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EPIGRAFE

A menos que modifiqguemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de resolver 0s

problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver 0 mundo

(Albert Einstein)

Qualquer verdade passa por trés estagios:
Primeiro, € ridicularizada.
Segundo, é violentamente combatida.

Terceiro, é aceita como 6bvia e evidente.

(Arthur Schopenhauer)

Tudo é veneno, ndo ha nada que n&o seja veneno.
Depende tdo somente da dose.

(Paracelso)



RESUMO

PRODUGAO DE BIOMASSA, OLEO ESSENCIAL E GENOTOXICIDADE DE
CAMOMILA (Chamomilla recutita) CULTIVADA COM SOLUCOES
HOMEOPATICAS DE PHOSPHORUS

AUTORA: Cassiane Ubessi
ORIENTADORA: Solange Bosio Tedesco
Santa Maria, Abril de 2019.

A camomila é uma das plantas medicinais mais cultivadas no Brasil devido as suas
propriedades terapéuticas presentes nas inflorescéncias, das quais é extraido o 6éleo essencial.
O uso de medicamentos homeopaticos no cultivo de plantas medicinais promove alteracdes
no metabolismo vegetal que podem influenciar na produtividade, no metabolismo secundério
e, consequentemente, na utilizacdo dos derivados das plantas. Nesse contexto, o objetivo deste
estudo foi avaliar diferentes dinamizacGes do medicamento homeopatico Phosphorus na
producdo de biomassa e 0leo essencial de camomila, como também, os efeitos genotoxicos
das infusdes e Gleo essencial através do teste de Allium cepa, e o efeito em uma condicéo de
restricdo nutricional do elemento quimico fésforo. No primeiro momento foram avaliadas
quatro dinamizac6es de Phosphorus: 3CH, 6CH, 12CH e 30CH, na cultivar Mandirituba, com
os tratamentos controle agua destilada e alcool 70%. Foram mensuradas todas as variaveis
relacionadas a producdo de biomassa, flores, teor, produtividade e composicdo do Oleo
essencial de camomila. A avaliacdo da genotoxicidade por meio do teste de Allium cepa foi
conduzida com duas concentragdes (10 e 40 g L™) de inflorescéncias para o preparo das
infusdes e 6leo essencial diluido a 0,10% (v v'). Os compostos fenélicos foram determinados
por cromatografia liquida. No segundo momento, foi avaliada apenas a dinamizacdo 3CH de
Phosphorus no cultivo de camomila com a restricdo do elemento quimico fosforo. Foram
avaliadas todas as variaveis acima citadas, exceto o teste de genotoxicidade e os compostos
fendlicos. Nos dois momentos foi realizada a determinagdo da composicdo mineral presente
no tecido vegetal de camomila. A produtividade de flores por hectare pode ser incrementada
com a aplicagdo da dinamizacdo 30CH que eleva os teores de nitrogénio e ferro no tecido
vegetal. O diametro e a altura dos capitulos florais aumentam com o emprego da dinamizacgéo
3CH, que tambem ¢ eficiente em elevar o teor e a produtividade de 6leo essencial em
camomila, em condi¢Oes ideais de cultivo. O cultivo com Phosphorus ndo induz um efeito
genotdxico no uso de infusdes e 6Oleo essencial de camomila. O medicamento homeopético
Phosphorus 3CH e a restricdo de fosforo ndo promoveram aumentos no teor e na
produtividade de dleo essencial e de flores em camomila. No entanto, o estresse promovido
pela restricdo de fosforo aumentou a concentragdo dos analitos majoritarios presentes no 6leo
essencial. O medicamento homeopéatico Phosphorus proporciona efeito no cultivo de
camomila, com respostas positivas no aumento da produtividade de flores e 6leo essencial,
sem efeito toxico nos produtos oriundos desta espécie. Phosphorus 30CH e 3CH podem ser
utilizados em plantas que apresentam baixa producdo de flores e Oleo essencial,
respectivamente, em condic¢des favoraveis de cultivo. Sob restrigdo nutricional, Phosphorus
3CH néo proporciona efeitos vantajosos no cultivo de camomila e o estresse promovido pela
restricdo de fosforo aumenta a concentracdo dos analitos majoritarios presentes no o6leo
essencial.

Palavras-chave: homeopatia, metabdlitos secundarios, genotoxicidade, composic¢do mineral.



ABSTRACT

BIOMASS PRODUCTION, ESSENTIAL OIL AND GENOTOXICITY OF
CHAMOMILE (Chamomilla recutita) CULTIVATED WITH PHOSPHORUS
HOMEOPATHIC SOLUTIONS

AUTHOR: Cassiane Ubessi
ADVISOR: Solange Bosio Tedesco
Santa Maria, April, 2019.

Chamomile is one of the most cultivated medicinal plants in the Brazil due to its therapeutic
properties present in flowers, from which the essential oil is extracted. The use of
homeopathic medicines in the cultivation of medicinal plants promotes changes in plant
metabolism that may influence productivity, secondary metabolism and, consequently, the use
of plant derivatives. In this context, the objective of this study was to evaluate different
dynamizations of the Phosphorus homeopathic medicines in the production of biomass and
essential oil of chamomile, as well as the genotoxic effects of infusions and essential oil
through the test of Allium cepa, and the effect on a nutritional restriction condition of the
chemical element phosphorus. At the first moment, four Phosphorus dynamizations were
evaluated: 3CH, 6CH, 12CH and 30CH, in the cultivar Mandirituba, with the treatments
control distilled water and 70% alcohol. All variables related to the production of biomass,
flowers, content, productivity and essential oil composition of chamomile were measured.
The evaluation of genotoxicity by means of the Allium cepa test was conducted with two
concentrations (10 and 40 g L™) of inflorescences for the preparation of infusions and 0.10%
(v v diluted essential oil. The phenolic compounds were determined by liquid
chromatography. In the second moment, only the 3CH dynamization of Phosphorus in the
cultivation of chamomile with the restriction of the chemical element phosphorus was
evaluated. All variables mentioned above were evaluated, except the genotoxicity test and the
phenolic compounds. In the two moments the determination of the mineral composition
present in the plant tissue of chamomile was carried out. The productivity of flowers per
hectare can be increased with the application of the 30CH dynamization that raises the levels
of nitrogen and iron in the plant tissue. The diameter and height of inflorescences increase
with the use of 3CH dynamization, which is also efficient in raising the content and
productivity of essential oil in chamomile, under optimum conditions of cultivation.
Phosphorus cultivation does not induce a genotoxic effect in the use of infusions and essential
oil of chamomile. The homeopathic medicine Phosphorus 3CH and the restriction of
phosphorus did not promote increases in the content and productivity of essential oil and
flowers in chamomile. However, the stress promoted by the restriction of phosphorus
increased the concentration of the major analytes present in the essential oil. The homeopathic
medicine Phosphorus gives effect on chamomile cultivation, with positive responses in
increasing the productivity of flowers and essential oil, without toxic effect on products from
this species. Phosphorus 30CH and 3CH can be used in plants that exhibit low flower
production and essential oil, respectively, under favorable growing conditions. Under
nutritional restriction, Phosphorus 3CH does not provide advantageous effects on chamomile
cultivation and the stress promoted by phosphorus restriction increases the concentration of
the major analytes present in the essential oil.

Keywords: homeopathy, secondary metabolites, genotoxicity, mineral composition.
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1. INTRODUCAO GERAL

A camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert) é uma planta herbacea, anual, com
flores aromaticas, pertencente a familia Asteraceae e originaria da Europa e Asia Ocidental,
mais precisamente na regido do Mar Mediterraneo (LORENZI; MATOS, 2008; MAGDZIAK,
2011). No entanto, os primeiros registros de seu uso foram no continente Africano, ao longo
do percurso do Rio Nilo, local onde se desenvolveu a civilizacdo egipcia. Os egipcios
reverenciavam a camomila por sua crenga no seu poder de cura, pois acreditavam na erva
como um presente sagrado do Deus do Sol (R&) e assim, a dedicavam aos seus deuses durante
os rituais de agradecimento (HANRAHAN; FREY, 2005).

Atualmente a camomila € cultivada de forma extensiva na Europa e foi introduzida
também em outros paises. Dentre os maiores produtores citam-se 0s paises da Hungria,
Russia, Argentina, Alemanha, Tchecoslovaquia, Finlandia, Egito e india (MOHAMMAD,
2011; UPADHYAYA et al., 2016). No Brasil a produgdo concentra-se no estado do Parana,
com destaque para os municipios de Mandirituba, Sdo José dos Pinhais e Campo Largo
(IBGE, 2006; OLIVEIRA, 2008) e o predominio de cultivo da Unica cultivar brasileira de
camomila, a Mandirituba. Além do melhoramento genético, a pesquisa elucidou as
propriedades terapéuticas da camomila, assim, essa espécie € utilizada como anti-inflamatoria,
antisséptica, estimulante, carminativa, espasmolitica e sedativa (GUPTA et al., 2010; KHAKI
et al.,, 2012; MURTI et al., 2012; RAAL et al.,, 2012). No entanto, seu valor medicinal
encontra-se apenas nos capitulos florais devido a compostos produzidos no metabolismo
secundério. Os beneficios encontrados no cha ou infusdes de camomila estdo relacionados a
presenca de flavonoides, como a apigenina, luteolina, quercetina e seus derivados
(SRIVASTAVA et al., 2010; CVETANOVIC et al., 2019). J4 o éleo essencial, apresenta
como principais analitos o a-bisabolol e seus 6xidos de a-bisabolol A e B, e camazuleno
(GUPTA et al., 2010).

Os metabolitos secundarios sdo componentes bioativos, geralmente encontrados em
plantas medicinais, tornando-os fontes de produtos farmacéuticos e aditivos alimentares (LU
et al., 2017; SONG et al., 2017). Suas propriedades estimulam o cultivo e o consumo de
plantas medicinais, corroboram para o crescimento do mercado econémico e incentivam
diversas pesquisas que buscam retratar sua producdo na planta e sua atuacdo enguanto
medicamento. Apesar da existéncia de um controle genético, a expressao dos metabolitos

secundarios pode sofrer modificacGes resultantes das condi¢des de cultivo como temperatura,
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disponibilidade de agua e nutrientes, radiacio (MOHAMMAD et al., 2010; PEREIRA,;
CARDOSO, 2012) e também, com o uso de medicamentos homeopaticos durante o ciclo

produtivo das plantas.

A ciéncia homeopatica vem sendo utilizada ha mais de 200 anos em humanos e nas
ltimas décadas em animais e vegetais (OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014;
RELTON et al., 2017). Na agricultura, destinam-se ao controle de pragas, como pulgdes
(WYSS et al., 2010), fungos (TREBBI et al., 2016), incremento no teor de 6leo essencial em
menta (Mentha arvensis) (BONATO et al., 2009), acréscimo na massa fresca de brocolis
(PULIDO et al., 2017) e aumento no diametro e altura dos capitulos florais em camomila
(UBESSI et al., 2018), esses, sdo apenas alguns exemplos de uso. A ciéncia homeopatica se
fundamenta em quatro principios: principio da similitude, doses minimas ou dinamizadas,
utilizacdo de um Unico medicamento por vez e experimentagdo em individuos sadios
(VITHOULKAS, 1980; CASALI et al., 2006; TEIXEIRA, 2015).

O principio da similitude tem como pressuposto que as substancias da natureza tém a
potencialidade de curar os mesmos sintomas que sdo capazes de produzir em individuos
sadios. Qualquer substéancia que possa produzir uma totalidade de sintomas em um vegetal ou
ser humano saudavel pode curar essa totalidade de sintomas num ser doente. E devido a isso a
experimentacdo parte do uso de uma Unica substancia por vez e em individuos sadios, para
registrar os efeitos produzidos ao longo das aplicacdes e sua possivel utilizacdo em um ser
doente. As doses minimas ou dinamizadas consistem em diluir e succionar sucessivamente as
substancias e isso proporciona a liberagdo da energia terapéutica que estava latente na
substancia bruta, que passa a agir na energia do organismo vivo (DUTRA et al., 2014). A
utilizacdo das dinamizagdes ¢ uma forma de diminuir a toxicidade de substancias em doses
ponderais (CARNEIRO et al., 2011; ISPIZUA; MANZANEDO, 2012). As substancias
dinamizadas obedecem as normas e definigdes estabelecidas na Farmacopeia Homeopatica
Brasileira (BRASIL, 2011).

As pesquisas com medicamentos homeopaticos em vegetais sdo realizadas no sentido
de verificar a sua influéncia na morfologia e fisiologia das plantas. Nas plantas medicinais
podem atuar na adaptagdo ao ambiente de cultivo e no desequilibrio promovido pela
domesticacdo. Existem inimeros medicamentos homeopaticos, como o Phosphorus, que é
indicado para o cultivo em solos com baixa disponibilidade do nutriente fésforo, quando a

espécie apresenta excesso de transpiracdo por intolerancia ao calor e quando ha reducéo na
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taxa fotossintética (TICHAVSKY, 2007; BONATO, 2014; RESENDE, 2014). No entanto, ha
um restrito referencial sobre a aplicagdo deste medicamento em espécies medicinais, como no
caso a camomila, principalmente em condicGes adversas de cultivo, como a restricdo

nutricional.

Na agricultura a adicdo de nutrientes geralmente é empregada para aumentar a
produtividade vegetal. Entretanto, os nutrientes afetam ndo somente o metabolismo primario,
mas também influenciam a producédo de diferentes metabdlitos secundarios (GOBBO NETO;
LOPES, 2007). O fosforo é um elemento essencial ao crescimento e desenvolvimento das
plantas, pois € um elemento quimico constituinte dos &cidos nucleicos, além de participar de
reacOes na respiracdo e fotossintese (HAWKESFORD et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013).
No entanto, a deficiéncia de fésforo em plantas medicinais interfere diretamente na produgéo
de biomassa e no metabolismo secundario, como relatado para as espécies jambu (Acmella
oleracea) (RODRIGUES et al., 2014), orégano (Origanum vulgare) (CORREA et al., 2010),
camapu (Physalis angulata) (CRUZ et al., 2015) e ipeca (Psychotria ipecacuanha) (VIEGAS
et al., 2014). Dessa forma, a adubacdo fosfatada deve ser planejada para atender as
necessidades da planta e, quando este nutriente encontra-se em baixa disponibilidade, pode-se
utilizar medicamentos homeopaticos na tentativa de potencializar a manutencéo e o equilibrio

das plantas submetidas a esta condicdo de restri¢do nutricional.

As alteracbes no metabolismo secundario proporcionadas pelos medicamentos
homeopéticos podem inferir diretamente na seguranca de uso dos subprodutos oriundos
desses sistemas de cultivo. Pois, apesar das vantagens terapéuticas das plantas medicinais,
alguns constituintes presentes no cha ou no 6leo essencial podem ser potencialmente toxicos,
mutagénicos e carcinogénicos (PING et al., 2012; FREITAS et al., 2014). Além disso, ndo ha
a elucidacdo de forma clara do potencial toxico dessas substancias, principalmente quando a
espécie é submetida a diferentes formas de cultivo, tais como a aplicacdo de medicamentos
homeopaticos que atuam diretamente no metabolismo secundario das plantas medicinais.
Deste modo, cabe o estudo dos efeitos antiproliferativos, genotoxicos, citotdxicos e
mutagénicos das plantas medicinais, a fim de garantir seu uso seguro (MOURA et al., 2014;
LESSA et al., 2017). Sistemas testes vegetais, principalmente o de Allium cepa, tém sido
utilizados de forma eficiente para avaliar o potencial de genotoxicidade de extratos vegetais e
6leo essencial (DIAS et al., 2014; SANTOS et al., 2017).
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Nesse contexto, objetivou-se avaliar diferentes dinamizagbes do medicamento
homeopético Phosphorus na producdo de biomassa e de 6leo essencial de camomila, como
também, os efeitos genotoxicos das infusdes e do dleo essencial atraves do teste de Allium
cepa, e o efeito na producdo de camomila cultivada sob restricdo nutricional do elemento

quimico fosforo.



21

2. UMA ABORDAGEM TOPICA SOBRE Chamomilla recutita E A CIENCIA
HOMEOPATICA

2.1. A espécie medicinal Chamomilla recutita (L.) Rauschert

A camomila é conhecida pelo seu poder curativo, além de ser uma planta popular que
passou por diversos povos e dominios. Atualmente, as nomenclaturas Matricaria recutita L.,
Matricaria chamomilla L. ou Chamomilla recutita (L.) (Rauschert) sdo aceitas
cientificamente (FOURASTE, 2007; LORENZI; MATOS, 2008). A camomila apresenta
diversos nomes populares como magcanilha, camomila romana, camomila comum e camomila
verdadeira. O nome dessa planta medicinal, Chamaimelon ou Khamaimelon, é derivado da
palavra grega Chamo, que significa terra, e Melos, que significa macd, sendo entdo, chamada
de maca da terra por muitos povos. Essas caracteristicas foram atribuidas pelos gregos devido
ao cheiro similar de macé exalado pelas flores de camomila (LAWLESS, 1995; GARDINER,
1999; CAN et al., 2012). O nome botanico Matricaria € derivado da palavra latina Matrix que
significa utero, aquilo que gera. Essa referéncia é devido a sua afinidade com as mulheres, ou
seja, suas propriedades medicinais capazes de aliviar colicas, dor no parto e distarbios
menstruais (MURTI et al., 2012).

A camomila é uma das plantas medicinais de uso mais antigo na medicina europeia e
difundida por diversos paises. E originaria da Europa e Asia Ocidental, mais precisamente na
regido do Mar Mediterraneo (FOURASTE, 2007; LORENZI; MATOS, 2008; MAGDZIAK,
2011). No entanto, os primeiros registros de seu uso foram no continente Africano, ao longo
do percurso do Rio Nilo, onde se desenvolveu a civilizagdo egipcia. A histéria da camomila
comega no antigo Egito, onde foi mencionada pela primeira vez, como uma cura para a febre,
alivio da insolacdo provocada pelo clima quente e desértico da regido, medicacdo de dores e
doengas femininas (SINGH et al., 2011; CAN et al., 2012). O primeiro uso medicinal da
camomila estd documentado no Codex Ebers, mais comumente conhecido como Ebers
Papyrus, que foi escrito por volta de 1550 a.C. (GHALIOUNGUI, 1987; ALMEIDA, 1993;
PETROVSKA, 2012). Também ha relatos do seu uso na forma de cosmético. Os registros
hieroglificos mostram que a camomila foi usada cosmeticamente por pelo menos 2.000 anos.
As mulheres nobres egipcias usavam preparacées das flores esmagadas na pele para melhorar
sua textura. Além do uso in natura da planta, também havia a extracdo de 6leo essencial e 0
consumo na forma de infusbes, tanto para chas ou banhos. A bebida tinha indicacdo de

calmante e era consumida sob a forma de cha ou tisane (DAS, 2014). O bleo essencial e sua
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esséncia foram considerados ingredientes principais para preservacao dos farads falecidos. Os
relatos indicam que o Farad Ramsés Il, um dos principais farads do Egito, foi embalsamado

com o 0Oleo essencial de camomila.

O dominio do Egito pelo Império Grego (332 a.C.) ndo barrou a continuagédo de uso da
camomila, muito pelo contrario, houve uma fusdo das duas culturas. Neste periodo histérico
destaca-se Hipocrates, considerado o pai da medicina e, descritor da camomila como uma
planta medicinal. Do Império Grego é trazido o legado de Hipdcrates como inspiragdo para os
romanos Dioscérides e Galeno, que passam a estudar as propriedades e recomendacdes da
camomila. Hipdcrates usou a camomila como febrifuga, assim como o0s egipcios.
Posteriormente, Dioscoérides, através da obra Matéria Médica, descreveu cerca de 600 plantas,
35 farmacos de origem animal e 90 de origem mineral, entre estes, caracterizou a camomila e
descobriu sua acdo emenagoga (LORENZI; MATQOS, 2008; PETROVSKA, 2012). Mais
tarde, Galeno, o pai da anatomia humana, retoma e abrange a indicacdo da camomila para
tratar doencas da bexiga, rins e figado. A ldade Média, ap6s a queda do Império Romano,
descreveu a camomila como uma planta de jardim, usada como erva aromatica para perfumar
a casa. Ainda nos tempos medievais, as flores eram espalhadas em encontros e eventos da
época para proporcionar um cheiro agradavel ao local (RAYMENT, 2009). No século VI,
além da sua funcdo ornamental, também foi usada para tratar insdnia, dor nas costas,
neuralgia, reumatismo, indigestao, flatuléncia e dores de cabeca. Neste mesmo periodo, antes
da utilizacdo do lupulo, a camomila foi usada para a fabricacdo de cerveja (RAYMENT,
2009).

Atualmente a camomila ¢ cultivada de forma extensiva na Europa e foi introduzida em
alguns paises asiaticos como India e Paquistio para a producio de Oleo essencial
(UPADHYAYA et al., 2016). Dentre os maiores produtores citam-se os paises da Hungria,
Russia, Argentina, Alemanha, Tchecoslovaquia, Finlandia, Egito e india (MOHAMMAD,
2011; UPADHYAYA et al., 2016) No Brasil, a camomila chegou através dos imigrantes
europeus como os italianos, alemées, poloneses e ucranianos (AMARAL et al., 2014,
RODRIGUES; LIMA, 2015). No pais a producdo concentra-se no estado do Parand, com
destaque para os municipios de Mandirituba, Sdo José dos Pinhais e Campo Largo (IBGE,
2006; OLIVEIRA, 2008). Neste estado ha aproximadamente trés mil hectares cultivados com
plantas medicinais e, 60% deste montante correspondem a plantacdes de camomila e o preco
pago aos produtores varia entre R$ 2,00 a R$ 6,00 por quilograma de camomila seca, visto
que a média de producdo nacional é de 400 kg ha™* de flores (CORREA JUNIOR et al., 2008;
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TAVANO et al.,, 2009). A demanda de consumo dos produtos oriundos da camomila
estimulou o desenvolvimento de diferentes materiais genéticos adaptados as suas respectivas
regides de cultivo, 0 mesmo efeito ocorreu no Brasil, apds a exportacédo e plantio de cultivares
estrangeiras, que apresentaram desempenho limitado, houve o desenvolvimento genético da

Unica cultivar brasileira, a Mandirituba.

Além do melhoramento genético na busca de cultivares promissoras, a pesquisa sobre
suas reais propriedades também foi crescente e hoje, em grande parte, estd muito bem
elucidado suas propriedades terapéuticas, encontradas exclusivamente nos capitulos florais,
visto que € uma das espécies mais usadas para fins medicinais. Tem como principais funcdes
a atividade anti-inflamatoria, antisséptica, estimulante, carminativa, espasmolitica e sedativa
(GUPTA et al., 2010; KHAKI et al., 2012; MURTI et al., 2012; RAAL et al., 2012). Também
é muito utilizada na aromaterapia, massagens e homeopatia (SINGH et al., 2011; GAWDE et
al., 2014), bem como, ajuda no controle de Ulceras e gastrite (SRIVASTAVA et al., 2010;
SHARAFZADEH; ALIZADEH, 2011) Tais beneficios sdo encontrados na flor in natura ou
seca e no Oleo essencial, que apresenta alto valor comercial e estimula o cultivo pela sua
demanda de mercado. Estima-se que o preco pago pelo 6leo essencial de camomila gira em
torno de R$ 900,00 a R$ 2.000,00 por quilograma (CORREA JUNIOR et al., 2008).
Atualmente, os extratos e o Oleo essencial de camomila sdo usados nas industrias
farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos em geral (ORAV et al., 2010; SINGH et al.,
2011).

2.2. A Ciéncia Homeopatica: Principios, experimentacao e aplicabilidade

A ciéncia homeopatica tem sua base descrita por Hipocrates ha 450 a.C., que viveu na
antiga Grécia e é considerado o pai da medicina e do pensamento vitalista. Acreditava e
preconizava uma natureza imaterial no homem, a energia vital, unida ao corpo fisico, que
regulava todas as fungdes do organismo e, quando desequilibrada, promovia o surgimento de
doencas no individuo. Hipdcrates foi o primeiro a enunciar o principio da semelhanga, Similia
similibus curantur, em que afirmava: “a doenga ¢é produzida pelos semelhantes ¢ pelos

semelhantes que se retoma da doenga a satide” (CORREA et al., 1997).

A filosofia proposta por Hipdcrates permeou por muitos séculos até ser apropriada por

Samuel Hahnemann, no final do século XVIIl. Hahnemann utilizava a teoria vitalista como
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suporte filos6fico ao seu metodo cientifico e experimental ao tratar de enfermidades, ao qual
chamou de homeopatia (SANTOS; SA, 2014; TEIXEIRA, 2015). No entanto, no século XIX,
0 modelo mecanicista ganha énfase, substituindo o modelo vitalista exercido até 0 momento.
A visdo capitalista na producdo industrial de remédios é estabelecida e surge, entdo, a
alopatia, com foco apenas na doenca, na “parte” doente do organismo, e ndo mais a visdao do
sujeito como um todo, conforme preconizado na homeopatia. No entanto, o sistema de
producdo agricola e consumo atual é gerido pelo macante uso de produtos quimicos, fator que
estimula a busca de novas alternativas para a producao de alimentos, como o cultivo organico,
agroecoldgico ou técnicas de manejos com reduzida carga de insumos industriais. Ao
encontro dessas alternativas de producgédo, a homeopatia novamente ganha forca, saindo do
ambito humano e animal, e sendo empregada também na producdo vegetal. Assim, a
homeopatia fundamenta-se em quatro principios basicos (VITHOULKAS, 1980; CASALI et
al., 2006; TEIXEIRA, 2015), independente da éarea de aplicagdo dos medicamentos
homeopaticos:

- Principio da similitude: a substancia que em individuos saudaveis é capaz de
provocar determinados sinais, € capaz de curar sintomas semelhantes em individuos
adoecidos. Este principio esta baseado na lei dos semelhantes Similia similibus curantur,

semelhante cura semelhante.

- Experimentacdo no organismo sadio: consiste no teste de medicamentos
homeopéticos em individuos sadios visando obter sintomas, ou seja, observar 0 que esse
medicamento causa no vegetal e esse processo é chamado experimentacdo. E realizado em
organismos sadios para retratar e caracterizar cada medicamento sem a influéncia de outro
fator. Os sintomas provocados pelos medicamentos homeopaticos no vegetal irdo auxiliar na

sua indicacao de uso conforme o principio da similitude.

