizados por Hipdcrates. Os relatos mostram ter sido 0 uso de uma espécie de
Hypericum, provavelmente H. perforatum, como cicatrizante, anti-inflamatorio e antisséptico
(ROBSON, 1977). A palavra Hypericum tém sua origem grega onde “Hyp” quer dizer acima e
“ericum”, imagem (ROBSON, 1977). As plantas desse género possuem conotacdo religiosa,
sendo utilizada para “por acima da figura”, acreditando-se assim, no afastamento de espiritos
malignos. Seus estames proeminentes sdo, também, destaque nas flores de Hypericum. O
género Hypericum é da familia botanica Hypericaceae, ordem Malpighiales e Classe
Magnoliopsida (COLE; HILGER; CARVALHO, 2016). Hypericaceae comporta,
aproximadamente, 500 espécies distribuidas nas regides temperadas e subtropicais (ROBSON,
2012; CRONQUIST, 1981). No Brasil, sdo encontradas 22 espécies, sendo que 19 destas sao
recorrentes no Rio Grande do Sul (BITTRICH et al., 2015). Espécies do género Hypericum
apresentam caracteristicas semelhantes com flores actinomorfas, hermafroditas, célice de 4 a 5
sépalas desiguais, imbricadas ou valvados. Corola hipdgina de 4 a 5 pétalas assimétricas,
amarelas, vermelhas ou alaranjadas. Tanto nas pétalas como nas sépalas apresentam glandulas
amarelas ou pretas. O género chama atencdo por exibir estames muito proeminentes e em
grande nimero (NOR, 2006).

Hypericum perforatum é a espécie do género Hypericum que apresenta as maiores
pesquisas sobre compostos ativos. O H. perforatum é uma planta herbacea perene, que esta
distribuida na Europa, Asia, norte da Africa e Estados Unidos (PENG; YUAN; YE, 2005;
DINIZ; ASTARITA; SANTAREM, 2007). E conhecido popularmente no Brasil como erva-de-
Sao0-Jodo, hipérico, orelha-de-gato, alecrim-bravo, arruda-de-Sao-Paulo, milfurada e arruda-do-
campo. Internacionalmente, a planta é conhecida como St. John’s Wort (BUFALO, 2007). O
tamanho médio do H. perforatum é de 60 cm, mas pode atingir até 1 m de altura. Apresenta
sementes bastante pequenas, alongadas e com extremidades arredondas. Quando estas sdo
expostas ao solo em temperaturas mais altas, germinam apos alguns dias (ARNCKEN, 2000;
BILIA; GALLORI; VINCIERI, 2002; ROSE, 2006). O caule é arredondado e apresenta duas
linhas longitudinais salientes, ereto e ramificado no topo. As folhas podem ser ovadas e lineares,
de 7 a 40 mm de comprimento, subcordatas, planas ou moderadamente revolutas, apresentando

consisténcia e superficie elasticas, com coloracdo verde-azulada, opaca e sem brilho
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(BOMBARDELLI; MORAZZONI, 1995; ARNCKEN, 2000; BILIA; GALLORI; VINCIERI,
2002) (Figura 1). No Brasil, por ndo florescer, o crescimento fica restrito a fase vegetativa, com
ramificacOes curtas eretas, mas que tornam-se prostradas a medida que avancam no ciclo
(Figura 1C).

Figura 1 — Haste mostrando formato arredondado do caule e disposicéo das folhas (B); Plantas
de Hypericum perforatum em campo nativo na Europa (A); H. perforatum em casa

de vegetacdo em Lages/SC (C).
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Fonte: (A, B) - FLORA-ON. Hypericum perforatum. Disponivel em: <http://flora-on.pt/#/0yd_5>. Acesso em 18
mai. 2018. (C) — Elaborado pelo autor, 2018.

Nas folhas encontram-se numerosas glandulas transparentes que secretam 6leo,
podendo formar uma camada incolor sobre as folhas (Figura 2A). Pontuagfes glandulares
podem variar de pretas a castanhas (BOMBARDELLI; MORAZZONI, 1995; ARNCKEN,
2000; BILIA; GALLORI; VINCIERI, 2002). A floracéo, prdpria no cultivo europeu, apresenta
flores de forma numerosa, com coloragdo amarelo-alaranjada, brilhante e dispostas em cimeiras
numa espécie de inflorescéncia paniculada composta. O célice e a corola sdo marcados por
pequenos pontos pretos, conhecido como hipericina (Figura 2B). As pétalas se apresentam em
namero de cinco, sendo oblongas e elipticas, assimétricas com presenca de pontuacgdes
glandulares de hipericina (COLETA, 2008; BILIA; GALLORI; VINCIERI, 2002). O periodo
de floracdo na Europa, acontece entre maio e outubro, com pico em junho (BOMBARDELLLI;
MORAZZONI, 1995).

A raiz do H. perforatum apresenta consisténcia lenhosa e resistente. Esta caracteristica

é percebida desde a plantula. A cor é amarelo-acastanhada, sendo que sua superficie é coberta
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de anéis com escamas e durante o crescimento a raiz muda de direcdo em vérias vezes
(ARNCKEN, 2000).

Figura 2 — Pétalas de Hypericum perforatum com glandulas escuras nas bordas (A); folha de H.

perforatum com glandulas transldcidas na face adaxial (B).

g
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Fonte: FLORA-ON. Hypericum perforatum. Disponivel em: <http://flora-on.pt/#/0yd_5>. Acesso em 18 mai.
2018.

Na literatura, ha relatos da presenca de aminoécidos, vitamina C, taninos, carotenoides,
cumarina, antraquinonas/naftodiantronas, derivados de floroglucinol, flavonoides, 0leos
volateis e xantonas (GREESON; SANFORD; MONTI, 2001; HUSSAIN; ANSARI; ARIF,
2009; RUSSO et al., 2013). No entanto, estudos recentes evidenciam que a espécie H.
perforatum apresenta uma substancia diferente, da qual poderia conter propriedades medicinais
ainda desconhecidas. Esta substancia esta presente nos pequenos pontos pretos presentes na
planta, que contém elevadas concentracdes de um pigmento vermelho, a hipericina (SNOW,
1996). De acordo com Mueller et al. (2004), estudos relacionados aos efeitos de hipericina ao
organismo, demonstram alta eficacia no tratamento de depresséo.

A acdo de hipericina demonstra que através de extratos organicos e aquosos de H.
perforatum os mesmos tém potencial antidepressivo equivalente aos farmacos convencionais,
sem apresentar os efeitos colaterais e nem efeito rebote (KASPER et al., 2010; RUSSO et al.,
2013). E relatada, também, no tratamento de depress&o unipolar leve e moderada (UZBAY et
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al., 2006). Szegedi et al. (2005) evidenciam que até mesmo em casos de depressdo grave a
planta tem se mostrado eficaz.

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude, o Brasil tem a maior taxa de pessoas
com depressdo da Ameérica Latina, correspondente a 5,8% da populacdo (WHO, 2017). Nessa
questdo, surge o abuso de prescricbes dos antidepressivos quimicos sintéticos
(benzodiazepinicos), sendo apontados como problema grave na saude publica do pais por
apresentar efeitos colaterais indesejaveis, causados tanto pela inespecificidade farmacoldgica
como pela superdosagem. Muitos desses antidepressivos tem seu registro suspenso dados 0s
efeitos colaterais (MORENO; MORENO; SOARES, 1999; WAGNER, 2015).

Mesmo conhecendo as caracteristicas fitoterapicas de Hypericum perforatum, a matéria-
prima que é comercializada e consumida no Brasil é importada de outros paises, pois a espécie
ndo obteve boa adaptacdo no pais. Estudos demonstram que a planta ndo atinge o porte
adequado, n&o floresce e ndo produz sementes (FARON et al., 2004). Conforme Popinigis
(1985) e Carvalho e Nakagawa (2012), fatores climaticos podem influenciar no momento da
germinacdo e crescimento, visto que estas necessitam, constantemente, de agua, oxigénio,
temperatura e luminosidade em niveis 6timos. Faron et al. (2004) e Alves et al. (2014) ressaltam
que devido a relevancia terapéutica dos compostos ativos de H. perforatum, € desejavel estudos
acerca da germinacdo e crescimento da planta, assim como, métodos que induzem a biossintese
e 0 acumulo de metabdlitos secundarios, principalmente, em relacdo a hipericina. No entanto,
é necessario a utilizacdo de produtos ndo residuais na planta, por se tratar de uma planta
medicinal segundo estabelece o Ministério da Salde em sua normativa IN n°® 4 de 2014
(BRASIL, 2014a). Nessa normativa consta que tratamentos em cultivos de plantas medicinais
ndo deve haver quaisquer tipos de substancias toxicas, ndo permitindo a utilizacdo de
agrotoxicos. Portanto, a inclusdo de terapéuticas ndo residuais faz-se necessaria para o cultivo
de espécies medicinais. Preparados em altas diluicdes dinamizadas — preparados homeopaticos
— na agricultura ndo deixam residuos quimicos e podem facilitar a quebra de dorméncia,
crescimento vegetativo e incremento de metabolitos secundarios (ESPINOZA, 2001; ROLIM
et al., 2006).

A terapéutica homeopaética foi proposta por Samuel Hahnemann em 1796 para a
medicina humana (HAHNEMANN, 2007). Posteriormente, levada a agricultura por Kolisko e
Kolisko em 1923, com base nos fundamentos de Hahnemann, em que se preconizava a
aplicacdo de preparados em altas diluicdes em espécies vegetais (KOLISKO; KOLISKO,
1978).
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A homeopatia € uma terapéutica ndo residual, amparada pela Instrugdo Normativa n® 17
de 2014 pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), para producéo
organica de vegetais e animais. E considerada uma tecnologia social por ser de baixo custo e
de facil aplicacdo, possibilitando o uso a todos os agricultores sem causar dependéncia a
unidade familiar agricola (CUPERTINO, 2008; BRASIL, 2014b). A utilizagdo de homeopatia
permite trazer equilibrio, harmonia e salde para todo o sistema, fornecendo um manejo
agroecologico e sustentdvel (ANDRADE; CASALI, 2011). Desse modo, a aplicacdo de
preparados homeopaticos possibilita o cultivo de plantas medicinais, atuando sobre o0s
processos bioldgicos e consequentemente sobre os metabolitos secundarios (BOFF, 2008;
CAPRA et al., 2014).

O objetivo da pesquisa de dissertacdo de mestrado foi avaliar o efeito de preparados em
altas dilui¢bes dinamizadas na germinacdo, crescimento e producao de compostos fendlicos da

planta medicinal Hypericum perforatum.
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2 CAPITULO 1 - VIABILIDADE NA GERMINACAO DE SEMENTES DE
HYPERICUM PERFORATUM L. SUBMETIDAS A
DIFERENTES TEMPERATURAS E TRATAMENTOS COM
ALTAS DILUICOES

2.1 RESUMO

A espécie Hypericum perforatum é utilizada como planta medicinal, principalmente, no
tratamento antidepressivo. Nativa da Europa, possui dificuldades quanto ao estabelecimento de
seu cultivo no Brasil, ndo atinge porte adequado, ndo floresce e assim ndo produz sementes.
Para producdo de mudas de H. perforatum é necessario estudar a temperatura e tratamentos
adequados que favorecam a germinacao das sementes. Por se tratar de uma espécie medicinal,
a utilizacdo de tratamentos nao residuais deve ser considerada, uma vez que residuos quimicos
podem alterar a eficiéncia terapéutica. Deste modo, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
da temperatura e de preparados em altas diluicdes dinamizadas na germinacdo de sementes de
Hypericum perforatum L. Realizou-se trés bioensaios em camaras de germinagdo, utilizando
delineamento experimental inteiramente casualizado. O primeiro consistiu em avaliar a
temperatura de 20, 25 e 30 °C, mantidas em escuro continuo, com 20 repeti¢fes de 50 sementes
cada parcela. No segundo, foram utilizados os preparados de Kali carbonicum, Natrum
muriaticum, Phosphorus e Silicea terra na 12CH (ordem de diluicdo centesimal
hahnemanniana). Foram utilizadas 4 repeticdes com 50 sementes cada. No terceiro
experimento, utilizou Kali carbonicum na 6, 12, 20, 30CH, com 50 sementes em cada das 4
repeticBes. Avaliou-se a porcentagem de germinacdo, indice de Velocidade de Germinagao
(IVG), Tempo Médio de Germinacdo (TMG) e plantulas viaveis com cotilédones. Os dados
foram analisados por meio do ambiente R, utilizando teste Tukey a 5% de significancia. A
temperatura de 25 °C proporcionou melhores resultados quanto a germinagéo, sendo 63% das
sementes. Sementes tratadas com Kali carbonicum mostraram maior velocidade e taxa
germinativa, aumentando em 8% em relac&o ao controle (70,75%). Kali carbonicum teve IVG
superior na poténcia 6CH, diferindo do 20CH, que apresentou TMG superior, mostrando atraso
na germinagdo. A utilizacdo de Kali carbonicum auxilia no aumento da taxa de germinagéo e
Tempo Médio de Germinacdo nas sementes de Hypericum perforatum L.
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2.3 INTRODUCAO

A espécie Hypericum perforatum L., conhecida como erva-de-sdo-jodo, tem sido
amplamente estudada e utilizada como fitoterapico no tratamento antidepressivo, antitumoral e
antioxidante (LINDE, 2009; MASKOVIC et al., 2011; RUSSO et al., 2013). Bonaterra et al.
(2017) relatam que H. perforatum apresenta acao citoprotetora, neurotrofica e anti-inflamatoria.
De acordo com Chiovatto et al. (2011), o uso de H. perforatum como fitoterapicos tem
proporcionado resultados superiores aos farmacos convencionais comumente receitados, tais
como a fluoxetina (cloridrato de fluoxetina).

