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RESUMO

CLEMENTE FILHA, Ana Cardoso Aspectos fisiolégicos e fitoquimicos de Bauhinia forficata
Link e Plantago major L. Lavras: UFLA, 1996. 67 p. (Dissertagiio - Mestrado em

Fisiologia Vegetal)*

Bauhinia forficata e Plantago major sio espécies utilizadas como medicinais devido
as sua propriedades antidiabética e antiinflamatoria respectivamente. Este trabalho teve como
objetivos a caraterizacdio de substancias ativas em funciio da idade da planta e fotoperiodo, bem
como o estudo da germinag&o destas espécies.

Extratos foliares de plantas adultas e jovens de Bauwhinia foram submetidos a
fracionamentos com diversos tipos de cromatografia. No foi detectada a presenca de alcaldides e
taninos. Os flavonoides identificados foram canferol 3-O( gli-ram-xil) e canferol 3-O-(gli-ram).

Qualitativamente nfio se observou diferengas no perfil flavonoidico de plantas jovens e adultas.

*Orientador: Amauri Alves Alvarenga. Membros da Banca: Cecilia Terumi Teradaira Blatt e

Maria das Gragas Cardoso.



Para Plantago major, foram realizadas anilises de flavonéides e mucilagens em
plantas submetidas a regimes fotoperiédicos de 8 horas, 16 horas e natura (12 h).N#o foi
observada diferenca no perfil flavonoidico nos tratamentos. Os flavondides apresentados foram
glicosideos de luteolina baseados em acido glicurénico e glicose. Houve diferen¢a no teor de
mucilagens nos diferentes fotoperiodos , sendo que o de 16 horas apresntou maior teor e o natural
menor. A mucilagem de Plantago é composta de arabinose, galactose e 4cido urdnico.

Com relagdo a germinagdo foram analisados os efeitos da luz, temperatura e diferentes
concentraqﬁw- de GA; As sementes de Bauhinia sio indiferentes & luz, apresentaram maior
percentagem de germinagio a 30-20° C e 20°C e ndo responderam a aplica;:ﬁd de GAs. As

sementes de Plantago mostraram fotoblastismo positivo e melhor germinagio a 30-20°C, néio

ocorrendo germinag#io a 20 °C.



SUMMARY

PHYSIOLOGICAL AND PHYTOCHEMICAL ASPECTS OF Bauhinia forficata Link

AND Plantago major L.

Bauhinia forficata Link and Plantago major L. are species utilized as medicinals
owing to their antidiabetical and antiinflamatorical, respectively. This work had as purpose to
characterize active substances in terms of the plant age and photoperiod as well as the study of the
germination of these species.

Leaf extracts of mature and young plants of B. Jorficata were subjected to fractioning
by several sorts of chromatography techniques. Annd alkaloids and tannins were not detected at
all. The flavonoids identified were Kaempferol-3-O-(gly-rham-xyl) and kaempferol-3-O (gly-
rham). Qualitatively, differences were not observed in the flavonoidic profiles of young annd
mature plants.

To Plantago major, analysis for flavonoids and mucilages in plant ssubmitted_ to
photoperiodical regimes. of 8 h, .16h and natural (12 h) was performed. No differences were
observed in the flavonoidic profile of the three photoperiodic treatments. The isolated flavonoids

were luteolin glycosides based on glucose and glucuronic acid.



There were different in the mucilage content in the three photoperiods, being that of
16 h showed the gratest mucilage content annd the natural photoperiod the smallest. The mucilage
of Plantago is made up of arabinose, galactose and glucuronic acid.

Concerning germinnation the effects of light, temperature and different concentrations
of GA; were analysed.

The seeds of Bauhinia are indifferent to light, showed highest germination percentage
at 20 and 30/20 ° C and did not respond to the application of GA;. The Plantago seeds showed

positive photoblastism and best germination rate at 30-20° C, no germination at 20 ° C.



1 INTRODUCAO

Em diferentes regiGes ﬂoﬁgticas'do Brasil, encontra-se uma grande diversidade de
espécies medicinais, das quais de acordo com estimativas mais otimistas menos de 1% deste
potencial foi quimicamente estudado. Este percentual decresce ainda mais com relagdo a estudos
agron6micos. Assim sendo, a exploragdo de recursos medicinais no Brasil esté relacionada em

grande parte, a coleta extensiva e extrativista de materiais silvestres, pois poucas espécies chegam

ao nivel de cultivo, mesmo em pequena escala (Vieira, 1993).

Estimativas da Organizagdo Mundial de Saude ( OMS ) relatam que cerca de 80% da
populagdo dos paises em desenvolvimento fazem uso de algum tipo de medicina tradicional para
cuidados basicos de saide e 85% destes envolvem o uso de plantas. Além disso, das 119
substancias quimicas puras extraidas de plantas usadas em todo o mundo, cerca de 74% destas
foram obtidas através do conhecimento popular e do seu uso na medicina tradicional (Farnworth

¢ Soerjato, 1985).

- Uma vez que a participagdo do Brasil no mercado internacional é bastante expressiva,
deve- se considerar, que a utilizagdo de plantas medicinais apresenta beneficios sociais e
econdmicos,. Segundo dados da Carteira do Comércio exterior (1984), o Brasil exportou neste

ano cerca de 20 milhdes de dolares.



Por esta razio, as pesquisas de novas fontes de matérias primas destinadas & obtencdo
de principios ativos de efeitos farmacologicos, estabelecimento de padrdes de qualidade de
matérias-primas brutas, de extratos vegetais bem como de principios ativos isolados, constituem
um campo de trabalho de alta relevincia no Brasil, embora ainda incipiente (Oliveira e Bacchi,

1980).

A caréncia de informagdes cientificas sobre plantas medicinais ou com potencial
medicinal, tem levado cientistas a direcionarem suas pesquisas ndo somente a nivel farmacologico
e quimico, como também ao da fisiologia do desenvolvimento. O conhecimento sobre a
propagagdo dessas espécies ¢ de fundamental importincia, pois a demanda crescente torna
imperativo a geragdo de técnicas adequadas de cultivo. O sucesso da propagagdo, produgdo de
mudas e estabelecimento de plantas requer uma série de conhecimentos fisiologicos e/ ou

ecoldgicos , envolvendo os mais diferentes estadios de seu biociclo.

Os principios ativos de plantas sdo geralmente compostos do metabolismo secundario,
tais como terpenos (6leos essenciais), glicosideos (saponinas, flavonoides), alcaléides e taninos.
Segundo Swain (1977) algumas proteinas e polissacarideos acidos podem ser incluidos entre esses

compostos.

O teor dessas substdncias, acumuladas em diferentes partes dos vegetais, varia
substancialmente considerando as diferentes fases do desenvolvimento do vegetal e de acordo com
os fatores ambientais a que estio submetidos. A literatura mostra poucos trabalhos relacionando

quantidade do principio ativo e estadio do desenvolvimento vegetal, condigSes de irrigagdio,

luminosidade e adubagéo.



Em 1982, a Central de Medicamentos (CEME), iniciou um programa de pesquisas em
plantas medicinais. Foram selecionadas, com base em levantamentos etnobotanicos e
etnofarmacologicos, espécies utilizadas popularmente como hipotensoras, an.ti-diabe’ticas e
antiinflamatérias. Essas plantas passaram a ser estudadas por grupos interdisciplinares de

boténicos, quimicos e farmacologistas distribuidos por varios 6rgéos de pesquisa no Brasil.

Mais recentemente, elas também passaram a ser objetos de estudo biologicos e
agrondmicos. Entre varias espécies foram selecionadas para o presente trabalho Bauhinia
Jorficata Link (pata de vaca) e Plantago major L. tanchagem) espécies frequentes no municipio
de Lavras e nos levantamentos etnobotéanicos da regido, e das quais nio foram encontrados na

literatura dados sobre seus principios ativos isolados.

Bauhinia forﬁcdta Link, vem sendo utilizada como anti-diabética e Plantago major L.
como antiinflamatéria. Nao tem sido observado uma especificidade entre o efeito observado e a
natureza quimica do principio ativo. O efeito anti-diabético pode ser produzido por compostos
terpénicos, flavonoides, esterdides, alcaldides, taninos ou por polissacarideos acidos, e o efeito
antiinflamatorio pode ser devido a compostos terpénicos, flavonodides ou polissacarideos acidos
tPathak, Pathak e Singla, 1991; Tomoda et al., 1987, Ambike et al. apud Achenbach, Stocher e

Constenla, 1988; Costa, 1942;).

Em face do exposto, o objetivo deste trabalho foi levantar dados sobre o processo de
germinacdo das duas espécies citadas e analisar os compostos secundarios que pudessem estar
relacionados com as atividades observadas popularmente, bem como suas variagSes qualitativas e

quantitativas, em fungdo da idade da planta e regimes fotoperiodicos



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Germinacdo

A germinagdo de sementes dentro do contexto do biociclo vegetal é considerado
estadio critico no processo de perpetuagdo das espécies. Ela pode ser considerada como uma série
de conversdes metabolicas de reservas, que levam a retomada de crescimento do eixo
embrionério. Segundo Mayer e Poljakoff-Mayber (1989) é extremamente dificil definir o momento

exato no qual a germinag&o encerra e se inicia o crescimento da plantula.