- Doses minimas ou dinamizadas: a dose minima consiste em reduzir a toxicidade
das substancias, pois as substancias potencialmente Uteis na preparacdo dos medicamentos
homeopaticos sdo altamente toxicas se usadas naturalmente. Apds a diluicdo, é feita a
agitacdo (sucussdo) desta substancia, promovendo a liberacdo da energia e maior efeito
terapéutico do medicamento, com neutralizacdo da acdo tdxica. O produto das dinamizagdes é
chamado de poténcia e corresponde ao nimero que acompanha as letras equivalentes a forma
de preparo do medicamento (3CH= poténcia 3, forma de preparo= Centesimais

Hahnemannianas).
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- Medicamento Unico: a experimentacdo sempre é conduzida com apenas um
medicamento homeopatico, pois com mais de uma substancia a experimentacdo é imprecisa,

ndo havendo como definir qual dos medicamentos promoveu os determinados sintomas.

A aplicabilidade da ciéncia homeopéatica & constituida da experimentacdo dos
medicamentos, visto que toda a base existente atual foi elaborada com énfase em humanos e
depois em animais, carecendo de informagdes no ambito vegetal, pois ainda ndo ha uma
indicacdo concisa para o uso dos medicamentos nos vegetais, como encontrado para humanos
e animais. Assim, para entender o efeito do medicamento precisamos conduzir a sua avaliagcao
em um individuo sadio, sem interferéncia de outros fatores, ao ponto que a resposta do vegetal
seja exclusivamente da homeopatia aplicada. O individuo sadio consiste no vegetal em
equilibrio e com condicdes ideais ao seu pleno crescimento e desenvolvimento. Sob esta
premissa, 0s medicamentos homeopéaticos provocam um comportamento ciclico no vegetal,
como efeito da substancia dinamizada e os sintomas apresentados durante a experimentacédo
vao compor a indicacdo de uso do medicamento homeopatico nos vegetais. Portanto, a planta
sadia sofre acdo dos medicamentos homeopéticos e como defesa a esse efeito, reage e
responde com a producdo de sintomas. Esses sintomas sdo variaveis a cada espécie, mas nas
plantas medicinais, por exemplo, os medicamentos homeopéaticos atuam geralmente no
metabolismo secundario, intervindo na producdo de metabdlitos secundarios, como o 6leo
essencial. As respostas nas plantas medicinais sdo sinalizadas no metabolismo secundario o
qual esta diretamente relacionado a defesa e as interacbes ambientais. Assim, as plantas
medicinais sdo Uteis a pesquisa basica, confirmando a acdo dos medicamentos homeopaticos
sob 0 mecanismo de defesa do vegetal (ANDRADE;CASALL, 2011).

A resposta homeopética no vegetal € oscilatoria dentro do grupo de dinamizages
utilizadas e, devido a isso, a experimentacdo em vegetais deve abordar varias dinamizacdes de
um mesmo medicamento, pois com uma unica dinamizacdo, perde-se informagfes quanto aos
efeitos do medicamento homeopéatico (GONCALVES et al., 2010). Essa alteracdo de resposta
deve-se a faixa de poténcias existentes e a acdo de cada uma no vegetal. As baixas poténcias
(1CH - 12CH) tém poder de acdo mais rapida, de menor profundidade e com menor
durabilidade, enquanto que, poténcias altas (acima de 12CH), a medida que sdo diluidas e
submetidas a sucussdo, mais energia a substancia desprende e maior € o efeito, pois o
processo crescente de dinamizagdo promove cada vez mais a liberacdo de energia que é
absorvida e armazenada pela 4gua (GODOY, 1993). A medida que ocorre o aumento da

poténcia, maior a carga energética e menor o numero de moléculas da substancia dinamizada.
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A partir de 12CH, ultrapassa o nimero de Avogadro e resta apenas a energia da substancia

medicamentosa.

Nos vegetais, com a inexisténcia de uma referéncia para a indicagdo de uso de grande
parte dos medicamentos homeopaticos, é imprescindivel a experimentacdo com uma gama de
poténcias da mesma substancia em individuos sadios, a fim de observar quais efeitos causam
nos vegetais. Porém, mesmo com essa lacuna, j& existem indmeros medicamentos
homeopéticos sendo usados na agricultura, como por exemplo, Carbo vegetabilis (6CH),
Silicea terra (30CH) e Sulphur (30CH) que promoveram incremento na massa fresca e seca de
inflorescéncias de brocolis (PULIDO et al., 2017), mesmo efeito proporcionado por
Phosphorus 30CH quando aplicado em sementes de alface (QUEIROZ et al., 2015). Alguns
medicamentos homeopéaticos sdo usados também no controle de microrganismos
fitopatogénicos (SHAH-ROSSI et al., 2009; TREBBI et al., 2016), como Berberis vulgaris no
controle de ferrugens, oidios e mildios (BONATO, 2014), e Prépolis (6CH, 12CH e 30CH)
para minimizar a severidade de pinta preta em tomateiro (TOLEDO et al., 2015). Da mesma
forma séo usados para reduzir a incidéncia de insetos como pulgdes (WYSS et al., 2010) e
tripes (GONCALVES et al., 2017). Outra finalidade dos medicamentos homeopéticos é o
incremento na produtividade vegetal. Nas plantas medicinais os medicamentos tem influéncia
direta na producdo de Oleo essencial, como destacado para as espécies de picdo (Bidens
pilosa) (ARMOND et al., 2005), chamba (Justicia pectoralis) (ANDRADE et al., 2012),
carqueja (Baccharis trimera) (CAPRA et al., 2014) e menta (Mentha arvensis) (BONATO et
al., 2009). Entretanto, pelo grande numero de medicamentos homeopaticos, apenas alguns
foram elucidados e avaliados quanto aos seus efeitos durante o cultivo de espécies vegetais.
Dessa forma, cabe destacar a importancia de avaliar novas espécies e medicamentos,
principalmente plantas medicinais e sua resposta ao uso de medicamentos homeopaticos
durante o cultivo em condigdes ideias e também quando h& restricdo nutricional. Pois, o
cultivo de plantas medicinais ndo deve apresentar contaminagdes ou residuos quimicos, em
razdo destes comprometer a finalidade terapéutica da espécie e, assim, os medicamentos
homeopéticos configuram-se como alternativa de uso, favorecendo o cultivo sustentavel e a

utilizacdo seguro da espécie medicinal.
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3. ARTIGO 1': CULTIVO DE CAMOMILA SUBMETIDO A SOLUCOES ULTRA-
DILUIDAS DE PHOSPHORUS

Chamomile cultivation submitted to ultra-diluted Phosphorus solutions

RESUMO: Os medicamentos homeopaticos podem estimular respostas diferenciadas no
cultivo de plantas medicinais, alterando o metabolismo vegetal. O objetivo deste trabalho foi
verificar e descrever os efeitos provocados pela aplicacdo de Phosphorus no cultivo de
camomila, visando a produtividade de flores, bem como, a determinacdo da composicdo
mineral presente no tecido vegetal de camomila. Foram avaliadas quatro dinamizacdes 3CH,
6CH, 12CH e 30CH na cultivar de camomila Mandirituba. Os vasos controle receberam
apenas agua destilada e alcool 70% na mesma quantidade e proporcdo do medicamento
homeopatico. As variaveis analisadas a partir da colheita das flores estdo relacionadas aos
parametros da inflorescéncia e producdo vegetal da camomila, assim como a composicao
mineral. Os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de comparacdo de
médias por Scott & Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro. Ndo houve diferenca
entre as dinamizacdes aplicadas para os caracteres nimero de flores planta™, massa seca
planta™, massa seca hectare™, nimero de ramos e altura de planta. Os caracteres massa de
flores planta™, produtividade de flores frescas e secas ndo diferiram das médias apresentadas
pelas testemunhas, no entanto, na dinamizacdo 30CH valores superiores as demais
dinamizacdes foram observados, assim como, para massa fresca planta” e hectare®. O
didmetro e a altura da inflorescéncia expressaram melhor resultado na dinamizacdo 3CH. A
dinamizacdo 30CH aumentou o acumulo de nitrogénio e ferro, enquanto que 6CH elevou os
teores de potassio e fosforo. A aplicacdo de Phosphorus modifica o0 metabolismo vegetal de

camomila, especialmente com incrementos nos caracteres relacionados a inflorescéncia.

Palavras-chave: Chamomilla recutita, homeopatia, dinamizagéo, biomassa.

! Este artigo ja foi publicado, no entanto, em formato diferenciado e sem a inclusdo dos dados referentes a
composicdo mineral. UBESSI, C.; ROSA, V. S.; KRYSCZUN, D. K.; CARINI, F.; TEDESCO, S. B.; SILVA,
C. B.; ANDRIOLO, J. L. Chamomile cultivation submitted to ultra-diluted Phosphorus solutions. Journal of
Agricultural Science, v. 10, n. 8, p. 305-313, 2018. https://doi.org/10.5539/jas.v10n8p305
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ABSTRACT: Homeopathic medicines can stimulate differentiated responses in the
cultivation of medicinal plants, altering the plant metabolism. The aim was to verify and
describe the pathogenic symptoms caused by the application of Phosphorus in the cultivation
of chamomile, aiming at the productivity of flowers, as well as, the determination of the
mineral composition present in the plant tissue of chamomile. Four dynamizations, 3CH,
6CH, 12CH and 30CH were evaluated in the Mandirituba chamomile cultivar. Control pots
received only distilled water and 70% alcohol in the same amount and proportion of
homeopathic medicine. The variables analyzed from the harvest of the flowers are related to
the parameters of the inflorescence and vegetal production of chamomile, as well as the
mineral composition. The data were submitted to analysis of variance and to the means
comparison test by Scott & Knott at 5% error probability level. There was no difference
between the dynamizations applied for the number of flowers plant™, dry mass plant®, dry
mass hectare™, number of branches and plant height. The characters of flowers mass plant™,
and productivity of fresh and dried flowers did not differ from the averages presented by the
witnesses; however, in the 30CH dynamization, values higher than the others were observed,
as well as for fresh mass plant® and hectare’. The diameter and the height of the
inflorescence expressed better results in the 3CH dynamization. The 30CH dynamization
increased nitrogen and iron accumulation, while 6CH elevated potassium and phosphorus
levels. The application of Phosphorus modifies the plant metabolism of chamomile, especially

with increases in the characters related to the inflorescence.

Keywords: Chamomilla recutita, homeopathy, dynamization, biomass.

3.1. INTRODUCAO

A homeopatia é uma ciéncia fundamentada pelo médico alemdo Samuel Hahnemann
(RELTON et al., 2017) e teve sua base descrita por Hipocrates ha 450 anos a.C. na antiga
Grécia. E uma ciéncia baseada em quatro principios: similitude, experimentagdo em
individuos sadios, doses minimas e utilizacdo de um unico medicamento homeopatico por
vez. No Brasil, 0 uso da homeopatia € regulamentado por lei na agricultura orgéanica
(BRASIL, 2008), no entanto, também é amplamente usada em outros sistemas agricolas, seja
para melhorias no sistema produtivo ou no controle de pragas e doencas.


https://www.linguee.com.br/ingles-portugues/traducao/productivity.html
https://www.linguee.com.br/ingles-portugues/traducao/productivity.html
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Existem inimeros medicamentos homeopaticos sendo usados na agricultura, de acordo
com sua peculiaridade e efeito promovido nos vegetais. Diluicdes de Carbo vegetabilis
(6CH), Silicea terra (30CH) e Sulphur (30CH) promoveram incremento na massa fresca e
seca de inflorescéncias de brdcolis (PULIDO et al., 2017), mesmo efeito proporcionado por
Phosphorus 30CH quando aplicado em sementes de alface (QUEIROZ et al., 2015). Alguns
medicamentos homeopéticos sdo usados no controle de microrganismos fitopatogénicos
(SHAH-ROSSI et al., 2009; TREBBI et al., 2016), como Berberis vulgaris no controle de
ferrugens, oidios e mildios (BONATO, 2014), e Prépolis (6CH, 12CH e 30CH) para
minimizar a severidade de pinta preta em tomateiro (TOLEDO et al., 2015). Também sé&o
usados para reduzir a incidéncia de insetos como pulgbes (WYSS et al., 2010) e tripes
(GONGALVES et al., 2017).

Os medicamentos homeopaticos também podem ser usados em substituicdo aos
insumos quimicos. Como uma alternativa de cultivo sustentavel a agricultura, a Homeopatia
se insere neste cenario visando a producdo de alimentos saudaveis, em equilibrio com o
ambiente, sem deixar residuos toxicos e com a reducdo do uso de insumos quimicos, como
por exemplo, o nutriente fosforo. Este elemento quimico esta presente nos processos de
respiracdo e fotossintese das plantas, diretamente relacionado ao crescimento vegetal (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Apresenta pouca disponibilidade nos solos e na forma de adubo fosfatado €
proveniente de rochas fosfatadas, um recurso ndo renovavel, além de potencial poluente de
aguas superficiais (KLEIN; AGNE, 2012). O medicamento homeopatico Phosphorus é
proveniente de sais organicos de fosforo (CASALI et al., 2009), diluido e succionado
inGimeras vezes até atingir a dinamizacéo desejada. E indicado na agricultura para cultivos em
solos com baixa disponibilidade de fosforo, quando a espécie apresenta excesso de
transpiragdo por intolerdncia ao calor e quando h& reducdo na taxa fotossintética
(TICHAVSKY, 2007; BONATO, 2014; RESENDE, 2014). No entanto, ainda falta clareza

sobre seu potencial efeito nos vegetais, principalmente em plantas medicinais.

As plantas medicinais sdo utilizadas pela humanidade ha muitos anos com o intuito do
tratamento e cura de doencas. Dentre estas, a camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert)
estd entre as espécies mais consumidas no mundo e com maior area de cultivo no Brasil
(SING et al, 2011; CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2014). Isso deve-se as suas
propriedades terapéuticas e producdo de 6leo essencial de alto valor econémico (RAAL et al.,
2012; AMARAL et al., 2014). A camomila apresenta inflorescéncias do tipo capitulo, das

quais € extraido o 6leo essencial e preparadas as infusfes, ambos com propriedades anti-
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inflamatdria, bactericida, cicatrizante e calmante (SINGH et al., 2007; BAKKALI et al., 2008;
VIEIRA et al.,, 2009; RAAL et al., 2012). As inflorescéncias sdo o principal produto
comercializavel no cultivo de camomila, espécie a qual ndo apresenta estudos com

medicamentos homeopaticos visando a producéo de flores.

A aplicacdo de medicamentos homeopaticos € capaz de alterar o metabolismo vegetal
(CASALLI et al., 2010; ANDRADE et al., 2012), que responde aos fatores que circundam a
planta no ambiente de cultivo. Considerando a planta sadia, a mesma sofre acdo dos
medicamentos homeopaticos e como defesa a esse efeito, reage e responde com alteracfes no
seu metabolismo, caracterizando os efeitos ou sintomas do medicamento, ou seja, 0 conjunto
de sintomas (toda e qualquer reacdo/resposta da planta, em comparacdo a um ensaio em
branco) que uma substdncia homeopatica pode provocar no vegetal. Desta forma, a
experimentacdo em plantas sadias contribui para o emprego dos medicamentos homeopéticos

na agricultura, ou seja, sua indicacéo de uso.

Visto a importancia econdémica da camomila, pelo seu uso e cultivo, e a escassez na
descricdo dos efeitos dos medicamentos homeopaticos sobre essa espécie, 0 objetivo deste
trabalho foi verificar e descrever os efeitos provocados pela aplicagdo de Phosphorus no
cultivo de camomila, visando a produgéo de flores.

3.2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido e realizado no Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria — Rio Grande do Sul, Brasil
(S:29°42°237; W:53°43° 15" ¢ 95 metros de altitude ao nivel do mar). O clima da regido ¢
do tipo Cfa, conforme a classificacdo de Koppen (ALVARES et al., 2013). O experimento foi

realizado de agosto a dezembro, totalizando 135 dias de cultivo.

3.2.1. Semeadura e conducao do experimento

As sementes de camomila, cultivar Mandirituba, foram adquiridas diretamente com
produtor de sementes no municipio de Mandirituba, Parané - Brasil, por intermédio da Emater

- Parana. A semeadura foi realizada em vasos com volume de 5 dm?® contendo substrato
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H.Decker®, distribuidos em bancadas de telhas de fibrocimento preenchidas com pedra brita.

Ap0s a emergéncia foi efetuado raleio manual e a manutencdo de apenas uma planta por vaso.

A solugdo nutritiva foi fornecida de acordo com a necessidade da cultura e nas
seguintes proporgdes para macronutrientes (m mol L™): 9,85 NOs; 1,15 NHg4; 0,80 H,POy;
6,00 K; 3,50 Ca®*; 2,50 Mg**; 2,50 (SO%)4, e para micronutrientes (mg L™): 0,03 Mo; 0,26 B;
0,06 Cu; 0,50 Mn; 0,22 Zn e 1,00 Fe. A solugdo nutritiva apresentou condutividade elétrica
(CE) igual a 1,40 dS/m e pH de 6,20. Os fertilizantes utilizados como fonte para 0s
macronutrientes foram nitrato de potassio, monoaménio fosfato, sulfato de magnésio e
Calcinit®. A formulacdo da solucdo nutritiva levou em consideracdo a recomendacdo de
cultivo para camomila (CORREA JUNIOR et al., 2008). A distribuicdo da solucdo foi
realizada por meio de mangueira gotejadora disposta em cada fileira de vasos, de modo que
cada gotejador coincidia com um vaso. Os demais procedimentos de cultivo seguiram as

recomendacdes técnicas para a camomila segundo Corréa Junior et al. (2008).

Ao longo do experimento foi monitorada a temperatura no interior da estufa com o
auxilio do aparelho manual Datalogger modelo Akso® 170, com oito medicdes diarias de
temperatura as 1h, 4h, 7h, 10h, 13h, 16h, 19h e 22h.

3.2.2. Aplicacao dos medicamentos homeopaticos

Os tratamentos consistiram na aplicacdo do medicamento homeopatico Phosphorus,
nas dinamizacBes 3CH, 6CH, 12CH e 30CH. O medicamento foi adquirido em farmécia
homeopatica na cidade de Santa Maria - RS, preparado em &lcool 70% (v v*). A aplicacdo de
fésforo foi realizada duas vezes por semana, apos a semeadura e estabelecimento das plantas,
até o final do experimento. O farmaco, nas diferentes dinamizagdes, foi diluido em &gua
destilada na proporcéo de 0,5 mL L™ e aplicado por meio de pulverizacdo da parte aérea na
quantidade de 100 mL por planta. O tratamento controle recebeu apenas agua destilada e

alcool 70% (v v'*) na mesma quantidade e proporcdo do medicamento homeopético.

3.2.3. Mensuracdao das variaveis

A colheita dos capitulos florais foi realizada manualmente quando as flores liguladas
estavam em um angulo de 180° (CORREA JUNIOR et al., 2008; AMARAL et al., 2014). A
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partir da colheita foram estimadas as demais variaveis. Como forma de padronizagdo os
capitulos florais serdo mencionados pelo termo flor (es).

Numero de flores planta™: nimero de flores colhidas em todo o experimento em

cada planta (namero (n)).

Massa de flores planta™: massa das flores coletadas ao longo do experimento em

cada planta (gramas (g)).

Produtividade de flores frescas: massa das flores colhidas ao final do experimento

transformada para hectares (quilogramas por hectare (kg ha™)).

Produtividade de flores secas: determinacéo realizada por meio do desconto de 20%
de perda de massa fresca da producéo de flores frescas (quilogramas por hectare (kg ha™)), ou

seja, a cada quilo de flores frescas resulta em 800 gramas de flores secas.

Massa fresca planta™: ao final do experimento as plantas foram colhidas e pesadas
em balanca analitica de precisdo (gramas (g)).

Massa seca planta™: determinada com o acondicionamento das plantas em estufa de

secagem, com circulacdo forcada de ar, a temperatura de 60 °C, até atingir massa constante.

Massa fresca hectare™: obtida por meio do valor de massa fresca por planta

transformada para hectares (quilogramas por hectare (kg ha™)).

Massa seca hectare™: definida pelo valor de massa seca por planta transformada para

hectare (quilogramas por hectare (kg ha™)).

Numero de ramos: contado ao final do experimento todos os ramos na base da planta

(ndmero (n)).

Altura de planta: avaliada no término do experimento a partir do ramo central da

planta (centimetros (cm)).

Diametro de flor: didametro da estrutura floral incluindo o centro e as flores liguladas

(milimetros (mm)).

Altura de flor: valor da estrutura floral medida verticalmente da base ao apice da

estrutura floral (milimetros (mm)).
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Além das variaveis relacionadas a producdo de camomila também foi determinada a
composi¢do mineral do tecido vegetal de camomila. As amostras foram compostas por trés
plantas inteiras, exceto a raiz, de cada tratamento, secas em estufa com fluxo de ar continuo
na temperatura de 60 °C, até atingir massa constante, e depois trituradas. As amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Analises de Solo da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), Porto Alegre/RS, para a definicdo dos seguintes nutrientes: nitrogénio,

fésforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, boro, cobre, ferro, manganés e zinco.

3.2.4. Estatistica e delineamento experimental

O experimento foi conduzido de acordo com o delineamento inteiramente casualizado
e duplo cego, com seis tratamentos: quatro dinamizac6es de Phosphorus (3CH, 6CH, 12CH e
30CH), agua destilada e alcool 70%. Cada bancada representou um tratamento e foi composta
por 20 vasos espagados 0,30 metros em duas fileiras, totalizando quatro repeticdes de cinco
unidades experimentais. Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e ao teste
de comparacdo de médias por Scott & Knott (1974) em nivel de 5% de probabilidade de erro,

com o auxilio do programa estatistico Genes (CRUZ, 2013).

3.3. RESULTADOS

A andlise de variancia demonstrou diferenca significativa entre as dinamizagdes para a
maioria dos caracteres analisados, como: massa de flores planta® (MFP), produtividade de
flores frescas (PFF), produtividade de flores secas (PFS), massa fresca por planta (MFP),
massa fresca por hectare (MF/ha), diametro de flor (DF) e altura de flor (AF). Nos demais
caracteres nimero de flores planta™, massa seca planta™, massa seca hectare™, niimero de
ramos e altura de planta ndo houve diferenca entre as dinamizagdes aplicadas. A média do

numero de flores foi de, aproximadamente, 1104 capitulos por planta.

Para os caracteres massa de flores planta™, produtividade de flores frescas e secas, as
dinamizacdes néo diferiram das médias das testemunhas (Figura 1; Figura 2A e 2B). Mesmo
assim, cabe destacar, que entre as dinamizagdes, a 30CH demonstrou valores superiores as

demais, enquanto 6CH mostrou decréscimo.
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Figura 1. Massa de flores planta™ (MFP) de camomila submetida a diferentes dinamizagdes

de Phosphorus.
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Nas variaveis massa fresca planta’ e massa fresca hectare™ a dinamizacdo 30CH
proporcionou maior eficiéncia, mas ndo divergiu da testemunha agua destilada (Figura 2C e
2D). Para esses dois caracteres, as dinamiza¢fes 3CH e 12CH possibilitaram um declinio em
relacdo as demais, ou seja, promoveram um efeito limitante na producdo de massa fresca. Os
atributos relacionados especificamente a inflorescéncia da espécie, como diametro e altura de
flor obtiveram melhor desempenho na dinamizagdo 3CH, no entanto, a altura ndo diferiu de
12CH e da testemunha alcool (Figura 2E e 2F). Na utilizacdo da dinamizacdo 6CH, resultados
inferiores foram observados as demais para os caracteres relacionados a inflorescéncia de

camomila.
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Figura 2. Variaveis relacionadas a producdo de flores e massa fresca de camomila submetida
a diferentes dinamizacgbes de Phosphorus. PFF: produtividade de flores frescas (A); PFS:
produtividade de flores secas (B); MFP: massa fresca por planta (C); MF/ha: massa fresca por
hectare (D); DF: diametro de flor (E); AF: altura de flor (F).
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Cabe destacar a média de produtividade de flores frescas e secas superior a 400 kg ha™
(Figura 2A e 2B), valor médio de producio a campo. E importante salientar a contribuicio do
medicamento homeopatico para atingir esse patamar, independente da dinamizacao utilizada.
Durante o experimento também foi monitorada a temperatura dentro do ambiente protegido a
fim de garantir o pleno desenvolvimento das plantas (Figura 3), pois um estresse térmico pode
ocasionar a inibicdo da fotossintese e limitar a producdo. Os dados de temperatura estdo
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demonstrados em intervalos de quinze dias do inicio até o término do experimento. A
temperatura apresentou uma oscilacdo de 13,4 °C até 30,5 °C durante o0 experimento, com
uma média de 17 °C de minima e 26 °C de maxima no decorrer de todo o experimento. O
clima ideal para a camomila é o subtropical umido, com temperaturas médias abaixo de 20 °C
(CORREA JUNIOR et al., 2008), porém mesmo com temperaturas acima de 20 °C, a
camomila apresentou elevada produtividade de flores, ou seja, a temperatura ndo interferiu na

producdo de camomila em ambiente protegido.

Figura 3. Temperatura minima e maxima no cultivo de camomila em ambiente protegido.
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Analisando a composicdao mineral do tecido vegetal de camomila houve diferenca
significativa apenas para 0s nutrientes potassio e cobre (Figura 4A). As maiores
concentracdes sdo encontradas nas dinamizagdes 6CH e 30CH para o0 potassio, enquanto que
para o cobre ndo houve distingdo entre 3CH, 6CH e &gua destilada e 12CH, 30CH e &lcool. A
dinamizagdo 30CH proporcionou maior concentracdo de nitrogénio e ferro e a dinamizacéao
12CH demonstrou baixos valores para os nutrientes zinco, ferro, manganés, fosforo e calcio,
em relacdo as demais dinamizacdes (Figura 4B e 4C). O acumulo de nutrientes, independente
do tratamento, seguiu a ordem decrescente para 0os macronutrientes: K >N >Ca>P > S >
Mg, e para 0s micronutrientes: Fe > B > Mn > Zn > Cu. O acumulo de nutrientes foi

elaborado de acordo com as médias de cada nutriente em todos os tratamentos.



