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Cultura Monoclonal de Erva de Bicho (Polygonum acre H. B. K. var aquatile) para
Produgao de um Fitoterapico em Escala Comercial
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RESUMO:; Uma das maiores dificuidades enfrentadas pela industria dos fitoterapicos & a falta de constancia
nas caracteristicas dos lotes de fitoterapicos produzidos, que pode decorrer tanto de fatores genéticos
quanto ambientais, Visando evilar a variagéo genélica loi utiizada a técnica de micropropagagio para a
produgéo de mudas de Erva-de-bicho monoclonais, em quantidade suficiente para a produgao de pomada
em escala comercial, As plantas foram desinfestadas, os segmentos nodais retirados e introduzidos em
meio de Murashige & Skoog (MS). Das plantulas obtidas, trés clones foram micropropagados em meio
MS sem adigao de reguladores de crescimento, sob intensidade luminosa de 23 (moles. m2.s', 16h de
fotoperiodo, a 2642°C. No processo de aclimatagao, as plantulas foram transferidas para sementeiras de
isopor contendo condicionador de sclo e mantidas por 30 dias em casa de vegetagao. Apds os 30 dias,
foram transferidas para solo, com espagamento de 40 X 40cm. Em campo as plantas desenvolveram
novos brotos na base, em média 14,2 por planta (n=90), chegando ao total de 1194 brotos, 0s quais
chegaram a atingir 2,0 m de altura em seis meses, quando foram colhidas. Durante todo o cultivo, nao foi
usado nenhum tipo de defensivo ou adubo quimico. Apés a colheita, as plantas foram lavadas e secas ao
abrigo da luz do sol. Foram produzidos de 120Kg de planta seca que foram trituradas e ulilizadas na
preparacdo do extrato hidroalcodlico, adicionado & base anidra para a produgac da pomada, Este método
permitiu uniformizar geneticamente os lotes de fitolerapicos.

Palavras-chave: fitoterdpicos, cultura in vifro, micropropagagao, Polygonum acre.

ABSTRACT: Monoclonal culture of Erva-de-bicho (Polygonum acre H.B.K. var. aquatile) for
commercial scale production of a phyto-therapeutic medicine. The aim of this work, as one of the
greatest problems that the industry has to deal with is the absence of hormogeniety among different batches
of materials acquired for production of phyto-medicines. Heterogeniety comes from plant characteristics
found among different raw matarial suppliers. There are diferences in size, color, and chemical composition
of medicinal substances due to both genetic and environmental factors. In order to avoid this problem, the
technique of cloned micro-propagation of plants was employed to obtain shoots of erva-de-bicho in sufficient
quantity to permit production in an industrial scale. Polygon acre plants were purchased from a supplier in
a popular market, identified by a botany expert, then deposited in the Herbarium of Inst. of Biology at
UFRJ. The plants were decontaminated, their nodal segments removed and introduced into Murashige &
Skoog (MS) medium. Three clones from the resulting shoots were micro-propagated in MS medium without

growth regulators under a photo-period of 16hrs al intensity of 23 (mol.m?. 5'') and at 2532°C. During the
process of acclimatization, the micro-propagated plants were transferred into inoculated seed plots in
isopor containers and kept in a green house for 30 days, with trequent sprinkling with filtered and UV-
sterilized water. At the end of 30 days, the plants were transferred to soil, with spacing of 40x40cm. When
in soil, the plants developed an average of 14.2 new shoots at their base, to a total of 1194 shoots, with
more than 2.0m each after 6 months. The plants were then harvested, at early moming, washed and dried
in the shade, within textured walls and on textured shelves. Thick layers were avoided to prevent fungi
growth. The process yielded 120kg of dry material. The aerial pans were crushed and ground, and used lo
prepare hydro-alcoholic extracts to be put into a topic medicine of anhydrous base. This method, together
with controlled field conditions during cultivation, permitted genetic uniformity of batches of phyto-therapeutic
madicines.
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INTRODUGAO

Polygonum acre H. B. K. var. aquatile
(Meisner, 1855) & da familia Polygonaceae, sendo
vulgarmente conhecida como Erva-de-bicho ou
Pimenta-d'agua (Machado, 1949; Joly, 1976; Teris
& Threes, 1994). E uma espécie comum nas

Recebido para publicacio em 12/07/01 e aceito para publica-
cdoem 05/10/01.