O processo da germinagéo ¢ controlado por fatores intrinsecos e extrinsecos os quais
podem ser representados pela composi¢do quimica da semente, seu balango hormonal e fatores

ambientais, destacando-se nesse Gltimo a temperatura , luz , umidade e oxigénio.



2.1.1. Temperatura e luz

Dentre os fatores ambientais que regulam os processos do desenvolvimento vegetal, a
temperatura se apresenta como fator primario e limitante na germinagdo, podendo atuar sobre a
taxa de germinagdo e distribuicdo de frequéncia relativa em fungdo do periodo de incubagio
(Laboriau, 1973; Laboriau ¢ Agudo, 1987); atuando também na velocidade de embebigdo, fator
decisivo no desencadeamento dos eventos metabolicos (Bewley e Black, 1994; Mayer e Poljakoff-

Mayber, 1989).

Laboriau (1978), refere-se a germinagio da semente como um problema
termobioldgico, e entre os varios pardmetros que desencadeiam a dependéncia térmica estio os
pontos cardinal minimo, ponto cardinal maximo e o intervalo de temperatura na qual a germinagio

¢ mantida uniforme.

Felipe e Silva (1984) realizﬁram uma ampla revisdo sobre germinagdo de algumas
espécies de cerrado, enfocando os feitos da luz, temperatura (constante, alternada e alta),
fitorreguladores, escarificagdo e longevidade das sementes, e sugeriram a necessidade de se
pesquisar os efeitos interativos da luz e temperaturas controladas. Segundo, Borges e Rena
(1993), para um grande nimero de espécies tropicais e subtropicais, a faixa térmica mais adequada

para a germinag#o se encontra entre 20 a 30 °C.

Mercier e Gerreiro Filho (1989), constataram que a temperatura de 20 °C retardou o
processo de germinagdo de sementes de Pleurostima fannieri, P. ragieere e Vellozia alata,
quando comparada aos resultados obtidos a 25 °C, 30°C e 25/15°C (D/N). Laura (1993), observou

que a melhor temperatura para a germinagdo de Muntingia calabura (calabura) foi a 25 °C.



Temperaturas alternadas simulando as flutuagdes de temperaturas que ocorrem
normalmente na natureza promovem a germina¢io de muitas sementes (Carvalho e Nakagawa,
1983; Borges e Rena, 1993). Cardoso (1989) estudando a correlagio entre temperatura e
germinagdo de trés espécies de Sida, observou que temperaturas alternadas tendem a promover a
germinagdo de sementes intactas, com regime térmico de 35/20 °C mostrando-se o mais efetivo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Maida e Ladeira (1989) em algumas solanaceas

nativas , que somente germinam quando submetidas a temperaturas alternadas.

Sementes de Prosopis juliflora possuem habilidades para germinarem em uma ampla
faixa térmica , podendo ser classificadas como euritérmicas. Seu limite minimo para a germinagdo
esta entre 10 e 15 °C e o méximo de 50 a 55 °C e a faixa 6tima entre 30 e 35 °C (Perez e Moraes,
1990). Pimpini, Filippini ¢ Gianquinto (1993) trabalhando com Cichorium intybus nao

observaram germinagio a 5 °C e 40 °C.

Para Ageratum conizéides e Dioscorea delicata, o étimo de germinagdo ocorreu a
30°C , embora ocorra germinagdo em uma faixa de 15 a 30 °C. Contudo, sementes de Dioscorea
olfersiana ndo germinaram em temperatura de 15° C (Ladeira, Zaidan e Figueiredo- Ribeiro,

1987, Ladeira et al, 1992).

Como as plantas medicinais, de um modo geral nio" sofreram ainda um processo de
selegdo, uma grande variagio ¢ encontrada em suas caracteristicas morfologicas, quimicas e
fisiologicas. Assim sendo, pouco'se sabe sobre fatores que determinam a germinagio destas

espécies. i

A temperatura afeta a germinagio das sementes agindo também na reidratagio e

sintese do fitocromo e na interconversio de suas formas, sendo assim, o efeito da luz ¢ afetado



pela temperatura (Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989; Felipe e Silva, 1984) e ¢ variavel com a
espécie. A germinagio de sementes da maioria das espécies cultivadas niio ¢ afetada pela luz , ao
contrario, em espécies silvestres € observado grande variabilidade no comportamento em relagio

aluz.

A presenca ou auséncia de luz pode estimular ou inibir a germinagdo de sementes, que
dependendo de sua resposta a luz, podem ser classificadas como fotoblasticas positivas, negativas
¢ indiferentes. A alocagéo de sementes em um&i categoria depende das condigdes de maturagdo da
semente, do armazenamento, da temperatura de embebigdo e incubagdo e do tratamento osmético
(Kendrick, Spruit e Frankland, 1969; Hayes e Klein, 1974; Heydecker, Higgins e Gulliver, 1975).

Em alface, a reagéio fotoblastica das sementes durante a germinagio é profundamente
influenciada pelo aumento da temperatura (Cunha e Casali, 1989). Isto também foi observado por
Laura (1993) em sementes de calabura mantidas a 25°C, concluindo que a calabura € uma espécie
fotoblastica positiva nesta temperatura. Por outro lado Arrigoni, (1993)observou que sementes de

Campomanesia rufa (casaqueira) sio indiferentes quanto ao fator luminosidade.

2.1.2. Giberelinas

O balango hormonal também desempenha um papel relevante no processo de
germinagdo, porém muitas questdes sobre fitohorménios estdo ainda por elucidar. Segundo
Radley (1979), esta evidenciado que os reguladores de crescimento em plantas, em particular

giberelinas e acido abscisico (ABA), tém tido um impacto significativo sobre a germinacéo.



Em muitas sementes, as giberelinas sio efetivas na indugdo de germinagdo, agindo
como substitutas para baixas temperaturas ou luz vermetha (Taylorson e Hendricks, 1977),
estimulando grandemente as conversdes de polissacarideos, proteinas e acidos graxos que sdo

utilizados para a retomada de crescimento do eixo embrionario.

As giberelinas tem sido utilizadas para aumentar a percentagem de germinagio de
vérias plantas aromaticas e medicinais (Scuinchetti, 1961; Ruminske Suchorska e Weglarzet,
1978). Laura,(1993) constatou efeito signiﬁcativo da aplicagio de GA3; a 200 ppm sobre a

germinagdo de sementes de calabura proporcionando uma maior percentagem de germinacio;

Para sementes de casaqueira, Arrigoni (1993) niio encontrou efeito significativo na
utilizagdo de giberelinas, enquanto que Monteiro, Herrera ¢ Alizaga (1990), além de obter um
maior percentual de germinagdo de sementes de boca de ledo, obteve um melhor desenvolvimento

das plantulas a 100 e 150 ppm de GA;.

2.2 Fitoquimica

2.2.1 Bauhinia

O género Bauhinia comporta cerca de 570 espécies (Robertson e Lee,1976), sendo
um género cosmopolita, com espécies que se distribuem amplamente em toda a zona equatorial,

tropical e subtropical do globo.

No Brasil existem 64 espécies de mata pluvial e de cerrado, que se distribuem por

todo territério brasileiro (Salatino, 1976). O mesmo autor ressalta a importancia de se conhecer as



espécies do género, considerando o interesse taxondmico, filogenético, ecologico e econdmico.
Entre elas destaca-se Bauhinia forficata Link, que segundo Costa (1942) é uma espécie

genuinamente brasileira.

A diabete ¢ uma doencga sofrida por aproximadamente 40 milhdes de pessoas e
fepresenta uma das 3 maiores taxas de mortalidade no mundo (Alam, Siddqui e Husain, 1990). Na
América do Sul, particularmente no Brasil e Argentina é muito difundido o uso popular de folhas
de diversas espécies de Bauhinia contra esta doenga. Juliani (1931), utilizando Bauhinia forficata
no tratamento de seus pacientes verificou uma diminuigdo progressiva no nivel de glicose do

sangue ,além de melhora geral no estado clinico dos mesmos.

Dentre as substéncias presentes no género, o grupo das fitohemaglutininas tem sido
mais estudado (Toms e Western, 1971). Com relagdo a pesquisa de compostos orgénicos de baixo
peso molecular o género ¢ pouco estudado, sendo que até 1988 somente cerca de 10 espécies de

Bauhinia tinha sido investigada fitoquimicamente (Achenbach, Stocher e Constenla, 1988).

Compostos fendlicos, como flavonoides e acido gilico, e substincia terpénicas sdo

encontradas em diversas referéncias sobre o género.