Figura 4. Composi¢cdo mineral de camomila
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3.4. DISCUSSAO

O medicamento homeopéatico Phosphorus promoveu alterages nos parametros
avaliados em camomila quando em comparagdo com as testemunhas que ndo receberam o
medicamento. Essas alteracdes caracterizam os efeitos da aplicagdo de Phosphorus. A
camomila é uma espécie que respondeu de forma positiva as diferentes dinamizacoes
utilizadas, exceto em alguns caracteres morfolégicos como niimero de flores planta™, massa
seca planta™, massa seca hectare™, nimero de ramos e altura de planta. Isto esta de acordo
com a hipotese de que o tratamento homeopético é capaz de interferir significativamente no
metabolismo da planta (SANTOS et al.,, 2011). A camomila demonstrou-se sensivel ao
medicamento homeopatico Phosphorus por meio da alteracdo na resposta de alguns
caracteres, principalmente, aqueles relacionados a inflorescéncia da espécie, como diametro e

altura dos capitulos florais.

A pesquisa com plantas sadias é uma ferramenta Util para investigar a especificidade
de medicamentos homeopaticos, especialmente a flutuacdo entre os niveis das dinamizacdes
(JAGER et al., 2015). Considerando a experimentacdo em uma planta sadia, 0o quadro
sintomatico, com incrementos ou decréscimos em determinados caracteres, configuram 0s
efeitos promovidos pelos medicamentos homeopéticos nos vegetais. As alteragdes observadas
na camomila sdo resultantes da acdo do medicamento homeopéatico Phosphorus e dos
sintomas provocados no vegetal, em que cada dinamizacdo determinou uma resposta
diferenciada conforme o caractere avaliado. Desta forma, observou-se que ndo ha uma relacéo
linear entre 0 aumento da dinamizacdo e a resposta do vegetal. As minimas alteracdes
morfologicas em alguns dos caracteres analisados podem ser explicadas pelo cultivo em
equilibrio que as plantas foram submetidas, com condicOes ideais e satisfatorias para a
producéo e, também, pelo equilibrio natural da propria planta em relagdo as caracteristicas
avaliadas. No entanto, os efeitos provocados sdo dependentes do medicamento homeopatico,
da dinamizacdo e da espécie vegetal (KOLISKO; KOLISKO, 1978; CASALI et al., 2009;

SANTOS et al., 2011), assim, essa resposta é aleatoria e variavel.

Os autores Vasconcelos et al. (2004) estudaram o efeito de Phosphorus em plantas de
trigo (Triticum aestivum) com e sem adubacdo orgéanica e verificaram que o0 medicamento nas
dinamizacdes 3CH e 6CH reduziram os valores de massa fresca. Os melhores resultados
foram correspondentes as dinamizagGes mais altas, acima de 12CH, corroborando com a

resposta obtida para a camomila, para a qual a dinamizagdo 30CH possibilitou melhores
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resultados. Ao avaliar o efeito de Phosphorus 3CH em capim limdo (Cymbopogon citratus),
Casali et al. (2009) observaram que esta dinamizacdo diminuiu a altura de planta e a massa
foliar. Em camomila, esta mesma dinamizacdo apresentou decréscimos apenas nos caracteres
massa fresca planta” e massa fresca hectare™, enquanto que 6CH demonstrou redugdo nas
demais variaveis. Essa resposta negativa proporcionada pelas menores dinamizagdes pode
estar relacionada ao fato da menor energia medicamentosa disponivel em 3 e 6CH, em
contraponto, 30CH apresenta maior energia e dessa forma, pode-se inferir que os caracteres
massa fresca e seca respondem positivamente a maior energia em detrimento da quantia de
moléculas, em maior nimero em 3 e 6CH. A resposta de Phosphorus também foi variavel
para os autores Scherr et al. (2007) ao avaliar diversas dinamizacfes em lentilha d'agua
(Lemna gibba). A espécie Aloysia gratissima também apresentou sensibilidade ao
medicamento homeopéatico Phosphorus, com respostas positivas na germinacdo e no
crescimento inicial das plantulas (SANTOS et al., 2011).

Observando a composicdo mineral de camomila, considerando os valores obtidos na
agua destilada e as 6timas condigdes de cultivo, é perceptivel que a camomila é uma cultura
que demanda em maior quantidade os nutrientes potassio, nitrogénio, célcio e ferro. A alta
concentracdo de potassio foi observada para outras espécies medicinais como relatado pelos
autores Silveira et al. (2009), Olivier et al. (2012) e Pedro et al. (2016). O nitrogénio esta
relacionado ao crescimento vegetal, consequentemente, na dinamizagdo 30CH com maior
concentracdo deste elemento, também é observado elevada producdo de massa fresca, assim
como obtido para jambu (Acmella oleracea) (BORGES et al., 2013). O célcio esta associado
ao poder transpiratério das plantas, por meio da participacdo no controle estomatico (FUNK;
AMATANGELDO, 2013) e sua disponibilidade pode interferir na formacao de flores, como em
canola (Brassica napus) (SUZER, 2014). Ja o ferro é um dos principais componentes de
enzimas e, assim como outros nutrientes, interfere na capacidade fotossintética da planta e
também pode afetar o crescimento vegetal (YADEGARI; SHAKERIAN, 2014), visto que, €
encontrado na dinamizagdo 30CH, de maior producdo de massa fresca. Cabe destacar que a
heterogeneidade do perfil de composicdo centesimal pode estar associada a origem, a espécie
e tipo de planta, as estruturas vegetais analisadas e também aos fatores como tipo de solo e

cultivo, uso de fertilizantes e agroquimicos (BERTOL et al., 2015).

A resposta aos medicamentos homeopaticos pode se manifestar em varias partes ou
em diferentes caminhos do metabolismo no organismo vegetal (JAGER et al., 2015). E

comum observar que 0 mesmo medicamento homeopatico pode causar efeitos diversos e
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distintos, aumentando ou diminuindo uma variavel (SANTOS et al., 2011; ANDRADE et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2013; CAPRA et al., 2014), isso caracteriza a importancia da
pesquisa agrondmica para elucidar quais efeitos cada medicamento homeopatico pode causar
nas plantas e assim, ampliar sua recomendacédo de uso. Além disso, as plantas sdo organismos
que respondem a agdo do medicamento homeopatico, uma vez que reagem a estas

substancias.

3.5. CONCLUSAO

As dinamizagdes de Phosphorus promoveram respostas diferenciadas no cultivo de
camomila, caracterizando os efeitos proporcionados pela aplicacdo do medicamento

homeopatico.

A produtividade de flores hectare™ pode ser incrementada com a aplicacdo da
dinamizacdo 30CH e o diametro e altura dos capitulos florais com o emprego da dinamizacgéo
3CH.

A dinamizacdo 30CH eleva os teores dos nutrientes nitrogénio e ferro e a dinamizacéo

6CH aumenta o acimulo de potéssio e fésforo no tecido vegetal.
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4. ARTIGO 2: EFEITO DA APLICACAO DE SOLUCOES ULTRA-DILUIDAS DE
PHOSPHORUS NA PRODUTIVIDADE E COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL
DE CAMOMILA

Effect of the application of ultra-diluted Phosphorus solutions on the productivity and

composition of essential oil of chamomile

RESUMO: O uso de medicamentos homeopaticos pode promover uma oscilagdo na producdo
de principios ativos no metabolismo secundario das plantas medicinais, alterando assim, a
quantidade e os compostos produzidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo do
medicamento homeopatico Phosphorus no teor, produtividade e composi¢do do dleo essencial
de camomila. O medicamento homeopético Phosphorus foi aplicado na cultivar Mandirituba
subdividido em quatro dinamizacdes: 3CH, 6CH, 12CH e 30CH, contendo dois tratamentos
controles: agua destilada e alcool 70% (veiculo das solu¢cdes homeopaticas). A aplicacdo dos
tratamentos consistiu a partir da emergéncia das plantas até a finalizacdo do experimento, com
pulverizacbes apenas na parte aérea e em intervalos semanais. Apos a colheita das flores, o
6leo essencial foi obtido por meio de hidrodestilacdo para a determinacdo do teor,
produtividade e composicdo, realizada através de GC-FID e GC/MS. A dinamizacdo de
Phosphorus 3CH proporcionou maior teor e produtividade de 6leo essencial, com um
incremento de 33,4% por hectare. Em comparacao ao tratamento controle com agua destilada,
é possivel observar um aumento na concentracao de analitos majoritarios com a aplicacdo das
dinamizagbes de Phosphorus. Com exce¢do do camazuleno, que apresentou um
comportamento inverso, reduzindo a concentracdo com o aumento das dinamizacfes. No
entanto, ao comparar os resultados para o camazuleno com 0s percentuais encontrados na
literatura sem a aplicacdo de medicamentos homeopéticos, é possivel afirmar que o
Phosphorus elevou a concentragdo deste analito, independente da dinamizacdo avaliada. O
medicamento homeopatico Phosphorus provoca alteragdes na concentracdo dos analitos
presentes no oOleo essencial de camomila e aumenta o teor a produtividade de dleo essencial

dessa espécie.

Palavras-chave: Chamomilla recutita, dinamizacdo, camazuleno, metabolismo secundario,
PCA.
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ABSTRACT: The use of homeopathic medicines can promote an oscillation in the
production of active principles in the secondary metabolism of medicinal plants, thus altering
the quantity and the compounds produced. The aim of this work was to evaluate the action of
the homeopathic medicine Phosphorus on the content, productivity and composition of the
essential oil of chamomile. The homeopathic medicine Phosphorus was applied to the cultivar
Mandirituba subdivided in four dynamizations: 3CH, 6CH, 12CH and 30CH, containing two
control treatments: distilled water and 70% alcohol (vehicle of homeopathic solutions). The
application of the treatments consisted of the emergence of the plants until the end of the
experiment, with sprays only in the aerial part and at weekly intervals. After the flowers were
harvested, the essential oil was obtained by means of hydrodistillation to determine the
content, productivity and composition, performed through GC-FID and GC/MS. The
dynamization of Phosphorus 3CH provided a higher content and productivity of essential oil,
with an increase of 33.4% per hectare. Compared to the control treatment with distilled water,
it is possible to observe an increase in the concentration of major analytes with the application
of Phosphorus dynamizations. With the exception of the camazulene, that presented an
inverse behavior, reducing the concentration with the increase of dynamizations. However,
when comparing the results for the camazulene with the percentages found in the literature
without the application of homeopathic medicines, it is possible to affirm that Phosphorus
increased the concentration of this analyte, independent of the dynamization evaluated. The
homeopathic medicine Phosphorus causes changes in the concentration of the analytes present
in the essential oil of chamomile and increases the content and productivity of essential oil of

this species.

Keywords: Chamomilla recutita, dynamization, camazulene, secondary metabolism, PCA.

4.1. INTRODUCAO

A camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert) é uma espécie anual pertencente a
familia Asteraceae, muito conhecida na medicina popular. Suas propriedades terapéuticas séo
encontradas unicamente nas inflorescéncias in natura ou seca, as quais sao utilizadas para a
extracdo do 6leo essencial. Mundialmente, é a espécie medicinal mais consumida na forma de
cha, oleo essencial ou em subprodutos das inddstrias farmacéuticas, de cosméticos e de
alimentos (ORAV et al., 2010; SINGH et al., 2011; RAAL et al., 2012). Os beneficios

encontrados no cha ou infusdes de camomila estdo relacionados a presenca de flavonoides
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como a apigenina, luteolina, quercetina e seus derivados (SRIVASTAVA et al., 2010;
CVETANOVIC et al., 2019). Ja o 6leo essencial, apresenta como principais analitos o o-
bisabolol ¢ seus oxidos de a-bisabolol A e B, e camazuleno (GUPTA et al.,, 2010). O
camazuleno é o analito responsavel pela coloracdo azul do 6leo e é formado durante o
processo de extracdo a partir do composto matricina (ORAV et al., 2010). No entanto, mais de
120 metabolitos secundérios j& foram identificados a partir do 6leo essencial de camomila
(ORAV et al., 2010; SRIVASTAVA et al., 2010; HADI et al., 2011; DAS, 2014), o qual é
atribuido as propriedades medicinais anti-inflamatéria, antimicrobiana e espasmolitica, além
de componente de produtos cosméticos, pois tem efeito suavizante e cicatrizante na pele
(GUPTA etal., 2010; SRIVASTAVA et al., 2010; PETRONILHO et al., 2011).

O dleo essencial € um dos produtos derivado do metabolismo secundario das plantas.
Os metabolitos secundarios sdo componentes bioativos, geralmente encontrados em plantas
medicinais, tornando-os fontes de produtos farmacéuticos, aditivos alimentares e sabores (LU
et al.,, 2017; SONG et al., 2017). Suas propriedades estimulam o cultivo e o consumo de
plantas medicinais, corroboram para o crescimento do mercado econémico e incentivam
diversas pesquisas que buscam retratar sua producdo na planta e sua atuacdo enquanto
medicamento. Apesar da existéncia de um controle genético, a expressdo dos metabolitos
secundarios pode sofrer modificagcOes resultantes das condicdes de cultivo, como temperatura,
umidade, luz, disponibilidade de &gua e nutrientes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007
MOHAMMAD et al., 2010; PEREIRA; CARDOSO, 2012), e, também, com o0 uso de

medicamentos homeopaticos durante o ciclo produtivo das plantas.

Na agricultura, os medicamentos homeopaticos destinam-se ao controle de pragas,
doencas e amenizacdo dos efeitos abioticos que promovem estresse no vegetal. No entanto,
também ¢é recorrente 0 uso na producéo vegetal, com a finalidade de incrementar a producéo.
Nas plantas medicinais, geralmente, os medicamentos homeopaticos tem influéncia direta na
producdo de Oleo essencial, como destacado para as especies de picdo (Bidens pilosa)
(ARMOND et al., 2005), chamba (Justicia pectoralis) (ANDRADE et al., 2012), carqueja
(Baccharis trimera) (CAPRA et al., 2014) e menta (Mentha arvensis) (BONATO et al.,
2009). Entretanto, pelo grande numero de medicamentos homeopaticos, apenas alguns foram
elucidados e avaliados quanto aos seus efeitos durante o cultivo de espécies vegetais. Dentro
desse contexto, cabe destacar o0 medicamento Phosphorus que na agricultura é indicado para
solos com baixa disponibilidade do elemento quimico fésforo (TICHAVSKY, 2007), mas ndo
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apresenta descricfes de seu potencial efeito no cultivo de plantas medicinais, como a

camomila, principalmente em relacdo ao metabolismo secundario.

Tendo em vista a importancia medicinal da camomila e a auséncia na descricdo de
possiveis efeitos dos medicamentos homeopaticos sobre o 6leo essencial desta espécie, este
trabalho teve por objetivo avaliar a acdo de dinamizacGes de Phosphorus quanto ao teor,

produtividade e composi¢do do 6leo essencial de camomila cultivada em ambiente protegido.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Obtencdo do material vegetal e organizacéo experimental

O experimento foi realizado no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal
de Santa Maria, Santa Maria - RS, Brasil. A semeadura da cultivar Mandirituba foi efetuada
em vasos com volume de 5 dm® contendo substrato da marca comercial H.Decker®. As
plantas foram cultivadas em ambiente protegido e cada bancada de cultivo representou um
tratamento. Apds a emergéncia foi mantido apenas uma planta por vaso. As plantas receberam
solucdo nutritiva elaborada conforme a recomendacdo de cultivo para camomila (CORREA
JUNIOR et al., 2008) e demais procedimentos experimentais foram realizados segundo
Ubessi et al. (2018). As plantas de camomila receberam a aplicagdo do medicamento
homeopético Phosphorus, preparado em &lcool 70% (v v''), em quatro dinamizagdes 3CH,
6CH, 12CH e 30CH. Para a aplicacdo nas plantas, as dinamizacdes foram diluidas em agua
destilada na proporcdo de 0,5 mL L™, logo apés a emergéncia até a finalizacdo do
experimento, totalizando 135 dias de cultivo. Cada planta de camomila foi pulverizada com
100 mL de cada tratamento. Os tratamentos controle receberam apenas agua destilada e alcool
70% (v v') (veiculo das solucBes homeopéticas) na mesma quantidade e proporcdo do

medicamento homeopatico.

4.2.2. Extracdo do 6leo essencial e determinacéo do teor e produtividade

A colheita dos capitulos florais de camomila foi realizada manualmente, seguida da
determinacdo da massa fresca de flores por planta e, apos, acondicionadas em refrigerador
(aproximadamente 4 °C) até o momento da extracdo do 6leo (em torno de 100 dias de

armazenamento refrigerado). A extracdo do Oleo essencial foi realizada no Laboratério de
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Citogenética Vegetal e Genotoxicidade/UFSM por meio de hidrodestilacdo em aparelho tipo
Clevenger, durante 2 horas e 30 minutos apés o inicio da ebuli¢do, utilizando 50 g de flores
frescas. A partir da extracdo foi determinado o teor e a produtividade de Oleo essencial em
cada tratamento. O teor de 6leo essencial foi calculado pela multiplicacdo da quantidade de
6leo extraido (mL) por 100 e dividido pela quantidade de massa fresca usada para a extracéo
(50 g), foi expresso em % g de massa fresca. J& a produtividade de 6leo considera a
producdo de flores frescas por hectare, multiplicada pela quantidade de 6leo extraido (mL) e
divida por 1000 para expressar o valor obtido em litros por hectare (L ha™). Posterior &
extracdo, as amostras de 6leo essencial foram armazenadas em refrigerador até a realizagdo da

analise cromatogréfica.

4.2.3. Caracterizacdo do 6leo essencial

A caracterizacdo do O6leo essencial de camomila ocorreu por meio da analise
cromatografica, realizada em um cromatdgrafo a gas (Varian Star 3400CX, CA, EUA)
equipado com um detector de ionizacdo de chama (GC-FID). 10 pL do éleo foi diluido em 1
mL de hexano onde uma aliquota de 1 pL da solucdo foi injetada na porta de injecdo do
sistema cromatogréafico a uma temperatura de 270 °C, no modo split de razdo 1:40. Os
compostos foram separados numa coluna capilar apolar de silica fundida Equity ™5 (60 m x
0,20 mm x 0,20 um) (Supelco, USA). O hidrogénio foi utilizado como gés de arraste a uma
pressdo constante de 25 psi. A temperatura inicial da coluna foi ajustada para 40 °C e mantida
durante 1 min. Em seguida, a temperatura foi aumentada a uma taxa de 8 °C min™ até 160 °C,
seguido por um aumento a 1 °C min™ até 180 °C, seguido novamente por um aumento a 20
°C min™ até 300 °C e mantida em condicdes isotérmicas durante 10 minutos. A temperatura
do detector foi mantida a 280 °C. Uma série de n-alcanos homologos (C7 - C24) foi analisada
sob as mesmas condicGes cromatogréficas para calcular o indice de retencéo linear (IRL). A
quantificacdo foi realizada pela normalizagdo das areas dos picos cromatograficos e expressa

em percentagem.

A andlise qualitativa dos compostos foi efetuada por um cromatografo gasoso
(Shimadzu QP2010 Ultra) acoplado a espectrometro de massas (GC/MS, Shimadzu
Corporation, Quioto, Japdo). Para estas analises, foram utilizadas as mesmas condicdes
cromatograficas acima descritas e hélio como gas de arraste. O detector foi operado no modo

de ionizacdo por impacto de elétrons com uma energia de ionizacdo de 70 eV e um intervalo



55

de varredura de massas 35-350 m/z. Os compostos foram identificados com base na
comparagdo com 0s espectros de massas disponivel na biblioteca National Institute of
Standards and Technology (NIST) e por comparacao dos indices de retencéo linear calculados

com aqueles disponiveis na literatura cientifica. Cada tratamento foi avaliado em triplicata.

4.2.4. Andlise estatistica

O experimento foi realizado de acordo com o delineamento inteiramente casualizado e
duplo cego, com seis tratamentos: quatro dinamizacGes de Phosphorus (3CH, 6CH, 12CH e
30CH), agua destilada e alcool 70%. Cada bancada de cultivo representou um tratamento e foi
composta por 20 vasos espacados 0,30 metros em duas fileiras, totalizando quatro repeticoes
de cinco unidades experimentais. Os dados referentes a concentracdo dos compostos do 6leo
essencial foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e ao teste de comparacdo de
médias por Scott & Knott (1974) em nivel de 5% de probabilidade de erro, com o auxilio do
programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011). Além disso, o conjunto de dados referente ao
teor, produtividade e composicdo do 6leo essencial foram submetidos a analise multivariada
de componentes principais (PCA) usando o software Pirouette 3.11 - InfoMetrix
(Woodinville, EUA, 2003). Antes do PCA, a matriz de dados foi autoescalada para que cada

variavel assumisse 0 mesmo peso na analise.

4.3. RESULTADOS
4.3.1. Teor e produtividade do 6leo essencial

A anélise de variancia mostrou diferenca significativa entre as dinamizacgdes para o
teor e produtividade de Oleo essencial. Para estas variaveis, a dinamizacdo 3CH expressou
médias superiores as demais, enquanto que a dinamizacdo 6CH promoveu decréscimo (Tabela
1). Cabe destacar que a dinamizagdo 3CH aumentou a produtividade de 6leo essencial em
1,35 L ha®’ quando comparado com o valor obtido para o controle 4gua destilada, um

incremento de 33,4% por hectare.
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Tabela 1. Teor e produtividade de dleo essencial de camomila submetida a dinamizagdes de

Phosphorus.
Tratamento Teor Produtividade

% g MF L ha™
3CH 0,56 a* 4,04 a*
6CH 0,36¢ 2,17d
12CH 0,49 b 3,57h
30CH 0,38¢ 3,00c
Alcool 70% 0,39¢ 3,28b
Agua destilada 0,39 ¢ 2,69 ¢

Média Geral 0,43 3,13
CV (%) 12,77 12,05

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott & Knott em nivel de 5% de

probabilidade de erro. MF: Massa Fresca. CV: Coeficiente de Variag&o.

4.3.2. Composicéo do dleo essencial

Os principais compostos encontrados no Oleo essencial de camomila estdo
apresentados na Tabela 2. Foram identificados 28 compostos presentes no controle com agua
destilada. Os compostos majoritarios foram o 6xido de a-bisabolol B, 6xido de bisabolol A, -
trans-farneseno, Oxido de bisabolona e camazuleno em todos os tratamentos. J& em menor
quantidade, cita-se o epimanool. De modo geral, mais de 65% dos constituintes do dleo
essencial de camomila foram identificados. Ao comparar as dinamizagdes com o tratamento
controle agua destilada, trés compostos ndo foram encontrados, como o trans-crisantemol na
dinamizacdo 6CH, o 4,8-dimetil-nona-3,8-dien-2-one na dinamizagdo 12CH e 1-naftaleno

propanol (epimanool) no alcool 70% e nas dinamizac¢es 12CH e 30CH (Tabela 2).

A Tabela 2 também reporta o teste de medias entre os tratamentos para a concentragao
dos analitos. Em comparacao ao tratamento controle com agua destilada, é possivel observar,
para 0s compostos majoritarios supracitados, um aumento na concentragdo com a aplicagédo
das dinamizagbes. Com excecdo do camazuleno, que apresentou um comportamento inverso,
reduzindo a concentracdo com o aumento das dinamizacgdes. Cada analito teve uma resposta
diferenciada dentro de cada dinamizacdo. No caso do epimanool houve um pequeno aumento

na dinamizacdo 6CH, no entanto, este analito ndo foi encontrado nas dinamizacdes seguintes.
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Tabela 2. Composicéo do dleo essencial de camomila submetida a diferentes dinamizacgdes de

Phosphorus.
% de composi¢ao
Analitos IRL - - Média CV (%)
Agua 3CH 6CH 12CH 30CH Alcool
1 2-Isopropil Tolueno 1073 0,18C* 024B 030A 030A 012D 016C 022 812
2 Eucaliptol 1077 008D 019A 0I5B 014B 011C 013B 013 9,19
3 B-Ocimene 1080 029B 032A 028B 034A 018C 027B 028 843
4 Artemesia Cetona 1086 0,89B 1,17 A 1,06 A 1,04 A 1,07 A 0,61C 0,97 8,64
5 y-Terpineno 1086 015C 022B 023B 03LA 016C 025B 022 9,67
6  AremisiaAlcool 1095 022A 018B 020A 014C 015C 016C 017 7,62
7 Trans-Crisantemol 1164 022A 022A 000C 013B 022A 014B 015 1049
8 Nonenal 1171 010A 008B 010A 007B 008B O0I1LA 009 7,39
9 o-Terpineol 1204 006B 007A 009A 005B 0058 006B 007 17,75
10 4’8'Dé?;it_"2'_r;?12a'3'8' 1284 008C 027A 014B 000E 003D 00lE 008 1082
11 Decanoato Etilico 1396 009B 014A 013A 004C 009B 008B 009 978
12 p-trans-Fameseno 1462 655B  583C 7,46A 619B  762A 539C 651 541
13  Dehidro Sesquicineol 1483 2,86 C 3,75B 3,59B 121 E 4,19 A 2,08D 2,94 5,75
14 B-copaeno 1507 120A 08C 107B 078C 123A 08C 099 4,91
15 Farneseno 1513 028B 023C 033A 021D 027B 027B 027 437
16 Germacreno B 1520 094C 110B 094C 077D 129A 127A 105 637
17 Delta-Cadineno 1566 026A 018D 023B 019C 024B 016E 021 194
18 Nerolidol 1570 055C 046D 077A 04LE 060B 026F 051 4,57
19 Nerolidol Isomer ~ 1572 011A 008C 009B 008C 010A 006D 009 345
20 Espatulenol 1609 022E 022E 028D 029C 036B 045A 030 2,36
gy Oxidode ;’Bisam'o' 1730 2069D 2465C 2545B 3074A 148lE 2538B 2362 0,80
22 Oxidode Bisabolona 1748 651D 64LE 765C 656D 7,96B 836A 724 086
23 Camazuleno 1794 493A  454B  433C 358E 38D 254F 396 1,22
24  Oxido de Bisabolol A 1807 1680D 22,03A 1509E 17,63C 1996B 2254A 19,16 2,33
25  Palmitato Metilico 1977 044B  032C 048A 043B 053A 040B 043 671
26 l'Na(féa;fr:anrool';’ano' 2090 005B 0058 007A 000C 000C 000C 003 1471
27 AcidoLinolénico 2110 0,18B  013C 025A 023A 027A 0208 022 1035
28 AcidoLinoleico 2171 038A 040A 037A 026B 043A 03LB 036 859
Total identificado (%) 65,31 74,34 72,03 72,12 66,02 72,49 - -

*Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott & Knott em nivel de 5% de

probabilidade de erro. IRL: indice de retencdo linear experimental. Agua: 4gua destilada. Alcool: &lcool 70%.