Plantas de H. perforatum apresentam ocorréncia natural em regibes temperadas e
subtropicais. Crescem e se desenvolvem em solos pobres em nutrientes, arenosos, aridos e
rochosos (CRONQUIST, 1981; MOSSBERG; STENBERG, 2010). Entretanto, essa espécie
ndo tem se naturalizado no Brasil, pois ndo atinge o porte adequado, ndo floresce e ndo produz
sementes, 0 que requer medidas interventivas para seu cultivo (FARON et al., 2004). As
sementes de H. perforatum geram plantulas delicadas e sensiveis as mudancas climaticas e do
solo (ARNCKEN, 2000). De acordo com as Regras para Analise de Sementes (RAS) para
germinacdo das sementes da espécie, deve-se utilizar a temperatura de 20 °C ou alternadas de
20-30 °C (BRASIL, 2009). No entanto, as recomendacdes para superacdo de dorméncia de
sementes da espécie nao tém demonstrado resultados satisfatorios (FARON et al., 2004). A
temperatura € um dos fatores que apresentam grande influéncia tanto na porcentagem de
germinacdo quanto na determinacédo do vigor das plantulas (BEWLEY; BLACK, 1994).

A germinacdo das sementes e o0 crescimento de plantas de H. perforatum pode estar
associado a fatores ambientais, como temperatura, luminosidade e pela manipulagédo do
substrato (CAMPBELL, 1985). A adicédo de substancias como &cido sulfarico, acido cloridrico
e nitrato de potassio tem sido utilizado para incrementar a percentagem, velocidade e
uniformidade de germinacdo. Faron et al. (2004) avaliando a temperatura, nitrato de potassio e
fotoperiodo, observaram que mudancas em fotoperiodo e temperatura influenciam na
capacidade germinativa de H. perforatum. Fatores como a luminosidade e uso de substancias
para a quebra de dorméncia podem interferir no poder germinativo de sementes de plantas
medicinais em geral (SCALON et al., 2007). Melo, Bortolin e Silva (2016) verificaram que a
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas aumentam o potencial germinativo das sementes
da planta medicinal Aster squamatus. Estudo realizado por Amaro et al. (2012), para quebra de
dorméncia de sementes de manjericdo (Ocimum basilicum), relatam que dos tratamentos

utilizados, a pré-embebicdo a 10 °C por 4 dias resultou na germinacdo de 60% das sementes.
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Sementes do género Hypericum apresentam baixa capacidade germinativa, devido a
inibicdo quimica do exsudato presente na cépsula das sementes, causadores da dorméncia
endégena e exogena (MACCHIA; BENVENUTI; ANGELINI, 1983; CIRAK;
KEVSEROGLU; AJAN, 2007). Dessa maneira, o uso de facilitadores do processo germinativo,
tais como, temperatura ideal; tratamento adequado e ndo residual; e fotoperiodo tem sido
indicado para melhoria do arranque inicial e estabelecimento de plantulas (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

Para o cultivo de plantas medicinais, protocolos de multiplicacéo precisam ser seguidos
para garantir a integridade dos metabdlitos fitomedicinais. Dessa forma, a Instru¢do Normativa
n°® 4 do Ministério da Saude, proibe a utilizacdo de agrotéxicos para o cultivo de plantas
fitoterapicas (BRASIL, 2014a). A utilizacdo de praticas adequadas é necessaria no processo de
viabilizacao de plantulas por germinacdo de sementes, multiplicacdo de explantes e tratamento
fitossanitario (NUNES et al., 2018). Neste sentido, o uso de altas diluicdes dinamizadas traz a
perspectiva para um manejo de plantas medicinais de forma ndo residual, mantendo os atributos
fotoquimicos da planta (CAPRA, 2014). Considerado um recurso de facil implementacéo,
preparados em altas diluicGes dinamizadas sdo amplamente sustentados pela literatura, com
respostas positivas na performance fitoterapica de plantas medicinais (FONSECA; CASALLI;
CECON, 2006).

Altas diluicbes dinamizadas séo previstas na legislacdo da produgdo organica, pela
Instrucdo Normativa n°® 17 de 2014 pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2014b). Donadon et al. (2011), utilizando substdncias em altas dilui¢cbes para
germinacéo de sementes de rabanete (Raphanus sativus), comprovaram que o preparado Arnica
montana aumentou em 5,9% a germinacao quando comparado com a agua destilada. Barbosa
et al. (2012), avaliando o efeito de preparados homeopaticos sobre a germinacdo de brocolis
(Brassica oleracea var. italica), relatam que Phosphorus se mostrou eficiente para uma rapida
e regular germinacdo das sementes. Portanto, avaliar as condi¢cBes minimas de temperatura
associada a aplicacao de substancias em altas diluicdes que promovam a germinacéo rapida e
uniforme das sementes de H. perforatum é extremamente importante para que o cultivo desta
planta medicinal possa ser implementado a campo e expandido como um cultivo comercial para
gerar renda, principalmente para pequenos agricultores.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura, de preparados em altas
diluices dinamizadas e diferentes centesimais hahnemannianas na germinacao de sementes de

Hypericum perforatum (L.) em laboratorio.
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2.4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdério de Homeopatia e Satde Vegetal na
Estacdo Experimental da Empresa de Pesquisa e Extensdo Rural de Santa Catarina/EPAGRI —
Lages, no periodo de agosto de 2017 a janeiro de 2018. As sementes de Hypericum perforatum
utilizadas no teste de germinacgdo foram adquiridas na empresa Feltrin Sementes®. De acordo
com o fabricante a taxa de germinacéo das sementes é de 64%.

A pesquisa foi realizada em trés etapas distintas. Em cada uma delas, realizou-se dois
experimentos. Para todos os bioensaios utilizou-se delineamento inteiramente casualizado em
camaras de germinacdo Biochemical Oxigen Demand (BOD), com caixas de poliestireno
(Gerbox®) 11 x 11 cm, com capacidade para 250 ml, em escuro continuo. Optou-se por trabalhar
com escuro continuo pela falta de experimentos realizados desta maneira, possibilitando assim,
maior entendimento sobre o comportamento da espécie em relagdo a sua germinacdo. Para
instalacdo dos experimentos as sementes foram contadas e separadas com auxilio de pinca
entomoldgica.

A primeira etapa consistiu em determinar a temperatura ideal para germinacdo da
espécie (Temperatura); na segunda avaliou-se diferentes preparados homeopaticos (Altas
diluicbes dinamizadas); e na terceira testou-se diferentes diluicdes em centesimais

hahnemannianas (CH) do preparado homeopatico Kali carbonicum.

2.4.1 Temperatura

Foram utilizadas trés temperaturas: 20, 25 e 30 °C (FARON et al., 2004; RBG KEW,
2008) com 20 repeticdes de 50 sementes para cada Gerbox®, totalizando 1000 sementes por
temperatura. As sementes foram dispostas sobre papel Germitest®, e umedecidas utilizando
agua destilada na proporcdo de 2,5 vezes o peso (g) do papel seco (BRASIL, 2009). As
seguintes variaveis foram analisadas: porcentagem de germinacdo, indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG), Tempo Médio de Germinacdo (TMG) e plantulas com cotiledones. As
avaliagdes iniciaram a partir do sétimo dia de semeadura, sendo consideradas germinadas as
sementes que apresentaram protrusdo da radicula, considerando pelo menos dois centimetros
de comprimento durante este periodo. Foram realizadas contagens diarias sobre as sementes
germinadas para determinar ao final do experimento (19 dias) o IVG, TMG e porcentagem de

germinacao.
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2.4.2 Altas diluigdes dinamizadas

A conducéo dos bioensaios com as altas dilui¢des dinamizadas considerou a temperatura
6tima de 25 °C, evidenciada na analise de dados do experimento com diferentes temperaturas.
Foram testados cinco tratamentos, na metodologia duplo cego, ou seja, sem identificar nenhum
dos tratamentos. Em delineamento completamente casualizado utilizou-se quatro preparados
homeopaticos, sendo Kali carbonicum, Natrum muriaticum, Phosphorus e Silicea terra, na
12CH, e &gua destilada ndo dinamizada como controle. Determinou-se utilizar 4gua destilada
ndo dinamizada, pois dinamizar até mesmo a agua pode modificar as propriedades fisico-
quimicas desta, tornando-se um novo preparado em alta diluicdo (FIGUEIREDO et al., 2012).

Para selecdo dos preparados homeopaéticos, utilizou-se linguagem repertorial correlata
as plantas em consulta a matéria médica por meio das principais caracteristicas apresentadas
pelo Hypericum perforatum, tais como: sensibilidade ao frio, necessidade de dgua constante e

luz, fotossensibilidade, fragilidade e capacidade germinativa baixa (Figura 3).

Figura 3 — Repertorizagcdo com software Homeopro® (matéria médica homeopéatica para

humanos).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Com as matérias médicas listadas de acordo com a pontuacdo somado pelo software

Homeopro®, utilizou-se o livro de matérias médicas para humanos de Lathoud (2010) e Ribeiro
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Filho (2014) para determinar quais as homeopatias que melhor se aproximavam ao nivel de
similitude de H. perforatum, nas caracteristicas priorizadas como nucleo do organismo a ser
tratado. Para a caracteristica capacidade germinativa baixa foi utilizado o livro de Tichavsky
(2009). Entretanto, foi considerado também as demais descri¢bes de caracteristica da planta, a
fim de identificar o melhor preparado homeopatico a ser utilizado. Tichavsky em seu livro
“Homeopatia para las plantas” leva em consideragdo principalmente as modalidades de
agravamento e melhora, bem como, os aspectos terapéuticos correlacionados aos processos
metabolitos e morfoldgicos, justamente por ser direcionado a agricultura e ndo a matéria médica
para humanos. Deste modo, pela repertorizacio do software Homeopro® e os livros de matéria
médica homeopaética, foi possivel chegar aos preparados homeopaticos Kali carbonicum,
Phosphorus, Silicea terra e Natrum muriaticum.

Os preparados homeopaticos foram adquiridos em farméacia de manipulacdo
especializada em homeopatia na poténcia 6CH (sexta ordem de diluicdo centesimal
hahnemanniana) conforme descrito na Farmacopéia Homeopética Brasileira (BRASIL, 2011).
Para o experimento, utilizou-se alcool 70% para obtencdo da dinamizacdo 10CH e
posteriormente para obtencéo da dinamizacdo 11CH e quando elevados para a 12CH empregou-
se somente dgua destilada. Essa metodologia foi adotada para que ndo houvesse interferéncia
do alcool sobre a germinacao das sementes de H. perforatum. Dessa forma, todos os preparados
homeopéticos foram utilizados na dinamizacgéo 12CH.

Para cada tratamento foram realizadas 4 repetic@es, cada qual constituida por uma caixa
de poliestireno (Gerbox®), contendo 50 sementes de H. perforatum. Foram dispensados 20 ml
do preparado homeopatico em placas de Petri e as sementes foram imersas por 15 minutos na
solugdo, posteriormente sendo dispostas sobre o papel Germitest® umedecido com agua
destilada em 2,5 vezes o peso (g) do papel seco. O tempo de imersdo foi determinado a partir
de teste piloto utilizando diferentes periodos de imersdo. Para o tratamento com &gua destilada
n&o se realizou imersdo da semente, sendo apenas disposta no papel Germitest® ja umedecido.
Optou-se por ndo realizar imersdo em agua destilada por resultados obtidos a partir de testes
pilotos.

Apos a distribuicdo de sementes (Figura 4) e identificagdo dos tratamentos, as caixas
Gerbox® foram dispostas em bandejas fechadas com sacos plasticos, para isolar cada tratamento
e manter a umidade dentro das bandejas. As bandejas, contendo as caixas Gerbox®, foram
transferidas para o interior de cdmara de germinacdo BOD, com a temperatura ajustada de

acordo com os resultados do primeiro teste (25 °C).
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Foram realizadas avaliages de contagem diaria até o 18° dia e ao final determinou-se o
IVG e TMG e a porcentagem final da germinagéo.

Figura 4 — Sementes de Hypericum perforatum dispostas em caixa Gerbox®, constituindo uma

unidade experimental.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

2.4.3 Centesimal Hahnemanniana

Por meio dos resultados obtidos com diferentes preparados homeopaticos, selecionou-
se a homeopatia Kali carbonicum e avaliou-se diferentes potencias — graus de dinamizagdes na
ordem centesimal hahnemanniana (CH) — a fim de identificar se haveria alteracdo sobre a taxa
de germinacgéo das sementes utilizando diferentes dinamizagdes. Utilizou-se as dinamizagdes
6, 12, 20 e 30CH e o controle com agua destilada ndo dinamizada. O preparado homeopatico
Kali carbonicum foi adquirido em farmécia de manipulagdo, assim como descrito no item
anterior.

Para cada tratamento, foram realizadas 4 repeti¢cbes, contendo 50 sementes de H.
perforatum. As sementes ficaram em imersdo durante 15 minutos no preparado homeopatico,
sendo dispostas posteriormente em papel Germitest® ja umedecidos com agua destilada em 2,5
vezes 0 peso (g) do papel seco, dentro das caixas Gerbox®. As caixas Gerbox® foram dispostas
em bandejas fechadas com sacos plasticos e transferidas para o interior de camara de

germinacdo BOD, com a temperatura de 25 °C e em escuro continuo. As avaliagdes consistiram
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em contagem diéria durante 18 dias e ao final determinou-se o IVG, TMG e porcentagem final
da germinacéo.

2.4.4 Andlise estatistica

Todos os bioensaios foram realizados em duplicata. Os dados do experimento um e dois
foram analisados em conjunto, comparando se houve ou ndo interacdo entre os tratamentos e a
realizacdo do experimento. Para calcular o indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) foi

utilizado o modelo proposto por Maguire (1962):

V= tylzy G )
"N, N, N,

Onde: Gi, G2, Gh= numero de plantulas germinadas na primeira, segunda, até a ultima
contagem e N1, N2, Nn = nimero de semanas desde a primeira, segunda, até a Gltima contagem.