Kumar, David e Krupadanam (1990) descreveram os constituintes de Bauhinia vahlii
como metil-4- O-metilgalato, + mopanol e + catequina além cio acido betulinico, campesterol,
estigmasterol, B -sitosterol, canferol e agatisflavona. Das cascas de Bauhinia splendens foram
i;oladas sitosterol, estigmasterol, acido e.;.teérico e uma dimetilenodioxiflavona denominada

batisplendina (Laux, Stefani e Gottlieb, 1985).

Iribarren e Pomilio (1987) isolaram de Bawhinia candicans sitosterol 3 - O - ¢, - D -

xiluronofuranosideo. O mesmo autor identificou previamente outros glicosideo esteroidais, todos
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eles com sitosterol como aglicona, porém com glicopiranose, xilopiranose e riburonofuranose.
Gupta, Vidyapati e Chauhan(1980) isolaram do extrato etanélico do caule de Bauhinia variegata
canferol-3-glicosideo e de B. racemosa um composto 1,7 dihidroxi-3-metoxi-2 me-ti] =1dibenzeno
(2,3 - 6,7)oxepina denominado pacharina (Anjaneyulu, 1984). Virios flavonoéides foram
identificados a partir de extratos diclorometénicos de partes lenhosas de Bauhinia manca como

canferol, apigenina, luteolina entre outros (Achenbach, Stocher e Constenla, 1988).

A atividade antidiabética destes extratos ¢ atribuida as diversas substincias que sdo
encontradas como P sitosterol (Ambike et al apud Achenbach, Stocher e Constenla, 1988),
flavonoides (Abd- El-Wahab et al., 1987), mucilagens (Tomoda et al, 1989), saponinas (Atta-Ur-
Rahman e Zaman, 1989), possivelmente uma guanidina, taninos e 4cido clorogénico (Costa,
1975). O efeito antidiabético de alguns dos terpendides e flavonbides citados tém sido
comprovado em outras espécies, mas até o momento ndo se tém referéncias a este tipo de

trabalho em Bauhinia.

2.2.2 Plantago

O género Plantago, especialmente Plantago major , apresenta uma ampla distribuig3o,
estendendo-se quase que de polo a polo, embora aparentemente ausente em planicies tropicais
(Sagar e Harper, 1964). Estas plantas ocorrem em habitats completamente diferentes, como neve,
areas degradadas, solos compactos de ambientes perturbados, lugares de cultivo, dunas ou solos

arenosos ao longo da orla marinha e depressdes muito imidas proximas ao mar.
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Plantago major L. (Plantaginaceae) ¢ uma espécie perene, com folhas ovais rosuladas
produzidas por um pequeno caule subterraneo, cresce frequentemente em habitats perturbados

como poucas outras plantas (Pons e Toorn, 1988).

Dentre as espécies do género, varias sdo utilizadas para fins terapéuticos. Mitsuhashi
(1988) relata o uso de Plantago asidtica como antiinflamatério, diurético e antiasmatico. Desta
mesma planta foram isolados 5 glicosideos feniletandides: helicosideo, plantamajosideo,
isoplantamajosideo, actiosideo, 3,4 dihidroxifenetil alcool - 6 - O - cafeoil - B - D - glicosideo ¢

plantaginina, um glicosidio flavonico (Ravn et al, 1990).

Apesar do efeito antiinflamatorio ser o mais difundido alguns autores relatam a
utilizagdo da planta para diarréia cronica e disenteria (Modi, Mehta e Gupta, 1974), diminuigio do
colesterol no sangue (Taneja et al., 1989) e atividade hipoglicémica atribuida as mucilagens das
sementes (Tomoda et al, 1987). Entretanto, Ravn et al (1990) relata que o principio que é

biologicamente ativo ainda nio é conhecido.

2.2.3 Compostos secundirios

Compostos secundarios podem ser definidos como aqueles que ndo tém um papel
reconhecido na manutengdo de processos vitais dos organismos que os sintetizam (Conn e Stumpf,

1981), quer seja, na sintese de protoplasma ou geragio de energia.

Entretanto, recentemente, varios autores tém mostrado que os metabolitos
secundarios exercem importantes fungdes ecologicas e representam estratégias alternativas para a

sobrevivéncia de plantas exercendo efeitos alelopaticos, intimidando predadores, atraindo
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polinizadores, entre outros (Harborne, 1988; Feibert e Langenheim, 1988;Dakora, 1995; Tumner,

1995).

Muitas substancias desses grupos constituem principios ativos que sdo utilizados na
indistria farmacéutica no fabrico de firmacos e cosméticos, na indistria agrondmica para
obtengdo de inseticidas como a piretrina ¢ mesmo inclusos nos preparados caseiros da medicina

tradicional.

Partindo da via do acetato malonato, do acetato mevalonato e do chiquimato, que sio
as principais rotas metabolicas, pode-se dividir os compostos secundarios em 3 grandes grupos:

substancias terpénicas, compostos fenélicos e nitrogenados (alcaléides e glicosidios cianogénicos).

Os teores desses compostos ndo sdo estiveis e nem se distribuem de maneira
homogénea nas diferentes partes dos vegetais, podendo ser encontrados em sitios especificos de
acumulo como rizomas, caules, folhas, sementes ou flores. A variagdo da concentragdio destes
cbmpostos esta sob controle genético, podendo ser alterada pela ontogenia, por condigdes

edafoclimaticas, pela exposi¢do  luz, herbivoria ou mesmo poluentesDatmosféricos.

Virios autores tém correlacionado a produgio de compostos secundarios a varia¢des
sazonais (Delitala et al,1983; Pitarevic, Blazevic e Kustrak, 1984; Cabo, Crespo e Jimenez, 1987;
Grella e Picci, 1988), estadio de desenvol\(imentov(A]dlila, Tyagi e Naqvi, 1984, Jogia, 1984;
Holm, Galambosi e Hiltunem,1988 ), nutrigdo (Deye Choudhuri, 1984; Jenelten e Feller, 1992;
Nﬁng, 1992), reguladores de crescimento (El - keltawi e Croteau, 1987, Sharma, Singh e
Bordoloi, 1988) e condigbes de estresse (Delitala et al, 1986, Charles, Joly e Simon, 1990) que

podem determinar um maior ou menor actiimulo destes compostos.
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Segundo Matos (1988), ha um aumento na concentragiio de glicosideos nas folhas
durante o dia devido & fotossintese e diminuigdo durante a noite,como ocorre com a digitoxina e

outros glicideos das folhas de Digitalis purpurea (dedaleira).

Dentre os compostos que sofrem alteragdes pelo fotoperiodo, os mais citados sdo os
oleos essenciais (terpenos); porém tém sido feito pesquisas quanto a influéncia em outros grupos
de compostos. Os teores de triterpenos totais de Maytenus aquifolium foram significativamente
maior no outono que na primavera, porém a anilise de fendis totais ndo foi influenciada por
flutuagdes climaticas (Pereira, A. M. S. comunicagdo pessoal)’. Valle et al (1978), observaram que
2 horas de luz complementando a luz natural, duplicou o teor de tetrahidrocanabiol de Canabis

sativa,

Segundo Ladeira, Zaidan e Figueiredo Ribeiro (1987) plantas de Ageratum conizoides,
, mantidas em dias curtos (condigdes em que ocorre a floragdo), apresentam um aumento no
acumulo de cumarinas e de outros compostos fenélicos. Em Origanum vulgare a floragio afeta o
conteudo e a composigdo de oleos essenciais, sendo que em dias longos, além do conteudo
triplicar, ha aumento nos componentes fenélicos desses 6leos. Em Origanum syriacum, planta de
dias longos, o conteido de monoterpenos é favorecido por dias longos, porém o florescimento

afeta o conteido, diminuindo-o (Dudai et al, 1992).

*PEREIRA, A. M. S. Comunicagdo pessoal. 1995 (Nucleo de Biotecnologia Vegetal, UNAERP,

Ribeirdio Preto, Sdo Paulo, Brasil).
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2.2.3.1 Compostos fenélicos

O termo compostos fendlicos abrange uma ampla faixa de substancias plantas as quais
possuem em comum anel aromético com uma ou mais hidroxilas substituintes. Estas substincias
tendem a ser soliveis em agua, uma vez que elas ocorrem, frenquentemente combina-das com
agucares, como glicosideos e estdo geralmente localizadas no vaciolo celular Entre os compostos
fenolicos naturais, dos quais varios milhares de estruturas sio conhecidas, os flavondides formam
0 maior grupo apesar de fen6is monociclicos, fenilpropandides e quinonas fendlicas existirem em
quantidades consideraveis. Varios grupos poliméricos importantes encontrados nas plantas como
ligninas, melaninas e taninos sdo polifenolicos; ocasionalmente unidades fenélicas sdo encontradas

em proteinas, alcaldides e entre os terpendides (Harborne, 1984).

a) Flavonoéides

Os flavondides tém origem biossintética das vias do acetato malonato e da via do
acido chiquimico, sendo o anel A derivado de 3 unidades de acetato condensadas cabeca a cauda e
o anel B e os 3 carbonos do anel central derivados do acido cinimico (Vickery e. Vickery, 1981).
Assim, o esqueleto basico dos flavonéides ¢ constituido por 15 atomos de carbono, formando 2
nucleos fenélicos conectados por uma cadeia de 3 carbonos aberta ou fechada, sendo esta ﬁitima

denominada anel pirano central.
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O anel A tém o padrio caracteristico do resorcinol ou floroglucinol e o anel B tem

geralmente hidroxilas nas posigdes 4’; 3’e 4’ ou 3°, 4’¢ 5°; outros padrdes de hidroxilagio também

sdo conhecidos.