CV: Coeficiente de Variacéo.
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4.3.3. Andlise de componentes principais

Uma analise exploratoria multivariada, a analise de componentes principais (PCA), foi
utilizada para visualizar a influéncia das dinamizacGes de Phosphorus sobre o teor, a
produtividade e a composicdo do O6leo essencial de camomila. Nos dois primeiros
componentes principais foi possivel visualizar a discriminacdo das amostras (Figura 1A) em
funcéo da correlacdo com as variaveis (Figura 1B), somando 58,02% da variacéo total dos
dados.

O Componente Principal I (CPI) discriminou as dinamizagdes 6CH, 30CH e o controle
agua destilada das dinamizagdes 3CH, 12CH e alcool 70% (Figura 1A). Compostos como
espatulenol, oxido de bisabolol A, produtividade, teor, y-terpineno, oxido de a-bisabolol B,
eucaliptol e B-ocimene foram correlacionados com as dinamizacdes de 3CH, 12CH e alcool
70% (Figura 1B), ou seja, o percentual de concentracdo desses compostos € positivamente
influenciado por esses tratamentos. Por outro lado, as dinamiza¢Bes 6CH, 30CH e &gua
destilada foram associadas a intervencdo no percentual de concentracdo principalmente dos
compostos como artemesia alcool, camazuleno, &cido linoleico, p-trans-farneseno, nerolidol

isomer, delta-cadieno, farneseno, nerolidol, dehidro sesquicineol, e f-copaeno (Figura 1B).

Em relagdo ao Componente Principal 1l (CPIl), houve a distincdo das menores
dinamizacdes, 3CH e 6CH, das dinamizagdes 12CH e 30CH, como pode ser visto na Figura
1A. Assim, as dinamizagfes 12CH e 30CH foram correlacionadas com o maior percentual de
concentracdo de espatulenol, enquanto as menores dinamizacGes estdo relacionadas com a
concentracdo dos compostos 4,8-dimetil-nona-3,8-dien-2-one, decanoato etilico, epimanool e
a-terpineol (Figura 1B). Dessa forma, a anélise de componentes principais permite claramente
a visualizacdo da relacdo existente entre os tratamentos avaliados e sua influéncia no

percentual de concentragdo dos compostos presentes no 6leo essencial de camomila.
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Figura 1. Andlise de Componentes Principais aplicada as dinamizagdes de Phosphorus no
cultivo de camomila. (A) Representagdo dos tratamentos; (B) Representacdo das varidveis
(analitos, teor e produtividade do 6leo essencial de camomila). Alcool: alcool 70%. H20d:

agua destilada.
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4.4, DISCUSSAO

O teor e a produtividade de Oleo essencial de camomila demonstraram respostas
diferenciadas quanto as dinamizagcbes de Phosphorus avaliadas. Os valores do teor de dleo
encontrados para a camomila, na literatura, diferem conforme a condicdo de cultivo
(convencional) e variam de 0,30 a 1,50% (NALEPA et al., 2007; BORSATO et al., 2008;
HARTMANN; ONOFRE, 2010). Os teores obtidos para a camomila com o uso de
Phosphorus atendem a exigéncia da Farmacopeia Brasileira (teor minimo de 0,40%) apenas
nas dinamizacbes 3CH e 12CH, que proporcionaram um teor de 0,56 e 0,49%,
respectivamente (Tabela 1). Consequentemente, se ha alteracdes no teor de 6leo essencial,
essas alteragdes repercutem diretamente na produtividade de éleo da espécie vegetal.

A produtividade de 6leo essencial de camomila em cultivo convencional (a campo) e
sem a aplicagdo de medicamentos homeopaticos, varia de 1,54 L ha™ (AMARAL et al., 2014)
a 2,40 L ha’ (AMARAL et al., 2012), no entanto, com a aplicacdo de Phosphorus na
dinamizacdo 3CH a produtividade de 6leo passou para 4,04 L ha™* (Tabela 1). Isso representa
aumentos ao redor de 40,59% (2,40 L ha') a 61,88% (1,54 L ha™). Com excecdo da
dinamizacdo 6CH, todas as outras incrementaram a produtividade de 6leo quando comparado
com o controle agua destilada. Outro fator a ser destacado, € a produtividade de 6leo essencial
em ambiente protegido quando observado o valor de 2,69 L ha™ obtido no cultivo com &gua
destilada, produtividade superior ao cultivo de camomila a campo. O acréscimo na
produtividade do 6leo essencial de camomila, com o uso de Phosphorus, confirmam com 0s
resultados obtidos em outras espécies como Eucalyptus citriodora (DUARTE, 2007), Aloysia
gratissima (SANTOS et al., 2011a) e Verbena gratissima (SANTOS et al., 2011b).

As dinamizagdes do medicamento homeopatico Phosphorus também promoveram
alteragfes na composigao do 0leo essencial de camomila. Dentre os analitos predominantes, o
Oxido de o-bisabolol B, Oxido de bisabolol A, B-trans-farneseno, 6xido de bisabolona e
camazuleno foram os principais compostos do 6leo essencial de camomila identificados e
corroboram com os resultados encontrados pelos autores Orav et al. (2010), Srivastava et al.
(2010), Petronilho et al. (2011), Amaral et al. (2012) e Raal et al. (2012). No entanto, algumas
dinamizagdes proporcionaram a auséncia dos analitos trans-crisantemol, 4,8-dimetil-nona-3,8-
dien-2-one e epimanool (Tabela 2). No referencial cientifico sdo poucos trabalhos que
avaliam a interacdo entre a composicdo do 6leo essencial e a aplicacdo de medicamentos

homeopaticos em plantas medicinais, o0 enfoque se restringe apenas ao teor e a produtividade
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de 6leo essencial. Nesse contexto, cabe citar os autores Santos et al. (2011a) que avaliaram o
efeito de Phosphorus sob a composicdo do 6leo essencial de Verbena gratissima e, assim
como observado neste trabalho com camomila, as dinamizagdes ocasionaram respostas
diferenciadas a cada analito, inclusive com a auséncia de alguns compostos nas dinamizacdes
12CH e 30CH. Sendo assim, os medicamentos homeopaticos foram capazes de promover
alteracbes no metabolismo secundério de plantas medicinais, como a camomila, com

variacdes desde o teor até a composicdo do 6leo essencial.

A avaliacdo da composicdo do 6leo essencial infere diretamente sob a qualidade e uso
deste produto, pois ha determinados compostos, em cada espécie medicinal, responsaveis
pelas propriedades terapéuticas e padréo do 6leo essencial. No caso da camomila, a atividade
anti-inflamatoria, antiespasmodica e calmante estdo relacionadas aos analitos camazuleno,
oxido de a-bisabolol B e 6xido de bisabolol A (SZOKE et al., 2004; ROCHA et al., 2011),
que sdo os principais analitos do Oleo essencial de camomila e correspondem,
aproximadamente, a 75% da composicdo do 6leo (BRASIL, 2015), caracterizando assim, o
padrdo de 6leo essencial dessa espécie. Além das aplicacBes citadas, algumas analises
reportam também propriedades antioxidantes para o camazuleno e de prevencao de Ulceras
para o analito bisabolol e seus derivados (HARTMANN; ONOFRE, 2010; ZAIDI et al., 2012;
DAS, 2014). Igualmente, cita-se a capacidade antibacteriana, antisséptica e fungica para esses
compostos majoritarios (ORAYV et al., 2010; SINGH et al., 2011; RAAL et al., 2012).

O medicamento homeopatico Phosphorus promoveu variagdes quanto a concentracao
dos analitos responsaveis pelo padrdo de 6leo essencial da camomila. A cultivar Mandirituba
¢ caracterizada por apresentar 1,91% de camazuleno, 16,20% 6xido de bisabolol A e 25,83%
de 6xido de a-bisabolol B (CORREA JUNIOR, 1995; AMARAL et al., 2012). Comparando
os resultados obtidos com o referencial supracitado, podemos afirmar que a dinamizacao
30CH reduziu o percentual de 6xido de a-bisabolol B (14,81%), enquanto que a dinamizagéo
12CH aumentou (30,74%) (Tabela 2). Para o analito 6xido de bisabolol A apenas a
dinamizacdo 6CH diminuiu a sua concentragédo (15,99%). Entretanto, todas as dinamizagoes
avaliadas elevaram a concentragdo de camazuleno, com uma variagdo de 2,54 a 4,54%,
qguando comparado aos valores citados. Dessa forma, o medicamento homeopatico
Phosphorus pode ser utilizado para incrementar o percentual de camazuleno no 6leo essencial
de camomila, visto que sua presenca esta relacionada a qualidade do 6leo e as propriedades
medicinais desta espécie, 0 mesmo efeito pode ser ampliado também ao bisabolol e seus

derivados. No entanto, cabe ressaltar que os fatores ambientais do local de cultivo influenciam
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diretamente a composi¢do e a concentracdo dos metabolitos secundarios (SINGH et al., 2011,
GAWDE et al., 2014; FORMISANO et al., 2015; REZAEIH et al., 2015), bem como, 0 uso

de outros medicamentos homeopaticos, ocorrendo assim, respostas diferenciadas.

O medicamento homeopatico Phosphorus proporcionou efeitos diretos no
metabolismo secundario de camomila, resultando em respostas distintas para a composicao e
incrementos na produtividade de 6leo essencial. Esses resultados reafirmam a atuagdo dos
medicamentos homeopaticos no metabolismo secundério de plantas medicinais, como um
fator estimulante. Porém, a resposta do vegetal a aplicacdo de medicamentos homeopaticos é
dependente da espécie, da dinamizacdo, do medicamento e das condi¢cdes ambientais do local
de cultivo. Cabem ainda, pesquisas que visam a identificacdo do exato local ou rota

metabolica de atuagdo do medicamento homeopatico no vegetal.

4.5. CONCLUSAO

O medicamento homeopéatico Phosphorus na dinamizacdo 3CH mostrou-se o
tratamento mais eficiente em aumentar o teor e a produtividade de 6leo essencial em

camomila.

As dinamizac6es de Phosphorus alteram o percentual de concentragdo dos analitos no
6leo essencial de camomila. Especificamente, com incremento da concentracdo dos principais
compostos, como camazuleno, 6xido de a-bisabolol B e 0xido de bisabolol A em relacdo aos

valores referenciados sem a aplicacdo de medicamentos homeopaticos.
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5. ARTIGO 3% POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO E COMPOSTOS FENOLICOS
DE INFUSOES E OLEO ESSENCIAL DE CAMOMILA CULTIVADA COM
HOMEOPATIA

Antiproliferative potential and phenolic compounds of infusions and essential oil of

chamomile cultivated with homeopathy

RESUMO: A camomila é usada mundialmente como calmante, anti-inflamatéria e na
aromaterapia. No Brasil, € uma das especies medicinais mais cultivadas. No entanto, a forma
de cultivo, como a aplicacdo de medicamentos homeopaticos, pode alterar a producdo de
compostos no metabolismo secundario e comprometer a finalidade terapéutica desta espécie
no consumo de ché ou utilizacdo da planta medicinal. Desta forma, sdo necessarias avaliagcdes
do potencial genotoxico das espécies medicinais e seus subprodutos. Neste contexto,
objetivou-se avaliar o potencial genotoxico de infusdes e Oleo essencial de camomila,
cultivada com medicamento homeopatico, sobre o ciclo celular de Allium cepa, como
também, a determinacdo dos compostos fenolicos presentes nas infusdes das inflorescéncias
de camomila. Para o teste de Allium cepa utilizaram-se duas concentracdes de 10 e 40 g L™ de
inflorescéncias para o preparo das infusées e 6leo essencial diluido a 0,10% (v v'*), referentes
aos seis tratamentos obtidos no cultivo a campo. A agua destilada e o etanol foram utilizados
como controle negativo e o glifosato a 2% como controle positivo. A determinacdo dos
compostos fenolicos presentes nas infusdes foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. As infusdes de camomila nas concentracdes de 10 e 40 g L™ de inflorescéncia
reduziram o indice mitdtico e enfatizaram a atividade antiproliferativa no ciclo celular de
Allium cepa. Entretanto, os tratamentos relacionados ao 6leo essencial diluido a 0,10%
apresentaram variacdo de resposta dependente da dinamizacdo utilizada, bem como a
concentracdo de apigenina, unico composto fenolico encontrado nas infusdes de camomila.

Portanto, o cultivo com Phosphorus ndo induz um efeito genotdxico no uso de infusdes e 6leo

? Este artigo ja foi publicado na integra: UBESSI, C.; TEDESCO, S. B.; SILVA, C. B.; BALDONI, M.;
KRYSCZUN, D. K.; HEINZMANN, B. M.; ROSA, I. A.; MORI, N. C. Antiproliferative potential and phenolic
compounds of infusions and essential oil of chamomile cultivated with homeopathy. Journal of
Ethnopharmacology, v. 239, 2019. https://doi.org/10.1016/j.jep.2019.111907
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essencial de camomila, favorecendo o cultivo sustentdvel e o uso seguro desta espécie

medicinal quando cultivada com medicamento homeopatico.

Palavras-chave: Chamomilla recutita, indice mitdtico, alteracbes cromossémicas,

dinamizacdes, apigenina.

ABSTRACT: Chamomile is used worldwide as a soothing, anti-inflammatory and
aromatherapy. In Brazil, it is one of the most cultivated medicinal species. However, the
cultivation form may alter the production of compounds in the secondary metabolism and
compromise the therapeutic purpose of this species in the consumption of tea or use of the
medicinal plant. In this way, assessments of the genotoxic potential of medicinal species and
their by-products are required. In this context, the genotoxic potential of infusions and
essential oil of chamomile, cultivated with homeopathic medicine, was evaluated on the cell
cycle of Allium cepa, as well as the determination of the phenolic compounds present in the
infusions of the chamomile inflorescences. For the Allium cepa test, two concentrations of 10
and 40 g L™ of inflorescences were used for the preparation of the infusions and 0.10% (v v’
Ydiluted essential oil, referring to the six treatments obtained in field cultivation. Distilled
water and ethanol were used as negative control and glyphosate 2% as a positive control. The
determination of phenolic compounds present in the infusions was performed by high
performance liquid chromatography. Chamomile infusions at concentrations of 10 and 40 g L~
! of inflorescence reduced mitotic index and emphasized antiproliferative activity on the cell
cycle of Allium cepa. However, the treatments related to 0.10% diluted essential oil showed a
response variation dependent on the dynamization used, as well as the apigenin concentration,
the only phenolic compound found in chamomile infusions. Therefore, cultivation with
Phosphorus does not induce a genotoxic effect in the use of infusions and essential oil of
chamomile, favoring the sustainable cultivation and the safe use of this medicinal species

when cultivated with homeopathic medicine.

Keywords: Chamomilla recutita, mitotic index, chromosomal alterations, dynamizations,

apigenin.
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5.1. INTRODUCAO

A camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert) € conhecida pelo seu poder curativo
que foi observado e apropriado pela civilizagdo Egipcia. E uma planta medicinal popular que
passou por diversos povos e é atualmente a erva medicinal mais consumida mundialmente. A
espécie pertencente a familia Asteraceae, € uma planta anual com aproximadamente 60
centimetros de altura, inflorescéncia em capitulo e fruto tipo cipsela (CORREA JUNIOR et
al., 2008). A espécie tem como principais funcbes terapéuticas a atividade anti-inflamatoria,
antisséptica, estimulante, carminativa, espasmolitica e sedativa (GUPTA et al., 2010; KHAKI
et al., 2012; MURTI et al., 2012; RAAL et al., 2012). A camomila também é muito utilizada
na aromaterapia e massagens (SINGH et al., 2011; MURTI et al., 2012; GAWDE et al.,
2014), bem como, ajuda no controle de Ulceras, gastrite e tem acdo emenagoga
(SRIVASTAVA et al.,, 2010; SHARAFZADEH; ALIZADEH, 2011). Tais beneficios sdo
encontrados na flor in natura ou seca e no 6leo essencial, que apresenta alto valor comercial.
E amplamente usada nas industrias farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos em geral,
também, em menor escala, como planta ornamental (ORAV et al., 2010; SINGH et al., 2011).
O Oleo essencial de camomila apresenta como constituintes principais o a-bisabolol e seus
6xidos de a-bisabolol A e B, e camazuleno (GUPTA et al., 2010), responsavel pela coloracéo
azul do 6leo. No cha encontram-se flavonoides como a apigenina, luteolina, quercetina e seus
derivados (SRIVASTAVA et al., 2010; RAAL et al., 2012). No entanto, as condicdes de
cultivo desta espécie vegetal podem interferir na producdo dos constituintes presentes no cha

e no oOleo essencial, como por exemplo, a aplicacdo de medicamentos homeopaticos.

Os medicamentos homeopaticos sdo utilizados no controle de pragas e doencas,
visando a sustentabilidade do sistema agricola e menor impacto ambiental. Nos cultivos
agricolas também podem incrementar os caracteres de rendimento, como 0 aumento de massa
fresca em brocolis com o uso de Carbo vegetabilis 6CH, Silicea terra 30CH e Sulphur 30CH
(PULIDO et al., 2017), mesmo efeito encontrado no cultivo de cebolinha com Calcarea
fluorica 30CH (LUIS; MORENO, 2007); Natrum muriaticum 12CH promoveu aumento no
tamanho de bulbos em cebola (GONCALVES et al.,, 2011) e Arnica montana 12DH
proporcionou maior producdo de tomates a campo (MODOLON et al., 2012). Nas plantas
medicinais os efeitos compreendem tanto a producdo de massa fresca como a de Oleo
essencial. Fato relatado por Ubessi et al. (2018) em que h& varia¢Bes na produgdo de massa
fresca e seca no cultivo de camomila com Phosphorus e incrementos nos caracteres

relacionados a inflorescéncia dessa espécie, sugerindo assim, possiveis alteracdes no
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metabolismo secundério, que inferem diretamente na seguranca de uso dos subprodutos
oriundos de camomila. A espécie Verbena gratissima também apresentou alteragdes no ciclo
de cultivo com o uso de Phosphorus (SANTOS et al., 2011), assim como a producdo de menta
(Mentha arvensis) usando Sulphur e Arsenicum album (BONATO et al., 2009).

Devido as suas propriedades curativas e a facilidade de acesso, a camomila é
amplamente utilizada, tanto in natura, como na composi¢do de inimeros produtos. Apesar
das vantagens terapéuticas das plantas medicinais, alguns constituintes presentes no cha ou no
6leo essencial podem ser potencialmente tdxicos, mutagénicos e carcinogénicos (PING et al.,
2012; FREITAS et al., 2014). Além disso, ndo ha a elucidacdo de forma clara do potencial
toxico dessas substancias, principalmente quando a espécie é submetida a diferentes formas
de cultivo, tais como a aplicacdo de medicamentos homeopéticos. Deste modo, cabe o estudo
dos efeitos antiproliferativos, genotdxicos, citotoxicos e mutagénicos das plantas medicinais,
a fim de garantir seu uso seguro (LESSA et al.,, 2017). Sistemas testes vegetais,
principalmente o de Allium cepa, tém sido utilizados de forma eficiente para avaliar o
potencial de genotoxicidade de extratos vegetais (DIAS et al., 2014; SANTOS et al., 2017).

O teste de A. cepa é um excelente modelo in vivo, onde as raizes crescem em contato
direto com a substancia em andlise, levando a possiveis danos ao DNA e resultando em
alteracdes celulares (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012). Consiste em um método eficaz
devido ao réapido crescimento radicular, grandes cromossomos e em pequeno ndmero (2n =
16), o que permite visualizacdo clara de possiveis anormalidades cromossémicas (BAGATINI
et al., 2007; HERRERO et al., 2012) como an&fases e metéfases irregulares, células
binucleadas e células aderentes, quebras cromossémicas, pontes e cromossomos perdidos ou
retardatarios (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012). Com a aplicagdo do teste A. cepa e
observacdo da divisdo celular na regido meristematica das raizes é possivel determinar o
indice mitotico. Este parametro € um indicador da proliferacdo celular que mede a proporc¢éo
de células na fase mitética do ciclo celular (PING et al., 2012). Isso permite monitorar 0s
efeitos dos extratos e 6leo essencial das plantas medicinais, garantindo seu uso seguro pela

populacéo no tratamento de doengas e consumo esporadico.

Visto a importancia terapéutica da camomila, seu amplo uso pela inddstria e pela
populacéo e a caréncia de informagdes sobre seu potencial genotoxico quando em cultivo com
medicamentos homeopaticos, avaliou-se o efeito de infusbes e Oleo essencial de camomila

cultivada com Phosphorus sobre o ciclo celular de Allium cepa, como também, a
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determinacdo dos compostos fendlicos presentes nas infusdes das inflorescéncias de

camomila.

5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Descricédo do ambiente de cultivo e organizagdo experimental

O cultivo de camomila para a obtencdo das flores e 6leo essencial foi conduzido em
ambiente protegido, no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria - Rio Grande do Sul, Brasil (S: 29° 42° 23”’; W: 53° 43” 15 e 95 metros de
altitude ao nivel do mar). O clima da regido é do tipo Cfa, conforme a classificacdo de
Koppen (ALVARES et al., 2013). As sementes de camomila para o plantio foram obtidas
junto a Emater do Estado do Parana (PR), Brasil.

O experimento foi conduzido com a cultivar de camomila “Mandirituba” no
delineamento inteiramente casualizado, em duplo cego, com seis tratamentos: quatro
dinamizacdes do medicamento homeopatico Phosphorus (3CH, 6CH, 12CH e 30CH), agua
destilada e alcool 70%. Cada bancada de cultivo representou um tratamento e foi composta
por 20 vasos preenchidos com substrato, totalizando quatro repeti¢cbes de cinco unidades
experimentais. Para a aplicacéo nas plantas, as dinamizacgdes foram diluidas em agua destilada
na proporcao de 0,5 mL L™. A aplicacdo foi realizada logo ap6s a emergéncia das plantas até
a finalizacdo do experimento (totalizando 135 dias de cultivo). Cada planta de camomila foi
pulverizada com 100 mL de cada tratamento. Os tratamentos controle receberam apenas agua
destilada e alcool 70% (veiculo das solugbes homeopéticas) na mesma quantidade e

proporcao do medicamento homeopatico Phosphorus.

5.2.2. Obtencéo do material de analise, infusdes e dilui¢cdo do 0leo essencial

As flores de camomila foram colhidas manualmente e armazenadas em freezer
(aproximadamente 4 °C) até 0 momento da extracdo do 6leo essencial e preparo das infusdes
(em torno de 100 dias). Tanto o Oleo essencial como as infusdes foram obtidos
exclusivamente das flores de camomila. A extragdo do Oleo essencial foi realizada no
Laboratorio de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade/UFSM por meio de hidrodestilagdo em

aparelho tipo Clevenger durante 2 horas e 30 minutos ap0s o inicio da ebuli¢do, utilizando 50
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gramas de inflorescéncias. Posteriormente, diluiu-se o 6leo essencial em etanol P. A. (99,8%)
a uma concentracdo de 0,10% (v v'*). Os extratos das inflorescéncias foram preparados por
infusdo de 10 minutos em 300 mL de &gua destilada, contendo 3 e 12 gramas de
inflorescéncias de camomila correspondentes as concentracdes de 10 g L™ e 40 g L,
respectivamente. Seguidamente, foram filtrados e mantidos a temperatura ambiente para o
resfriamento. A concentracdo de 10 g L™ corresponde a recomendacdo da Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2011) e a de 40 g L™ estd de acordo com a concentragdo que é

geralmente utilizada pela populacao no preparo do cha.

5.2.3. Tratamentos e teste de Allium cepa

O teste de Allium cepa foi conduzido com duas concentracdes de infusdes, 10 g L™ e
40 g L* de inflorescéncias, e uma concentracdo de 0,10% (v v') de 6leo essencial de
camomila, referentes aos seis tratamentos obtidos no cultivo em ambiente protegido (Tabela
1). A &gua destilada e o etanol foram utilizados como controle negativo e o glifosato a 2%
como controle positivo, pois é capaz de induzir alteracbes cromossdmicas e inibir a divisao
celular (CAVUSOGLU et al., 2011).

Tabela 1. Tratamentos avaliados no teste Allium cepa.

Tratamentos

T1. Agua destilada — Controle negativo.

T2. Glifosato 2% — Controle positivo em relacdo aos extratos aquosos.
T3. Etanol P. A. — Controle negativo em relacéo ao 6leo essencial.

T4. Camomila cultivada com Phosphorus 12CH — 10 g L™.

T5. Camomila cultivada com Phosphorus 30CH —10 g L™.

T6. Camomila cultivada com alcool 70% — 10 g L™.

T7. Camomila cultivada com Phosphorus 6CH — 10 g L™.

T8. Camomila cultivada com Phosphorus 3CH —10 g L™,

T9. Camomila cultivada com agua destilada — 10 g L™.

T10. Camomila cultivada com Phosphorus 12CH — 40 g L™.

T11. Camomila cultivada com Phosphorus 30CH — 40 g L™.

T12. Camomila cultivada com alcool 70% — 40 g L™

T13. Camomila cultivada com Phosphorus 6CH —40 g L™.

T14. Camomila cultivada com Phosphorus 3CH —40 g L™.

T15. Camomila cultivada com 4gua destilada — 40 g L™.

T16. Oleo essencial 0,10% (Camomila cultivada com Phosphorus 12CH).
T17. Oleo essencial 0,10% (Camomila cultivada com Phosphorus 30CH).
T18. Oleo essencial 0,10% (Camomila cultivada com alcool 70%).