Para o Tempo Médio de Germinagdo (TMG) utilizou-se o célculo de Labouriau (1983):

Y ni. ti
> ni

TMG = (2)

Onde: ni = nimero de sementes germinadas num intervalo de tempo e ti= intervalo de tempo
de germinacao.

Para analise dos dados foi utilizada a analise de variancia (teste F), sendo verificadas as
pressuposicoes de homocedasticidade (teste de Bartlett) e normalidade (teste Shapiro-Wilk).
Nos casos em que as pressuposicdes do modelo ndo foram satisfeitas utilizou-se a
transformacéo proposta por Box-Cox, aplicando o lambda 6timo para transformacao. Quando
observado efeito significativo dos tratamentos realizou-se a comparacdo de medias por meio do
teste de Tukey. Para analise dos dados de germinacéo no decorrer do tempo, coletados no teste
com diferentes preparados homeopaticos, utilizou-se 0 modelo binomial com parametro de
dispersao (quasibinomial) e fungéo de ligagdo probit. Todos os dados foram analisados com o

auxilio do ambiente R (R Core Team, 2017) considerando o nivel de 5% de significancia.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAQ

2.5.1 Teste de germinacao de sementes submetidas a diferentes temperaturas

A porcentagem de germinacdo, nimero de plantulas com cotilédones e indice de
Velocidade de Germinacéao (IVG) foram superiores na temperatura de 25 °C em comparagdo a
20 e 30 °C. O Tempo Médio de Germinacdo (TMG) foi maior para a temperatura de 20 °C do
que as demais temperaturas, pois o tempo de germinacdo é maior (16,84 dias). Ndo houve

diferenca estatistica entre as temperaturas 25° e 30 °C para TMG (Tabela 1).

Tabela 1 — Porcentagem de germinacio (G%), indice de Velocidade da Germinacio (IVG),
Tempo Médio de Germinacao (TMG) e plantulas com cotilédones de sementes de
Hypericum perforatum submetidas a diferentes temperaturas em laboratério.
Lages/SC, 2018.

Temperaturas Germinacao VG TMG Plantulas com
(°C) (G%) (dias) cotilédones (n°)
20 26 £351b 3,75+0,58 b 16,84 £ 0,12 a 741+£121b
25 63+210a 20,59+0,84 a 14,39+0,04b  26,01+1,06a
30 18+2900b 394+£0,79b 15,06 +0,82 b 7,16+141b

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (5% de
significancia). £ Erro padrdo.

Os dados demonstram que a temperatura de 25 °C em regime de escuro continuo é
eficiente na germinacdo da semente de H. perforatum. Faron et al. (2004), realizando testes
utilizando as temperaturas de 20, 25, 30 °C e alternadas 20-30 °C, com e sem fotoperiodo,
obtiveram resultados melhores para temperatura alternada e com fotoperiodo de 16/8 horas. De
acordo com Campbell (1985), as sementes de H. perforatum séo fisiologicamente inativas e
temperaturas altas e/ou escuridao total poderiam impedir a germinacdo. No experimento, nota-
se que o escuro continuo ndo foi o fator limitante para a germinagdo das sementes, sendo que
encontrar a temperatura ideal pode proporcionar maiores ou menores taxas sobre a germinacéo.

Testes de germinagdo com sementes de H. perforatum realizado por Pérez-Garcia et al.
(2006), utilizando 15 e 25 °C com fotoperiodo de 16/8 horas, mostraram que ao final das
avaliagOes a variacdo na porcentagem da germinagéo foi entre 6 a 98%, e a taxa de germinacao
entre 6 a 23 dias. Dessa forma, ndo havendo homogeneidade quanto ao tempo e porcentagem

de germinacéo das sementes de Hypericum perforatum.
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As temperaturas de 20 e 30 °C ndo foram eficientes para germinagdo da semente, o que
pode estar associado a dorméncia destas. De acordo com Bewley e Black (1994), a dorméncia
pode ser considerada o fracasso de uma semente intacta viavel para completar a germinacéo
qguando submetida a condicdes ndo favoraveis a esta. O Royal Botanic Gardens (RBG KEW,
2008) relata que de 85 a 100% da germinagéo de Hypericum perforatum ocorre em temperaturas
de 15-26 °C.

Por se tratar de uma semente que apresenta dorméncia enddgena e exogena, a variacao
entre as taxas de germinagdo é muito comum, consequentemente, atuando negativamente sobre
a producdo de mudas de H. perforatum (CIRAK; AYAN; KEYSEROGLU, 2004). Por ser uma
semente extremamente pequena e fragil, a manipulacdo da mesma € dificultada, levando
facilmente a perda de sementes. A germinacdo das sementes iniciou a partir do 7° dia de
experimento, apés o rompimento do hilo. Com o rompimento do hilo o hipocétilo inicia o
crescimento juntamente com a radicula, sendo que ambos sdo estruturas fisiologicas bastante
frageis e com crescimento lento. Com o aumento de tamanho da radicula, h4 a formacédo de

raizes secundarias, que iniciou a partir do 13° dia (Figura 5).
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Figura 5 - Fisiologia da semente de Hypericum perforatum durante o processo de germinacao:
A) Semente; B) Rompimento do Hilo; C) Surgimento de Hipocétilo; D) Radicula e

formacéo de raizes secundarias.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Na extremidade aposta ao crescimento da radicula surgem pequenos cotilédones,
fazendo com que o envoltério da semente caia. Apo6s alguns dias observou-se formagdo do
primeiro par de folhas (Figura 6).
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Figura 6 — Surgimento de cotilédones em Hypericum perforatum.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Neste estudo, a temperatura de 25 °C foi a melhor condig&o encontrada para o aumento
de cotilédones viaveis, refletindo sobre uma maior taxa no estabelecimento dessas estruturas
(Tabela 1). A avaliacdo no nimero de cotilédones é importante, pois estas sdo estruturas
morfoldgicas que armazenam o0s nutrientes que auxiliam o processo germinativo, sendo
essenciais para o desenvolvimento inicial da plantula, para que posteriormente dé inicio a

fotossintese e assim, leve ao desenvolvimento da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013).

2.5.2 Teste de germinacdo de sementes submetidas a diferentes preparados homeopaticos

O preparado homeopético Kali carbonicum atuou de maneira positiva sobre a
porcentagem de germinacdo das sementes de H. perforatum, atingindo 70,75% ap6s 18 dias. O
arranque inicial da germinagdo se mostrou promissor com Kali carbonicum e manteve-se a
frente durante todo o tempo de germinacdo. O preparado homeopatico Natrum muriaticum
(63,50%) ndo diferiu do controle (62,75%) na porcentagem de germinagdo, mas diferiu de
Phosphorus (61,00%) e de Silicea terra (61,25%) (Figura 7).
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Figura 7 - Porcentagem de germinacdo da semente de Hypericum perforatum submetidos a
diferentes preparados homeopaticos na dinamizagéo 12 CH.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Mesmo atuando sobre a porcentagem de germinacédo, Kali carbonicum néo diferiu dos
tratamentos Natrum muriaticum e o controle com agua destilada quanto ao IVG, no entanto,
diferiu de Phosphorus e Silicea terra, que apresentaram menores indices. Para 0 TMG o0s

tratamentos ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (Tabela 2).

Tabela 2 — indice de Velocidade de Germinacdo (IVG), Tempo Médio de Germinacéo (TMG)
e plantulas com cotilédones de sementes de Hypericum perforatum submetidas ao
tratamento com diferentes preparados homeopaticos na 12CH. Lages/SC, 2018.

Tratamento IVG TMG Plantulas com Plantulas com
(dias) cotilédonest (n°)  cotilédones? (n°)
Kali-c 25,64 +£0,73 a 13,53 +0,06 ™ 13,25+ 2,56 ab 8,25+0,48™
Nat-m 22,28 £ 0,95 ab 13,59 + 0,06 14,00+ 0,56 a 3,50+1,19
Phos 20,81+1,22b 13,67 £ 0,03 9,00+ 0,71 ab 4,25+ 0,48
Sil 20,34+1,40b 13,72 £ 0,08 10,50 £ 3,23 ab 5,25+ 1,65
Controle 21,45+0,72 ab 13,67 £ 0,05 500+0,82b 6,00 £ 1,00

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si teste de Tukey (5% de
significancia). + Erro padrdo. Kali-c = Kali carbonicum; Nat-m = Natrum muriaticum; Phos = Phosphorus; Sil =
Silicea terra. ! Bioensaio 1. 2 Bioensaio 2. Para as variaveis IVG e TMG a interagdo entre tratamentos e
experimento foi ndo significativa. ns = ndo significativo.

Estudos tém se mostrado promissores quanto a utilizacdo de preparados homeopaticos

na germinacdo de sementes de vérias espécies de plantas. Bonfim et al. (2010), utilizando os
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preparados homeopéticos Alumina e Calcarea carbonica na 6 e 12CH na germinacao e vigor
de semente de alface (Lactuca sativa) submetidas a toxicidade de aluminio, obtiveram resultado
positivo sobre a germinacdo das sementes para ambos os preparados. Conforme Andrade et al.
(2012), o uso de preparados homeopaticos pode interferir no padrao fisioldgico vegetal e assim,
apresentar efeitos potenciais de resposta, tanto positivo como negativo. No estudo, verificou-se
que os tratamentos utilizados ndo responderam da mesma forma no IVG, o que mostra que a
planta de H. perforatum é sensivel ao uso de preparados homeopaticos e a aplica¢do desta atua
diretamente na capacidade germinativa da planta.

Para os resultados da porcentagem de germinacao de sementes de H. perforatum tratadas
com Kali carbonicum, Tichavsky (2009) relata que este preparado homeopéatico é um
medicamento que influéncia em multiplas func@es vitais dentro da planta, tais como aumentar
a eficiéncia de nitrogénio e otimizar a concentracdo salina das células, devido ao fato de que o
potassio € um dos elementos primarios na nutrigdo vegetal.

Para 0 nimero de plantulas com cotilédones, os experimentos um e dois mostraram
interacdo com tratamento, dessa maneira, os dados sdo apresentados decompostos em duas
colunas. No experimento um, o tratamento Natrum muriaticum diferiu do controle, no entanto,
ndo diferiu dos demais tratamentos. Nos demais tratamentos ndo houve diferenca com o
controle. No experimento dois, nenhum tratamento mostrou maior eficiéncia quanto ao

estabelecimento de cotilédones (Tabela 2).

2.5.3 Teste de germinacado de sementes submetidas ao preparado Kali carbonicum

O preparado homeopatico Kali carbonicum nas diferentes centesimais hahnemannianas
ndo apresentou diferenca sobre a porcentagem de germinagdo das sementes de Hypericum
perforatum. No IVG, Kali carbonicum na 6CH foi superior a 20CH, mas nédo diferindo dos
demais tratamentos. Para a varidvel TMG, o preparado na 20CH foi superior aos demais,

mostrando assim, atraso na germinacéo das sementes da especie (Tabela 3).
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Tabela 3 - Influéncia das diferentes ordens de dinamizagdes centesimais hahnemannianas (CH)
do preparado homeopatico Kali carbonicum na porcentagem de germinacao (G%),
indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) e Tempo Médio de Germinacdo de

sementes de Hypericum perforatum.

Tratamento Germinacao (%) IVG TMG (dias)
Kali carbonicum 6CH 71+£250"M 21,44+£0,90a 13,79+£0,03 b
Kali carbonicum 12CH 68 + 3,37 19,76 £ 1,09 ab 13,94 +0,06 b
Kali carbonicum 20CH 64 + 3,40 1495+1,11b 1459 £ 0,09 a
Kali carbonicum 30CH 65 £ 2,08 17,63 £ 0,64 ab 14,12+ 0,05 b
Controle 64 + 2,21 18,10 £ 2,08 ab 13,95+£0,18 b

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (5% de
significancia). = Erro padréo. Para as varidveis IVG e TMG a interago entre tratamentos e experimento foi ndo
significativa. ns = ndo significativo.

Os preparados homeopaticos podem ser utilizados nas ordens de dilui¢do decimal,
centesimal ou cinquenta milesimal, e cada uma pode apresentar diferentes respostas bioldgicas
(CESAR, 2003; GIESEL et al., 2012). Para as centesimais hahnemannianas, considera-se que
6CH a 12CH sdo dinamizacgdes baixas que atuardo principalmente no nivel fisico. No entanto,
para humanos de 12CH até 200CH encontram-se as dinamizacdes médias que podem atingir
aspectos mentais (TICHAVSKY, 2009). Panda, Mohanty e Dhal (2013), utilizando os
preparados homeopaticos Arsenicum album e Baryta carbonica em centesimais
hahnemannianas diferentes (8CH, 32CH e 202CH) sobre a germinacéo, crescimento e atividade
fotossintética de plantulas de ervilha (Pisum sativum), relatam efeito estimulante significativo
no crescimento e atividade fotossintética na poténcia 202CH em comparacdo as demais,
inclusive ao controle. Silva et al. (2012) avaliaram as dinamizagdes de 6, 12, 18, 24 e 30CH de
Pulsatilla nigricans no vigor de sementes de soja (Glycine max) submetidas ao envelhecimento
acelerado. Dados obtidos mostraram que as dinamizacGes 12, 18 e 30CH apresentaram maior
comprimento da parte aérea, enquanto que o comprimento total de plantulas foi reduzido
quando utilizado as diluigcdes 6 e 24CH. Silva et al. (2018) utilizando Kali carbonicum, Silicea
terra, Calcarea phosphorica, Phosphorus e Belladona na 12CH para germinacdo das sementes
de soja, relatam aumento no crescimento de hipocétilo com a utilizacdo de Kali carbonicum e
Silicea terra em relacéo as demais.