O nivel de oxidagdo dos 3 carbonos intermediarios ¢ responsavel pelas diferentes

classes de flavondides (Gueissman e Crout, 1969), além do anel B que pode estar na posigdo 2, 3

ou 4 (Hahlbrock, 1981).
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Os flavonbides apresentam uma grande diversificagdo estrutural baseada nestas
diferentes classes combinadas a varios padrdes de hidroxilagdo, metilagdo, glicosil'agﬁo ou outras
substitui¢des.

Os principais agucares encontrados como glicosilantes de flavonéides sdo glicose,
galactose, acido glucurdnico, xilose, ramnose e arabinose. Além destes, apiose, frutose, manose e
acido galacturénico com carboxila substituida ocorrem ocasionalmente. A grande quantidade de
glicosideos de um determinado flavonoide é resultado de varias combinagdes destes agucares, que
podem ligar se ligar hidroxilas de diferentes posigoes (Harborne,1979). Os O-glicosideos sdo as

formas em que os flavonoides sdo praticamente universais (Woolenweber e Dietz, 1981).

Os flavonoides 'sio soliiveis em agua e como sdo fendlicos mudam de coloragdo
quando tratados com base ou com aménia, podendo ser detectados em cromatogramas e solugdes;
contém sistemas aromaticos conjugados apresentando intensas bandas de absor¢do na regido do
espectro de UV e do visivel e estdo presentes na planta geralmenmte ligados a agucares podendo
ocorrer casos em que uma simples aglicona estd presente na planta sob vérias combinagdes

glicosidicas (Harborne, 1984).

Os flavonoides sdo substincias altamente ativas.. Flavonas e flavonois metilados
incluindo a flavona eupatorina (5,3’-dihidroxi-6,7,4’trimetoxiflavona) tem atividade anticancer (
Kupchan et al, 1969), de varizes ou problemas circulatorios, hisperidina e rutina tem sido utilizada

no tratamento capilar e como agente antiinflamatério (Spilkova e Hubik, 1988).

Varios flavonodides tem sido testados, apresentando atividade contra diferentes
desordens fisiologicas como artrite (Malhotra, Murti e Seshadri, 1967), malaria (Nkunya, Waibel e

Achenbach, 1993), inibi¢do da infecgdo HIV (Li et al, 1993).
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b)Taninos

Taninos compreendem um grande grupo de substancias amplamente distribuidas no
reino vegetal € quando ocorrem em grande quantidade, eles séo usualmente localizados em 6rgdos

especificos como folhas, frutos, casca é caule (Tyler, Brady e Robber, 1988).

Ha dois tipos de taninos: os condensados, que ocorrem quase universalmente em
pteridofitas e gimnospermés e sdo amplamente distribuidos entre as angiospermas, especialmente
em tecidos lenhosos. Em Bauhinia holophyila, os taninos presentes nas folhas sdo condensados do
tipo pirocatequinicos (Salatino, 1976). Os taninos hidrolisaveis sdo limitados a dicotiledoneas e
séo encontrados em poucas familias relativamente. Esses dois tipos de taninos podem ocorrer em

uma mesma planta como em arvores de carvalho onde ocorrem na casca e folhas.

A biossintese dos taninos condensados ocorre a partir da condensagdo de uma simples
catequina (ou galocatequina) para formar dimeros e entio oligdmeros maiores e a maioria deles
apresentam entre duas a 20 unidades de flavanas. O nome proantocianidina é usado
alternativamente para taninos condensados porque com o tratamento a quente com acido, algumas

das ligagdes C- C sdo quebradas liberando mondmeros de antocianidina.

Os taninos hidrolisiveis sdo polimeros heterogéneos contendo acidos fendlicos

especialmente acido galico e agiicares simples, como depsideos de galoilglicose (Harborne, 1984).

Os taninos possuem a propriedade de transformar pele de animal em couro pelo

processo denominado curtimento, pois a ligagdo do tanino a proteina do colageno do couro do
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animal aumenta a sua resisténcia ao calor, agua e microorganismos; isto determina o alto uso

destas substancias na indistria (Sun et al, 1988).

Segundo Swain (1982), devem ser considerados taninos “quaisquer substincias de
ocorréncia natural, com peso molecular suficientemente alto, que tenha um grande numero de
hidroxilas fendlicas (1 a 2 por 100 unidades de peso molecular) capazes de formar ligagdes entre
proteinas e outras macromoléculas. Estas substincia quando adicionadas a dieta, s&o responséveis
pela diminuig@io da digestibilidade, sendo que em humanos, causam acidez, sensagdo adstringente
na boca devido a sua ligagéo com as proteinas salivares, quanto a sua ag#o terapéutica ndo se tem

muitos estudos.

Costa (1975), ndo descarta a possibilidade de que a agdo hipoglicemiante de algumas
plantas se deva aos taninos. Alguns taninos sdo ativos contra E. coli e Cdndida albicans (que

podem causar diarréia), e outros microorganismos (Burapadaja e Bunchoo, 1995).

2.2.3.2 Alcaléoides

Os alcalbides compreendem uma grande classe de substancias secundarias de plantas.
O termo alcaloide ¢ mais facilmente descrito do que precisamente definido. Eles sdo compostos
que contém nitrogénio, éeralmente incluem substéncias basicas, sdo heterociclicos e geralmente

exibem atividade fisiologica significativa em humanos e animais. Tais compostos sdo as mais

velhas drogas e ainda s@o de grande uso na medicina moderna (Conn e Stumpf, 1981).



20

O grupo dos alcaldides é quimicamente heterogéneo, sendo que sua estrutura pode
variar de muito simples a altamente complexa, muitos sio de natureza terpenoidica como a
solanina, alcaldide esteroidal de batata, sendo considerada do ponto de vista biossintético de

terpendide modificado.

Sdo geralmente ausentes nas gimnospermas, pteridéfitas, musgos e plantas inferiores
e sua fungdo nas angiospermas ¢ ainda obscura, embora se tenha relato do envolvimento de
substéncias individuais na regulago do crescimento, repelentes e atraentes de insetos. A teoria

sobre a fungéo de reserva de nitrogénio ndo é ainda bem aceita (Harborne, 1984).

Os principais alcaldides de uso terapéutico como quinina,morfina, emetina,
estriquinina, atropina, escopolamina provém ainda dos vegetais, sendo poucos os compostds
obtidos por sintese total ou parcial (Costa, 1978). Virios autores tém relacionado a atividade
antidiabética aos alcaldides (Chen e Xie, 1986; Karawya,1984; Mitsubish, 1982; Atta-Ur-Rahman

€ Zaman, 1989).

2.2.3.3 Mucilagens

As mucilagens sdo polissacarideos que em presenga de 4gua incham e tomam aspecto
particular de solugSes viscosas. Sdo muito semelhantes as gomas, embora alguns autores as
diferenciem das gomas por estas sérem facilmente soliveis em agua e consideradas como produtos
patologicos, enquanto que as mucilagens sio produtos normais do métabolismo (Costa, 1978).
Entretanto Tyler, Brady e Robber, (1988), relata que esta classificagdo ndo € ainda completamente

aceita.
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As mucilagens sdo encontradas em muitas plantas e sio normalmente formadas da
parede celular, sendo essencialmente poliuronideos, consistindo de agicares e unidades de acido
urdnicos (Trease e Evans, 1989). Apesar de ter sido estudada de modo incompleto (Costa, 1978),

pode ser estabelecido os seguintes grupos:
a - Mucilagens de alto peso molecular constituidas por holosidos.
b - Mucilagens formadas pela condensagdo de acidos urénicos, em particular.

c- Mucilagens caracterizadas pela existéncia de ésteres sulfiiricos de poli- holésidos, proprias

das algas.

Na planta, a mucilagem exerce fungfo de reserva, retengdo de agua em bulbo, raizes,

folhas e em sementes durante a germinagéo e ainda de protego contra alguns microorganismos.

As mucilagens apresentam propriedades antiinflamatorias, laxativas, antidiarréicas e
s#o utilizadas na industria farmacéutica para corregdo do gosto de certos firmacos, estabilidade de
emulsGes e pomadas e na indiistria alimentar no fabrico de geléias e doces diversos; também sdo

utilizadas para preparo de meios de cultura para cultivo de fungos, bactéria e tecidos de plantas.