T19. Oleo essencial 0,10% (Camomila cultivada com Phosphorus 6CH)
T20. Oleo essencial 0,10% (Camomila cultivada com Phosphorus 3CH).
T21. Oleo essencial 0,10% (Camomila cultivada com &gua destilada).
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Cada tratamento foi composto por quatro bulbos de cebola que foram colocados em
copos plésticos com capacidade de 50 mL com &gua destilada e, ap6s a emissdo das raizes,
foram transferidos para 0s respectivos tratamentos por 24 horas, exceto os bulbos que
permaneceram em agua destilada. Apos esse periodo, as raizes foram coletadas e fixadas em
etanol: &cido acético na proporcao 3:1 durante 24 horas, logo apés, foram transferidas para
etanol 70% e armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C até o preparo das laminas, que foram feitas
pela técnica de esmagamento, segundo Guerra & Souza (2002), e coradas com orceina acética
a 2%.

A analise e contagem das células foram realizadas através de microscopia éptica,
levando em consideracdo cada fase da divisdao celular que a célula se encontra e, também, a
possibilidade da ocorréncia de alteragfes cromossomicas. Posteriormente, realizou-se o
calculo do indice mitdtico (IM) referente a porcentagem de células em divisdo e a
porcentagem de alteracfes cromossdmicas. Contou-se 1500 células por bulbo, totalizando
6000 células por tratamento. O indice mitético foi calculado pelo somatério do nimero de
células em divisdo celular (préfase, metafase, anéafase e tel6fase) dividido pelo nimero total
de células analisadas (interfases e demais fases) e multiplicado por 100 para obtencdo do
resultado em percentual (SEHGAL et al., 2006). A sequéncia de elaboracgédo do teste de Allium

cepa até a determinacéo do indice mitético esta exemplificada na Figura 1.

Figura 1. Organizagéo do teste de Allium cepa.

indice Mitético
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O teste Allium cepa é apenas um bioindicador de genotoxicidade, mas devido a sua
eficacia e correlacdo com outros tipos de células, incluindo células humanas, os dados podem
ser extrapolados para indicacdes do consumo humano de chas de camomila. Ja que, no caso,
0s mais indicados sdo aqueles que ndo diferem da agua ou que possuem capacidade
antiproliferativa, pois provavelmente levara a reducdo do envelhecimento celular devido a

presenca de compostos como a apigenina.

5.2.4. Determinac&o dos compostos fenolicos

As amostras utilizadas para a determinacdo dos compostos fendlicos correspondem
aos tratamentos T4 a T15 descritos na Tabela 1 e referem-se as infusdes de camomila com 10

g L™ e 40 g L™ de inflorescéncia, totalizando 12 tratamentos.

As andlises foram efetuadas em aparelho de UHPLC (Ultra High Performance Liquid
Chromatography) acoplado a um detector DAD (Diode Array Detector) (Agilent 1200
infinity), equipado com bomba, injetor automatico, e utilizando uma pré-coluna Poroshell 120
EC-C18 (3,0x 5 mm; 2,7 nm) e uma coluna cromatogréafica de fase reversa Poroshell 120 EC-
C18 (4,6 x 50 mm; 2,7 um). O equipamento foi operado a uma temperatura ambiente (25 = 1
°C) e os dados foram obtidos e processados usando o software ChemStation (Hewlett
Packard, Alemanha).

O método cromatografico empregado foi baseado na metodologia descrita por Evaristo
e Leitdo (2001) com adaptagdes. A fase movel consistiu em 1% (v/v) de acido acético grau
HPLC (Sigma-Aldrich®) em &gua ultrapura, com pH igual 4 ajustado com hidréxido de
amonio (Fase A), e metanol grau HPLC (Merck®) (Fase B). As amostras foram diluidas na
Fase A (4cido acético 1%, pH = 4) (1 mg mL™) e os padrées na Fase B (metanol), em
diferentes concentracbes. Ambos foram injetados (5 ML) sob as seguintes condicdes
cromatograficas: temperatura da coluna de 40 °C, fluxo de 1,2 mL por minuto, tempo total de
andlise de 45 min e pressdo méaxima de 400 bar. O comprimento de onda para a detec¢do da

analise foi de 320 nm. Todas as amostras foram analisadas em duplicata.

Os polifendis foram identificados comparando seus espectros de fragmentacdo
MS/MS com os espectros de fragmentagdo dos respectivos padrdes comerciais ou com dados
da literatura (STALMACH et al., 2006) e foram quantificados usando as alturas de pico

cromatograficas nos comprimentos de onda de 370 nm (glicerideos de quercetina e luteolina),
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306 nm (glicosideo de &cido ferulico) e 330 nm (glicosideos de apigenina, &cidos clorogénico
e dicafoilquinico). Os padrdes comerciais de &cido clorogénico, acido ferulico, glucosideo de

quercetina e galactosideo, luteolina e apigenina foram estabelecidos segundo Sigma-Aldrich®.

As infusdes de camomila foram testadas quanto a presenca dos seguintes compostos
fenolicos: acido cafeico, acido clorogénico, acido elégico, acido galico, acido rosmarinico,
apigenina, catequina, luteolina, quercetina e rutina (Sigma-Aldrich®, pureza > 95%). A
identificacdo dos picos da amostra foi realizada utilizando os cromatogramas obtidos em cada
injecdo e comparados com os espectros de absor¢cdo e tempos de retencdo dos padrdes. A
quantificacdo dos compostos identificados foi realizada a partir de curvas analiticas, obtidas

utilizando produtos comerciais sob condi¢des cromatogréaficas idénticas.

5.2.5. Estatistica e delineamento experimental

O experimento relativo ao teste de Allium cepa foi conduzido de acordo com o
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des. Dentro de cada repeticdo foram
realizadas leituras em triplicatas. Os dados referentes ao indice mitético foram submetidos ao
teste ndo paramétrico Qui-Quadrado (3°) para avaliar a dependéncia ou independéncia entre

o0s tratamentos, com o auxilio do programa estatistico BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007).

Os dados relacionados a determinacdo dos compostos fenolicos foram submetidos a
estatistica multivariada, com andlise de agrupamento hierarquico e representacao
bidimensional por meio de dendrograma, com o objetivo de observar a semelhanca entre os
tratamentos. A matriz dos dados foi gerada com base na distancia de Mahalanobis e o
dendrograma de dissimilaridade pelo método aglomerativo da distancia média (UPGMA). A
validagdo do agrupamento foi avaliada através do coeficiente de correlacdo cofenética. Os

dados foram processados mediante programa estatistico Genes (CRUZ, 2013).

5.3. RESULTADOS
5.3.1. Teste Allium cepa

Considerando o ciclo celular dividido em interfase e divisao celular propriamente dita
(profase, metafase, anafase e telofase) observou-se que a maioria das células analisadas

estavam no estagio de interfase (96,25%). Entre as células em divisdo mitotica, a fase com
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maior frequéncia foi préfase (1,15%) e a menor foi telofase (0,61%) (Tabela 2). O controle
negativo (T1) ndo diferiu do 6leo essencial 0,10% proveniente da Camomila cultivada com
Phosphorus 3CH e agua destilada (T20 e T21). As infusdes de camomila na concentracdo 10
g L™ (T4 - T9) apresentaram reducdo do indice mitético (IM) em comparacdo ao controle
negativo, com excecdo do tratamento Camomila cultivada com Phosphorus 30CH (T5). Os
extratos na concentracdo de 40 g L™ (T10 a T15) evidenciaram reducdo no IM em
comparacdo ao controle negativo, indicando capacidade antiproliferativa. Os tratamentos
referentes ao 6leo essencial 0,10% oriundos de Camomila cultivada com Phosphorus 12CH
(T16), 30CH (T17), alcool 70% (T18) e 6CH (T19) demonstraram IM superior ao controle
negativo, induzindo a proliferacdo celular. Apenas h& decréscimo do IM quando em
comparacdo ao etanol (T3) que, entre todos os tratamentos, expressou a maior proliferacao
celular (Tabela 2).

Tabela 2. Indice Mitético (IM) de células de Allium cepa em mitose (interfase e divisdo

celular) e irregularidades.

Tratamentos  Células analisadas Interfase Prdofase Metafase Anéfase Teldfase Irregulares 1M (%)

T1 Agua 6000 5759 144 39 30 28 0 4,02 hg*
T2 Glifosato 6000 5764 92 16 9 8 111 3,93
T3  Etanol 6000 5258 198 137 122 140 145 12,37 a
T4 6000 5856 64 32 20 19 9 2,40 pj
T5 6000 5712 78 70 64 54 22 4,80 f
T6 4 6000 5800 66 53 37 25 19 3,33 m
T7 109t 6000 5827 57 52 42 22 0 2,88 nm
T8 6000 5794 67 59 37 43 0 3,431
T9 6000 5827 39 62 27 41 4 2,88 omn
T10 6000 5926 11 13 7 15 28 1,23r
T11 6000 5906 22 29 16 27 0 1,57q
T12 1 6000 5967 13 4 3 1 12 0,55 ts
T13 gl 6000 5926 13 4 3 1 53 1,23s
T14 6000 5970 1 0 0 0 29 0,50u
T15 6000 5996 0 0 0 1 3 0,07 vu
T16 6000 5634 97 96 82 80 11 6,10d
T17 6000 5549 147 116 80 104 4 7,52b
T18 6000 5587 120 137 85 67 4 6,88 ¢
OE 0,10%
T19 6000 5702 83 94 68 33 20 4,97 e
T20 6000 5760 83 78 41 33 5 4,00 ifg
T21 6000 5758 59 93 58 30 2 4,039
Total 126000 121278 1454 1184 831 772 481 -

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste x° em nivel de 5% de probabilidade

de erro. OE= Oleo Essencial. IM= indice Mitético.
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As irregularidades compreendem as alteragbes cromossdémicas encontradas e, em
maior numero, estdo expressas no etanol (T3) e no glifosato 2% (T2), com valores de 145 e
111, respectivamente. A medida que se aumentou a concentracio da infusdo, de 10 g L™ para
40 g L*, também houve aumento das alteragBes. J& nos tratamentos compostos pelo 6leo
essencial a 0,10% a variagdo ficou entre duas a 20 alteraces (Tabela 2). Anéafase e metafase
foram as fases da divisdo celular onde houve as irregularidades, que foram encontradas nos
tratamentos supracitados e que compreendem pontes anafasicas, C-metafase, cromossomo

perdido e quebra cromossdmica (Figura 2).

Figura 2. Células meristematicas de Allium cepa em divisdo celular. A, B, C, E, F: metéafases
irregulares. D, G, H, I. anafases irregulares. A: C-metafase. B: metafase com quebra
cromossémica. C e E: metafase com cromossomo perdido. D: andfase com ponte e divisdo
desigual. F: metafase com cromossomos desorganizados. G: anafase com ponte. H: anafase

com cromossomo perdido. I: anafase com quebra cromossémica. Escala 10 pum.

-
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5.3.2. Compostos fendlicos

As infusdes das inflorescéncias de camomila foram testadas quanto a presenca dos
seguintes compostos fendlicos: acido cafeico, acido clorogénico, acido galico, apigenina,
catequina, luteolina, quercetina e rutina (Sigma-Aldrich®, pureza > 95%). No entanto, o (nico
composto fendlico encontrado nas infusbes de camomila foi a apigenina. A concentracédo de
apigenina foi expressa em mg/g de infusdo liofilizada de camomila e est4 apresentada na
Tabela 3.

Tabela 3. Tempo de retencdo médio e concentracdo de apigenina presente em infusbes das

inflorescéncias de camomila, com detec¢do em 320 nm.

Tempo de retengdo médio +

Tratamentos DPM Apigenina (mg/g)
T4 20,94 + 0,000 0,962
T5 20,94+ 0,001 0,542
T6 20,94+ 0,001 1,534
T7 20,94+ 0,000 1,137
T8 20,94+ 0,001 1,266
T9 20,95+ 0,002 0,827
T10 20,94+ 0,003 0,557
T11 20,94+ 0,003 0,677
T12 20,94+ 0,006 0,647
T13 20,94+ 0,003 0,953
T14 20,93+ 0,001 1,217
T15 20,93+ 0,008 0,471

Com base na concentragédo de apigenina encontrada nas infusdes de camomila (Tabela
3) foi elaborado um dendrograma (Figura 3), que permite a visualizacdo da semelhanca entre
0s tratamentos quanto ao teor de apigenina. Deste modo, € possivel agrupar os tratamentos
referentes as infusdes de camomila 10 g L™ e 40 g L™ de inflorescéncias em quatro grupos
distintos entre si quanto & concentracdo de apigenina, considerando um corte de 10% de
dissimilaridade (Figura 3). Apenas T6, Camomila cultivada com alcool 70% — 10 g L™,

apresentou a maior concentracao de apigenina e formou um grupo isolado dos demais.

Grupo |: T4, T13, T9 — Camomila cultivada com Phosphorus 12CH (10 g L™), 6CH
(40 g L) e 4gua destilada (10 g L™).
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Grupo 11: T8, T14, T7 — Camomila cultivada com Phosphorus 3CH (40 g L™), 6CH
(10gL") e3CH (10gL™).

Grupo I11: o T6 (Camomila cultivada com alcool 70% — 10 g L™) formou um cluster

monofilético, mostrando-se distinto dos demais tratamentos.

Grupo 1V: T11, T12, T5, T10, T15 — Camomila cultivada com Phosphorus 30CH (40
g L), com alcool 70% (40 g L™), com Phosphorus 30CH (10 g L™), 12CH (40 g L™) e agua
destilada (40 g L™).

Figura 3. Dendrograma de dissimilaridade obtido a partir da concentracdo de apigenina

presente nas infusdes de camomila. Coeficiente de correlagdo cofenética (r) = 0,60.

T4
T13
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T14
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T11
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1T LT

T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 2 100
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5.4. DISCUSSAO

As infusBes tanto na concentracdo 10 g L™ como 40 g L™ de inflorescéncia de
camomila, apresentaram capacidade antiproliferativa. A capacidade antiproliferativa das
infusdes de camomila pode ser relacionada com a presenca de flavonoides como a apigenina,
reduzindo assim, a divisdo celular das células meristematicas. Os principais flavonoides
presentes nas flores de camomila além da apigenina sdo a quercetina e luteina, tanto na forma
de glicosideos e varios derivados acetilados (SRIVASTAVA et al., 2010; RAAL et al., 2012;
CVETANOVIC et al., 2019). Os flavonoides sd0 componentes constituintes das infusdes e
contribuem para as propriedades medicinais desta espécie. Neste trabalho, foi possivel apenas

a determinacdo da concentracdo de apigenina, com 0 agrupamento dos tratamentos com
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concentragdes semelhantes. Neste caso, cabe destacar o controle Camomila cultivada com
alcool 70% — 10 g L™ (T6) que apresentou a maior concentracdo deste composto e, inclusive,
também apresentou reducdo do IM no teste de Allium cepa. Outro grupo de destaque € o
Grupo 1V (T11, T12, T5, T10, T15) que compreendeu cinco tratamentos e é possivel perceber
que a Camomila cultivada com Phosphorus 30CH néo diferiu na concentracdo de apigenina
dos tratamentos controles 4gua destilada e &lcool 70%. Quanto aos tratamentos com 10 g L™
de inflorescéncia, ndo apresentaram similaridade entre si, comparecendo nos quatro grupos
formados, assim como os tratamentos com 40 g L™, demonstrando um comportamento
sigmoide independente da concentracdo das infusdes e dinamizagdes de Phosphorus. A
presenca de apigenina nas infusdes de camomila coincide com os resultados encontrados por
Srivastava & Gupta (2009), Novékova et al. (2010) e Raal et al. (2012) no cultivo
convencional de camomila. A aplicacdo de Phosphorus apenas proporcionou alteracdo na

concentragdo de apigenina em virtude das dinamizacdes utilizadas.

Entre todos os flavonoides a apigenina é considerada uma das mais importantes
moléculas bioativas e apresenta o menor nivel de toxicidade para células normais
(CVETANOVIC et al., 2019). Portanto, tém-se relatos de que é capaz de reduzir o dano
genotoxico, induzido por drogas anticancerigenas, restringindo as chances de
desenvolvimento de tumores secundarios durante a terapia contra o cancer (SIDDIQUE et al.,
2008), caracterizando assim, a importancia da determinacdo de sua composi¢do nas infusdes
de camomila cultivada com diferentes tratamentos. Além disso, o glicosideo de apigenina
(apigenina 7 - O - B - glicosideo) tem potencial de inibicdo no crescimento de células
cancerigenas, fato observado na diminuicdo significativa da viabilidade celular em varias
linhagens celulares de céancer humano, quando consumido o ch&d de camomila
(SRIVASTAVA; GUPTA, 2007; 2009). Juntamente com a apigenina, a luteina, também
apresenta efeitos antiproliferativos em células cancerigenas (SHUKLA; GUPTA, 2010; XU et
al., 2015; KASALA et al., 2016).

Neste contexto, os flavonoides exercem um amplo espectro de atividades bioldgicas
benéficas a saude, incluindo o efeito antiproliferativo em células cancerigenas (TSAI et al.,
2016), que pode ser associado a resultados provenientes do teste de Allium cepa. Assim, neste
trabalho foi possivel demonstrar a acdo antiproliferativa das infusdes de camomila em células
vegetais, cuja agdo foi variavel e dependente do tipo de tratamento realizado durante o cultivo
das plantas. Outros autores, também encontraram atividade antiproliferativa em extratos

aquosos de outras espécies de plantas da familia Asteraceae, mas sem a aplicacdo de
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medicamento homeopéatico. Do mesmo modo que a camomila, infusdes de carqueja
(Baccharis trimera (PINHO et al., 2010)), arnica (Solidago microglossa (BAGATINI et al.,
2009)), guaco (Mikania glomerata (DALLA NORA et al., 2010)) e marcela (Achyrocline
satureioides (SOUZA et al., 2018)) demonstraram atividade antiproliferativa, geralmente nas
concentragfes mais elevadas, com significativa reducdo do indice mitotico nas células
meristematicas de Allium cepa. As espécies Mikania cordifolia e Baccharis trimera além do
efeito antiproliferativo também apresentam efeito mutagénico nas concentracfes estudadas
(DALLA NORA et al., 2010; DIAS et al., 2014).

Os demais tratamentos relacionados ao O&leo essencial (T16, T17, T18) na
concentracdo de 0,10% induziram a proliferacdo celular, com valores superiores ao controle
negativo, devido aos maiores indices mitdticos apresentados. Esses trés tratamentos, na
caracterizacdo do Oleo essencial por cromatografia (dados ndo apresentados), apresentaram
percentuais superiores aos demais referentes aos terpenos 0xido de bisabolona e 6xido de
bisabolol A e menores valores em relacdo ao camazuleno. Esse percentual superior
relacionado aos 6xidos de bisabolol pode ter induzido a uma divisdo celular acentuada,
desregulando o ciclo celular. Porém, sem efeito mutagénico, pois nestes tratamentos as
irregularidades foram baixas em relacéo aos outros. Os autores Petronilho et al. (2012) citam,
no uso de oOxido de bisabolol, que o mesmo possui efeito citotoxico, mas nao expressa
atividade mutagénica. Os resultados obtidos referentes ao dleo essencial e associados aos
Oxidos de bisabolol sdo contraditorios ao serem descrito por alguns autores, que vinculam um
efeito benéfico ao 6leo essencial de camomila. O 6xido de bisabolol A usado de forma isolada
ou por meio do 6leo essencial configura-se como um agente antiproliferativo nas células
cancerigenas, ndo promovendo efeitos em células normais (OGATA et al., 2010). Associando
também o extrato aquoso de camomila, podem ser utilizados como quimiopreventivo ou
agente quimioterapico (SRIVASTAVA; GUPTA, 2007; MAZZIO; SOLIMAN, 2009).

As irregularidades compreendem as aberragcBes cromossdmicas, isto é, alteragfes no
namero ou na estrutura dos cromossomos, e ocorrem de forma espontdnea ou quando em
contato a algum agente capaz de desorganizar a divisdo celular. Sdo avaliadas nas fases de
profase, metafase, anafase e teldfase. A ocorréncia de alteragcdes cromossémicas compreendeu
quase todos os tratamentos, exceto o controle negativo (T1) e os tratamentos T7, T8 e T11.
Segundo Leme & Marin-Morales (2009), as altera¢cbes cromossomicas como pontes e quebras
cromossomicas, sdo indicadores de uma acdo clastogénica, enquanto que as perdas

cromossOmicas, atrasos, aderéncia, multipolaridade e C-metéafases resultam de efeitos
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aneugeénicos (alteracdo no conjunto cromossémico). O controle positivo (glifosato 2%), com
base nos resultados, confirmou seu potencial de induzir aberragcbes cromossdmicas e inibir a
divisdo celular em relacdo ao controle positivo (agua destilada), com reducdo no indice
mitotico. Em relacdo ao etanol, as alteragdes cromossémicas estdo associadas a desnaturacao
ou modificagdo estrutural de proteinas necessarias a sintese de DNA (RIEGER; MICHAELLIS,
1960).

5.5. CONCLUSAO

O cultivo com Phosphorus ndo induz um efeito genotoxico no uso de infusdes e dleo
essencial de camomila e evidencia atividade antiproliferativa sobre o ciclo celular de Allium

cepa e o efeito positivo do uso de medicamentos homeopaticos nos cultivos agricolas.
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6. ARTIGO 4: PRODUTIVIDADE E COMPOSICAO MINERAL DE CAMOMILA
CULTIVADA SOB RESTRICAO DE FOSFORO E UTILIZACAO DE
MEDICAMENTO HOMEOPATICO

Productivity and mineral composition of chamomile cultivated under phosphorus

restriction and use of homeopathic medicine

RESUMO: A camomila é amplamente consumida na forma de cha, preparado por meio das
flores, as quais também sdo utilizadas para a extracdo de Oleo essencial. A produtividade de
camomila é dependente de uma adubacédo equilibrada, visto que, a restricdo de um nutriente,
como o fosforo, pode reduzir a producgdo de flores e a absorcdo dos demais nutrientes. Deste
modo, nessas condi¢cdes adversas de cultivo é passivel o uso de medicamentos homeopéticos
que permitem a adaptacao e o reequilibrio da planta. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito do medicamento homeopatico Phosphorus no cultivo de camomila sob
restricdo do elemento quimico foésforo quanto a produtividade e a composi¢do mineral das
plantas. Foram avaliados quatro tratamentos: 1) Solugdo nutritiva padrdo; 2) Solugéo nutritiva
padrdo e aplicacdo de Phosphorus 3CH; 3) Solucdo nutritiva com restricdo de fosforo; e 4)
Solucdo nutritiva com restricdo de fosforo e aplicacdo de Phosphorus 3CH, no cultivo de
camomila em ambiente protegido. Em cada tratamento foram mensuradas as variveis
relacionadas ao desenvolvimento vegetal e producdo de flores e também a determinacéo da
composicao mineral de camomila. Os dados foram submetidos a anélise de variancia (p<0,05)
e ao teste de comparacdo de médias por Scott & Knott em nivel de 5% de probabilidade de
erro. Apenas as variaveis numero de flores por planta, massa de flores por planta,
produtividade de flores frescas e secas, massa fresca por planta e por hectare, diametro e
altura de flor demonstraram diferenca significativa entre os tratamentos avaliados e somente a
solucdo nutritiva padrdo proporcionou 0s melhores resultados nas varidveis citadas. A
associacdo da solucdo nutritiva padrdo com a aplicacdo de Phosphorus 3CH proporcionou
maior acumulo de manganés e potassio. A aplicacdo de Phosphorus 3CH ndo potencializa a
produtividade de flores e massa fresca no cultivo de camomila sob restricdo do elemento

quimico fésforo.

Palavras-chave: Chamomilla recutita, Phosphorus, nutricdo mineral, homeopatia.
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ABSTRACT: Chamomile is widely consumed in the form of tea, prepared by means of
flowers, which are also used for the extraction of essential oil. Chamomile productivity is
dependent on balanced fertilization, since restricting a nutrient such as phosphorus can reduce
flower production and the absorption of other nutrients. Thus, under these adverse conditions
of cultivation it is possible to use homeopathic medicines that allow the adaptation and
rebalancing of the plant. The aim of this work was to evaluate the effect of the Phosphorus
homeopathic medicine on the cultivation of chamomile under restriction of the chemical
element phosphorus in relation to the productivity and the mineral composition of the plants.
Four treatments were evaluated: 1) Standard nutrient solution; 2) Standard nutrient solution
and Phosphorus 3CH application; 3) Nutrient solution with phosphorus restriction; and 4)
Nutrient solution with phosphorus restriction and Phosphorus 3CH application, in the
cultivation of chamomile in a protected environment. In each treatment the variables related
to plant development and flower production were measured, as well as the determination of
the mineral composition of chamomile. The data were submitted to analysis of variance
(p<0.05) and to the means comparison test by Scott & Knott at a 5% error probability level.
Only the variables number of flowers per plant, flower mass per plant, productivity of fresh
and dried flowers, fresh mass per plant and per hectare, flower diameter and height showed a
significant difference between the evaluated treatments and only the standard nutrient solution
provided the best results in the cited variables. The association of the standard nutrient
solution with the application of Phosphorus 3CH provided greater accumulation of
manganese and potassium. The application of Phosphorus 3CH does not potentiate flower
productivity and fresh mass in the cultivation of chamomile under restriction of the chemical
element phosphorus.

Keywords: Chamomilla recutita, Phosphorus, mineral nutrition, homeopathy.