A porcentagem de germinacdo ndo foi alterada pela utilizagdo das diferentes CH,
contudo, o Tempo Médio de Germinagéo foi maior (14,59 dias) quando utilizado o preparado
Kali carbonicum na 20CH, assim interferindo na homogeneidade da germinagédo das sementes

e estabelecimento de plantulas. O indice de Velocidade de Germinacdo das sementes de H.
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perforatum com Kali carbonicum na 20CH (14,95) diferiu significativamente em relagcdo ao
preparado na 6CH (21,44).

Os resultados encontrados em outras pesquisas apontam que 0S preparados
homeopaticos atuaram com efeito resposta de forma ondulatéria (BONATO, 2004). Portanto,
a utilizaco de diferentes centesimais para a mesma matéria médica homeopatica pode resultar
em diferentes resultados sobre a mesma planta (GONCALVES; BOFF; BOFF, 2010). Na
pesquisa, percebeu-se diferenca consideravel entre as dinamizacGes centesimais testadas,
mostrando assim, que o resultado podera ser influenciado tanto pela escolha da homeopatia

quanto pela dinamizagé&o utilizada.

2.6 CONCLUSAO

A temperatura de 25 °C proporcionou maior estimulo na germinagdo das sementes de
Hypericum perforatum em relacdo as demais temperaturas testadas.

O preparado homeopatico Kali carbonicum na 12CH apresentou influéncia na
porcentagem de germinagdo para 70,75%, aumentando em 8% em relagdo ao controle
(62,75%).

Kali carbonicum na 6CH apresentou melhores resultados quanto ao indice de
Velocidade de Germinacao em relagdo a dinamizacdo 20CH.

O preparado homeopatico Kali carbonicum nas dinamizacbes 6, 12 e 30CH podem
auxiliar na quebra de dorméncia nas sementes de Hypericum perforatum, bem como, no Tempo

Médio de Germinacao.



44



45

3 CAPITULO 2 - CRESCIMENTO VEGETATIVO DE PLANTAS DE HYPERICUM
PERFORATUM L. EM DIFERENTES EPOCAS DE CULTIVO E
SUBMETIDAS A TRATAMENTOS COM ALTAS DILUICOES
DINAMIZADAS

3.1 RESUMO

Hypericum perforatum é uma espécie fitoterapica utilizada no tratamento antidepressivo.
Nativa da Europa, Asia e norte da Africa esta sendo aclimatizada em varios outros paises. No
Brasil, porém, ndo atinge porte adequado e ndo floresce, inviabilizando a producdo de mudas.
Por se tratar de uma planta medicinal, seu cultivo deve seguir a Instru¢cdo Normativa (IN) n° 4
de 2014 do Ministério da Salde, onde determina a proibicdo do uso de agrotéxicos para
producdo de fitoterapicos. Preparados em altas dilui¢es dinamizadas/homeopaticos tém acédo
em processos bioldgicos de plantas, sem gerar toxicidade ao homem e nem residuos ao meio
ambiente. O objetivo da pesquisa foi avaliar a atuacdo de preparados homeopaticos sobre o
crescimento vegetativo do Hypericum perforatum. Os experimentos foram conduzidos em duas
etapas, iniciando a producdo de mudas em sala climatizada no Laboratério de Homeopatia e
Saude Vegetal e posteriormente transplantando para casa de vegetacdo na Estacao Experimental
da EPAGRI de Lages/SC. O Exp.-Primavera/verdo foi conduzido no periodo de outubro de
2017 a janeiro de 2018 e o Exp.-Verdo/outono de fevereiro a maio de 2018. Para ambos 0s
experimentos se utilizou a mesma metodologia de cultivo e avalia¢c6es, alterando-se somente a
época de plantio e colheita. Inicialmente as sementes foram semeadas em sala climatizada com
25 °C e fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro, em substrato com vermiculita e terra preta
na proporgao de 2:1. A parcela experimental foi composta de 12 plantas com 5 tratamentos e 4
repeticdes. Foram utilizados os preparados homeopaticos Kali carbonicum, Natrum
muriaticum, Phosphorus e Silicea terra na 12CH, e agua destilada como controle. Apos a
emergéncia das sementes foram iniciadas as aplicacdes semanais dos tratamentos diretamente
no substrato, sendo dispensado 1 ml por célula. Todas as plantas foram regadas com 200 ml de
agua a cada dois dias. Apds as plantas atingirem porte adequado, realizou-se transplante em
vasos contendo vermiculita, solo preto e esterco de ovelha (1:1:1). A parcela experimental para
a casa de vegetacdo foi constituida por 4 plantas por vaso e a aplicacdo dos tratamentos
continuou semanalmente por um més. Durante 30 dias foram efetuadas duas avaliagbes
semanais do crescimento do ramo principal e 30 dias ap6s o transplante avaliou-se o
comprimento da raiz, altura das plantas, ramificacGes, peso de massa fresca aérea e raiz e massa
seca sem raiz. Para andlise de dados foi utilizado o ambiente R, utilizando teste de Tukey a 5%
de significancia. O crescimento semanal para o Exp.-Primavera/verdo ndo foi acelerado pela
utilizacdo dos preparados homeopéticos. Entretanto, no Exp.-Verdo/outono, Natrum
muriaticum 12CH mostrou-se superior (30,17 cm) em relag&o ao controle (26,22 cm), mas néo
diferindo de Kali carbonicum (28,91 cm) e Phosphorus (28,04 cm). Os preparados
homeopaticos utilizados ndo promoveram maiores indices nas variaveis analisadas, assim, ndo
diferindo do controle. No Exp.-Primavera/veréo todas as variaveis foram superiores ao Exp.-
Verdo/outono. O crescimento vegetativo de H. perforatum foi influenciado principalmente pela
época de cultivo, visto que a planta necessita de temperaturas mais elevadas e maior tempo de
radiacdo solar. Assim, o cultivo na primavera resulta em maior nimero de ramificacdes (24,62
cm), altura das plantas (42,32 cm) e rendimento de biomassa (2,67 Q).
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3.2 INTRODUCAO

Hypericum perforatum é uma espécie fitoterapica nativa da Europa, Asia e norte da
Africa, que pode se reproduzir abundantemente nesses paises em locais de pastagens, beira de
estradas e rodovias e ambientes perturbados pela acdo humana (CROMPTON et al., 1998;
DEHKORDI; YADEGARI; HAMEDI, 2015). No entanto, a adaptagdo e o cultivo da espécie
no Brasil, ainda é ineficaz, visto que a planta ndo atinge o porte adequado e ndo floresce
(FARON et al., 2004). Na Alemanha, H. perforatum é prescrito vinte vezes mais que a
fluoxetina no tratamento da depressao, sendo também um dos fitoterapicos mais utilizados nos
Estados Unidos (NCCAM, 1999). Devido a taxa relativamente baixa de efeitos colaterais e alta
tolerabilidade dos pacientes, ha grande aceitacdo no uso da espécie para o tratamento de
depressdo (TEWARI et al., 2008).

O mercado de fitoterapicos no mundo destaca-se com cerca de US$ 21,7 bilhdes ao ano,
sendo estimado somente no Brasil US$ 160 milhdes, tornando-se um mercado alvo para muitas
familias (CARVALHO et al., 2008). Para realizacao de cultivo de plantas medicinais no Brasil,
a Instrucdo Normativa n® 4 de 2014 do Ministério da Saude, determina que nao é permitindo a
utilizacdo de agrotdxicos sendo necessario que os agricultores considerem outras estratégias
para o cultivo e producéo de plantas medicinais (BRASIL, 2014a). Deste modo, a utilizacéo de
tratamentos com altas dilui¢ces dinamizadas pode ser incluida no cultivo de plantas medicinais.

O emprego de preparados homeopaticos na agricultura tem mostrado efeito positivo
sobre diferentes culturas, promovendo tanto o crescimento vegetativo como o incremento de
biomassa (BONATO; PROENCA,; REIS, 2009). Com objetivo de resguardar o ambiente dos
impactos decorrentes de agrotdxicos, o uso da homeopatia para producdo organica é
regulamentado através da Instrucdo Normativa n® 17/2014 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2014b).

Os preparados homeopaticos atuam nos processos biolégicos das plantas, sendo uma
opcao para o cultivo ecologico, pois ndo geram toxicidade (ESPINOZA et al., 2001). A atuagéo
dos preparados sob o crescimento vegetativo e incremento de biomassa tem sido relatado em
diversos estudos. Costa et al. (2018), utilizando preparados homeopaticos no desenvolvimento
da alface (Lactuca sativa L.) demonstram que o uso de Carbo vegetabilis influenciou
positivamente no crescimento radicular, desenvolvimento de massa verde e peso total da alface

quando comparado ao controle. Gongalves, Boff e Vieira Neto (2018) testando as altas dilui¢des
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dinamizadas, relatam que a altura das plantas e massa fresca das folhas de racula (Eruca sativa)
tiveram incremento quando comparado a testemunha.

Considerando a producéo ecologica e a necessidade de estabelecimento de plantas de
Hypericum perforatum no Brasil, 0 objetivo da pesquisa foi avaliar a atuacdo de tratamentos

com altas dilui¢cBes dinamizadas sobre o crescimento vegetativo dessa espécie.

3.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em sala climatizada no Laboratério de Homeopatia
e Salde Vegetal e na casa de vegetacdo na Estacdo Experimental da Empresa de Pesquisa e
Extensdo Rural de Santa Catarina/EPAGRI — Lages, no periodo de outubro de 2017 a junho de
2018. O municipio de Lages apresenta clima quente e temperado, classificado como Cfb. A
temperatura média é de 16,6 °C, com pluviosidade média anual de 1.441 mm. Foram realizados
dois experimentos, separadamente, no periodo de outubro/2017 a junho/2018. O Exp.-
Primavera/verdo foi conduzido nos meses de outubro, novembro, dezembro de 2017 e janeiro
de 2018 e 0 Exp.-Verdo/outono nos meses de fevereiro, marco, abril e maio de 2018.

As sementes de Hypericum perforatum foram adquiridas da empresa Feltrin Sementes®,
sendo dispostas em bandeja sementeira com 24 células preenchidas com vermiculita e terra
preta, na proporcao de 2:1. O delineamento experimental foi o casualizado em blocos. Apos a
semeadura, as bandejas foram separadas em blocos e transferidas para sala climatizada a 25 °C
com fotoperiodo de 16/8h, sob intensidade luminosa de lampadas de LED com 2.338 LUX. A
parcela experimental foi composta por 12 plantas em sementeira, com 5 tratamentos e quatro
repeticdes, totalizando 48 plantas por tratamento (Figura 8). Utilizou-se bandeja plastica
embaixo de cada sementeira, regando com 200 ml de 4gua a cada dois dias. Semanalmente,
foram realizados rodizios entre as bandejas para diminuir possiveis influéncias dentro da sala
climatizada. Apds a emergéncia das sementes (15 dias), iniciou-se a aplicacdo dos tratamentos
com preparados homeopaticos.
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Figura 8 — Parcelas experimentais em sala climatizada de plantas de Hypericum perforatum,
dispostas de acordo com rodizio semanal para aplicagdo dos tratamentos com altas

diluicdes dinamizadas.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Para a escolha dos preparados foi realizado repertorizacdo sobre as caracteristicas da
planta, tais como: necessidade de grande quantidade de agua em periodos curtos, sensibilidade
ao frio, fragilidade e fotossensibilidade (Capitulo 1, p. 32-33). Foram utilizados os preparados
homeopaticos Kali carbonicum, Natrum muriaticum, Phosphorus e Silicea terra, todos na 12
CH (décima segunda ordem de diluicdo centesimal hahnemanniana). As matrizes dos
preparados homeopaticos foram adquiridas em farmacia de manipulacdo especializada em
homeopatia na poténcia 6CH (sexta ordem de diluicdo centesimal hahnemanniana). Para o
experimento, conforme descrito na Farmacopéia Homeopética Brasileira (BRASIL, 2011),
utilizou-se alcool 70% para obtencdo da dinamizacdo 10CH e posteriormente para obtencéo da
dinamizacdo 11CH e quando elevados para a 12CH utilizou-se somente agua destilada.

Cada preparado homeopético foi preparado em frascos, contendo 60 ml. Foram
realizadas aplicacdes semanais destes, totalizando oito aplica¢des ao final do experimento. Para
a aplicacdo foi utilizado Transferpette® (100-1000uL), liberando 1 ml por célula da sementeira.
A aplicacdo do preparado homeopético foi realizada diretamente no solo, reduzindo assim,
possiveis interferéncias, tal como, a contaminacdo entre tratamentos e aumentando a
concentragdo na raiz da planta.

Seis semanas apds a semeadura na sala climatizada, realizou-se o transplante das plantas
para vaso na casa de vegetacdo, visto que estas ja possuiam tamanho adequado. Foram

utilizados vasos de 8,7 litros, compostos de vermiculita, solo preto e esterco de ovelha na
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proporcdo de 1:1:1. Acrescentou-se 195 gramas de fosfato natural para o total de 360 litros de
composto utilizado. As plantas foram transplantadas para os vasos, sendo dispostas 4 plantas
por vaso. As aplicacdes continuaram semanalmente, dispensados no solo mantendo-se 1 ml por
planta, totalizando 4 ml por vaso. As plantas continuaram na casa de vegetacdo por mais 30

dias, até serem realizadas mais quatro aplicagdes.
3.3.1 Avaliac0Oes

Foram realizadas duas avaliagdes semanais para a altura do ramo principal a partir do
momento que todas as sementes haviam germinado na casa climatizada (15 dias). Foi
considerada adequada para avaliacdo as plantulas que apresentassem o par de cotilédones
desenvolvidos. Dessa forma, determinou-se avaliar 12 plantas por sementeira com 4 repeticdes.