Tomoda et al. (1987) apresentam uma tabela com 20 mucilagens de plantas com agao
hipoglicemiante, incluindo glucomananas, glico e galactopiranosil uronideos, paniculatan e

mucilagem A de Plantago.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Espécies estudadas

A escolha das espécies se deu a partir de uma listagem da Central de Medicamentos
(CEME) do Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais - Portaria n° 093/82.

Bauhinia forficata Link (pata de vaca) é uma planta espinhenta, de 5 a 9 m de altura,
com tronco de 30 a 40 cm de diimetro. Folhas glabras ou levemente pubescente na face dorsal,
divididas até acima do meio, de 8- 12 ¢m de comprimento. Aciileos quase sempre gémeos. Suas
folhas sdo reputadas como medicinais (Lorenzi, 1992) e sdo utilizadas popularmente nos
tratamentos de diabetes (Figura 1).

Plantago major L. conhecida popularmente como tanchagem, (Figura 2) ¢ uma erva
perene da familia Plantaginicea, acaule, medindo de 15 a 25 cm de altura, com reproducéo
principalmente por sementes, apresenta folhas rosuladas basais com nervuras proeminentes,
inflorescéncia espiga e fruto tipo capsula deiscente podendo conter até 30 sementes por capsula.

E utilizada popularmente nas afec¢Ses da garganta, aftas e inflamagGes em geral (Cruz, 1985)

BIBLIOT:. .. "..TRAL - UFLA
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FIGURA 2 Plantago major L
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3.2 Germinacio

As sementes de Bawhinia forficata foram coletadas de plantas localizadas proximo a
BR 265 ¢ 381 no municipio de Lavras MG e beneficiadas no Departamento de Ciéncias Florestais
da UFLA. Foi feita a desinfecgio com hipoclorito de sodio a 1% por 15 minutos seguido de
lavagem com agua destilada.

Os énsaios de germinagao foram realizados em placa de Petri dw
sementes foram colocadas para germinar entre papel de filtro Klabin, previamente umidecidos com
agua destilada.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 3x3
com 5 repeticdes de 50 sementes cada. As avaliagdes foram realizadas diariamente de manhd e &
tarde por um periodo de 15 dias; considerou-se como germinadas as sementes que apresentaram a
protrusdo da radicula.

Foi determinado o efeito da luz; das temperaturas de 20 , 30 e 30 /20°C (D/N) e das
solugdes de giberelina (GA;) a 150 e 300 ppm, na germinagdo das sementes. Utilizou-se cimaras
BOD FANEM modelo 347 e a intensidade luminosa na altura das placas foi de 437uW cm? e o
escuro continuo foi obtido pela cobertura das placas com papel aluminio e colocadas em sacos de
polietileno preto.

As sementes de Plantago major também foram coletadas no municipio de Lavras e
submetidas as temperaturas de 20 °C, 25 °C-, 30°C e 30/20 °C em luz e escuro continuos. Em
aml;os os experimentos utilizou-se DIC em esquema fatorial 2x4 com 5 repetigdes de 50 sementes

cada. Os ensaios foram realizados nas condi¢des descritas acima. Para a anilise estatistica os
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resutados em percentagem de germinagdo foram transformados em valores angulares (arc sen da
raiz da percentagem). A anilise de varidncia dos tratamentos foi feita pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% (Gomes, 1987). |

Utilizou - se para as analises o programa para microcomputador P.C., fornecido pelo

Prof. Dr. Ladaslav Sodek (Depto de Fisiologia Vegetal - UNICAMP).
3.3 Efeito da idade da planta e fotoperiodo no aciimulo de metabélitos secunddrios

Em Bauhinia forficata, procurou-se analisar substancias ativas em plantas adultas (seis
anos) que se desenvolveram em condi¢des naturais e em plantas jovens, submetidas a 70% de
irrradiagdo solar. Neste caso, plantulas obtidas da germinagio de sementes foram transferidas para
sacos de polietileno contendo terra de subsolo: areia: esterco na proporg¢io 2: 1: 2 (e mantidas em
sombrite a 70% de irradiago por 6 meses » quando foram efetuadas a medida de altura, contagem
do nimero de ramos e folhas, corte de todas as folhas da planta, peso da matéria fresca e seca em
estufa a 60°C com ventilagdo forada.

Em Plantago major foram analisadas substincias ativas em plantas mantidas em
fotoperiodo de 8 horas, 16 horas e natural (12 horas). Para isso, as sementes foram colocadas em
caixas contendo terra e areia 2 : 1 e as plantulas obtidas foram trz;.nsferidas para vasos de 1400 cm®
com terra e submetidas aos diferentes fotoperiodos citados. Tendo em vista 0 desenvolvimepto
desuniforme das plantas a coleta das folhas foi realizada no inico da floragdo, e determinou-se a
area foliar pelo programa Leaf Measurement System versdo 2.8, as medidas de altura, pesos das

matérias fresca e seca.
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3.4 Anilise fitoquimica em folhas de Bauhinia forficata

3.4.1 Obtenciio dos extratos

As folhas secas das plantas adultas e jovens foram moidas em processador Amo e
submetidas a extragdo exaustiva em cloroformio : metanol 2: 1 e em metanol puro. Os extratos

foram concentrados sob pressdo reduzida e depois em banho maria sob ventilaggo.

3.4.2 Fracinamento dos extratos

O extrato cloroformico das folhas de plantas adultas foi submetido a cromatografia
em coluna de silica gel G - CC.SG ( 670-230 mesh -Merck ), com os seguintes sistemas de
solventes: hexano :diclorometano 4 1;3:2;1: 4 ediclorometano : acetona4:1;3:2;1: 4.

Foram retiradas 15 fragdes de 50 ml para cada mistura de solvente. As fragGes foram
evaporadas e submetidas a cromatografia em camada delgada - CCD-SG no mesmo solvente em
que a fragdo foi eluida, e apos revelagio em iodo juntou-se as fragSes semelhantes para CCD-SG
em cloroférmio:metanol: 4gua 64:36:8.

O extrato metandlico foi submetido a partigdo com solventes orgédnicos de diferentes
polaridades. Inicialmente utilizou-se butanol/agua 1: 1. A fracdo aquosa obtida foi liofilizada e a
butandlica seca, suspensa em metanol a 80% e fracionada utilizando-se hexano, cloroformio e

acetato de etila.
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Tendo em vista que nos processos acima nio se obteve um bom fracionamento das
substéncias presentes nos extratos foram realizadas extragdes especificas para flavondides, taninos

e alcaloides.
3.4.3 Extraciio e anilise de flavonéides

Os procedimentos para extragdo e analise de flavondides seguiram os métodos
propostos por Markham (1982) e Mabry, Markham e Thomas (1970), com algumas modifica¢des.

Folhas de plantas jovens e adultas pulverizadas,foram submetidas a extragdo com
metanol 80% sob refluxo. Utilizou-se 10 g do po e a extragdo foi repetida 3 vezes. Em seguida os
extrato foram concentrados até a secura e ressuspendidos em metanol.

Esses extratos foram submetidos a cromatografia qualitativa bidimensional em papel
Whatman 3 MM em butanol:acido acético:agua -6:1:2 (BAW) e acido acético 15 %.

O extrato de folhas de plantas jovens foi fracionado em coluna (2,5 cm de didmetro x
45 cm de altura) de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O PVPP (8 gramas) foi macerado em
cloroférmio: metanol: metil etil cetona: acetona 20: 10: 5: 1 (solvente de Egger) durante uma
noite e a coluna foi empacotada no mesmo solvente. A eluicdo da coluna foi feita com Egger e
MeOH 80% , acompanhada com uz UV.

As fracBes que continham manchas purpura na luz UV, que ¢ indicativo de
ﬂa;/on()ides,’ foram depositadas em faixas e ’ submetidas & cromatografia preparativa em papel
Whatman 3 MM , N0 mesmo solvente citado acima. As faixas que mostraram manchas pirpuras
no UV, foram recortadas e centrifugadas em centrifuga Internacional a 2500 rpm, por 3 vezes em

metanol.
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A identificagdo numérica destas foi fei-tfa acrescentando-se um nimero correspondente
a0 seu comportamento frente ao eluente: 1 para aquela que teve maior valor de Rf e assim por
diante ( por exemplo, 5.1, 5.2, onde 5.1 teve o Rf maior que 5.2). O material obtido foi purificado
por cromatografia em coluna (1,25 cm de didmetro x 30 cm de altura) de Sephadex LH -20,
acompanhada com luz UV, eluida com metanol.

Parte de cada fragdo foi submetida & cromatografia em papel (CP) qualitativa em papel
Whatman 1 CHR utilizando 4cido acético 15 % e em BAW, para obtengdo dos valores de Rf. O
restante foi hidrolisado com 4 ml de HCI 1 N em banho maria a 60 °C por 2 horas, adicionando-se
em seguida, 4 ml de acetato de etila por 3 vezes. Na fase superior ficaram as agliconas e na
inferior os agucares. Estas foram secas em banho maria sob ventilagdo.