6.1. INTRODUCAO

A camomila (Chamomilla recutita (L.) Rauschert) € uma especie medicinal com
inflorescéncias aromaticas que pertence a familia Asteraceae e é amplamente consumida na
forma de ch4, devido as suas propriedades terapéuticas. As inflorescéncias sdo utilizadas para
a preparagdo de infusGes e para a extracdo de Oleo essencial, ambos com propriedades
aromatizante e calmante. Também é matéria-prima para produtos farmacéuticos e cosméticos,

pela acdo anti-inflamatoria, antisséptica, carminativa, sedativa e potencial anticancer que a
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espécie promove (RAAL et al., 2012; SEBAI et al., 2014; AL-DABBAGH et al., 2019;
CVETANOVIC et al., 2019). Seus extratos, além da funcdo medicinal, também podem ser
utilizados em alimentos e bebidas e como repelente de insetos (TSIVELIKA et al., 2018). A
bioatividade e os beneficios da camomila para a salde estdo associados ao dleo essencial,
constituido por terpenos, como o a-bisabolol e seus derivados e camazuleno, bem como, no
cha sdo encontrados compostos fendlicos incluindo apigenina, quercetina, luteolina e seus
glicosideos (CVETANOVIC et al., 2019; KHAYYAL et al., 2019). No entanto, a producéo
de flores depende das condi¢cbes ambientais e das diversas praticas agricolas, como a
adubac@o mineral, que reflete diretamente nas caracteristicas morfoldgicas e de rendimento

desta cultura.

A adubacdo mineral pode ser definida como a adicdo de elementos (nutrientes)
necessarios para cobrir a diferenca entre a quantidade de um determinado nutriente exigido
pela planta e o fornecimento pelo solo, visando o aumento da produtividade dos cultivos
agricolas (FAQUIN, 2005; MIKHAK et al., 2017). Deste modo, uma adubacdo equilibrada
favorece a produtividade de biomassa das plantas (MOHAMMADREZA et al., 2012), bem
como, a toleréncia a estresses ambientais. A demanda nutricional de uma espécie pode ser
estabelecida por meio da determinacdo da composicdo mineral do vegetal, servindo como
subsidio para estimar quais nutrientes devem ser fornecidos as plantas no momento da
adubacdo e quais nutrientes sdo limitantes a producgéo. Pois, cada nutriente possui funcoes
essenciais e especificas no metabolismo das plantas e sdo classificados em dois grupos, 0s
macronutrientes (nitrogénio, foésforo, potassio, céalcio, magnésio e enxofre) e o0s
micronutrientes (boro, cloro, cobre, ferro, manganés, molibdénio e zinco) (FAQUIN, 2005;
KIRKBY; ROMHELD, 2007; MARSCHNER, 2012). As diferencas entre estes dois grupos é
a concentracdo exigida pelas plantas, que é variavel entre espécies e a disponibilidade
encontrada nos solos, dado que os macronutrientes estdo disponiveis no solo em maiores

concentragdes em relagdo aos micronutrientes.

Dentre 0s macronutrientes, o fosforo total é encontrado em grandes quantidades no
solo, mas sua disponibilidade para as plantas é muito baixa devido a sua forte interagdo com o
solo, pois é adsorvido por 6xidos de ferro e aluminio (SMITH et al., 2011; MAHANTA et al.,
2014; MOORE et al., 2014), interferindo diretamente no crescimento e desenvolvimento dos
vegetais, bem como, na absorc¢do de outros nutrientes. Nas plantas o fosforo é um elemento
quimico constituinte dos &cidos nucleicos, coenzimas, é a peca fundamental no

armazenamento de energia por meio do ATP (adenosina trifosfato), participa de reagdes na
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respiracdo e fotossintese, e € componente de nucleotideos utilizados na formacdo do RNA e
DNA (SORREANO et al., 2011; HAWKESFORD et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013;
VIEIRA et al., 2015). Também participa de rotas metabdlicas relacionadas ao metabolismo
secundario das plantas medicinais (SHARAFZADEH et al., 2011; OMER et al., 2014).

Nesse contexto uma adubacdo equilibrada com fosforo foi capaz de promover
aumento no teor de dleo essencial em coentro (Coriandrum sativum), funcho (Foeniculum
vulgare) (MORAIS, 2009) e Lippia origanoides (TELES et al., 2014), aumento significativo
da matéria seca em horteld pimenta (Mentha piperita) e capim-limdo (Cymbopogon citratus)
(AMARANTE et al., 2012), maior nimero de inflorescéncias em caléndula (Calendula
officinalis) (BARBOZA et al, 2009) e camomila (MAPELI et al, 2005;
MOHAMMADREZA et al., 2012; JESHNI et al., 2017). No entanto, a deficiéncia de fésforo
em plantas medicinais interfere diretamente na producdo de biomassa e no metabolismo
secundario, como relatado para as espécies jambu (Acmella oleracea) (RODRIGUES et al.,
2014), orégano (Origanum vulgare) (CORREA et al., 2010), horteld pimenta (Mentha
piperita), melissa (Melissa officinalis) (BLANK et al., 2006), camapu (Physalis angulata)
(CRUZ et al., 2015) e ipeca (Psychotria ipecacuanha) (VIEGAS et al., 2014). Dessa forma, a
adubacdo fosfatada deve ser planejada para atender as necessidades da planta e, quando este
nutriente encontra-se em baixa disponibilidade, pode-se utilizar medicamentos homeopaticos
na tentativa de suprir esta caréncia ou potencializar a producdo das plantas submetidas a esta
condig&o de restricdo nutricional.

Os medicamentos homeopaticos acessam o0 sistema de reacdo do organismo,
estimulando as defesas e proporcionando o equilibrio do ser. Na agricultura, destinam-se ao
controle de pragas, como pulgdes (WYSS et al.,, 2010), fungos (TREBBI et al., 2016),
incremento no teor de Oleo essencial em menta (Mentha arvensis) (BONATO et al., 2009),
acréscimo na massa fresca de brocolis (PULIDO et al., 2017) e aumento no diametro e altura
dos capitulos florais em camomila (UBESSI et al., 2018), além da amenizagdo dos efeitos
abidticos que promovem estresse no vegetal. Nas plantas medicinais podem atuar na
adaptacdo ao ambiente de cultivo e no desequilibrio promovido pela domesticdo. Existem
inimeros medicamentos homeopaticos, como o Phosphorus, que ¢ indicado para o cultivo em
solos com baixa disponibilidade do nutriente fosforo, quando a espécie apresenta excesso de
transpiracdo por intolerdncia ao calor e quando h& redugdo na taxa fotossintética
(TICHAVSKY, 2007; BONATO, 2014; RESENDE, 2014). Dessa forma, o medicamento
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homeopético auxilia o vegetal no seu ciclo produtivo, como um estimulo para a recuperacao,

manutencdo da producdo e equilibrio em condi¢Bes ambientais adversas.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito do medicamento
homeopatico Phosphorus no cultivo de camomila sob restricdo do elemento quimico fosforo

quanto a produtividade de flores e a composi¢ao mineral das plantas.

6.2. MATERIAL E METODOS
6.2.1. Local de cultivo e organizacéo experimental

O cultivo de camomila foi efetivado em ambiente protegido, no Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria - RS, Brasil (S: 29° 42’ 23”’;
W: 53° 43”15 e 95 metros de altitude ao nivel do mar), com a cultivar Mandirituba. A
semeadura foi realizada em vasos de polietileno (5 dm®) preenchidos com areia (substrato
inerte) e distribuidos em quatro bancadas de telhas de fibrocimento. Cada bancada
representou um tratamento e foi composta por 20 vasos, contendo apenas uma planta por
vaso. Foram avaliados quatro tratamentos: 1) Solucdo nutritiva padrdo (SNP); 2) Solucédo
nutritiva padréo e aplicacdo de Phosphorus 3CH (SNPH); 3) Solucgéo nutritiva com restricdo
de fosforo (RF); e, 4) Solucdo nutritiva com restricdo de fosforo e aplicacdo de Phosphorus
3CH (RF/H). O experimento foi conduzido de agosto a novembro, totalizando 100 dias de

cultivo.

Foram elaboradas duas solugdes nutritivas, uma padrdo (sem nenhuma restricdo) e
uma com restricdo do elemento quimico fosforo (Tabela 1). A férmula da solucdo padréo
levou em consideracio a recomendagdo de cultivo para camomila (CORREA JUNIOR et al.,
2008). Com base na solucdo padrdo foi elaborada a solucdo com restricdo de fosforo,
reduzindo a quantidade deste elemento quimico em 80% do valor encontrado na solucéo
padrdo e mantendo os demais principios de formulagdo de uma solugdo nutritiva segundo
Andriolo (2017) e Manual de Calagem e Adubacao para os Estados do RS/SC (2016).
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Tabela 1. Proporcdo de macro e micronutrientes das soluges nutritivas padrdo e com

restricdo de fosforo para o cultivo de camomila.

Solucdo Nutritiva Padréo

Macronutrientes (m mol L™) Micronutrientes (mg L™)
9,60 NO4 0,03 Mo
0,40 NH, 0,26 B
1,00 H,PO, 0,06 Cu
6,20 K 0,50 Mn
4,00 Ca** 0,22 Zn
2,50 Mg
2,50 (SO?),

1,00 mg L™ Fe

Condutividade Elétrica (CE) 1,15 dS/m

pH 6,10

Solucdo Nutritiva com Restricéo de Fosforo

Macronutrientes (m mol L™) Micronutrientes (mg L™)
9,66 NO3 0,03 Mo
0,33 NH, 0,26 B

0,20 H,PO, 0,06 Cu
6,20 K 0,50 Mn
3,33 Ca”* 0,22 Zn
2,90 Mg**
2,90 (SO%),
1,00 mg L™ Fe
Condutividade Elétrica (CE) 1,54 dS/m
pH 6,20

NOs: nitrato; NH,: aménio; H,PO,: fosfato; K: potéassio; Ca’*: célcio; Mg®*: magnésio; (SO%),: sulfato; Mo:

molibdénio; B: boro; Cu: cobre; Mn: manganés; Zn: zinco; Fe: ferro.

A solugdo nutritiva foi fornecida de acordo com a necessidade da cultura e os
fertilizantes utilizados como fonte para os macronutrientes foram nitrato de potassio,
monofosfato de potassio (MKP), sulfato de magnésio e Calcinit®, e para os micronutrientes
foram o molibdato de sddio, acido bdrico, sulfato de cobre, sulfato de manganés e sulfato de
zinco. A solucdo nutritiva de cada tratamento foi disponibilizada por meio de mangueira
gotejadora disposta em cada fileira de vasos, de modo que cada gotejador coincidia com um

vaso, em sistema fechado.
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Ao longo do experimento também foi monitorada a temperatura no interior da estufa
com o auxilio do aparelho manual Datalogger modelo Akso® 170, com oito medicdes diarias
de temperatura as 1h, 4h, 7h, 10h, 13h, 16h, 19h e 22h.

6.2.2. Aplicacdo do medicamento homeopatico Phosphorus

O medicamento homeopético Phosphorus na dinamizagdo 3CH foi adquirido em
farmacia homeopética na cidade de Santa Maria - RS, preparado em alcool 5% (v v'). Para a
aplicacdo nas plantas, o Phosphorus foi diluido em &gua destilada na proporcéo de 0,5 mL L™.
A aplicacdo foi realizada duas vezes por semana, apenas na parte aérea das plantas por meio
de pulverizacdo, na quantidade de 100 mL por planta, logo apds a emergéncia até término do

experimento.

6.2.3. Mensuracdo das variaveis relacionadas ao desenvolvimento vegetal e producéo de

flores

A colheita das inflorescéncias foi realizada manualmente e a partir da colheita foram
estimadas as demais variaveis. Como forma de padronizacdo as inflorescéncias serdo

mencionadas pelo termo flor(es) ao longo do texto.

Numero de flores planta™: nimero de flores colhidas em todo o experimento em

cada planta (nimero (n)).

Massa de flores planta™: massa das flores coletadas ao longo do experimento em

cada planta (gramas (g)).

Produtividade de flores frescas: massa das flores colhidas ao final do experimento

transformada para hectares (quilogramas por hectare (kg ha™)).

Produtividade de flores secas: determinacéo realizada por meio do desconto de 20%
de perda de massa fresca da producéo de flores frescas (quilogramas por hectare (kg ha™)), ou

seja, a cada quilo de flores frescas resulta em 800 gramas de flores secas.

Massa fresca planta™: ao final do experimento as plantas foram colhidas e pesadas

em balanca analitica de precisdo (gramas (g)).



95

Massa seca planta™: determinada com o acondicionamento das plantas em estufa de
secagem, com circulacdo forgcada de ar, a temperatura de 60 °C, até atingir massa constante.

Massa fresca hectare™: obtida por meio do valor de massa fresca por planta

transformada para hectares (quilogramas por hectare (kg ha)).

Massa seca hectare™: definida pelo valor de massa seca por planta transformada para

hectare (quilogramas por hectare (kg ha™)).

Numero de ramos: contado ao final do experimento todos os ramos na base da planta

(ndmero (n)).

Altura de planta: avaliada no término do experimento no ramo central da planta

(centimetros (cm)).

Diametro de flor: diametro da estrutura floral incluindo o centro e as flores liguladas

(milimetros (mm)).

Altura de flor: valor da estrutura floral medida verticalmente da base ao apice da

estrutura floral (milimetros (mm)).

6.2.4. Determinacdo da composicdo mineral de camomila

Para a determinacdo da composicdo mineral no tecido vegetal de camomila foram
sorteadas trés plantas de cada tratamento. As plantas selecionadas foram coletadas, exceto a
raiz, e acondicionadas em estufa com fluxo de ar continuo na temperatura de 60 °C, até atingir
uma massa constante. Posteriormente, foi realizada a trituracdo do tecido vegetal e
encaminhamento das amostras para o Laboratorio de Analises de Solo da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre/RS. Segundo protocolos do laboratorio
0 nitrogénio foi determinado pela metodologia Kjeldahl, o boro por digestdo seca e os demais

minerais pela metodologia de digestdo Umida nitrico-perclorica.

6.2.5. Estatistica e delineamento experimental

O experimento foi conduzido de acordo com o delineamento inteiramente casualizado

e duplo cego, com 4 tratamentos: 1) Solucdo nutritiva padrdo (SNP); 2) Solucdo nutritiva
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padrdo e aplicacdo de Phosphorus 3CH (SNPH); 3) Solucdo nutritiva com restricao de fosforo
(RF); 4) Solucéo nutritiva com restricdo de fésforo e aplicagdo de Phosphorus 3CH (RF/H).
Cada bancada representou um tratamento e foi composta por 20 vasos espagados 0,30 metros
em duas fileiras, totalizando 4 repeticdes de 5 unidades experimentais. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (p<0,05) e ao teste de comparagdo de médias por Scott &
Knott (1974) em nivel de 5% de probabilidade de erro, com o auxilio do programa estatistico
Sisvar (FERREIRA, 2011).

6.3. RESULTADOS
6.3.1. Variaveis de desenvolvimento vegetal e producao de flores

Apenas as variaveis numero de flores por planta (NFP), massa de flores por planta
(MFP), produtividade de flores frescas (PFF) e secas (PFS), massa fresca por planta (MFP) e
por hectare (MF/ha), diametro (DF) e altura de flor (AF) demonstraram diferenca significativa
entre os tratamentos avaliados. Ja os caracteres massa seca por planta e por hectare, nUmero
de ramos e altura de planta ndo apresentaram diferengas entre as solugdes nutritivas (Figura
1).

A SNP proporcionou maior produtividade de flores (NFP) e com maior massa (MFP),
juntamente com a SNPH. As solucdes com RF e RF/H nédo diferiram as médias entre si e
evidenciaram baixos valores para a produtividade e massa de flores (Figura 1A e 1B).
Aproximadamente, uma reducdo de 72,84% na produtividade de flores quando a RF ¢é
comparada a SNP. A PFF e PFS apresentaram médias similares entre a SNP e SNPH,
diferindo das solugdes com RF e RF/H, que ndo divergiram as meédias entre si (Figura 1C e
1D). O mesmo comportamento também é observado para as variaveis massa fresca por planta
(MFP) e por hectare (MF/ha) (Figura 1E e 1F). Analisando os caracteres relacionados
diretamente ao tamanho das inflorescéncias, é perceptivel que a RF proporcionou menor
didmetro e altura de flor (Figura 1G e 1H), um decréscimo em torno de 87,67% e 83,45%,
respectivamente, quando estas varidveis sdo comparadas com a SNPH, que apresentou a
maior médias entre os tratamentos, porém ndo evidenciou diferencgas entre as médias de SNP
e RF/H.
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Figura 1. Varidveis de desenvolvimento vegetal e producdo de flores de camomila sob
restricdo de fosforo e aplicagdo de Phosphorus 3CH. (A) Numero de flores por planta (NFP);
(B) massa de flores por planta (MFP); (C) produtividade de flores frescas (PFF); (D)
produtividade de flores secas (PFS); (E) massa fresca por planta (MFP); (F) massa fresca por
hectare (MF/ha); (G) diametro de flor (DF); (H) altura de flor (AF).
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6.3.2. Composicdo mineral de camomila

A andlise da composicdo mineral de camomila referiu-se a determinacdo da
concentragdo de 11 nutrientes no tecido vegetal de camomila. Somente alguns nutrientes
como o fosforo, ferro, manganés, boro e zinco demonstraram diferenca significativa entre as
solugdes nutritivas avaliadas (Figura 2A e 2B). Os maiores percentuais foram encontrados na
SNP e SNPH, exceto para o zinco, que apesar da minima diferenca, teve um percentual
méaximo nas solu¢des com RF e RF/H. Os demais nutrientes como nitrogénio, potéssio,
calcio, magnésio, enxofre e cobre ndo diferiram os percentuais entre as solu¢des nutritivas
(Figura 2C). No entanto, cabe destacar que a SNPH manifestou os maiores valores destes
nutrientes no tecido vegetal e, a SNP apresentou as menores concentracdes (Figura 2C).
Independente da solugdo nutritiva, o0 acimulo de macronutrientes na planta seguiu a seguinte
ordem decrescente: K> N > Ca > Mg > S > P, e para os micronutrientes a ordem foi Mn > Fe
> B > Zn > Cu. Essa sequéncia foi elaborada segundo a concentracdo média de cada nutriente

nas respectivas solugdes nutritivas.



Figura 2. Composi¢do mineral de camomila
Phosphorus 3CH.
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Ao longo do experimento houve o monitoramento da temperatura dentro do ambiente
protegido onde foi realizado o cultivo de camomila (Figura 3). A temperatura esta expressa
em intervalos de 10 dias do inicio ao fim do experimento, aos 100 dias. Houve uma oscilacédo
de temperatura entre 12,8 °C até 29,6 °C, com a média de 17,8 °C de minima e 26,8 °C de
méaxima no decorrer do cultivo. Também é perceptivel o aumento da temperatura minima ao
longo dos meses e um declinio da temperatura méxima no final do experimento, bem como,
uma faixa de temperaturas que ndo comprometeram o desenvolvimento do cultivo de

camomila em ambiente protegido.

Figura 3. Temperatura minima e maxima no cultivo de camomila em ambiente protegido sob

restricdo de fdsforo e aplicacdo de Phosphorus 3CH.
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6.4. DISCUSSAO

Os caracteres relacionados a producdo vegetal, como numero e massa de flores,
produtividade de flores frescas e secas, massa fresca por planta e por hectare, tiveram uma
resposta negativa em condicGes de restricdo de fosforo em comparagédo ao desempenho destes
caracteres quando observado na solucgéo nutritiva padréo. A restricdo de fosforo a planta, seja
no solo ou na solugdo nutritiva, compromete a taxa de crescimento total e, consequentemente,
limita a producdo de flores e parte aérea no vegetal, segmentos comumente usados para a

comercializacdo de plantas medicinais. Essa limitacdo no desenvolvimento vegetal ocorre em
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virtude do fdsforo participar de rotas metabdlicas relacionadas a fotossintese, producdo de
proteinas e divisdo celular (SILVA JUNIOR et al., 2007; COELHO et al., 2011; TAIZ;
ZEIGER, 2013). Em outras espécies medicinais a baixa disponibilidade de fosforo também
limitou a producdo, restringindo a quantidade de massa fresca e altura de planta em chamba
(Justicia pectoralis var stenophilla) (MORAIS, 2009) e horteld pimenta (Mentha piperita)
(SOUZA et al., 2007), além de sintomas pontuais de deficiéncia no limbo foliar, restrigdo na
absorcéo de outros nutrientes e no crescimento vegetal nas espécies de pimenta-longa (Piper
hispidinervum) (VIEGAS et al., 2013), ipeca (Psychotria ipecacuanha) (VIEGAS et al.,
2014) e fafia (Pfaffia glomerata) (SKREBSKY et al., 2008).

Uma adubacdo equilibrada que forneca a quantidade necessaria de fosforo a planta
proporciona produgdes superiores em comparagdo a um cultivo sob restrigdo deste elemento
quimico. Fato observado em todas as variaveis no cultivo de camomila com solugéo nutritiva
padrdo, ou seja, o fosforo supriu a necessidade da planta e favoreceu a produtividade de flores
e parte aérea, como ja relatado por Mapeli et al. (2005) e Morais et al. (2006) no cultivo de
camomila em funcdo da adubagdo fosfatada. Isso tambeém coincide com os resultados
encontrados para outras espécies medicinais, nas quais a adubacdo fosfatada contribuiu para
maior producdo de massa fresca e de inflorescéncia em marcela (Achyrocline satureioides)
(VIEIRA et al., 2015), caléndula (Calendula officinalis) (BARBOZA et al., 2009) e jambu
(Acmella oleracea) (RODRIGUES et al., 2014), e aumento no numero de folhas em bardana
(Arctium lappa) (GASSI et al., 2009) e capim limdo (Cymbopogon citratus) (AMARANTE et
al., 2012).

A aplicacdo de Phosphorus 3CH ndo proporcionou diferenca entre as médias no
cultivo de camomila sob restricio de fosforo, ou seja, a aplicagio do medicamento
homeopético ndo incrementou a produtividade de flores e massa fresca. O efeito do
medicamento homeopético é potencializado em uma condi¢cdo favoravel de cultivo, como
observado para os caracteres diametro e altura de flor e corroborando com o resultado obtido
por Ubessi et al. (2018) no estudo dos efeitos da aplicacdo de Phosphorus no cultivo de
camomila em ambiente protegido. Efeito equivalente mencionado nas espécies Verbena
gratissima (SANTOS et al., 2011) e carqueja (Baccharis trimera) (CAPRA et al., 2014),
quando cultivadas em condicfes favoraveis. Em um ambiente de cultivo o qual apresenta um
fator limitante no desenvolvimento vegetal, como no caso, a restricdo de fdsforo, o
medicamento homeopatico busca reestabelecer o equilibrio da planta com o ambiente para

que a mesma complete seu ciclo e mantenha a produgdo, porém nao promove ganhos em
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rendimento como constatado nos resultados obtidos. O medicamento homeopatico
Phosphorus na dinamizacdo 3CH n&o supriu a demanda de fosforo pela planta ou forneceu
este nutriente a planta, mas sim, funcionou como um estimulo para a manutencéo da producéo
em uma condicdo adversa, ndo sendo substitutivo a adubacdo fosfatada. Visto que, 0s
medicamentos homeopaticos podem atuar em diversas partes ou rotas metabdlicas no
organismo vegetal (JAGER et al., 2015) e isso resulta em respostas distintas e dependentes da

espécie avaliada.

A solucdo nutritiva padrdo e com aplicacdo de Phosphorus 3CH potencializaram o
acumulo do macronutriente fosforo e dos micronutrientes ferro, manganés e boro. No entanto,
nas solugcdes com restricdo, o zinco teve maior percentual de acumulo. O fdsforo e o zinco
exercem uma relacdo antagdnica como descrito por Scalco et al. (2014) e Watts-Williams et
al. (2014), pois o fosforo é capaz de insolubilizar o zinco nas raizes e isso acaba diminuindo
sua absorc¢do pelas plantas (MARSCHNER, 2012). Ou seja, a presenca de fosforo na solugédo
nutritiva pode reduzir a absorcdo e o acumulo de zinco, como observado. Essa mesma relacéo
antagdnica também pode ocorrer entre potassio e magnésio (WALLAU et al., 2008; VIEGAS
et al., 2013), em que altas taxas de absorcdo de potassio acabam diminuindo a absorcdo de
magnésio pelas plantas. Pois, 0 potassio compete com alguns cations, como o magnésio, pelos
sitios de absorcdo na membrana plasmatica (ERNANI et al., 2007), e isso resulta na alteracao
da taxa de absorcdo e acimulo na planta. Além disso, o potéssio foi 0 macronutriente que
apresentou maior concentracdo de acimulo, coincidindo com os resultados obtidos pelos
autores Olivier et al. (2012), Randelovi¢ et al. (2013) e Pedro et al. (2016). Também, € 0

elemento mineral mais abundante nos vegetais (SILVEIRA et al., 2009).

O manganés foi o micronutriente que apresentou maior taxa de acumulo pelas plantas
de camomila. Em comparacdo com outros elementos, 0 manganés é rapidamente absorvido
pelas culturas e depositado em maiores concentragdes no tecido vegetal (INOSTROZA-
BLANCHETEAWU et al., 2017). Entretanto, na literatura ndo se encontra de forma objetiva, a
interacdo deste nutriente com os demais no processo de absorc¢éo pelas plantas, uma vez que o
enfoque é direcionado a sua toxidez, excesso ou deficiéncia no solo. As pesquisas apontam
que a taxa de absor¢édo e demanda é dependente do estégio fisioldgico da planta (NAZARI et
al., 2018), do pH da solucédo nutritiva ou do solo (LEAKE, 2015), das diferencas genotipicas
entre as espécies e da disponibilidade de manganés (SCHMIDT et al., 2016). Mas, alguns
autores mencionam a interacdo antagonica do manganés com o ferro (MOOSAVI,
RONAGHI, 2010) e fosforo (FAGERIA et al., 2015) e também um sinergismo com 0 zinco
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(SOLTANGHEISI et al., 2014). No entanto, as interacbes mencionadas sdo contraditorias ao
que foi obtido no cultivo de camomila, pois nas maiores concentragdes de manganés foram

observadas também altas taxas de acimulo de ferro e fosforo, e menores proporc¢des de zinco.

6.5. CONCLUSAO

A aplicagdo de Phosphorus 3CH ndo potencializa a produtividade de flores e massa
fresca no cultivo de camomila sob restricdo do elemento quimico fosforo em ambiente

protegido.

A associacdo da solucdo nutritiva padrdo com a aplicacdo de Phosphorus 3CH
proporciona maior acumulo de manganés e potassio no cultivo de camomila em ambiente

protegido.