Apos realizacdo de transplante para vaso em casa de vegetacdo, manteve-se a avaliacao
sobre a altura do ramo principal por mais 30 dias, sendo 2 avalia¢gdes por semana. Ao todo
foram realizadas 17 avalia¢des para comprimento do ramo principal. Quinze dias ap6s a ultima
avaliacdo sobre a altura do ramo principal, realizou-se avaliacbes finais da altura final das
plantas, comprimento da raiz, ramificacfes de cada planta, peso da massa fresca aérea e raiz e

massa seca sem raiz.
3.3.2 Andlise estatistica

Para analise dos dados das variaveis: altura do maior ramo, nimero de ramificacdes,
comprimento da raiz, massa fresca da parte aérea e raiz, massa seca da parte aérea e massa seca
por planta foi utilizada a analise de variancia (teste F), sendo verificadas as pressuposicdes de
homocedasticidade (teste de Bartlett) e normalidade (teste Shapiro-Wilk). Em casos onde as
pressuposi¢des do modelo ndo foram satisfeitas utilizou-se a transformagéo proposta por Box-
Cox, aplicando o lambda 6timo para transformacéo. Quando observado efeito significativo dos
tratamentos realizou-se a comparacdo de médias por meio do teste de Tukey.

Para descrever o comportamento da variavel altura no decorrer do tempo utilizou-se o

modelo logistico, dado por:

e AN 3)
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Em que By representa 0 parametro associado a assintota para o i-ésimo tratamento, Bi 6o
pardmetro que representa o valor numérico associado ao tempo no ponto de inflex&o da curva
By

para o i-ésimo tratamento, nesse ponto o valor da altura sera 2 | Bi ¢o parametro de escala
associado ao i-ésimo tratamento, tjé o tempo em dias associado a j-ésima observacdo, e & é o
erro associado a j-ésima observagdo do i-ésimo tratamento. A comparagdo entre os tratamentos
foi realizada por meio dos intervalos de confianca dos parametros do modelo.

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software R (R Core Team, 2017)

considerando 5% de significancia.
3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo em sala climatizada foi essencial para germinacdo das sementes e
estabelecimento de mudas de Hypericum perforatum, visto que as sementes da espécie possuem
dorméncia endogena e exdgena. Deste modo, realizou-se semeadura em todas as células da
sementeira, contudo, delimitou-se utilizar apenas 12 plantas por bandeja, para manter nimero
homogéneo entre as repeticdes e tratamentos.

De acordo com Rebougas et al. (2015), o cultivo em ambiente protegido é necessario
para diversas plantas, sendo considerado uma tecnologia contributiva a modernizacdo da
agricultura, atenuando consequentemente os danos causados pelas adversidades climaticas.
Para 0 experimento em questdo, optou-se por producdo de mudas de H. perforatum em sala
climatizada, visto que esta permitiria melhor regulacéo de temperatura (25 °C) para germinacgéo
das sementes da espécie. A temperatura foi estabelecida por testes realizadas em B.O.D sobre
a germinacdo das sementes (Capitulo 1).

Com avalia¢Bes semanais iniciadas na sala climatizada e, posteriormente, passadas a
casa de vegetacdo, verificou-se que o cultivo em diferentes épocas apresenta respostas distintas

entre o crescimento e os tratamentos com altas dilui¢gbes dinamizadas (Figura 9).
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Figura 9 — Crescimento semanal do ramo principal de plantas de Hypericum perforatum
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*T1 - Kali carbonicum; T2 — Natrum muriaticum; T3 — Phosphorus; T4 — Controle; T5 — Silicea terra.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

O crescimento vegetativo do H. perforatum no Exp.-Primavera/verdo mostrou-se

superior quando as plantas foram tratadas com o preparado homeopatico Silicea terra em

relacdo as plantas tratadas com Phosphorus, todavia, ndo diferindo dos demais tratamentos. No

Exp.-Verdo/outono o preparado Natrum muriaticum (30,17 cm) e Kali carbonicum (28,91 cm)

proporcionaram maior crescimento vegetativo, diferindo estatisticamente do controle (26,22

cm) (Figura 9). No Exp.-Primavera/verdo o tempo de crescimento ndo foi influenciado pela

utilizacdo dos preparados homeopaticos, enquanto no Exp.-Verdo/outono plantas tratadas com

Kali carbonicum e agua destilada apresentam menor tempo para atingir 50% da altura estimada
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Crescimento vegetativo de plantas de Hypericum perforatum cultivadas em casa de
vegetacdo e tratadas com diferentes preparados homeopaéticos. Lages/SC, 2018.

Tratamento B: (altura da B (tempo de B: (altura da B: (tempo de
planta/cm) crescimento) ™ planta/cm) crescimento) ™
Exp.-Primavera/verdo Exp.-Verao/outono

Kali-c 26,96 ab 30,53 a 28,91 a 22,57b
Nat-m 27,56 ab 30,62 a 30,17 a 23,24 ab
Phos 25,34 b 29,49 a 28,04 ab 23,81 ab

Sil 29,99 a 29,19 a 24,53 ¢ 25,71 a
Controle 28,80 ab 3291a 26,22 bc 23,33b

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna, dentro de cada varidvel, ndo diferem significativamente entre si (5%
de significancia). Kali-c = Kali carbonicum; Nat-m = Natrum muriaticum; Phos = Phosphorus; Sil = Silicea terra.
**Tempo estimado para a altura das plantas para atingir 50% do crescimento total.

O parametro Ay corresponde a altura (cm) da planta ao decorrer do tempo. O tratamento
Silicea terra apresentou média superior a Phosphorus, mas ndo diferiu de Kali carbonicum,
Natrum muriaticum e o controle no Exp.-Primavera/verao. Para o Exp.-Verdo/outono, Natrum

muriaticum diferiu de Silicea terra e do controle, mas nao de Kali carbonicum e Phosphorus.

O parametro B, representa o nimero de dias que a planta atinge 50% da altura estimada
pela assintota. Deste modo, é possivel observar que no Exp.-Primavera/verdo, as plantas
tratadas com Silicea terra demoraram em média 4 dias e meio a mais do que as plantas tratadas
com Phosphorus para atingir 50% da altura estimada (Tabela 4). Para o Exp.-Verdo/outono,
Silicea terra mostrou atuar na altura da planta de forma diferente ao Exp.-Primavera/verdo,
levando menos tempo para atingir metade do crescimento final comparado aos demais
tratamentos.

A altura do maior ramo no Exp.-Primavera/verdo foi reduzido quando utilizado os
preparados Kali carbonicum e Natrum muriaticum. Phosphorus, Silicea terra e o controle
apresentaram maiores médias, contudo, somente o controle difere, significativamente, de Kali
carbonicum e Natrum muriaticum. Para o nimero de ramificacdes no Exp.-Primavera/veréo,
Silicea terra diferiu de Natrum muriaticum, mas ndo dos demais tratamentos. No Exp.-
Verdo/outono ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos para a altura do maior ramo

e numero de ramificacdes (Tabela 5).
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Tabela 5 — Altura média do maior ramo e nimero de ramificacdes (+ Erro padrdo) apresentado
por plantas de Hypericum perforatum, tratadas com diferentes preparados

homeopaticos e cultivadas em casa de vegetacdo, Lages/SC, 2018.

Tratamento Altura do maior ramo (cm) Ramificacdes (n°)
Exp.-Primavera/verdo
Kali carbonicum 37,88 +2,03b 21,68 £ 3,05 ab
Natrum muriaticum 38,33+2,02b 18,92+ 1,77b
Phosphorus 41,92 +2,27 ab 22,02+ 1,63 ab
Silicea terra 44,89 + 2,58 ab 30,85+ 3,54 a
Controle 48,53 +242a 29,21 + 3,64 ab
Média e erro 42,32 +1,12 24,62 + 1,39
Exp.-Verédo/outono
Kali carbonicum 37,39+1,20™ 2,00+0,39 "™
Natrum muriaticum 39,29+1,24 2,44 £ 0,38
Phosphorus 37,88 + 1,52 1,47 £ 0,28
Silicea terra 34,70 + 1,59 3,17+0,41
Controle 36,41 +1,19 2,13 +0,60
Média e erro 37,19 £ 0,62 2,23+0,20

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si (5% de significancia). ns= ndo
significativo.

O ndmero médio de ramificagbes das plantas de H. perforatum no Exp.-
Primavera/verdo, mostrou-se baixo (18,92) quando foram tratadas com o preparado Natrum
muriaticum, sendo diferente significativamente daquelas tratadas com Silicea terra que
apresentaram o maior indice de ramificacbes (30,85), mas ndo diferindo do controle e dos
demais tratamentos (Tabela 5). De acordo com Tichavsky (2009), o preparado Natrum
muriaticum deve ser utilizado quando a planta apresenta excesso nutricional de fésforo,
potassio ou ma absorcdo de nutrientes, enquanto que Silicea terra age sobre lentiddo ou
interrupcdes de crescimento e atraso ou raquitismo das plantas. De acordo com Casali, Andrade
e Duarte (2009), o preparado Silicea terra atua em plantas estressadas abioticamente, por défice
hidrico, temperaturas baixas, sobre ataque de fungos, bactérias e pragas.

A diferenca no crescimento vegetativo do H. perforatum foi percebido visivelmente,
principalmente sobre as épocas de plantio e colheita. Ao final das avaliacbes em casa de

vegetacdo, a espécie apresentou melhor adaptacdo quando cultivada na primavera (Figura 10).
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Figura 10 — Plantas de Hypericum perforatum ao final do experimento em casa de vegetacao,

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Para o crescimento vegetativo do H. perforatum foi essencial o cultivo em casa de
vegetacdo, pois a espécie necessita de temperaturas mais elevadas e melhor captacdo de
luminosidade. Morais (2009) relaciona a radiacdo luminosa com o0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, afirmando que a luminosidade atua diretamente na fotossintese,
processos fisioldgicos, bioquimicos e morfologicos. Maiores irradiacbes podem promover
maior producdo de folhas, raizes e ramificaces e aumento de biomassa (GAZOLLA-NETO et
al., 2013). Colares e Seeliger (2006) testando niveis de irradiancia em Ruppia maritima L.,
observam diferenca sobre o crescimento das folhas, maior producdo de folhas, raizes e
ramificacOes. Beltrdo, Fideles Filho e Figueirédo (2002) afirmam que o cultivo em ambiente
protegido controla condi¢fes edafoclimaticas, como temperatura, umidade de ar, radiacéo
luminosa, vento e composicao atmosférica. A evapotranspiracdo também é influenciada dentro
da casa de vegetacdo, o que viabiliza uma producdo em épocas do ano pouco favoraveis, pois
esse componente do ciclo hidrolégico atuara nas raizes e folhas das plantas (TEIXEIRA;
BELTRAO; EVANGELISTA, 2011).

O H. perforatum ao ser cultivado no verao (fevereiro) e sendo, posteriormente, mantido
até o outono, mostra crescimento normal; porém, com baixo nimero de ramificacdes, 0 que
inviabiliza seu cultivo comercial para obtencdo de biomassa. Mesmo em cultivo protegido, o
declinio de temperaturas no outono prejudica a producédo da espécie. O comprimento e a massa
fresca da raiz ndo diferiram entre os tratamentos. No entanto, a média geral do Exp.-
Primavera/verdo foi superior ao Exp.-Verdo/outono em ambos 0s casos, principalmente em

relacdo a massa fresca da raiz (Tabela 6).
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Tabela 6 — Comprimento médio (cm) e massa fresca da raiz (g) (+ Erro padrdo) de plantas de
Hypericum perforatum submetidas ao tratamento com altas dilui¢gGes dinamizadas,
Lages/SC, 2018.

Tratamento Comprimento da raiz (cm) Massa fresca da raiz (g)
Exp.-Primavera/verdo
Kali carbonicum 25,90 £ 1,66 "™ 4059+ 7,77 "™
Natrum muriaticum 26,94 + 2,22 52,12 + 8,57
Phosphorus 22,70 £ 0,89 54,54 + 10,86
Silicea terra 23,32+1,21 42,02 + 3,05
Controle 25,40 £ 1,45 41,57 + 3,02
Média e erro 24,93 +£0,71 46,16 + 3,22
Exp.-Verédo/outono

Kali carbonicum 19,78 £1,46 ™ 7,32+£0,94 "™
Natrum muriaticum 19,22 + 1,93 7,62 +0,84
Phosphorus 20,46 + 1,59 4,91 £ 0,86
Silicea terra 22,75+ 2,22 5,20 £ 0,77
Controle 20,43+1,19 6,22 + 0,76
Média e erro 20,52 + 0,76 6,24 + 0,41

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si (5% de significancia). ns=
ndo significativo.

Percebe-se que a época de cultivo de H. perforatum influenciou sobre todas as variaveis
analisadas, mas nédo discriminou os tratamentos. Em rela¢éo a influéncia da homeopatia na
agricultura, Bonato e Silva (2003) afirmam que os preparados homeopaticos se comportam
como energia e quando dinamizados a frequéncia de onda permanece fixa, ocorrendo variacao
somente sobre a amplitude da mesma, podendo assim, alterar as respostas de forma negativa ou
positiva. As matérias médicas homeopéticas atuam em forma de vibragdo, agindo sobre a
amplitude da onda e consequentemente refletindo sobre os organismos bioldgicos (KOLISKO
e KOLISKO, 1978; SILVA et al., 2005). Andrade e Casali (2011) afirmam que as matérias
médicas reagem sobre o campo eletromagnético de forma diferente, dependendo da vitalidade
da planta. Desse modo, a atuacdo nos organismos dependera do preparado homeopatico
escolhido, a centesimal hahnemanniana utilizada ou o método de aplica¢do. Bonato, Proenca e
Reis (2009), conduzindo experimento em casa de vegetacdo com Mentha arvensis L., aplicaram
Arsenicum album e Sulphur nas dilui¢des centesimais de 6, 12, 24 e 30CH. Os mesmos autores
relatam que ambos os preparados atuaram sobre a menta, modificando o metabolismo das
plantas e incrementando sobre o teor de 6leo essencial, no entanto, de forma diferenciada pelas
diferentes dinamizacGes.