Realizou-se entdo a co-cromatografia em silica gel F,s4 das agliconas em cloroférmio :
acido acético: agua (CAW) 9: 2: 1 com padrdes de quercetina, luteolina e quercetagetina e a co-
cromatografia de agucares em placas de silica gel Fas4 (deixadas por uma noite em fosfato
monobasico de sédio 0,5 M) com os padrdes galactose, glicose, ramnose, arabinose e xilose.

Fez-se espectrofotometria de UV/visivel dos glicosidios e das agliconas, em
espectrofotdmetro Beckman DU 70. Os espectros de flavonoides apresentam 2 bandas, I e II,

cujos comprimentos de onda variam em grande parte para flavonas e flavonéis:

Banda II (nm) Banda I (nm)
Flavonas . 250-280 - 310-350
Flavonois 250-280 350-385 (3-OH

250-280 330-360 (3-OR)
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Os espectros de flavondides foram determinados em solugio metanélica e com o
reagente jonizante KOH. Os espectros obtidos com adigio deste reagente indicam o padrdo de
hidroxilagdo. KOH ioniza todas as hidroxilas fenélicas, causando um desvio batocrémico em
ambas as bandas (I e II) do espectro UV caracteristico das flavonas e flavonéis, em relagdo ao
espectro obtido em solugdo metanélica sem reagentes.

Um desvio batocromico na banda I acompanhada de aumento de intensidade indica a
presenca de 4’-OH; se for acompanhada de diminuigio na intensidade, salvo casos de
decomposi¢do rapida, indica 4’-OR, onde R pode ser uma metila, um agiicar ou um outro

substituinte. A presenga de uma terceira banda, B III, intermediaria entre I e II indica 7-OH.

3.4.4 Extracio e andlise de alcaléides

Procedeu-se a extragdo de 25 g de po das folhas da planta aduta e 100 g de p6 das
jovens em acido acético 10 %. Em seguida o extrato foi alcalinizado com hidréxido de aménio a
PH 8. Apods a centrifugagio o precipitado foi seco em dessecador a vacuo. Amostras desses
materiais suspensas em cloroformio foram submetidas a cromatografia de silica gel desenvolvida

em clorofdrmio: dietilamina, 9:1. A revelagdo foi feita com solugdo de Draggendorff.
3.4.5 Extracio e anilise de taninos
Foi feita a extragdo de 500 mg de p6 das folhas de plantas aduta e jovem em metanol/

agua 1:1, sob refluxo por 3 veznes. A quantificagdo de taninos foi realizada pelo método descrito

em Hagerman (1987). Assim,15 pl dos extratos foram colocados em cavidades de uma camada de
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gel de agarose tipo I da Sigma contendo albumina de soro bovino 0,1% p/v. Utilizou-se como
padrdes solugdes de cido tanico em diferentes concentragdes. O método baseia-se no principio de
que a quantidade de tanino precipitado é proporcional 4 area do halo que se forma ao redor das

cavidades.

3.5 Anilise fitoquimica das folhas de Plantago major
Procedeu-se a anilise de flavondides e mucilagens para as plantas mantidas nos 3
tratamentos fotoperiédicos. As folhas foram submetidas a secagem em estufa a 60 ° C até peso

constante e em seguida foram pulverizadas em processador Arno.
3.5.1 Extracéio e andlise de flavonéides

A extragdo foi realizada a partir de po de fo.lhas de plantas oriundas do fotoperiodo

natural, 8 e 16 horas, em metanol 80% sob refluxo por 3 vezes e concentrados a pressido reduzida.

Os extratos obtidos foram submetidos a cromatografia bidimensional em papel

Whatman 3 MM, desenvolvidos em BAW 6:1:2, e acido acético 15 %. Os extratos das plantas

provenientes do fotoperiodo natural foram-fracionados em coluna de PVPP, conforme descrito
anteriormente.

- Em adigdo ao reagente utilizado.em Bauhinia na analise espectral, foram utilizados

AlC-13 e HCl. AICl; se complexa aos grupos di-hidroxilicos vicinais. Cada complexo formado tem

um efeito batocrémico, e este tem propriedade aditiva. Orto-di-hidroxilas no anel B tém efeito de
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30-40 nm e no anel A, de 20-25 nm. HCI desfaz todos os complexos quelados, exceto o do grupo

carbonila.
3.5.2 Extracéo e analise de mucilagens

A extragdo foi feita a partir de 60 g de folhas frescas dos materiais cultivados em
diferentes fotoperiodos , conforme técnica descrita por Sierakowski (1982).

Assim sendo, as folhas foram mergulhadas em etanol pbr 72 horas e ap0s secagem ao
ar, foram colocadas em acetona por 48 horas. O material foi triturado em processador Arno €
extraido em Sohxlet com benzeno:etanol 2:1 por 48 horas.

A extragdo das mucilagens foi feita em 4gua a 85 °C durante 3 dias. Os sobrenadantes
foram reunidos, dialisados contra a agua por 24 horas. Em seguida, as mucilagens obtidas foram
precipitadas em etanol (3 volumes) por 24 horas, sendo o precipitado centrifugado a 12000 x g4
C por uma hora. O precibitado foi lavado com acetona por 3 vezes, seco a vacuo , pesando-se em
seguida as mucilagens.

Para a analise da composigdo das mucilagens, o material foi hidrolisado com HCI 2N a
100 °C por 5 horas e submetido a cromatografia descendente em papel Whatman 1 CHR. Os
cromatogramas foram desenvolvidos em kacevtato de | etila: acido acético:piridina:agua
(60:15: 15: 10) durante 40 horas. A revelagdo foi feita pelo método de Trevelyan, Procter e

Harrison (1950).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Germinacio

As figuras 3 e 4 representam respectivamente, a percentagem de germinagdo em

fungdo do tempo para Bauhinia forficata e Plantago major.

Para ambas as espécies, 0 maior percentual de germinagdo ocorreu no regime térmico
de 30-20°C. A inducdo da germinagdo por temperaturas alternadas nio é um fendémeno raro
(Erasmus e van Staden, 1986) e as mudangas de temperaturas aumentam a permeabilidade do
tegumento em sementes que apresentam dorméncia fisica, favorescendo a embebicio e

consequentemente a germinagao (Baskin e Baskin, 1988)

As sementes de Bauhinia forficata apresentaram baixa percentagem de germinagdo,
sendo a méaxima obtida ao redor de 50% (figura 3). Lorenzi (1992), relata que sementes desta
espécie apresentam germinagdo inferior a 30 %, devido ao fato destas apresentarem tegumento

duro e impermeavel a 4gua e a gases, indutores de dorméncia em varias sementes (Verma, 1978).



33

*0GA20°C +0GA30°C =0 GA30-20°C
#150 GA 20°C <150 GA 30°C -+-150 GA 30-20°C
#*-300 GA 20°C &-300 GA 30°C -©-300 GA 30-20°C

50
40 -
)
O 30 -
S
[
£
E  20-
7]
V)
10 -
0 .
0 1

Dias

FIGURA 3. Germinago de Bauhinia forficata Link em diferentes temperaturas e niveis de GA,.
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FIGURA 4. Germinacio de Plantago major em diferentes temperaturas. Curvas seguidas pela mesma letra significa
que as médias nio diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5%.
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Conforme pode ser observado na figura 3, a aplicagdo de GA; ndo foi efetiva.
Entretanto em Plantago ovata, as giberelinas promoveram a germinagdio em diferentes
temperaturas. O tratamento associado de baixas temperaturas e giberelinas, aumentaram a taxa de

germinagdo e sobrevivéncia no campo (McNeil e Duran, 1991)

Sementes de Plantago major, ndo germinaram em temperatura de 20 °C (figura 4).
Todavia em P. ovata, temperaturas inferiores a 20°C provocaram redugdes significativas na

germinagéo, fato este também observado em altas temperaturas (Patel , Sriran e Dalal, 1978).

Em temperaturas de 30/20°C, as sementes de P major apresentaram 100% de
germinagdo, sem haver necessidade de tratamentos prévios (figura 4). Por outro lado, P. ovata
requer tratamentos prévios para a quebra de dorméncia com giberelinas e KNO; (McNeil, 1989 ),

com propésito de aumentar a percentagem de germinagio.

As sementes de P.major mostraram fotoblastismo positivo, sendo que o mesmo foi
observado por Kendrick e Kronemberg, 1986. Entretanto, sabe-se que sementes de uma mesma
espécie poderdo apresentar comportamento diferenciado, em fungio das condiges climaticas a

qual foi submetida a planta matriz (Bewley e Black, 1994).

As sementes de Bauhinia forficata mostraram-se indiferentes a luz. Segundo Foster
(1986), muitas arvores de florestas tropicais que produzem sementes grandes, estas podem ser

insensiveis a luz.
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4.2 Andlise fitoquimica em folhas de Bauhinia Sorficata Link

4.2.1 Fracionamento do extrato cloroférmio : metanol 2:1 em coluna de silica gel

Esse fracionamento ndo apresentou um bom resultado e nem a parti¢do do extrato
metanolico com solventes orginicos de diferentes polaridades. Atribui-se a esse fato, a alta

polaridade do material e posteriormente as fragoes foram submetidas a outros tipos de analises.