A restricdo de fésforo ndo minimiza a produtividade de flores em camomila em

ambiente protegido, atingindo a média nacional de 400 kg ha™.
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7. ARTIGO 5: COMPOSICAO MINERAL E PRODUTIVIDADE DE OLEO
ESSENCIAL DE CAMOMILA CULTIVADA SOB RESTRICAO DE FOSFORO E
USO DE SOLUCOES ULTRA-DILUIDAS DE PHOSPHORUS

Mineral composition and productivity of essential oil of chamomile cultivated under

phosphorus restriction and use of ultra-diluted Phosphorus solutions

RESUMO: Os metabdlitos secundarios sdo os responsaveis pelas propriedades terapéuticas
das espécies medicinais e sofrem influéncia das condicGes de cultivo, como a nutri¢cdo mineral
e a aplicacdo de medicamentos homeopaticos. Neste contexto, objetivou-se avaliar a agdo do
medicamento homeopatico Phosphorus 3CH e a restricdo de fosforo no cultivo de camomila
guanto ao teor, produtividade e composicdo do Oleo essencial, bem como, correlacionar a
composicdo mineral do tecido vegetal de camomila com a produtividade de 6leo essencial.
Foram avaliados quatro tratamentos: 1) Solugdo nutritiva padréo; 2) Solugdo nutritiva padrao
e aplicacdo de Phosphorus 3CH; 3) Solucgdo nutritiva com restricdo de fosforo; e 4) Solucéo
nutritiva com restricdo de fosforo e aplicacdo de Phosphorus 3CH, no cultivo de camomila em
ambiente protegido. A partir da extracdo do 6leo essencial de camomila, por meio de
hidrodestilacdo, foi determinado o teor e a produtividade de Oleo. A composicdo e
quantificacdo dos compostos do 6leo essencial foram realizadas através de GC-FID e GC/MS.
Também, houve a mensuracdo da composicdo mineral do tecido vegetal de camomila. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de comparacdo de médias por Scott
& Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro e, também, a analise de agrupamento
hierarquico. Nao houve diferencas entre os tratamentos para o teor, enquanto que a solugéo
nutritiva padrdo apresentou a maior producdo de 6leo essencial. A aplicacdo do medicamento
homeopatico Phosphorus 3CH ndo proporcionou aumento no teor e na produtividade de 6leo
essencial de camomila cultivada sob restricdo de fdsforo. Os analitos majoritarios
apresentaram elevados percentuais de concentracdo no tratamento referente a solucéo
nutritiva com restricdo de fosforo. O estresse promovido pela restricdo de fosforo aumenta a
concentracdo dos analitos presentes no Oleo essencial de camomila e ndo eleva o teor a

produtividade de 6leo essencial.

Palavras-chave: Chamomilla recutita, homeopatia, p-trans-farneseno, metabdlitos

secundarios.
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ABSTRACT: Secondary metabolites are responsible for the therapeutic properties of
medicinal species and are influenced by cultivation conditions, such as mineral nutrition and
the application of homeopathic medicines. In this context, the aim of this study was to
evaluate the action of the Phosphorus homeopathic medicine and the restriction of phosphorus
in the cultivation of chamomile regarding the content, productivity and composition of the
essential oil, as well as the mineral composition in the plant tissue of chamomile. Four
treatments were evaluated: 1) Standard nutrient solution; 2) Standard nutrient solution and
Phosphorus 3CH application; 3) Nutrient solution with phosphorus restriction; and 4) Nutrient
solution with phosphorus restriction and Phosphorus 3CH application, in the cultivation of
chamomile in a protected environment. From the extraction of chamomile essential oil by
hydrodistillation, oil content and productivity were determined. The composition and
quantification of the essential oil compounds were performed by GC-FID and GC/MS. Also,
there was the measurement of the mineral composition of chamomile of the plant tissue of
chamomile. The data were submitted to analysis of variance and to the means comparison test
by Scott & Knott at 5% error probability level and also hierarchical cluster analysis. There
were no differences between treatments for the content, while the standard nutrient solution
presented the highest production of essential oil. The application of the Phosphorus 3CH
homeopathic medicine did not provide an increase in the content and productivity of
chamomile essential oil cultivated under phosphorus restriction. The majority of analytes
presented high concentration percentages in the treatment of nutrient solution with
phosphorus restriction. Potassium and manganese were the nutrients with the highest
concentrations accumulated in plant tissue. The stress promoted by the restriction of
phosphorus increases the concentration of the analytes present in the essential oil of

chamomile and does not raise the content and the productivity of essential oil.

Keywords: Chamomilla recutita, homeopathy, B-trans-farnesene, secondary metabolites.

7.1. INTRODUCAO

A busca pelo alivio e cura de doencas, por meio da ingestao de ervas e partes vegetais,
foi uma das primeiras formas de uso das plantas medicinais (PEREIRA; CARDOSO, 2012).
Essa atividade curativa das espécies € devido as substancias produzidas no metabolismo
secundario e esta relacionada a producdo de principios ativos ou metabdlitos secundarios. O

metabolismo secundario produz uma diversidade de compostos que ndo possuem uma funcao
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direta no crescimento e desenvolvimento da planta, como o metabolismo primario. Dessa
forma, apresentam uma distribuig&o restrita no reino vegetal, sendo especificos a uma espécie
ou grupo de espécies relacionadas (BRAZ FILHO, 2010; PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A expressdo dos metabdlitos secundarios € gerida pelo controle genético, mas pode
sofrer modificacbes resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisioldgicos e
evolutivos. Fatores ambientais como a temperatura, a umidade, a luz, a disponibilidade de
agua e a nutricdo mineral influenciam o crescimento das plantas e tém um impacto direto nas
vias bioquimicas que afetam a produtividade dos metabdlitos secundarios (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007; ARBOS et al., 2010; SANTOS et al., 2010; AZHAR et al., 2011). Portanto, 0
conhecimento da nutricdo mineral de espécies medicinais é essencial, pois as plantas
medicinais ndo sdo apenas recursos terapéuticos, mas também uma fonte de recursos
econdémicos (RODRIGUES et al., 2014), que atende diversos mercados exigentes na

qualidade do produto ofertado.

A pratica da adubacdo consiste em conhecer as caracteristicas morfofisioldgicas da
planta, a disponibilidade de nutrientes no solo e o comportamento de cada nutriente na planta
(SOUSA et al., 2013). Pois, a adicdo de nutrientes nos cultivos agricolas visa o incremento da
produtividade vegetal e o atendimento da essencialidade, inferindo em vérios caracteres
relacionados a producdo de parte aérea, raiz, flores e 6leo essencial nas plantas medicinais,
como descrito no cultivo de alecrim (Rosmarinus officinalis) (TOUNEKTI et al., 2011),
Lippia origanoides (TELES et al., 2014), menta (Mentha spicata x suaveolens) (PICHI et al.,
2012), capim-citronela (Cymbopogon nardus) (SEIXAS et al., 2013), orégano (Origanum
vulgare) (CORREA et al., 2010), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) (BENEDETTI et al.,
2009), e camapu (Physalis angulata) (CRUZ et al., 2015). Dessa forma, 0s nutrientes séo
classificados em dois grupos, 0s macronutrientes (nitrogénio, fosforo, potéssio, célcio,
magnésio e enxofre) e 0os micronutrientes (boro, cloro, cobre, ferro, manganés, molibdénio e
zinco) (MARSCHNER, 2012). Cada nutriente tem uma fungdo especifica na planta, no
entanto, cabe destacar o macronutriente fosforo que tem relagdo direta com as vias
metabolicas relacionadas ao metabolismo secundario, pois € componente de rotas envolvidas
na biossintese dos metabdlitos secundarios (terpenos, compostos fendlicos e nitrogenados),
constituinte de acidos nucleicos, armazenamento de energia por meio do ATP (adenosina
trifosfato) e essencial para os processos de fotossintese e respiracdo (SANTOS et al., 2010;
SORREANO et al., 2011; HAWKESFORD et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013; VIEGAS et
al., 2013; VIEIRA et al., 2015).
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Nesse contexto, a restricdo ou a deficiéncia de fosforo na adubacdo das plantas
promove crescimento retardado, méa formac&o, coloracdo arroxeada e atraso na maturacéo ou
senescéncia (FAQUIN, 2005; TRINDADE et al., 2010; HENRY et al., 2012; TAIZ; ZEIGER,
2013), inferindo diretamente na producdo de biomassa, que resulta, consequentemente, na
variacdo da quantidade de Oleo essencial produzido, como observado nas espécies de jambu
(Acmella oleracea) (RODRIGUES et al.,, 2014), mil folhas (Achillea millefolium)
(ALVARENGA et al., 2015), coentro (Coriandrum sativum) (DAFLON et al., 2014) e
marcela (Achyrocline satureioides) (LEITE et al., 2009). No entanto, ainda ndo héa
esclarecimentos para muitas espécies medicinais quanto ao tipo de nutriente e sua atuacéo no
metabolismo secundéario, como é o caso da camomila. H& tendéncias de interferéncias, mas
ndo sdo claras e carecem de mais pesquisas para elucidagdo, visto que, tais tendéncias estao
suportadas principalmente pela resposta do metabolismo primario, seja para macro ou

micronutrientes.

A camomila é uma das plantas medicinais mais consumidas mundialmente (RAAL et
al., 2012; UPADHYAYA et al., 2016) devido a sua agdo anti-inflamatoria, calmante e
amenizacdo de Ulceras e gastrite (GUPTA et al., 2010; SRIVASTAVA et al.,, 2010;
SHARAFZADEH; ALIZADEH, 2011), e estas propriedades sdo encontradas exclusivamente
nas flores e no 6leo essencial. Ndo € uma espécie exigente em adubacdo e, quando realizada,
foca exclusivamente a produtividade de flores. Algumas pesquisas j& avaliaram o cultivo de
camomila com cama de frango, que apresenta elevados teores de fésforo (RAMOS et al.,
2004; BERTOLINO et al., 2006; NAPELA; CARVALHO, 2007; VIEIRA et al., 2009), o
efeito do uso de fdésforo e de nitrogénio, e a associacdo de ambos (MAPELI et al., 2005;
BERTOLINO et al., 2006; AMARAL et al., 2008). As respostas sdo de incrementos para a
producéo de flores nas maiores doses avaliadas, independente do tratamento referido, e para o
6leo essencial, ndo observaram influéncia destes tratamentos. Os trabalhos supracitados
avaliaram a producdo de camomila em condic¢Ges 6timas no fornecimento de nutrientes, no
entanto, cabe a busca de respostas quando ha a restricdo de um nutriente, como no caso o
fosforo. Também, em uma condicdo adversa de ambiente que resulta em estresse a planta, €

passivel 0 uso de medicamentos homeopéticos visando o equilibrio da planta aquela condicéo.

Na agricultura os medicamentos homeopaticos tém inimeras funcbes desde o controle
de pragas e doencas (WYSS et al., 2010; TOLEDO et al., 2015; TREBBI et al., 2016),
melhoria da qualidade do solo (FELIPPE et al., 2011) e tolerancia a condicGes adversas
(BONFIM; CASALI, 2011; JAGER et al., 2011), como é o caso do medicamento
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homeopéatico Phosphorus recomendado para solos com baixa disponibilidade do nutriente
fosforo e quando h& excesso de transpiracdo e reducdo da taxa fotossintética nas plantas
(TICHAVSKY, 2007; BONATO, 2014; RESENDE, 2014). Além disso, alguns
medicamentos homeopéaticos promoveram a variacdo da producdo de biomassa e Oleo
essencial em menta (Mentha arvensis) (BONATO et al., 2009), chambé (Justicia pectoralis)
(ANDRADE et al., 2012), Verbena gratissima (SANTOS et al, 2011), camomila
(Chamomilla recutita) (UBESSI et al., 2018) e carqueja (Baccharis trimera) (CAPRA et al.,
2014). Ou seja, os medicamentos homeopéaticos atuam no metabolismo vegetal, no
crescimento e desenvolvimento, permitindo que as plantas interajam em equilibrio com o
ambiente (BONFIM; CASALLI, 2011) e isso resulta em ganhos na produgéo de compostos no

metabolismo secundario, aumentando o valor terapéutico e comercial da espécie medicinal.

Visto a influencia dos nutrientes no metabolismo secundario das plantas medicinais, a
caréncia de informacGes quanto o efeito da restricdo de fosforo no cultivo de camomila e a
importancia dos medicamentos homeopaticos em situacdes de estresse, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a acdo do medicamento homeopatico Phosphorus 3CH e a
restricdo de fésforo no cultivo de camomila quanto ao teor, produtividade e composicdo do
o0leo essencial, bem como, correlacionar a composi¢do mineral do tecido vegetal de camomila

com a produtividade de 6leo essencial.

7.2. MATERIAL E METODOS
7.2.1. Local de cultivo e organizacéo experimental

A camomila cv. Mandirituba foi cultivada em ambiente protegido, no Departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria - RS, Brasil (S: 29° 42’
2377; W:53°43° 15 e 95 metros de altitude ao nivel do mar). A semeadura foi realizada em
vasos de polietileno (5 dm®) preenchidos com areia, caracterizada como um substrato inerte
para avaliagdo da restricdo de nutriente no cultivo em ambiente protegido. Cada bancada
representou um tratamento e foi composta por 20 vasos, contendo apenas uma planta por
vaso. Foram avaliados quatro tratamentos: 1) Solucdo nutritiva padrdo (SNP); 2) Solucéo
nutritiva padréo e aplicacdo de Phosphorus 3CH (SNPH); 3) Solucdo nutritiva com restricao

de fosforo (RF); e 4) Solugédo nutritiva com restricdo de fosforo e aplicacdo de Phosphorus
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3CH (RF/H). O experimento foi conduzido de agosto a novembro, totalizando 100 dias de

cultivo.

Foram elaboradas duas solugdes nutritivas, uma padrdo (sem nenhuma restricdo) e
uma com restricdo do elemento quimico fésforo (Tabela 1). A formula da solucdo padréo
levou em consideracio a recomendacéo de cultivo para camomila (CORREA JUNIOR et al.,
2008). Com base na solucdo padrdo foi elaborada a solucdo com restricdo de fdsforo,
reduzindo apenas a quantidade deste elemento quimico em 80% do valor encontrado na
solucdo padrdo e mantendo os demais principios de formulacdo de uma solucdo nutritiva
segundo Andriolo (2017) e Manual de Calagem e Adubacdo para os Estados do RS/SC
(2016). A solucdo nutritiva de cada tratamento foi disponibilizada por meio de mangueira

gotejadora de acordo com a necessidade da cultura.
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Tabela 1. Proporcdo de macro e micronutrientes das soluges nutritivas padrdo e com
restricdo de fosforo para o cultivo de camomila.

Solucdo Nutritiva Padréo

Macronutrientes (m mol L™) Micronutrientes (mg L™)
9,60 NO3 0,03 Mo
0,40 NH, 0,26 B

1,00 H,PO, 0,06 Cu

6,20 K 0,50 Mn

4,00 Ca* 0,22 Zn
2,50 Mg
2,50 (SO?),

1,00 mg L™ Fe
Condutividade Elétrica (CE) 1,15 dS/m
pH 6,10
Solucdo Nutritiva com Restricéo de Fosforo

Macronutrientes (m mol L™) Micronutrientes (mg L™)
9,66 NO3 0,03 Mo
0,33 NH,4 0,26 B

0,20 H,PO, 0,06 Cu
6,20 K 0,50 Mn
3,33 Ca”* 0,22 Zn
2,90 Mg**
2,90 (SO%),
1,00 mg L™ Fe
Condutividade Elétrica (CE) 1,54 dS/m
pH 6,20

NOs: nitrato; NH,: aménio; H,PO,: fosfato; K: potéassio; Ca’*: célcio; Mg®*: magnésio; (SO%),: sulfato; Mo:

molibdénio; B: boro; Cu: cobre; Mn: manganés; Zn: zinco; Fe: ferro.

7.2.2. Aplicagdo do medicamento homeopético Phosphorus

O medicamento homeopético Phosphorus na dinamizagdo 3CH foi adquirido em
farmécia homeopética na cidade de Santa Maria - RS, preparado em &lcool 5% (v v''). Para a
aplicacdo nas plantas, o Phosphorus foi diluido em &gua destilada na proporcdo de 0,5 mL L™.

A aplicacéo foi realizada duas vezes por semana, apenas na parte aérea das plantas por meio
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de pulverizacdo, na quantidade de 100 mL por planta, logo ap6s a emergéncia até término do

experimento.

7.2.3. Colheita das flores, extracéo e caracterizacao do 6leo essencial por cromatografia

A colheita das flores foi realizada por tratamento e manualmente, posteriormente,
foram pesadas e armazenadas em refrigerador (aproximadamente 4 °C e 100 dias de
armazenamento) até a extracdo do 6leo. A extracdo do dleo essencial foi por hidrodestilacdo
em aparelho tipo Clevenger, durante 2 horas e 30 minutos ap6s o inicio da ebulicdo,
utilizando 50 g de flores frescas. A partir da extragéo foi determinado o teor e a produtividade

de 6leo essencial em cada tratamento.

A caracterizacdo do Oleo essencial de camomila ocorreu por meio da anélise
cromatografica, realizada em um cromatdgrafo a gas (Varian Star 3400CX (CA, EUA))
equipado com um detector de ionizacdo de chama (GC-FID). 10 pL do éleo foi diluido em 1
mL de hexano onde uma aliquota de 1 pL da solucdo foi injetada na porta de injecdo do
sistema cromatografico a uma temperatura de 270 °C no modo split de razdo 1:40. Os
compostos foram separados numa coluna capilar apolar de silica fundida Equity ™5 (60 m x
0,20 mm x 0,20 um) (Supelco, USA). O hidrogénio foi utilizado como gés de arraste a uma
pressdo constante de 25 psi. A temperatura inicial da coluna foi ajustada para 40 °C e mantida
durante 1 min. Em seguida, a temperatura foi aumentada a uma taxa de 8 °C min™ até 160 °C,
seguido por um aumento a 1 °C min™ até 180 °C, seguido novamente por um aumento a 20
°C min™ até 300 °C e mantida em condicSes isotérmicas durante 10 min. A temperatura do
detector foi mantida a 280 °C. Uma série de n-alcanos homdlogos foram analisados sob as

mesmas condi¢Oes cromatograficas para calcular o indice de retencéo linear (IRL).

A andlise qualitativa dos compostos foi efetuada por um cromatografo gasoso
(Shimadzu QP2010 Ultra) acoplado a espectrometro de massas (GC/MS, Shimadzu
Corporation, Quioto, Japdo). Para estas analises, foram utilizadas as mesmas condicdes
cromatograficas acima descritas e hélio como gas de arraste. O detector foi operado no modo
de ionizacgdo por impacto de elétrons com uma energia de ionizacao de 70 eV e um intervalo
de varredura de massas 35-350 m/z. Os compostos foram identificados com base na
comparagdo com 0s espectros de massas disponivel na biblioteca National Institute of

Standards and Technology (NIST) e por comparacdo dos indices de retencéo linear calculados
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com aqueles disponiveis na literatura cientifica. A quantidade percentual relativa de cada
composto identificado foi obtida a partir da &rea do pico obtida no FID.

7.2.4. Determinacéo da composi¢do mineral de camomila

A determinagdo da composi¢do mineral em cada tratamento teve como finalidade
relacionar o teor, a produtividade e composicdo do 6leo essencial com o0s nutrientes
encontrados no tecido vegetal e a possivel influéncia destes para os resultados obtidos, bem
como, quantificar o acimulo de nutrientes. As amostras para a determina¢do da composicéo
mineral no tecido vegetal de camomila foram compostas por trés plantas de cada tratamento,
secas a temperatura de 60 °C e trituradas. Seguidamente, houve o encaminhamento dessas
amostras para o Laboratorio de Analises de Solo da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), em Porto Alegre/RS, para a determinacdo dos seguintes nutrientes: nitrogénio,

fésforo, potéssio, calcio, magnésio, enxofre, boro, cobre, ferro, manganés e zinco.

7.2.5. Estatistica e delineamento experimental

O experimento em ambiente protegido foi conduzido de acordo com o delineamento
inteiramente casualizado e duplo cego, com 4 tratamentos: 1) Solucdo nutritiva padréo (SNP);
2) Solugdo nutritiva padrdo e aplicacdo de Phosphorus 3CH (SNPH); 3) Solugdo nutritiva
com restricdo de fésforo (RF); 4) Solucdo nutritiva com restricdo de fésforo e aplicacdo de
Phosphorus 3CH (RF/H). A extracdo de oOleo essencial foi realizada em seis repeticdes de
cada tratamento e as determinagdes cromatograficas foram em triplicatas. Os dados referentes
ao teor, producdo e composicdo do Oleo essencial foram submetidos a analise de variancia
(p<0,05) e ao teste de comparacdo de médias por Scott & Knott (1974) em nivel de 5% de
probabilidade de erro, com o auxilio do programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

A andlise de agrupamento hierarquico foi realizada para averiguar as possiveis
semelhancas entre os tratamentos com base no percentual de concentracdo dos analitos
presentes no o0leo essencial de camomila. A matriz dos dados foi gerada por meio da distancia
de Mahalanobis e o dendrograma de dissimilaridade pelo método aglomerativo da distancia
média (UPGMA). A validacdo do agrupamento foi avaliada através do coeficiente de
correlacdo cofenética. Também houve a determinacéo da contribuicdo relativa de cada analito
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para divergéncia estimada pelo método proposto por Singh (1981). Para estes procedimentos,
os dados foram processados mediante o programa estatistico Genes (CRUZ, 2013).

7.3. RESULTADOS
7.3.1. Teor e produtividade de 6leo essencial

N&o houve diferenca significativa para o teor de 6leo essencial (Figura 1A), apenas
para a produtividade de 6leo. Somente a solucdo nutritiva padrdo (SNP) diferiu dos demais
tratamentos com a maior producdo de 6leo essencial por hectare (Figura 1B), além de
apresentar valor superior no teor de 6leo. Em sequéncia de producdo, a solucdo nutritiva
padrdo com aplicacdo de Phosphorus 3CH (SNPH) apresentou 0 mesmo valor para a restricao
de fosforo e uso do medicamento homeopético (RF/H), uma reducdo de, aproximadamente,
80% quando comparado a solucdo nutritiva sem aplicacdo de Phosphorus (SNP). Ja a

restricdo de fésforo (RF) demonstrou o menor valor de produtividade de 6leo essencial.
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Figura 1. Teor e produtividade de 06leo essencial de camomila cultivada sob restricdo de
fésforo e aplicacdo de Phosphorus 3CH.
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7.3.2. Composicao do 0leo essencial de camomila

A Tabela 2 reporta a composicdo do 0Oleo essencial de camomila, na qual foram
observados 15 analitos, correspondente a cerca de 90% de identificagdo em ambos o0s
tratamentos. Os compostos majoritarios foram p-trans-farneseno, 6xido de a-bisabolol B,
camazuleno e B-copaeno. J& o trans-crisantemol apresentou o menor percentual entre os
analitos. Houve a auséncia do a-terpineol na solugéo nutritiva padrdo (SNP) e com aplicagéo

de Phosphorus 3CH (SNPH). Quanto aos tratamentos, a restricdo de fosforo sem e com
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aplicacdo do medicamento homeopatico (RF; RF/H) apresentaram os maiores percentuais de
2-isopropil tolueno, artemesia cetona, trans-crisantemol, o-terpineol, P-trans-farneseno,
dehidro sesquicineol e camazuleno. A solucdo nutritiva padrdo com a aplicacdo do
medicamento homeopético (SNPH) demonstrou maior percentual para -copaeno e o0xido de
bisabolol A, enquanto que na solucgéo nutritiva padréo (SNP) os analitos eucaliptol, B-ocimene
¢ 6xido de a-bisabolol B apresentaram elevado percentual de concentracdo no 6leo essencial
de camomila. Oxido de bisabolona e germacreno B se destacaram no cultivo com restrigdo de
fosforo e farneseno na solucdo nutritiva padrdo sem e com aplicacdo de Phosphorus
(SNP/SNPH).

Tabela 2. Composicdo do 6leo essencial de camomila sob restricdo de fésforo e aplicacdo de
Phosphorus 3CH.

% de composigédo
RF SNP  SNPH RF/H

Analitos IRL

Média CV (%)

1 2-1sopropil Tolueno 1034 0,77A* 0,31B 033B 041B 0,46 8,70
2 Eucaliptol 1067 0,11A 017A O011A O0,18A 0,14 8,41
3 B-Ocimene 1073 0,22A 024A 018A 024A 0,22 12,52
4 Artemesia Cetona 1079 2,78B 160C 122D 361A 230 6,03
5 Trans-Crisantemol 1162 0,19A 0,05B 004B 0,17A 0111 5,72
6 a-Terpineol 1197 147B 000C 000C 199A 0,86 12,42
7 B-trans-Farneseno 1453 41,15A 31,36B 2991 B 3744 A 3497 10,39
8 Dehidro Sesquicineol 1467 757A 128C 382B 4,73B 435 5,50
9 B-Copaeno 1468 847A 874A 891A 10,72A 9,21 12,93
10 Farneseno 1507 040A O044A 044A 035A 040 9,02
11 Germacreno B 1518 6,63A 6,11A 460B 418B 5,38 6,39
12 Oxido de a-Bisabolol B 1735 20,73 A 24,35A 20,81 A 22,18 A 22,02 6,62
13 Oxido de Bisabolona 1742 0,74A 058A 065A 043A 0,60 8,89
14 Camazuleno 1774 1257A 9,86 A 1115A 1126 A 11,21 8,38
15 Oxido de Bisabolol A 1794 040B 0,39B 052A 038B 042 11,76
Total identificado (%) 92,97 9156 93,94 92,18 - -

*Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste Scott & Knott em nivel de 5% de

probabilidade de erro. IRL: indice de retengéo linear experimental. CV: Coeficiente de Variagio.