Costa et al. (2018) relatam que a aplicagdo de preparados homeopéticos em alface

promoveu maior crescimento de raizes, numero de folhas por planta, bem como, maior vigor
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destas, quando realizado pulverizagcdo nas mesmas. Andrade (2004) afirma que a aplicacdo de
homeopatia no solo pode atuar sobre o metabolismo microbiano, influenciando sobre os
processos de mineralizacdo e imobilizacdo da matéria organica. Isto pode alterar a
condutividade elétrica, a capacidade de retencéo de agua e a formacéo de agregados do solo.
As varidveis massa fresca da parte aérea, massa seca geral e por planta da parte aérea,
ndo mostraram diferenca estatistica entre os tratamentos. Porém, para a quantidade de massa
fresca da parte aérea percebe-se que o Exp.-Primavera/verdo foi 17 vezes maior que o Exp.-

Verdo/outono, resultando em um incremento equivalente a 1612,92% (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores médios (x Erro padrdo) da massa fresca da parte aérea e massa seca geral e

por planta da parte aérea de Hypericum perforatum, Lages/SC, 2018.

Tratamento Massa fresca da parte Massa seca da parte Massa Seca por
aérea (q) aerea (Q) planta ()
Exp.-Primavera/verdo
Kali-c 133,75+ 21,03 ™ 22,90 + 3,26 ™ 251+047"™
Nat-m 128,29 + 19,91 22,49 £ 3,24 1,99 + 0,22
Phos 165,87 + 24,73 28,20 = 4,46 2,96 + 0,27
Sil 151,67 + 25,83 29,20 £ 5,19 2,62 £ 0,47
Controle 189,61 + 25,65 35,94 + 4,86 3,34+£0,35
Média e erro 153,82 + 10,67 27,74 £ 2,04 2,67+£0,18
Exp.-Veréo/outono

Kali-c 11,66 + 2,70 ™ 1,75£0,19™ 0,16 £0,01™
Nat-m 10,59 + 2,15 1,96 £ 0,20 0,19+ 0,01
Phos 597+£1,01 1,38 £ 0,21 0,13+ 0,02
Sil 8,25+ 2,05 1,40 £ 0,15 0,13+0,01
Controle 8,46 +212 151+0,17 0,16 £ 0,01
Média e erro 8,98 £ 0,94 1,59 + 0,09 0,15+ 0,01

*Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si (5% de significancia). + Erro
padrdo. Kali-c = Kali carbonicum; Nat-m = Natrum muriaticum; Phos = Phosphorus; Sil = Silicea terra. ns= ndo
significativo.

A producdo superior de biomassa no Exp.-Primavera/verdo pode ser explicado pela
época de cultivo da espécie, visto que com o plantio na primavera as plantas de H. perforatum
melhoram a assimilacdo da irradiacdo solar e sdo estimuladas pela temperatura primaveril
(aproximadamente 20 °C). Estudos tem mostrado que o ambiente de casa de vegetacgéo interfere
sobre o crescimento vegetativo em plantas medicinais. Camilo, Luz e Resende (2009),
avaliando o crescimento de manjericdo (Ocimum basilicum L.) em casa de vegetacdo e campo,
relatam que independente da adubacéo utilizada, o cultivo em ambiente protegido apresentou

melhor desempenho vegetativo. Da mesma maneira, Resende (2010), estudando a mesma
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espécie, relata que em ambiente protegido houve maior desenvolvimento da cultura, producao
e influenciou positivamente sobre o rendimento de 6leo essencial.

Verificou-se diferenca entre os experimentos na média geral para todas as variaveis,
sendo que o Exp.-Primavera/verdo foi superior em todos os casos. Deste modo, o cultivo
realizado entre os meses de outubro de 2017 e janeiro de 2018 apresentou estabelecimento e
desenvolvimento das plantas de Hypericum perforatum pelas melhores condicGes climaticas
predominantes durante este periodo. Os dados fornecidos pelo Centro de Informagdes de
Recursos Ambientais e de Hidrometeorologia de Santa Catarina (CIRAM) mostra que
temperaturas mais altas foram registradas no més de dezembro e janeiro, enquanto conduzia-se
0 Exp.-Primavera/verdo. Com o declinio da temperatura, a partir do més de marco (Figura 10),
0 desenvolvimento das plantas no Exp.-Verdo/outono ndo atingiu altura e ramificacdes

adequadas para o estabelecimento da planta.

Figura 11 — Variacdo da temperatura (°C) predominante no municipio de Lages/SC, entre 0s
meses de outubro de 2017 e maio de 2018. Lages/SC, 2018.
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Fonte: Adaptado de CIRAM/EPAGRI, 2018.

De acordo com os dados de temperatura minima e maxima entre os meses outubro/2017
e maio/2018 para a regido de Lages, é possivel inferir que a melhor época de cultivo para as
plantas de Hypericum perforatum é entre os meses de outubro a janeiro. Isto porque o
crescimento da espécie em condi¢Oes controladas iniciadas na primavera proporcionou maior
numero de ramificagdes, comprimento superior e rendimento de biomassa em relagdo ao cultivo

realizado no verao.
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Por se tratar de uma espécie perene nativa da Europa, os estudos acerca do H.
perforatum ndo possuem data especifica para plantio e colheita, sendo em sua maioria pesquisas
apenas de identificacdo e coleta em campos nativos. Bltter et al. (1998) demostram, em
experimento realizado na Suica, durante dois anos consecutivos em plantio em casa de
vegetacdo, que o periodo de fevereiro a maio, final do inverno e primavera no hemisfério norte
seria 0 ideal. Ap6s o periodo de crescimento inicial e aclimatacdo, as mudas podem ser
conduzidas a campo. Apesar disso, esses autores relatam haver queda no numero de
ramificacOes e crescimento vegetativo no primeiro ano de estabelecimento das mudas,

indicando que a espécie necessita de maiores periodos para atingir alta produtividade foliar.

3.5 CONCLUSAO

O crescimento semanal do Hypericum perforatum no Exp.-Primavera/verdo nédo foi
acelerado pela utilizacdo das altas diluicbes dinamizadas testadas. No Exp.-Verdo/outono
Natrum muriaticum 12CH mostrou-se superior (30,17 cm) em relacdo ao controle (26,22 cm),
mas ndo diferindo de Kali carbonicum (28,91 cm) e Phosphorus (28,04 cm).

As variaveis altura do maior ramo, nimero de ramificacdes e rendimento de biomassa
ndo foram influenciados com a utilizacdo das altas dilui¢des dinamizadas. Entretanto, a época
de cultivo primavera/verdo promoveu maiores indices nas variaveis analisadas em relagdo a
época verdo/outono.

O cultivo de Hypericum perforatum na primavera resulta em maior nimero de

ramificacOes (24,62 cm), altura de plantas (42,32 cm) e rendimento de biomassa (2,67 Q).



60



61

4 CAPITULO 3 - INCREMENTO DE GLANDULAS ESCURAS E PRODUCAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS EM PLANTAS DE HYPERICUM
PERFORATUM L. SUBMETIDAS A TRATAMENTOS COM
ALTAS DILUICOES DINAMIZADAS

4.1 RESUMO

Hypericum perforatum apresenta compostos biologicamente ativos que atuam sobre diversas
funcbes do organismo humano com potencial de restabelecer a saude quando enfermo. A
capacidade de agir como antiviral, antimicrobiano, antitumoral e antidepressivo, tornou a
espécie de alta importancia farmacéutica e popular. O composto majoritario de H. perforatum
é a hipericina armazenada em glandulas escuras nas folhas e flores. Pesquisas tem procurado
avancar sobre tratamentos nao residuais em espécies medicinais para otimizacdo de metabolitos
secundarios, priorizando o composto majoritario. Neste sentido, tratamentos com altas diluicdes
mostram-se como recurso terapéutico capaz de atuar sobre o metabolismo da planta e,
consequentemente sobre a quantidade de compostos, sem alterar a qualidade destes. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito dos preparados em altas diluicBes dinamizadas sobre o
incremento de glandulas escuras e producéo de fendlicos em plantas de Hypericum perforatum.
Plantas foram cultivadas em duas épocas, na casa de vegetacdo da Estacdo Experimental da
EPAGRI, Lages/SC. O delineamento experimental foi o completamente casualizado com 5
tratamentos, 12 repeticbes com 4 plantas por vaso. Aplicacfes de preparados homeopaticos
foram realizadas, semanalmente, durante dois meses. As plantas de H. perforatum foram
tratadas com Kali carbonicum, Natrum muriaticum, Phosphorus e Silicea terra na 12CH e agua
destilada como controle. A colheita para avaliagdo do Exp.-Primavera/verdo foi realizada no
més de fevereiro/2018 e do Exp.-Verdo/outono em junho/2018. Foram retiradas aleatoriamente
cinco folhas de cada planta, totalizando 240 folhas por tratamento. Apos a colheita, realizou-se
contagem de glandulas escuras utilizando microscépio estereoscopico. O restante das folhas foi
seco em estufa durante 48 horas a 50 °C. Apds a secagem do material, realizou-se preparacédo
do extrato hidroalcodlico das folhas. Selecionou-se o preparado homeopético que apresentou
melhores resultados quanto a contagem de glandulas escuras. Deste modo, utilizou-se as plantas
tratadas anteriormente com Silicea terra 12CH e o controle com &gua destilada. Utilizou-se
rotaevaporador rotatorio para obtencdo de extrato hidroalcodlico bruto e posteriormente
fracionamento do extrato para analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Todos os dados foram analisados com o auxilio do ambiente R, considerando o nivel de 5% de
significancia. Para contagem de glandulas escuras ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos, mas sim entre as épocas de cultivo. Na cromatografia foram avaliados 18
compostos. Ha alteracdo na quantidade de compostos somente em relacdo a época de plantio e
colheita, ndo havendo alteracdo com a utilizacdo de Silicea terra. Deste modo, s&o necessarios
maiores estudos com outros preparados homeopaticos, bem como, graus de dinamizacao para
estimular a produgdo de compostos bioativos em plantas de H. perforatum.
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4.2 INTRODUCAO

A espécie Hypericum perforatum, popularmente conhecida como erva-de-S&o-Jodo,
tém sido utilizada como planta medicinal para o tratamento de diferentes doencas, mas de modo
especial na depressao leve a moderada (CHIOVATTO et al., 2011). A atividade bioldgica de
H. perforatum ¢é atribuida a mais de dez classes de compostos entre 0s quais,
antraquinonas/naftodiantronas, derivados de floroglucinol, flavonoides, biflavonas, xantonas,
aminoacidos, 6leos volateis, vitamina C, taninos, carotenoides e cumarinas (HUSSAIN;
ANSARI; ARIF, 2009). A hipericina e a pseudo-hipericina sdo os componentes mais estudados
e derivam do nucleo antraquinona/naftodiantrona, os quais contribuem no efeito antidepressivo
(BRISKIN, 2000).

Relatos tém demonstrado a capacidade da hipericina agir como antiviral (KUBIN et al.,
2005), antimicrobiana (SADDIQE; NAEEM; MAIMOONA, 2010) e antitumoral
(MISKOVSKY, 2002). Conforme Karioti e Bibia (2010), a hipericina é considerada o mais
poderoso fotossensibilizante natural ja descrito. Estudos pré-clinicos mostram que a a¢do dos
compostos biologicamente ativos do H. perforatum exibem capacidade ansiolitica e nootropica
(BEN-ELIEZER; YECHIAM, 2016); antihiperglicémica (AROKIYARAJ;
BALAMURUGAN; AUGUSTIAN, 2011); antirreumatica, para tratamento de excitacdo
nervosa e distdrbio do sono (VAN WYK; OUDTSHOORN; GERICKE, 2002). Outras
pesquisas relatam ainda o beneficio do uso para tratamento de alcoolismo, tabagismo e
dependéncia de cafeina (CAN et al., 2011). Sosa et al. (2007) reportam a utilizacdo da planta
como anti-inflamatéria. Testes realizados para a atividade antibacteriana foram bastante
promissores, mostrando resultados positivos quanto ao potencial na atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus e bactérias Gram-positivas, como o Streptococcus pyogenes e
Corynebacterium diphtheriae (SCHEMPP et al., 1999).

A hipericina acumula-se em estruturas morfologicas especializadas conhecidas como
glandulas escuras, ocorrendo nas folhas desde as primeiras fases do crescimento da planta.
Durante o periodo de floracéo, as glandulas escuras expandem-se a quase todas as partes da flor
(FORNASIERO; BIANCHI; PINETTI, 1998; KOSUTH et al., 2003). As concentra¢des de
hipericina e pseudo-hipericina dependerdo de diferentes fatores, tais como, a época de plantio
e colheita, fases fenologicas coletadas e utilizacdo de tratamentos adequados (SOUTHWELL;
BOURKE, 2001; CIRAK et al., 2007; GERM et al., 2010).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2221169111600853#!
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Conhecendo o potencial fitoterapico das plantas de H. perforatum, estudos acerca do
incremento de glandulas escuras e producdo de compostos fendlicos sdo desejaveis a fim de
potencializar os efeitos ja comprovados. O uso de preparados em altas diluicGes dinamizadas
em plantas medicinais tem demonstrado efeito positivo no incremento de metabdlitos
secundarios (CAPRA et al., 2014). Andrade et al. (2012), aplicando altas dilui¢des dinamizadas
para crescimento e producdo de cumarina em plantas de chamba (Justicia pectoralis Jacg.),
demonstram alteragdes na producdo de cumarina quando utilizado o preparado na 30CH
(trigésima centesimal hahnemanniana). Estudo realizado por Fonseca, Casali e Cecon (2006),
no incremento de tanino nas folhas e raizes de Porophyllum ruderale, descrevem que houve
aumento para diferentes preparados homeopaticos utilizados.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito dos preparados em altas dilui¢es dinamizadas
sobre o incremento de glandulas escuras, consequentemente da hipericina, bem como, na

producdo de compostos fenolicos.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Semeadura e cultivo

Sementes de Hypericum perforatum foram semeadas em bandejas e mantidas em sala
climatizada (25 °C com fotoperiodo de 16/8h) no Laboratério de Homeopatia e Satde Vegetal,
posteriormente, transplantadas para casa de vegetacdo na Empresa de Pesquisa Agropecuéria e
Extensdo Rural de Santa Catarina, Estacdo Experimental (EPAGRI) de Lages.