4.2.2 Anailise e identificaciio de flavonédides

A cromatografia bidimensional em papel do extrato foliar de plantas de Bauhinia
adultas (6 anos) e jovens (6 meses) apresentaram perfil flavonoidico semelhante (Figuras SA e
5B). Embora os dois extratos ndo tenham apresentado variagio a nivel qualitativo, é possivel que
ocorra variagSes quantitativas no conteiido de compostos com a idade da planta e que podem ser

determinadas com o uso de metodologias adequadas.
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FIGURA 5A Cromatograma bidimensional dos flavonéides de folhas de plantas adultas de
Bauhinia forficata Link mancha pirpura escura ----------mancha purpura clara
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FIGURA 5B Cromatograma bidimensional dos flavonéides de folhas de mudas de

Bauhinia forficata Link

mancha parpura escura ----—---- mancha purpura clara
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Foram obtidas da coluna de PVPP 10 fragdes, 2 com solvente de Egger e 8 com
metanol 80%. Fazendo CP em pontos dessas fragdes em 4cido acético 15 %, 4 delas (6, 7, 9, 10)

apresentaram uma mancha pirpura sob luz UV e a de n’ 5 apresentou 2 manchas.

Apos CP em faixa destas fragdes (onde algumas se desdobraram), e purificagdo por
coluna de Sephadex LH - 20 foram obtidos flavondides apenas das fragdes 5.2 e 7.3. Os dados de

Rf em acido acético 15% e BAW estdio na tabela 1.

TABELA 1- Dados de cromatografia em papel de flavonéides obtidos do extrato foliar de mudas

de Bauhinia forficata Link.

Rf (x 100) Coloragdo

Fragdo BAW  OHAc15% UV/NH;

52 40 78 P/A
73 60 60 P/A
rutina 56 55 P/A

Apos hidrélise e co-cromatografia com padrdes, ambos os glicosideos apresentaram

os agucares glicose, xilose e ramnose e uma mesma aglicona.

Pelos resultados da hidrélise poderia se inferir que se tratam de mesmo glicosideo,
porém os valores de Rf da tabela acima levam a sugerir que 5.2 seja um triglicosideo, devido ao

alto valor de Rf (78) em acido acético e em BAW menor que o da rutina (um diglicosideo).

A fragdo 7.3 apresenta valores mais proximos ao da rutina sugerindo que se trata de

um diglicosideo de ramnose e glicose. A presenca de um terceiro agiicar pode ser explicada por
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contaminagdo com o triglicosideo, pois muitas vezes, a separagdo de glicosidios diferentes da
mesma aglicona ¢ dificultada pela impossibilidade de separa¢do dos agucares quando se utiliza
técnicas basicas de isolamento de flavonoides. Nestes casos, a separagdo € possivel fazendo

cromatografia em fase gasosa ou cromatografia de alto desempenho (Harborne e Mabry, 1982;

Niemann e Brederode, 1978 ).

Com relagdo as agliconas, estas apresentaram Rf diferentes dos padrGes e sob luz UV
mostraram colora¢do amarela, indicando ser flavonol, com Rf maior que o da quercetina,

caracteristico de canferol no sistema de solvente utilizado.

Os espectros de UV de flavondis apresentam na banda I, valores diferentes para
agliconas (350 - 385nm) e glicosideos (330 - 360nm). Os valores apresentados pelos glicosideos e

aglicona isolados de B. forficata correspondem 2o de canferol (Markham, 1982), confirmando os

dados cromatograficos.

Os dados espectrais de UV dos glicosideos e da aglicona em Me OH e KOH sio

apresentados na tabela 2 e nas figuras 6A, 6B e 6C. Os flavonoides de Bauhinia Jorficata sdo

apresentados na figura 7.

N =
Q)

OR
oH O )
1. Canferol-3-O-(gli-xil-ram): R= (gli-xil-ram)*
2. Canferol-3-O-(gli-ram): R= (gli-ram) * A sequéncia dos agiicares ndo foi determinada

FIGURA 7 - Estruturas dos flavonéides de B. forficata Link
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TABELA 2 Dados de espectrometria de UV de flavondides de Bauhinia forficata Link (Ama, nm)

Fragdo composto MeOH MeOH/KOH
glicosideo 5.2 Canferol-3-O (glicose- 347,50 396,50
ramnose-xilose) 297,50 324,50
266,00 274,00
glicosideo 7.3 Canferol-3-O(glicose- 349,00 395,50
ramnose-xilose 297,00 325,00
265,50 273,50
Aglicona 7.3 Canferol 365,00 322,00 417,00
299,00 233,00
266,00 278,00
Canferol * (padrio) 367,00 416,00
322,00 e 294(ombros) 316,00
266,00 278,00

* Markham, 1982.
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FIGURA 6 Espectro de absorgao no UV de flavonoides foliares de
Bauhinia forficata Link
: solugio metanolica - (MeOH)
. solugdo metandlica contendo KOH - (MeOH/KOH)
6X - glicosideo da fragdo 7.3 6B - aglicona da fragdo 7.3 6C - glicosideo da
fragdo 5.2
6A e 6C sido glicosideos de canferol
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A presenca de 3 manchas no cromatograma bidimensional indica a ocorréncia de 3
flavonéides distintos, sendo um diglicosideo e 2 triglicosideos. O procedimento para o isolamento
ndo possibilitou a separagdo dos triglicosideos, provavelmente pela quantidade muito pequena

apresentada por um deles.

No género Bauhinia, a quercetina possivelmente ocorre com alta frequéncia, tendo
sido relatada em Bawhinia reticulata, B. tomentosa, B. thonningii e B. holophylla (Salatino,
1976). Entretanto canferol, um flavonol bastante comum, foi encontrado em Bawhinia. variegata
( Gupta, Vidyapati ¢ Chauan, 1984), B. vahlii (Kumar, David e Krupadanam, 1990), B. manca

(Achenbach, Stocher e Constenla, 1988) e agora em B. Jorficata.

A presenga de canferol-3-O-ramnosideo em fragdes de Zizyphus rugosa apresentou
efeitos hipoglicemiantes em ratos (Khosa, Pandey e Singh, 1983), assim a presen¢a desses
glicosideos de canferol em folhas de B. forficata pode estar relacionada a sua atividade
antidiabética. Este género parece apresentar uma dicotomia de flavondis, com espécies

apresentando quercetina e outro grupo canferol.

4.2.3 Alcaldides

Nio foi detectada a presenca de alcaléides no extrato, embora, Costa (1942) tenha

relatado a p;esenga de um alcaldide que ndo foi possivel identificar.

Yousif, Iskander e Eisa (1983), investigaram os componentes alcaloidicos de algumas

plantas, detectando que a presenca ou auséncia de alcaldides em uma mesma planta, apresentava
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variagBes de acordo com a metodologia de extragio e o revelador utilizado. Assim, pode ser

necessdria a utilizagéio de outra metodologia para confirmagéo.

4.2.4 Taninos

O extrato das folhas de B. forficata ndo apresentou taninos, porém em folhas de
B.holophilla os taninos condensados estavam presentes (Salatino, 1976); nesta espécie é provavel
que os taninos ndio estejam correlacionados com a agdio antidiabética como sugerido por Costa
(1975). A maioria dos taninos encontrados em folhas sdo considerados compostos de defesa,
principalmente a herbivoria (Turner, 1995), porém ha outras formas de defesa que sdo

desempenhadas por outros compostos..

4.3 Anilise fitoquimica em folhas de Plantago major

4.3.1 Andlise e identificaciio de flavonodides

A cromatografia bidimensional em papel do extrato foliar de Plantago major
apresentou perfil semelhante nos fotoperiodos de 8 horas e natural. No fotoperiodo de 16 horas,
apesar de apresentar 2 manchas os Rf foram distintos . Isto pode ser devido a diﬁculdad.e. de
desenvolver a cromatografia, do mesmo modo que as anteriores, primeiro em BAW e depois em
acido acéticol5 %. Neste caso, so foi possivel fazendo o inverso, porque o extrato ndo saia da

origem, quando se utilizou BAW como primeiro sistema de solventes (figura 8A, 8B e 8C).



43

A biossintese de flavonoides esta sujeita ao fotocontrole, porém o controle da luz é
efetivo em determinadas regides do espectro como UV-B, que estimula as enzimas desta rota

biossintética (Kendricks e Kronemberg, 1986)



BAW

C)@

A
_Baw
¢ OHAC15%
B
_ OHAC15%
BAW

O
O

Cc

FIGURA 8 Cromatogramas bidimensionais de flavonoéides foliares de Plantago major L.

oriundos de trés tratamentos fotoperiédicos. A - fotoperiodo natural B - 8 horas
C - 16 horas

BIBLIOTE: 5. '7:TRAL - UFLA




45

Do fracionamento em coluna obteve-se 11 fragdes da coluna de PVPP. A clorofila foi

retirada com Egger na fra¢do 1 e o restante em metanol 80% em fragGes de 100 ml.