Com base no percentual de concentracdo dos analitos presentes no 6leo essencial de
camomila foi elaborado o dendrograma (Figura 2) para a visualizacdo dos tratamentos
semelhantes entre si. Dessa forma, é possivel observar a formacdo de trés grupos distintos
entre si quanto & concentracdo de analitos no 6leo essencial, considerando um corte de 25%

de dissimilaridade (Figura 2). Pelo dendrograma, as solucBes nutritivas padrdo sem e com
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aplicagcdo de Phosphorus 3CH (SNP; SNPH) sdo semelhantes entre si e diferem das soluc¢des
nutritivas com restricdo de fésforo sem e com aplicacdo de Phosphorus 3CH (RF; RF/H).
Entre as solugbes com restricdo ha diferencas quanto a aplicagdo ou ndo do medicamento
homeopatico, visto que esses dois tratamentos apresentaram elevadas concentracdes de
diversos analitos, com ressalto para a restricdo de fosforo sem aplicacdo do medicamento
homeopético que proporcionou maior influéncia na concentracdo dos analitos presentes no
0leo essencial de camomila. Por meio da contribuicdo relativa é possivel observar gquais 0s
analitos que mais contribuiram para a formacdo do cluster. O composto a-terpineol (58,84%)
foi o que mais contribuiu para divergéncia, seguido de artemesia cetona (10,04%),
camazuleno (8,82%), germacreno B (6,84%), 2-isopropil tolueno (5,12%), dehidro
sesquicineol (3,39%), B-copaeno (2,80%) e trans-crisantemol (1,10%). Os demais compostos

contabilizaram minimos percentuais para a divergéncia e agrupamento dos tratamentos.

Figura 2. Dendrograma de dissimilaridade entre as solugbes nutritivas no cultivo de
camomila com base no percentual de composicdo do 6leo essencial de camomila. Coeficiente

de correlacdo cofenética (r) = 0,69.
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7.3.3. Composicdo mineral de camomila

A analise da composicdo mineral de camomila demonstrou que, independente da
solugdo nutritiva, o acumulo de macronutrientes na planta seguiu a seguinte ordem

decrescente: K> N > Ca > Mg > S > P, ¢ para os micronutrientes a ordem decrescente foi Mn
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> Fe > B > Zn > Cu (Tabela 3). Os maiores percentuais de potassio, nitrogénio, célcio,
magnésio, enxofre e manganés foram observados na solucéo nutritiva padrdo com a aplicagdo
de Phosphorus 3CH (SNPH), enguanto que os nutrientes fésforo, ferro e boro tiveram
elevadas proporcbes na solugcdo nutritiva padrdo sem a aplicacdo de medicamento
homeopético (SNP). Nas solucGes com restricdo de fosforo sem e com aplicacdo de
Phosphorus 3CH (RF; RF/H), apenas o zinco teve maior concentra¢do. Ja 0 micronutriente

cobre ndo evidenciou variac@es entre as solugdes nutritivas (Tabela 3).

Tabela 3. Composicdo mineral de camomila sob restricdo de fdésforo e aplicacdo de
Phosphorus 3CH.

Nutriente Tratamentos Média
RF SNP SNPH RF/H
Macronutrientes
Potassio (% m/m) 1,55 1,05 1,65 1,20 1,36
Nitrogénio (% m/m) 0,95 1,00 1,05 0,75 0,94
Calcio (% m/m) 0,49 0,47 0,65 0,41 0,51
Magnésio (% m/m) 0,12 0,13 0,14 0,11 0,13
Enxofre (% m/m) 0,12 0,12 0,15 0,13 0,13
Faésforo (% m/m) 0,08 0,12 0,11 0,07 0,10
Micronutrientes
Manganés (mg/kg) 46,00 58,00 59,00 48,00 52,75
Ferro (mg/kg) 24,00 42,00 34,50 21,00 30,38
Boro (mg/kg) 9,00 18,50 14,00 8,00 12,38
Zinco (mg/kg) 4,00 3,00 3,00 4,00 3,50
Cobre (mg/kg) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

7.4. DISCUSSAO

A aplicacdo de Phosphorus 3CH ndo promoveu aumentos no teor e na produtividade
de 6leo essencial em camomila, assim como, a restricdo de fésforo. A limitagdo de fésforo
acarretou a reducdo na producdo de flores devido ao retardo no crescimento e
desenvolvimento vegetal, inferindo diretamente, na baixa produtividade de 6leo essencial em
camomila. No entanto, os resultados encontrados sdo contraditorios, pois David et al. (2006) e
Alvarenga et al. (2015) obtiveram teor de 6leo essencial superior em horteld pimenta (Mentha
piperita) e mil folhas (Achillea millefolium) quando em cultivo com omisséo ou restricdo de
fosforo em comparacdo aos tratamentos com disponibilidade ideal deste nutriente. Dessa

forma, pode-se afirmar que o estresse promovido na planta pela indisponibilidade de fésforo
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agiu como um fator estimulante & produtividade de 6leo essencial nas espécies relatadas, fato
ndo ocorrido no cultivo de camomila em ambiente protegido. J& a auséncia de efeito do
medicamento homeopatico pode ser atribuida ao equilibrio e estabilidade das plantas de
camomila durante o cultivo, mesmo sob restricdo do elemento quimico fésforo. Também,
outro aspecto a ser mencionado é fato do uso de apenas uma Unica dinamizacdo em uma baixa
poténcia (baixa energia e alta quantidade de moléculas) o que reduz a inferéncia de resposta
quanto ao resultado obtido e abre margem para pesquisas futuras com poténcias superiores a

3CH, que apresentam uma caracteristica mais energética e menor quantidade de moléculas.

Quanto a composicdo do 6leo essencial, os analitos 6xido de a-bisabolol B, 6xido de
bisabolol A, B-trans-farneseno, 6xido de bisabolona e camazuleno foram quantificados e
coincidem com os resultados obtidos pelos autores Orav et al. (2010), Srivastava et al. (2010),
Petronilho et al. (2011), Amaral et al. (2012) e Raal et al. (2012). Esses analitos caracterizam
0 padrédo de oleo essencial da camomila e, aproximadamente, 75% da composicao do 0leo é
constituida por camazuleno, 6xido de a-bisabolol B e éxido de bisabolol A (BRASIL, 2015).
O oleo essencial da cultivar Mandirituba é descrito pela presenca de 1,91% de camazuleno,
16,20% 6xido de bisabolol A e 25,83% de 6xido de a-bisabolol B (CORREA JUNIOR, 1995;
AMARAL et al., 2012). Dessa forma, ao comparar os resultados obtidos com os descritos na
literatura, podemos inferir que o estresse promovido pela restricdo de fésforo elevou as
concentra¢fes de camazuleno (12,57%), reduziu o 6xido de bisabolol A (0,38 - 0,52%) e
manteve as concentracdes de 6xido de a-bisabolol B entre 20,73 a 24,35%. Outro analito que
sofreu forte influencia da restrigdo de fosforo foi o B-trans-farneseno, pois na literatura os
valores oscilam em torno de 2,30 a 10,90% (ORAV et al., 2010; RAAL et al., 2012; BRASIL,
2015) e os resultados obtidos reportam um percentual de 41,15% de B-trans-farneseno na
composigdo do 6leo essencial de camomila, ou seja, esse analito é abundantemente produzido
em uma condicdo de estresse por restricdo nutricional. O B-trans-farneseno é um composto
volatil e também um feromdnio em algumas espécies de insetos, como o0s afideos (CROCK et
al., 1997; WAR et al., 2011). Este feromonio € liberado pelos pulgées como um sinal de
ataque por inimigos naturais e também € produzido por varias plantas para repelir a incidéncia
de insetos (SCHWARTZBERG et al., 2008; HOLOPAINEN; BLANDE, 2013; SATYAL et
al., 2015). O vegetal em uma condig&o de estresse apresenta o crescimento e desenvolvimento
comprometido e desse modo, produz compostos volateis, como o B-trans-farneseno, capazes

de evitar a herbivoria de insetos e assim, proteger a planta contra novas situacdes de estresse
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por meio da alteragdo na producdo de compostos do metabolismo secundario, garantindo a
concluséo do ciclo vegetal.

Na composi¢do do 6leo essencial de camomila ndo esta descrito a presenga do analito
[-copaeno, encontrado nos resultados com um percentual médio significativo de 9,21%, visto
que este composto estd relacionado a atividade anti-inflamatoria e sedativa nos o0leos
essenciais (TAKEMOTO et al.,, 2008; KOBAYASHI et al., 2011), mesma propriedade
terapéutica encontrada para os analitos camazuleno, 6xido de a-bisabolol B e Oxido de
bisabolol A (ROCHA et al., 2011). Além disso, algumas pesquisas também ressaltam
propriedades antioxidantes para o camazuleno e de prevencdo de Ulceras para o analito
bisabolol e seus derivados (HARTMANN; ONOFRE, 2010; ZAIDI et al., 2012), igualmente,
cita-se a capacidade antibacteriana, antisséptica e flngica para o 6leo essencial de camomila
(ORAV etal., 2010; SINGH et al., 2011; RAAL et al., 2012).

O acumulo de nutrientes no tecido vegetal de camomila foi predominante pelo
macronutriente potassio e o micronutriente manganés, coincidindo com a composi¢do mineral
de chéa verde oriental (Camellia sinensis) com valores altos de potassio, e das espécies de erva
mate (llex paraguariensis) (OLIVIER et al.,, 2012) e orégano (Origanum vulgare)
(RANDELOVIC et al., 2013) com maior acimulo de manganés. A alta concentracio de
manganés encontrada na camomila esta nos tratamentos em que se obteve maior producéo de
6leo essencial, isso pode ser justificado pelo fato deste elemento quimico ser um dos
ativadores de enzimas no ciclo do &cido citrico (ciclo de Krebs) (TAIZ; ZEIGER, 2013), que
é uma das rotas metabolicas relacionadas a producdo de metabdlitos secundarios.

O potéssio é um dos elementos minerais mais abundantes nas plantas, inclusive nas
espécies medicinais (SILVEIRA et al., 2009; PEDRO et al., 2016) e estd relacionado a
regulagdo osmotica, ou seja, a abertura e fechamento estomético. No entanto, algumas
pesquisas também relacionam este elemento quimico com o incremento na produtividade de
0leo essencial e 0 aumento na concentracdo de determinados compostos do metabolismo
secundario, como relatado para as espécies de caléndula (Calendula officinalis) (KHALID,
2013), manjericdo (Ocimum basilicum) (NURZYNSKA-WIERDAK et al., 2013) e alecrim
(Rosmarinus officinalis) (TOUNEKT]I et al., 2011). Os resultados obtidos neste trabalho séo
contraditérios na relagdo de potéssio e produtividade de 6leo essencial, porém, corroboram
quanto a concentracdo de compostos encontrados no 6leo essencial de camomila. Pois, na

solucdo nutritiva com restricdo de fosforo observa-se a segunda maior concentragdo de
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potdssio, como também, elevados percentuais dos analitos 2-isopropil tolueno, trans-
crisantemol, B-trans-farneseno, dehidro sesquicineol, germacreno B, 0xido de bisabolona e

camazuleno.

O uso de nutrientes no cultivo de plantas medicinais altera a produtividade de 6leo
essencial (AMARAL et al., 2008), como também, a composi¢do do 6leo. Em solos com
minima disponibilidade de nutrientes, hd menor taxa de crescimento e verifica-se maior
producdo de metabolitos secundarios (DUSTIN; COOPER-DRIVER, 1992; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007; MORAIS, 2009). Ou seja, 0 estresse nutricional pode resultar no aumento das
concentracdes de metabdlitos secundarios em plantas medicinais. Entretanto, os efeitos ndo
sdo totalmente justificados e ndo ha um padrdo consolidado de alteragdo, em virtude da
resposta ser variavel quanto a espécie, a forma de cultivo e o nutriente em restrigdo ou
deficiéncia. Porém, no caso do fdsforo que apresenta baixa disponibilidade nos solos, o
estresse promovido pela sua restricdo pode acabar incrementando a concentracdo dos
constituintes majoritarios no 6leo essencial de camomila, elevando assim a sua qualidade e

eficiéncia terapéutica.

7.5. CONCLUSAO

O medicamento homeopatico Phosphorus 3CH e a restricdio de fosforo ndo

promoveram aumentos no teor e na produtividade de éleo essencial em camomila.

O estresse promovido pela restricdo de fosforo aumenta a concentracdo dos analitos 2-
isopropil tolueno, trans-crisantemol, B-trans-farneseno, dehidro sesquicineol, germacreno B,

oxido de bisabolona e camazuleno no 6leo essencial de camomila.

Potassio e manganés s@o 0s nutrientes com as maiores concentragdes acumuladas no

tecido vegetal de camomila.
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8. DISCUSSAO GERAL

O sistema de producdo e consumo atual é gerido pelo macante uso de produtos
quimicos, fator estimulante na busca de alternativas de produgdo e, ao encontro dessas
alternativas, a ciéncia homeopatica ganha forca, passando do ambito humano e animal, e
sendo empregada na producdo vegetal (OLIVEIRA et al., 2013). No entanto, cabe destacar
que a homeopatia ndo é caracterizada como um insumo de producdo, ou seja, somente é
utilizada quando ha realmente necessidade, na busca do restabelecimento do equilibrio
vegetal. Assim, ndo é reconhecida como um elemento estritamente obrigatério ao cultivo, e

seu uso ou ndo depende das demandas durante o ciclo de cultivo.

Ha inimeros trabalhos que comprovam a sua eficiéncia em diversas espécies vegetais
e com os mais variados medicamentos homeopaticos, inclusive relatando que as plantas
respondem aos estimulos homeopaticos (ROSSI et al., 2007). Visto que, ndo é uma alternativa
especifica ao cultivo organico, podendo ser utilizada na agricultura convencional, juntamente
com produtos quimicos e, mesmo assim, ha eficacia. Além disso, neste sistema de producéo é
abordada para o controle de pragas e doencas com carater de resisténcia ao controle quimico.
E, ao invés de despejar no solo uma excessiva carga de produtos quimicos as plantas, é viavel,
economicamente e ambiental, a aplicacdo de um medicamento homeopético que propicie 0
mesmo efeito. Pois € uma alternativa compensatoria para a agricultura, com baixo custo,
autonomia do agricultor, qualidade de vida e producéo, e preservacdo ambiental (CASALI et
al., 2010).

Atualmente para o0s vegetais ndo ha uma matéria médica homeopéatica com a
prescricdo dos medicamentos homeopaticos. Por isso, € necessaria a experimentacdo em
plantas sadias, com o0 objetivo de causar e elucidar os efeitos proporcionados pelos
medicamentos homeopaticos e, assim, relatar seus possiveis usos. Isso justifica a escolha da
utilizacdo de Phosphorus no cultivo de camomila, pois é um medicamento utilizado em casos
de deficiéncia do elemento quimico fésforo no solo e em plantas com reducdo da taxa
fotossintética (TICHAVSKY, 2007; BONATO, 2014; RESENDE, 2014), mas sem respostas
nos quesitos de produtividade vegetal, principalmente quando aplicado em espécies
medicinais como a camomila. Entretanto, a resposta homeopatica é oscilatéria dentro do
grupo de dinamizacg®es utilizadas. Dessa forma, € importante avaliar diferentes dinamizacdes

de um mesmo medicamento homeopatico e, assim, estuda-se uma faixa de dinamizacgdes em
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que ha diferencas energéticas e de quantidade de moléculas, como no presente estudo de 3CH
a 30CH.

As plantas medicinais sdo pecas chave no estudo dos efeitos proporcionados pelos
medicamentos homeopaticos, pois respondem rapidamente e facilmente sdo perceptiveis os
efeitos, visto a acdo no metabolismo secundario (ANDRADE; CASALI, 2011; ANDRADE et
al., 2012). Um exemplo claro disso sdo os resultados obtidos no presente estudo com a
camomila, que é uma espécie medicinal usada hé séculos pela humanidade. Mas o destaque
desta espécie deve-se as suas inUmeras propriedades terapéuticas que contribuem para a
camomila estar entre as espécies medicinais mais consumidas mundialmente e com maior
area de cultivo no Brasil. Em virtude desta importancia medicinal da camomila no ambito
nacional e mundial, como também da caréncia de informacdes sobre seu cultivo com o uso de
medicamentos homeopaticos, objetivou-se o estudo desta espécie no presente trabalho. Pois, 0
cultivo de plantas medicinais ndo deve contemplar contaminac@es ou residuos quimicos, em
razdo destes comprometer a finalidade terapéutica da espécie e, assim, 0s medicamentos

homeopéticos configuram-se como alternativa de uso.

O primeiro passo da experimentagdo vegetal com medicamentos homeopaticos €
observar 0 que este medicamento causa (efeito) nas plantas, ou seja, qualquer alteracédo
encontrada nas plantas. Na camomila esse processo € relatado nos artigos 1 e 2. Nessa fase foi
possivel observar que a camomila respondeu de forma positiva as diferentes dinamizacgdes de
Phosphorus utilizadas, exceto em algumas variaveis morfoldgicas como numero de flores
planta™, massa seca planta™, massa seca hectare™, nimero de ramos e altura de planta. Essas
minimas alteracGes nos caracteres supracitados podem ser justificadas pelo equilibrio da
planta no ambiente de cultivo, pelas 6timas condigdes proporcionadas e, também, por estas
caracteristicas serem determinadas muito mais pelo fator genético do que pelas condicdes de

ambiente.

A resposta positiva da camomila ao Phosphorus foi por meio da alteracdo de alguns
caracteres, principalmente aqueles relacionados a inflorescéncia da espécie, como 0 aumento
na produtividade de capitulos florais por hectare com a dinamizagdo 30CH e o acréscimo no
didmetro e altura de inflorescéncia com o emprego da dinamizacdo 3CH. Fatores que estdo
diretamente relacionados a produtividade de 6leo essencial e a parte comercializavel do

cultivo (flores), podendo assim, agregar valor na producéo de flores sem a necessidade do uso
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excessivo de insumos quimicos. Buscando a resposta desta inferéncia na producdo de 6leo

essencial foi elaborado o segundo artigo.

Ao avaliar o teor, a produtividade e a composicao do 6leo essencial é perceptivel que o
medicamento homeopatico Phosphorus proporcionou efeitos diretos no metabolismo
secundario de camomila. As dinamizacfes de Phosphorus alteraram a concentracdo dos
analitos no 6leo essencial, especificamente, com incremento da concentracdo dos principais
compostos, bem como, a dinamizacdo 3CH proporcionou maior teor e produtividade de éleo.
Novamente, esses resultados reafirmam a atuacdo dos medicamentos homeopéticos no
metabolismo secundario de plantas medicinais, como um fator estimulante e também como

uma ferramenta para agregar valor a producéo.

As plantas medicinais apresentam inUmeras propriedades terapéuticas, mas alguns
compostos presentes no chd ou no 6leo essencial podem ser potencialmente toxicos e
ocasionar dados ao organismo humano (FREITAS et al., 2014), principalmente quando a
espécie é submetida a diferentes formas de cultivo, que atuam diretamente na variacdo dos
compostos no metabolismo secundario, como é o caso dos medicamentos homeopaticos.
Essas averiguacdes podem ser realizadas por meio de sistemas testes vegetais, como o teste de
Allium cepa (DIAS et al., 2014; SANTOS et al., 2017) e, dessa forma, conferir o potencial
genotoxico das infusbes e do 6leo essencial, a fim de garantir o uso seguro da espécie
medicinal. Deste modo, no artigo 3, foi observado que o cultivo com Phosphorus, mesmo
proporcionando modificagdes no metabolismo secundario da camomila, ndo induziu um efeito
genotoxico no uso de infusBes e dleo essencial e evidenciou atividade antiproliferativa sobre o
ciclo celular de Allium cepa, favorecendo o cultivo sustentavel e o uso seguro desta espécie
medicinal quando cultivada com medicamentos homeopaticos. Também, promoveu uma

minima variacdo na concentracdo de apigenina nas infusdes de camomila.

Em condigdes ideais de cultivo e considerando a planta em equilibrio, os efeitos
causados pelo uso de Phosphorus no cultivo de camomila foi positivo e pode ser utilizado em
plantas com baixa producdo de flores ou Oleo essencial. Entretanto, ainda faltam
esclarecimentos da atuacao deste medicamento homeopéatico em uma condicéo de cultivo com
restricdo nutricional. Pois, os nutrientes séo limitantes ao crescimento vegetal e, desta forma,
0 medicamento homeopatico pode auxiliar no equilibrio e adaptacdo da planta as condicGes

adversas, auxiliando na conclusdo do ciclo vegetal. Neste contexto foi elaborado o quarto



140

artigo buscando esclarecer a influéncia do medicamento homeopético Phosphorus em uma

condicdo de estresse para o vegetal, com énfase, principalmente, na producéo de flores.

No cultivo de camomila sob restrigdo do elemento quimico fosforo, primeiramente, foi
observado que esta condi¢do nao limitou a produtividade de flores, que, de modo geral, foi
superior aos 400 kg ha™, valor considerado média de producdo nacional. Contudo, quando
comparado a producdo de flores no primeiro experimento, com condigdes 6timas de cultivo e
fornecimento adequado de nutrientes, houve uma reducdo com perdas de, aproximadamente,
200 a 300 kg ha™. O mesmo comportamento ocorre para o didmetro e altura dos capitulos
florais. Avaliando as solugfes nutritivas, a associacdo da restricdo de fosforo com a aplicacéo
de Phosphorus 3CH, possibilitou uma producéo superior quando confrontada com a restricao
sem a aplicagdo do medicamento homeopatico. No entanto, em uma condi¢do 6tima de
fornecimento de nutrientes e sem a aplicacdo de Phosphorus 3CH, foi observado os melhores
resultados. Potassio e manganés foram o0s nutrientes com as maiores concentragdes
acumuladas no tecido vegetal de camomila. Alem da producéo vegetal, também se observou a
reposta quanto ao 6leo essencial, descrita no quinto artigo, no qual foi possivel concluir que a
aplicacdo de Phosphorus 3CH e a restricdo de fosforo ndo estimularam aumentos no teor e
produtividade de 6leo essencial, e 0 estresse promovido pela restricdo de fosforo aumentou a

concentracdo dos analitos majoritarios presentes no 6leo essencial de camomila.

Cabe salientar que as duas condicdes de cultivo de camomila, no primeiro momento,
com a identificacdo dos efeitos promovidos pela aplicacdo de Phosphorus, e, em segundo,
avaliando a restricdo de fosforo, apresentaram uma grande divergéncia de producdo,
visualmente e numericamente. No primeiro momento, a camomila foi cultivada em substrato,
a qual apresentou pleno crescimento e desenvolvimento, inclusive com flores grandes e
vistosas, também convém destacar um sistema radicular vigoroso, com raizes bem formadas e
intenso crescimento, muitas vezes alcancando a bancada de cultivo (avaliado visualmente).
No segundo momento, mesmo com a condigdo de restricdo, as plantas foram cultivadas em
areia e ndo apresentaram um crescimento e desenvolvimento acentuado, fato observado na
solugdo nutritiva padréo. As plantas ndo emitiram ramificacdes laterais, apresentaram flores
pequenas e o sistema radicular cresceu minimamente. Assim, este fator experimental pode ter
interferido no resultado final, pois a dinamizacdo 3CH foi uma das quais estimulou a
producdo de flores no primeiro experimento e, no segundo, teve resultado inferior a solucéo
nutritiva padrdo sem aplicacdo de Phosphorus. Houve também distingdo no acimulo de

nutrientes quando contrastado essa dinamizacdo nas duas condicGes de cultivo. Desse modo, é
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possivel inferir que a camomila ndo tolera e ndo apresenta um crescimento e desenvolvimento

vigoroso quando cultivada em areia.

O uso de medicamentos homeopaticos possibilita uma agricultura sustentavel, com
reducdo da contaminacdo na producéo de alimentos e do ambiente, principalmente em plantas
medicinais. A ciéncia homeopatica se insere como uma funcéo social nos sistemas de cultivo
atuais. Nos vegetais atua na fisiologia das plantas e nas espécies medicinais age diretamente
no metabolismo secundéario, alterando 0s compostos responsaveis pelas propriedades
terapéuticas, mas sem causar um efeito téxico nos subprodutos oriundos desses sistemas de
cultivo. Neste estudo foi avaliado apenas um medicamento entre tantos, mas ainda faltam
esclarecimentos no referencial cientifico das possiveis rotas metabolicas que os medicamentos
homeopaticos atuam e que resultam nas alteracdes de resposta do metabolismo secundario

vegetal.
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9. CONCLUSAO GERAL

O medicamento homeopatico Phosphorus promove efeitos no cultivo de camomila,
que responde de forma positiva.

A produtividade de flores por hectare pode ser incrementada com a aplicacdo da
dinamizacgdo 30CH que eleva os teores de nitrogénio e ferro no tecido vegetal.

O didmetro e altura dos capitulos florais aumentam com o emprego da dinamizagéo
3CH, que também ¢ eficiente em aumentar o teor e a produtividade de 6leo essencial em

camomila, em condi¢es ideais de cultivo.

O cultivo com Phosphorus ndo induz um efeito genotoxico no uso de infus@es e 6leo
essencial de camomila e evidencia atividade antiproliferativa sobre o ciclo celular de Allium

cepa.

A aplicagdo de Phosphorus 3CH e a restri¢do de fosforo ndo estimulam aumentos no
teor e produtividade de 6leo essencial, e 0 estresse promovido pela restricdo de fdsforo

aumenta a concentracdo dos analitos majoritarios presentes no 6leo essencial de camomila.

A restricdo de fosforo ndo minimiza a produtividade de flores em camomila, com

valores superiores a média nacional de 400 kg ha™.

O cultivo de camomila é dependente do macronutriente potassio, pois é o nutriente

com maior acimulo no tecido vegetal de camomila, independente da condicdo de cultivo.

O medicamento homeopatico Phosphorus 30CH e 3CH podem ser utilizados em
plantas que apresentam baixa producdo de flores, massa fresca e O&leo essencial,

respectivamente, em condigdes favoraveis de cultivo.

A camomila ndo apresenta crescimento e desenvolvimento satisfatorio no cultivo com

areia em ambiente protegido.

O cultivo de camomila em ambiente protegido proporciona a realizacdo de até cinco

colheitas de flores.
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APENDICES

APENDICE A. Cultivo e producéo de camomila em substrato (A). Plantas de camomila ap6s
a colheita (B).
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APENDICE B. Oleo essencial de camomila (A). Colheita manual dos capitulos florais (B).
Oleo essencial de camomila diluido a 0,10% (C). Experimento de genotoxicidade (D). Cultivo

e floracdo de camomila em substrato (E). Cultivo e floracdo de camomila em areia (F). Raiz
de camomila cultivada em areia (G).