O experimento em sala climatizada foi realizado em delineamento casualizado em
blocos, com parcela experimental composta por 12 plantas em sementeira com 5 tratamentos e
4 repeticdes. Utilizou-se substrato de vermiculita e terra preta na propor¢do de 2:1. Apds a
emergéncias das sementes (15 dias), iniciou-se aplicacdo semanal de preparados homeopaticos.
Os tratamentos utilizados foram Kali carbonicum, Natrum muriaticum, Phosphorus e Silicea
terra, todos na 12CH, e agua destilada como controle. Apos seis semanas em sala climatizada
foi realizado transplante das plantas para vasos em casa de vegetacdo. Foram utilizados vasos
de 8,7 litros compostos de vermiculita, solo preto e esterco de ovelha na proporgéo de 1:1:1. O
delineamento foi completamente casualizado, com 4 plantas por vaso. As aplicacGes de

preparados homeopaticos continuaram semanalmente, dispensados no solo. As plantas
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continuaram na casa de vegetacdo por mais 30 dias, até serem realizadas mais quatro aplicacfes
(Capitulo 2, p. 46-47).

Como foram realizados dois experimentos, separadamente, sendo Exp.-Primavera/verao
e Exp.-Verdo/outono, a coleta de material do Exp.-Primavera/verdo foi realizada no més de
fevereiro/2018, enquanto que a do Exp.-Verdo/outono realizou-se no més de junho de 2018. A
contagem das glandulas escuras foi realizada em amostra destrutiva de cinco folhas de cada
planta, sendo realizada 18 dias ap0s a Ultima aplicacdo dos preparados homeopaticos. O restante
do material (folhas e raizes) foi disposto em estufa de circulacdo forcada de ar para secagem
durante 48 horas, a temperatura constante de 50 °C.

4.3.2 Avaliacéo das glandulas escuras

Glandulas escuras foram contadas com auxilio de microscépio estereoscopico (25x), no
Laboratdrio de Homeopatia e Salde Vegetal da Estacdo Experimental (EPAGRI) de Lages.
Cinco folhas por planta, de cada parcela experimental, foram amostradas, totalizando 240 folhas

por tratamento (Figura 12).

Figura 12 — Folhas de Hypericum perforatum utilizadas para contagem de glandulas escuras.

r

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

4.3.3 Preparacao dos extratos hidroalcoolicos

A extracdo de compostos das folhas de H. perforatum foi realizada em apenas dois
tratamentos, (a) o controle, tratamento que utilizou somente agua destilada e (b) tratamento com
preparado homeopatico Silicea terra 12CH, que apresentou melhores resultados quanto ao
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numero de glandulas escuras. A preparacdo dos extratos foi realizada nos meses de marco a
novembro de 2018, junto ao Laboratério de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Campus de Curitibanos.

Os extratos foram obtidos por meio de maceracdo exaustiva utilizando alcool etilico
comercial 92 INPM (Figura 13). Inicialmente, as folhas de Hypericum perforatum foram
trituradas e condicionadas em embalagens de vidro, de acordo com o respectivo tratamento e
repeticdo. Para realizacdo da trituracdo dos tratamentos utilizou-se 48 plantas, divididas em 4
repeticdes. A cada frasco foi adicionado alcool etilico 92 INPM até o recobrimento de todas as
folhas. O material foi mantido sob maceracdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz durante
sete dias. Apos filtragem, o solvente foi removido por evaporacdo em evaporador rotatorio, a
uma temperatura de 45 °C, para a obtencdo do extrato hidroalcodlico bruto (EHB).

As folhas que restaram, apds filtracdo, permaneceram no frasco de vidro, as quais foram
imersas novamente em alcool etilico comercial 92 INPM. O procedimento de extracdo e
evaporacdo do solvente foi repetido por mais duas vezes com cada um dos tratamentos e
repeticbes até a diminuicdo consideravel da massa extraida no processo de maceracdo. Os
extratos obtidos para cada uma das maceragdes foram combinados para a obtencdo dos extratos
hidroalcoodlicos brutos: 4 EHB (4 repeticGes) para o tratamento controle e 4 EHB (4 repeticdes)
para o tratamento com o preparado homeopatico Silicea terra.
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Figura 13 — Sequéncia do processo de maceracdo exaustiva: (A) Folhas de Hypericum
perforatum submersas em alcool 92 INPM; (B) Filtragem do residuo apés 7 dias;
(C) Utilizacdo de Rotaevaporador para a concentracdo dos extratos; (D) Uso de

pipeta de vidro para retirada do material no baldo volumétrico; (E) Extratos

prontos para analise ap6s remogdo da agua residual em liofilizador.

vy |
A

0

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

O material da extracdo foi coletado com auxilio de pipeta de vidro e disposto em
vidrarias identificadas por tratamento e repeticdo. Todo o processo descrito foi repetido trés
vezes, para garantir extracao total dos componentes. Para remocao da agua residual, os extratos
ainda foram congelados e liofilizados por 12h obtendo-se 4 extratos brutos por tratamento.

4.3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As fracdes dos extratos de Hypericum perforatum permaneceram refrigeradas até o
momento da andlise. Para avaliacdo do perfil de compostos fenolicos em HPLC, as amostras
foram preparadas removendo os componentes apolares através de extracdo solido-liquido
usando hexano como solvente extrator. Cerca de 0,5 g de EHB foi submetido a extracdo com 2
mL de Hexano, repetindo-se o procedimento 3 vezes. Apos remoc¢édo do solvente com auxilio
de pipeta de Pasteur, repetiu-se 0 processo por mais duas vezes para obtencéo dos extratos livres
de substancias apolares. Desse modo, foram preparadas 100 mL de solugéo estoque a 1000 ppm

dissolvendo 100 mg do material insoltvel em hexano em solucdo 5% de acetonitrila em agua.
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As analises foram realizadas no Laboratério Multiusuario de Analise Instrumental
(LAMAI) no Centro de Ciéncias Rurais na Universidade Federal de Santa Catarina — Campus
de Curitibanos. Para as separacdes cromatograficas utilizou-se instrumento Agilent Infinity
1260 equipado com bomba quaternaria, compartimento de coluna termostatizado, amostrador
automatico e detectores de fluorescéncia (FLD) e UV-Vis (DAD). Para a separacao
cromatografica, as amostras foram filtradas (0.22 um) e 20 puL foram injetados em coluna de
fase reversa Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1 X 150mm X 3,5um) da Agilent precedida por uma
pré-coluna Eclipse Plus C18 (4,6 X 12,5mm X Sum). A separacdo cromatografica foi adaptada
de metodologia previamente publicada por Milevskaya et al. (2016), a qual foi realizada com
gradiente de solvente utilizando 0,1% de acido formico em acetonitrila (solvente A) e 0,1% de
acido férmico em agua (solvente B) de acordo com o seguinte programa: 0-10 min de 100% B;
10-20 min de 20% A e 80% B; 20-21 min 80% A e 20% B; 21-25 min de 100% A; 25-30 min
de 80% A e 20% B; 30 min, 100% B. Foi utilizado fluxo da fase mével de 0,6 mL/min,
temperatura do compartimento da coluna de 40 °C e injecdo de 20 ul por amostra na
concentragédo de 1000 ppm. Os dados foram coletados utilizando detector de arranjo de diiodos
(DAD) nos comprimentos de onda 220, 254, 272, 320 e 590 nm.

Todas as amostras foram avaliadas em triplicata. Os dados foram coletados e analisados
em software OpenLab CDS Chemstation e o perfil de compostos fenélicos foi avaliado em 320

nm e expressos na forma de porcentagem relativa.

4.3.5 Analise estatistica

Os dados obtidos sobre o nimero de glandulas escuras nas folhas do Hypericum
perforatum foram submetidos a andlise de variancia (teste F), sendo verificadas as
pressuposices de homocedasticidade (teste de Bartlett) e normalidade (teste Shapiro-Wilk).

Nos dados obtidos através dos comprimentos de onda da HPLC, determinou-se
padronizar os compostos no comprimento de onda de 320 nm. Para 0s compostos registrados
atraves do cromatograma, realizou-se média sobre a porcentagem da area por tratamento,
repeticao e época de cultivo. Os dados foram analisados por teste F, comparando os tratamentos
e experimentos realizados. Para o tempo de retengdo dos compostos realizou-se média para
padronizar as amostras na cromatografia.

Todas as andlises estatisticas foram processadas com o auxilio do ambiente R (R Core

Team, 2017) considerando o nivel de 5% de significancia.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ndmero de glandulas escuras presentes nas folhas de plantas de H. perforatum nao
diferiu entre os diferentes preparados homeopaticos e nem da testemunha. Entretanto, o Exp.-
Primavera/verdo apresentou maior nimero de glandulas escuras que o Exp.-Verdo/outono
(Tabela 8).

Tabela 8 - Numero médio (+ Erro padrdo) de glandulas escuras presentes na face abaxial das

folhas de plantas de Hypericum perforatum tratadas com diferentes altas dilui¢Ges

dinamizadas.
Tratamento Glandulas escuras (n°)
Exp.-Primavera/verdo Exp.-Verdo/outono
Kali carbonicum 12CH 14,76 £ 0,44 ™ 12,75+0,54 ™
Natrum muriaticum 12CH 15,39 £ 0,41 13,37 £ 0,37
Phosphorus 12CH 14,64 + 0,65 12,20 + 0,43
Silicea terra 12CH 16,41 + 0,56 13,28 + 0,34
Controle 16,24 £ 0,51 12,54 £ 0,38
Média e erro 15,51 £ 0,24 12,83 +£0,19

*Meédias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si (5% de significancia). ns=
ndo significativo.

O numero de glandulas escuras pode variar de acordo com o estadio de crescimento da
planta de H. perforatum, e, consequentemente, afetar a producdo de hipericina e pseudo-
hipericina. Southwell e Bourke (2001) relatam que ambos os compostos aumentam de cerca de
100 ppm no inverno para mais de 3000 ppm no verdo (BRANTNER; KARTNIG;
QUEHENBERGER, 1994). Kladar et al. (2015), também, relatam que os estadios fenologicos,
como a floracdo (antes, durante e apés), influenciam no metabolismo secundério da planta. Em
nossa pesquisa, observa-se aumento de glandulas escuras na planta cultivada na
primavera/verdo (15,51), expresso pelo nimero de glandulas por folha. Na espécie H.
perforatum, as glandulas escuras sdo estruturas morfoldgicas especializadas responsaveis pelo
armazenamento de hipericina, que ocorre nas folhas desde as primeiras fases do crescimento da
planta. Durante o periodo de floragéo, as glandulas escuras expandem-se a quase todas as partes
da flor (FORNASIERO; BIANCHI; PINETTI, 1998; KOSUTH et al., 2003). As substancias
armazenadas nessas glandulas fazem parte do grupo das antraquinonas/naftodiantronas
(BRISKIN, 2000) (Figura 14B).



70

Figura 14 — Estruturas morfologicas que armazenam compostos bioativos em plantas de
Hypericum perforatum. A) Glandulas transltcidas na face adaxial das folhas; B)

Glandulas escuras na face abaxial das folhas.

as translicidas

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Os estudos acerca da importancia do composto demonstram que a hipericina é o mais
poderoso fotossensibilizante natural ja descrito (MARTINEZ-POVEDA; QUESADA,;
MEDINA, 2005). A hipericina apresenta propriedades muito especificas, como forte absor¢do
a comprimento de onda mais longo (590nm), uma toxicidade minima (KARIOTI; BILIA, 2010)
certa seletividade tumoral e uma taxa de depuragdo muito maior quando em contato com o
corpo hospedeiro, isso permite que as agOes fitoterapicas sobre o organismo humano durem
mais tempo e tenham maior eficiéncia (MISKOVSKY, 2002).

As glandulas translicidas sdo consideradas estruturas morfoldgicas responsaveis pelo
acumulo de alcaloides, lipidios, resinas e 6leos essenciais, conferindo assim, maiores acdes
farmacoldgicas (CICCARELLI; ANDREUCCI; PAGNI, 2001). De acordo com Gaid et al.
(2016), o constituinte principal dessas estruturas é a hiperforina. Atuando, juntamente com a
hipericina, a hiperforina € capaz de agir como inibidor na recaptacdo da serotonina, dopamina,
noradrenalina, acido gama-aminobutirico (GABA) e L-glutamato (CHATTERJEE et al., 1998;
CAPASSO et al., 2003). Schempp et al. (2002) e Hostanska et al. (2003), mostram que a
hiperforina tem acdo anticancerigena, inibindo as linhagens de células tumorais. As glandulas
transllcidas sdo estruturas facilmente visualizadas quando dispostas a favor da luz, pois
apresentam aparéncia de pequenos “orificios” na face adaxial das folhas (Figura 14A).

A eficiéncia terapéutica da espécie podera depender da quantidade e concentra¢des dos
compostos biologicamente ativos. Para tal, Bozin et al. (2013) afirmam que os compostos

majoritarios tém sido avaliados, pois a partir destes € possivel distinguir a influéncia de
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diferentes regibes geograficas e épocas de cultivo, visto que estes fatores também podem
influenciar na quantidade e qualidade de compostos. Portanto, é de extrema importancia realizar
a analise dos compostos considerando diferentes tratamentos, épocas de plantio e colheita. Em
nosso estudo, a partir da cromatografia gerada no comprimento de onda 320 nm foi possivel
registrar 18 componentes diferentes presentes no extrato alcodlico de H. perforatum,
identificados em duas diferentes épocas de plantio e nos tratamentos com &gua destilada e com
o preparado homeopatico Silicea terra. Nao foi possivel quantificar e identificar a hipericina,

visto que € necessario a utilizacdo do padréo do referido composto (Figura 15 e Figura 16).