A cromatografia em pontos mostrou que as fragdes de 4 a 11 apresentaram manchas
correspondentes a flavondides. Apds cromatografia em faixas muitas fragdes foram reunidas,
resultando em 4.1, 4.2, 5.1, 5.2, 8.3,9.2, 9.3, 9.4. Estas fragdes foram purificadas em Sephadex
LH - 20, apresentando as fragdes 4.1.1, 4.1.2, 4.2, 5.1, 5.2, 8.3, 9.2, 9.3,e 9.4, cujos Rf constam
na tabela 3. As fragGes que apresentaram quantidades suficientes para prosseguir a analise foram
8.3 €9.4. A tabela 4 mostra os valores do espectro de UV dos glicosideos de 8.3 e 9.4. Os valores
da Banda I correspondem aos de uma flavona, que apresenta caracteristicamente comprimento de

onda entre 310 - 350nm..

TABELA 3 Dados de cromatografia em papel de flavonoides obtidos do extrato foliar de

Plantago major L.

Rf (x 100)
FragGes BAW OHAc 15%
4.1.1* _ _
4.1.2* . _
4.2# 70e 78 50
5.1# 61e77 39e49
52 62 41
83 63 _ 41
9.2* . _
9.3 60 .35
94 i 60 23

* Néo foram detectados apds cromatografia em papel
# apresentaram 2 manchas apés purificagdo em coluna de Sephadex LH 20
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FIGURA 9 Espectros de absorgéio no UV de flavonéides foliares de Plantago major L
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Harborne e Williams (1975), descrevem para Plantago uma flavona com acido
glicurdnico na posigdo 7 (escutelarina). Segundo Harborne (1967), glicosidios de flavonas com o
agucar ligado na posigdo 7 sdo mais resistentes a hidrélise acida do que os glicosidios de flavondis.

Apigenina 7-O-glucuronide é excepcionalmente resistente e s6 € hidrolisada completamente apos 4

horas em 1 N HCI - EtOH (1:1) a 100 °C .

Procedendo -se uma CP em OHAc 15% das possiveis agliconas, verificou-se que a
hidrélise ndo havia se efetuado, pois as mesmas apresentaram os mesmos Rf dos glicosideos.
Desta maneira, procedeu-se uma segunda hidrélise das mesmas fragdes com HCl 2N a 100 °C
por' 2 horas. Na cromatografia em papel com acido acético 15% elas ficaram na origem,

apresentando coloragdo purpura sob luz UV, indicativo de flavona (aglicona).

Na cromatografia dos agucares oriundos da primeira hidrélise, obteve-se glicose para a
fragdo 8.3. No cromatograma dos agiicares obtidos da segunda hidrélise, observou - se 2 pontos

caracteristicos de acido glicurdnico hidrolisado para ambas as fragdes.

Portanto, sugere-se que os flavonodides sdo glicosideos de luteolina baseados em
glicose e acido glicurdnico . Pelos valores de Rf, sugere-se que ocorra em Plantago major ,
diglicosideos e monoglicosideos de luteolina, sendo provavelmente luteolina 7-O-glucuronideo e

luteolina- 7-O-glucuronil-glicosideo (figura 10). OH

oH O

1. Luteolina-7-O-glucuronideo: R= 4cido glucurdnico
2. Luteolina-7-O-glucuronilglicosidio: R= acido glucurdnico-glicose.

FIGURA 10 Estruturas de flavonéides de Plantago major (fragdo 8.3)
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Encontra-se em andamento a repetigiio desta analise, com extrato oriundo de maior
quantidade de material seco para confirmar os dados obtidos utilizando-se de técnicas adicionais.

Um fato que ressalta a interrelagdo entre metabolismo primario e secundario é a
ocorréncia de glicosideos com écidos urénicos, pois a espécie analisada apresenta mucilagens nas

folhas, sitio de acimulo de flavonéides, com presenga de acido glicurdnico.

Flavonoides compostos pela aglicona encontrada nesta espécie podem inibir certos
estagios inflamatorios e até artrite cronica (Pathak, Pathak e Singla, 1991), sendo, um bom

indicativo de que os flavondides podem ser os principais principios ativos em Plantago major.

4.3.2 Andlise de mucilagens

O rendimento das mucilagens de plantas mantidas em fotoperiodos de 8 horas, 16

horas e natural foram 0,666 g, 1,204 e 0,322 respectivamente.

No fotoperiodo de 8 horas ndo foi observado florescimento, processo que mobiliza
grande quantidade de proteinas e agucares, assim, no fotoperiodo natural e de 16 horas houve um
gasto de energia maior devido a produgdo de inflorescéncia. Por outro lado, a exposi¢do a luz em
um intervalo de tempo maior possibilitou um aumento na taxa de produgdo de metabélitos via

fotossintese.

No fotoperiodo natural, o conteudeo de agucares foi menor devido a florag3o, no
entanto no fotoperiodo de 16 horas possibilitou um conteido maior de agiicares nas mucilagens,
apesar dos gastos com a floragdo. Na condigéio de 8 horas o acimulo de agticares pode ser devido

ao fato das plantas permanecerem em estado vegetativo. Dudai et al (1992), relata que o efeito de
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um determinado fator ambiental pode ser indireto, por alterar a fase de desenvolvimento da planta

de vegetativa para reprodutiva.

O estudo de efeitos de fatores ambientais esta constantemente sujeito a intera¢des; no
entanto, o aumento na area foliar bem como o aumento no mimero de folhas constituem respostas

tipicamente fotoperiodicas (Hedley e Harvey, 1975; Alvarenga, 1987).

Floragéio e tuberizagdo sdo processos mais estudados com relagdo ao fotoperiodo.
Pouco se conhece sobre o efeita do fotoperiodo nos niveis de compostos secundarios e
mucilagens. Apenas alguns trabalhos relatam sobre o efeito da variagdo sazonal e fotoperiodo no
conteido de 6leos essenciais (Delitala et al, 1983; Cabo, Crespo e Jimenez, 1987, Pitarevic,

Blazevic e Kustrak, 1984).

A temperatura € a luz tém profundo efeito sobre a composigdo e conteido de 6leos
essenciais, entretanto ndo ¢ claro se o efeito da luz é fotoperiddico ou via fotossintese (Burbotte e
Loomis, 1967). Em Origanum syriacum, foi observado que além do efeito fotossintético, ha
também o efeito fotoperiédico atuando sobre o conteido de éleos essenciais, observado apos
complementagio do comprimento do dia com luz incandecente de baixa irradidncia ( Dudai et al,

1992).

A produgdo de mucilagens, que sdo compostos oriundos do metabolismo primario,
pode estar intimamente ligada a produgdo de aglicares pelas vias fotossintéticas, porém ndo se
descarta a hipotese de que o acimulo possa sofrer efeito adicional do fotoperiodo, por se ter

observado maior quantidade de mucilagens no fotoperiodo de 16 horas.

A anilise qualitativa da mucilagem das folhas de Plantago major, mantidas em

condi¢des de fotoperiodo natural apresentou como agiicares constitutivos o acido glicurdnico,
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galactose e arabinose. Quanto a composigdo de aglicares as mucilagens de folhas de Plantago
diferem geralmente das de sementes, onde as mesmas se apresentam em maior quantidade. Em
sementes, Tomoda et al (1987), apresentou os mondmeros da estrutura da mucilagem de
Plantago asidtica composta de xilopiranose, arabinofuranose, acido glicopiranosil urénico e acido

galactopiranosil urdnico.

Tendo em vista, que a populagio utiliza sempre a folha de Plantago e ndo as
sementes, provavelmente essas mucilagens, com ag3o antiinflamatéria e antidiabética (Tomoda, et
al, 1987) devem ocorrer nas folhas. O prosseguimento do estudo é fundamental para caracterizar e

identificar a estrutura do polissacarideo em questgo.



5 CONCLUSOES

a) As sementes de Bauhinia forficata Link apresentaram maior percentagem de germinagéio sob
temperaturas alternadas de 30 - 20 ° C e se mostraram indiferentes a luz

b) As sementes de Plantago major L.mostraram fotoblastismo positivo e maior percentagem de
germinagdo em temperaturas alternadas de 30 - 20 °C.

¢) No extrato foliar de Bauhinia forficata Link foi detectada a presenca de flavonoides
identificados como canferol 3 - O- (gli-xil-rham) e canferol 3 - O- (gli-ram). Néo foi detectada a
presenca de taninos e alcaldides.

d) O extrato foliar de Plantago major L apresentou os flavonodides possivelmente identificados
como luteolina 7 -O~( éc. glic- gli ) e luteolina 7 -O- 4cido glicuronico. As folhas de P. major
cultivadas sob fotoperiodo de 16 horas apresentaram maior teor de mucilagem, cujos aglicares
constitutivos sdo acido glicurdnico, galactose e arabinose.
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