Figura 15 — Cromatografia dos compostos de extrato alcodlico de Hypericum perforatum no
comprimento de onda 320 nm no Exp.-Primavera/verdo (T4R3A) e EXp.-
Verdo/outono (T4R3B).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 16 — Cromatografia dos compostos de extrato alcodlico de Hypericum perforatum no
comprimento de onda 320 nm para o controle (T4R3B) e para Silicea terra
(T5R3B).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Os compostos majoritarios presentes na cromatografia ndo foram possiveis de
identificar. Porém, relata-se o tempo de retencdo encontrado no comprimento de onda utilizado
e a porcentagem da area no Exp.-Primavera/verdo e Exp.-Verdo/outono para 0s tratamentos
testados. Entre os tratamentos Silicea terra e controle ndo houve diferenca estatistica, mas entre
as épocas de cultivo sim. Os compostos 1 e 4 apresentaram maior porcentagem de area no Exp.-
Primavera/verdo quando comparado ao Exp.-Verdo/outono. Para os compostos 2, 7, 8, 10, 11 e
15 a porcentagem de area foi superior no Exp.-Verdo/outono. Para os demais compostos nao

houve diferenca estatistica (Tabela 9).
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Tabela 9 - Compostos biologicamente ativos obtidos através de extrato hidroalcodlico de Hypericum perforatum, tempo de retencdo no

comprimento de onda 320 nm e porcentagem da area.

Composto Tempo de Porcentagem da area Porcentagem da area
retencédo
(min)
Exp.-Primavera/veréo Exp.-Verédo/outono
Silicea terra Controle Geral Silicea terra Controle Geral
1 2,484 57,14 + 2,39 52,49+ 2,84 54,82+193a 36,76 + 1,51 35,69 + 3,19 36,23+ 1,64 b
2 9,047 14,00 £ 0,46 15,79+ 1,31 14,89+£0,72b 20,01 +£1,28 17,93 +1,48 18,97 £0,99 a
3 9,775 5,28 + 1,66 5,25+ 0,57 527+0,82a 6,18 + 1,64 6,49 + 0,37 6,33+0,78 a
4 10,136 0,66 £ 0,14 0,67 £0,10 0,66 £ 0,08 a 0,10 £ 0,05 0,08 £ 0,03 0,09+£0,03b
5 10,925 1,18 £0,24 1,33+£0,09 1,26 +0,12a 1,57 +£0,44 1,58 £ 0,55 157+0,32a
6 11,155 0,76 £ 0,34 1,73 +0,87 1,24+0,47 a 2,02 £ 0,34 1,77 £ 0,48 1,90+ 0,30 a
7 11,454 0,14 + 0,05 0,11 +0,01 0,13+0,02b 0,26 + 0,10 0,34 £ 0,07 0,30 £ 0,06 a
8 11,855 1,57+ 0,39 1,68 + 0,32 1,62+0,24b 4,47 £ 1,58 421+1,14 4,34+£0,90a
9 13,696 0,12 + 0,05 0,08 + 0,04 0,10+ 0,03 a 1,51+1,48 0,00 £ 0,00 0,75+0,74 a
10 13,997 523+1,33 6,97 £ 0,54 6,10+ 0,74 b 8,90 £ 0,89 10,66 £ 0,41 9,78+ 0,56 a
11 14,314 448 £ 1,11 4,25 +0,52 4,37+057b 6,79 £ 1,40 8,46 + 0,63 7,62+0,78a
12 14,691 2,23+0,76 1,79+0,11 2,00+£0,36 a 1,73+ 0,06 1,32+0,15 152+0,11a
13 14,870 0,69 + 0,55 0,08 + 0,02 0,38 +0,28 a 0,29 +0,12 0,19 + 0,02 0,24 £ 0,06 a
14 15,125 2,15+0,78 3,38 £0,30 2,76 £0,45a 3,66 +1,22 3,98 +0,31 3,82+0,59 a
15 15,408 1,25+0,73 0,71 +0,06 0,98+0,35a 0,41 + 0,04 0,39 £ 0,02 0,40 +£0,02 a
16 15,753 0,60 £0,11 0,78 +0,13 0,69+0,09b 1,72+0,11 1,78 + 0,17 1,75+0,13 a
17 17,117 2,12 +1,27 1,77 £ 0,85 195+0,71a 3,32+1,14 4,86 £0,74 409+0,69a
18 17,425 0,01+0,01 0,67 +0,32 0,34+0,19a 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00+ 0,00 a

* Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si. Teste F (5% de significancia). + Erro padré&o.
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No estudo percebe-se grande varia¢do sobre os compostos, principalmente no composto
1, onde no Exp.-Primavera/verdo corresponde a 54,82% do total dos compostos, enquanto no
Exp.-Verdo/outono é somente 36,23. O composto 18, mesmo que em quantidade bastante
pequena (0,34%) é registrada na cromatografia do Exp.-Primavera/verdo, que em comparacao
ao Exp.-Verdo/outono apresenta-se em 0,00%. A analise sobre os compostos é realizada a fim
de identificar os componentes majoritarios, para melhor separacéo dos constituintes do extrato,
pois desse modo, pode ser melhor aproveitado para formulacdo de medicamentos ou utilizacdo
do préprio extrato (LI; FITZLOFF, 2001).

Milevskaya et al. (2016), utilizando metodologia semelhante, descrevem que nos
comprimentos de ondas testados no Hypericum perforatum com extrato hidroalcodlico
encontram 0s seguintes compostos biologicamente ativos: acido protocatecuico, acidos
cafeoilquinicos, epicatequina, rutina, hyperoside, isoquercitrina, quercetina, quercitrina,
biapigenina, furo-hipericina, hiperforina, adiperforina, pseudo-hipericina e hipericina. Além
destes metabolitos secundérios, o H. perforatum apresenta, também, acido clorogénico, acido
galico e 4cido p-cumarico (STAMENKOVIC et al., 2013).

Os metabolitos secundarios descritos e presentes em extratos de H. perforatum estdo
distribuidos nas dez classes de compostos j& identificados como as
antraquinonas/naftodiantronas, derivados de floroglucinol, flavonoides, biflavonas, xantonas,
aminodcidos, Oleos volateis, vitamina C, taninos, carotenoides e cumarinas (HUSSAIN;
ANSARI; ARIF, 2009). Assim, como verificado no estudo, a época de plantio e de colheita
podem influenciar sobre as concentracdes dos compostos fendlicos. Southwell e Bourke (2001)
relatam que ambos os compostos, hipericina e pseudo-hipericina, aumentam de 100 ppm no
inverno para mais de 3000 ppm no verdo, influenciando desta forma na quantidade de extratos
e 6leos volateis. Mesmo considerando as diferencas entre os niveis dos compostos da espécie
sobre as épocas de plantio e colheita, Kladar et al. (2017) salientam que estes aspectos nao sdo
levados em conta nos paises de origem, deste modo, perdendo a capacidade méaxima dos
principios ativos. Esses autores comentam que a planta pode ser colhida de acordo com a
necessidade do momento, visto que ha grande variacdo entre os metabdlitos secundarios.
Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), ndo somente a época de colheita pode influenciar no teor
dos compostos biologicamente ativos, mas tambeém, os fatores climaticos, o solo, a
disponibilidade de nutrientes fornecida a planta, época de plantio e tratos culturais utilizados.

Na nossa pesquisa, 0 preparado homeopatico Silicea terra ndo interferiu sobre as
concentragdes dos compostos fendlicos. Todavia, estudos tem mostrado a capacidade dos

preparados em altas diluigdes dinamizadas atuar sobre os metabolitos secundarios de plantas
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medicinais. Andrade et al. (2012), utilizando altas dilui¢bes do isoterapico de Justicia para
crescimento e producdo de cumarina em plantas de chamba (Justicia pectoralis Jacq.),
demonstram alteragdes na producdo de cumarina quando utilizado o preparado na 30CH
(trigésima centesimal hahnemanniana). Para o incremento de tanino nas folhas e raizes de
Porophyllum ruderale, Fonseca, Casali e Cecon (2006) descrevem aumento com os preparados
homeopéticos Kalium phosphoricum e Calcarea carbonica na 4CH, utilizados com aplicacéo
de dose Unica. Andrade (2000), ao utilizar o preparado homeopatico Sulphur relata que ha
aumento de aproximadamente 75% no teor de cumaria em chamba quando comparado com a
testemunha. Carvalho (2004) verificou que Natrum muriaticum 12CH, em plantas de Artemisia
(Tanacetum parthenium), aumenta o teor de prolina nas folhas. Bonato, Proenca e Reis (2009)
afirmam que Sulphur e Arsenicum album sdo capazes de modificar o metabolismo da menta
(Mentha arvensis), potencializando assim o 6leo essencial da espécie.

Para Duarte (2007), a aplicacéo de preparados com altas diluicdes dinamizadas, pode
causar diferentes respostas sobre o metabolismo das plantas e aumentar/diminuir os compostos
bioativos, em funcdo da dinamizacdo aplicada. No estudo, ndo se verificou aumento no indice
dos compostos fendlicos em comparacédo ao controle. Contudo, também néo ha diminuicdo dos
mesmos, havendo somente efeitos sobre a época de plantio e colheita das plantas de Hypericum

perforatum.

4.5 CONCLUSAO

O numero de glandulas escuras nas folhas das plantas de Hypericum perforatum nao foi
alterado pelos tratamentos homeopaticos de Silicea terra, Natrum muriaticum, Phosphorus e
Kali carbonicum.

Folhas de plantas de H. perforatum cultivadas entre os meses de outubro a fevereiro
apresentaram aumento do nimero de glandulas escuras em relagdo ao cultivo realizado nos
meses de fevereiro a junho.

Extratos hidroalcoolico das folhas de H. perforatum evidenciaram a presenca de 18
diferentes compostos bioativos.

A utilizacdo do preparado homeopatico Silicia terra ndo diferiu do controle em relagéo
a porcentagem de area dos compostos, mas observou-se alteracdo na quantidade de compostos

em relacdo a época de plantio e colheita.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta pesquisa sugerem que 0s preparados homeopaéticos Silicea terra,
Kali carbonicum, Natrum muriaticum e Phosphorus apresentam efeitos distintos sobre as
etapas de desenvolvimento e crescimento das plantas de Hypericum perforatum.

Na quebra de dorméncia de H. perforatum, verificou-se que a temperatura de 25 °C foi
amelhor. A aplicacéo do preparado homeopatico Kali carbonicum proporcionou aumento sobre
a taxa germinativa de 62,75% para 70,75%, com menores perdas de semente e,
consequentemente, aumentando do nimero de mudas viaveis. As centesimais hahnemannianas
6CH, 12CH, 20CH e 30CH de Kali carbonicum mostraram tendéncia de efeito ondulatério
sobre a germinacgdo das sementes da espécie, percebendo-se assim que a escolha do grau de
diluicdo centesimal é tdo importante como a escolha do preparado homeopatico.

Por ter dorméncia enddgena e exdgena, a semente de H. perforatum necessita de
condigdes adequadas para producdo de mudas. Dessa maneira, é necessario incluir técnicas
adequadas para seu cultivo. No presente estudo, as sementes foram cultivadas, inicialmente, em
sala climatizada, mantendo-se 25 °C com fotoperiodo de 16/8 horas e quando atingiram
tamanhos apropriados (aproximadamente 15 cm) foram transplantados em vasos e levados a
casa de vegetacdo. As condi¢cOes climaticas desse ambiente proporcionaram as mudas de H.
perforatum temperaturas estaveis mais elevadas e melhor captacdo de luminosidade para um
crescimento vegetativo mais rapido e homogéneo. Entretanto, é necessario realizar plantio e
colheita no periodo mais adequado (primavera/verao), visto que isso influenciara sobre o
crescimento e rendimento final de material.

As variaveis analisadas na pesquisa de nimero de ramifica¢des, altura e rendimento de
biomassa foram maiores quando iniciando o cultivo de H. perforatum na primavera, pois o
periodo do verdo favorece temperaturas adequadas e assim, maior crescimento das plantas. Os
preparados homeopaticos utilizados atuaram de acordo com a época de cultivo, sendo que o
plantio na primavera usando Silicea terra possibilita aumento sobre o crescimento vegetativo
semanal, enquanto que o plantio durante o verdo com uso de Natrum muriaticum proporciona
melhor crescimento em relacgdo a testemunha.

A contagem das glandulas escuras nas folhas do H. perforatum e analise dos compostos
em HPLC permitiu estimar o efeito dos preparados homeopaticos na performance dos
compostos fendlicos da planta. Os resultados encontrados evidenciam que nédo ha incremento

de gléndulas escuras com a utilizagdo do preparado homeopético Silicea terra, Natrum
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muriaticum, Phosphorus e Kali carbonicum na poténcia de 12CH. Contudo, a escolha da época
de plantio e colheita mostrou-se extremamente importante para aumento no ndmero de
glandulas escuras na espécie. No experimento onde determinou-se realizar coleta de material
durante o verdo (fevereiro) houve otimizacao sobre a variavel. Para a cromatografia realizada
em HPLC verificou-se a presenca de 18 compostos diferentes, sendo que o preparado
homeopético Silicea terra ndo diferiu do controle em relacdo a porcentagem de &rea para tais
compostos. A época de cultivo interferiu sobre a porcentagem de area de alguns compostos;
porém, houve incremento de ambos 0s experimentos realizados, somente em compostos
diferentes.

A homeopatia tem se mostrado como instrumento eficiente no manejo de plantas
medicinais. No entanto, sdo necessarios maiores estudos acerca dos efeitos dos preparados
homeopaticos. Com maiores pesquisas € possivel aperfeicoar a repertorizacdo para escolha da
matéria médica, a dinamizacdo a ser utilizada, bem como, frequéncia, forma e dosagem das

aplicagbes em plantas medicinais.
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