Américas (Simdes et al., 1998); crescendo
prelerencialmente nos panltanos, em lugares unmi-
dos, na beira de rios e em terrenos um pouco se-
cos que formam a transigéo entre os brejos e os
campos (Pio Corréa, 1984).

A planta inteira é usada na preparagao de
infusos, tinturas ou banhos. Externamente, sob a
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forma de compressas, a infusdo da planta é
utilizada sobre varizes inflamadas e sobre Ulceras
varicosas, os banhos sao utilizados no tratamento
contra sarma (Teixeira, 1989). Em preparagdes
farmacéuticas, as pomadas e 0s comprimidos sdo
indicados no tratamento de hemorroidas (Simoes
ef al, 1998). As agOes terap@uticas desta planta
séo atribuidas aos elevados teores de taninos e
flavondides (Simdes et al., 1998) e a presenga do
sesquiterpeno dialdeido poligodiol (Barnes &
Lorder, 1962: Kubo & Taniguchi, 1988; Teris &
Threes, 1994). P. acre exerce uma agao
hemostdtica tépica, diminui a permeabilidade
capilar e aumenta a resisténcia dos vasos
(Joachimovits, 1959), apresenia efeito anti-
hemorragico (Teixeira, 1989), antipirético,
bradicardico e hipotensor (Simdes el al., 1989),
antidiarréico (Almeida ef al, 1995), antifungico
(Freixa et al., 1998) e antiviral contra o virus
respiratério sincicial (Kott et al., 1999).

Ao contrario das drogas farmacéuticas,
os fitoterapicos nao possuem um padrao quanto
aos lipos e quantidades de ingredientes ativos.
Os principios ativos podem sofrer variagdes
devido a diferentes fatores ambientais e genéticos
(Currier et al., 2000). A micropropagagdo ¢ uma
das técnicas da cultura de tecidos mais utilizadas
e aquela de maior impacto (Grattapaglia &
Machado, 1998), que tem sido considerada uma
alternativa para a produgéo de planias em escala
comercial (Roul et al., 2000), viabilizando a
produgdo de plantas monoclonais em grande
quantidade, cultivadas em locais previamente
selecionados, evitando inclusive o extrativismo,
responsavel pela extingdo de muitas espécies
(Evans et al, 1983). Deste modo, a
micropropagagao consfitui-se em uma forma de
padroniza¢do de matéria-prima vegetal, cujo
aspecto & de alla relevdncia pois tem sido um
dos entraves para validagao de filoterapicos,
como citado por Currier et al. (2000).

Cabe aqui ressaltar o caraler pioneiro
deste lipo de abordagem biotecnolégica, visto que
0 uso da micropropagagao, com fins comerciais
tem sido utilizada em diversas culturas, como
batata, milho, aveia e trigo (Evans ef al, 1984),
mas & incomum nos sistemas produtivos que se
utilizam de plantas medicinais.

Nesle trabalho, a micropropagagao foi
utilizada com o objetivo de produzir uma cultura
monoclonal de Polygonum acre, como alternativa
para produgao de matéria-prima vegetal
homogénea e de qualidade para fabricagdo de
fitoterapico.

MATERIAL E METODO
Identificacéo da espécie

Exsicatas de Polygonum acre H.B.K. var
aquatile foram preparadas com plantas
aclimatadas da cultura in vitro ja estabelecida. A
identificagdo da espécie foi feita pela Professora
Doutora Cecilia Maria Rizzini do Instituto de
Biologia/CCS/UFRJ. A exsicata encontra-se
depositada no Herbario do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia (RFA) - UFRJ,
sob a inscrigo 23928.

Estabelecimento da cultura in vitro

Para introdugéo in vitro de P. acre foram
utilizadas mudas adquiridas em feira livre, que
apods cultivo e floragdo foram identificadas como
referido. Para a desinfestagao, foram isolados os
segmentos nodais da planta, submetendo-0s a
banhos subsequentes em &gua corrente com
detergente liquido, para depois permanecerem por
5 minutos em dlcool 70%. Transferidos para
ambiente estéril, os segmentos nodais foram
lavados trdés vezes em agua destilada estéril,
sendo posteriormente imersos por 5 minutos, em
agua sanitdria 20% e novamente lavados trés
vezes em agua destilada estéril. Concluida a
desinfestagdo, os segmentos nodais foram
inoculados em meio de Murashige e Skoog - MS
(Murashige & Skoog, 1962) solidificados com
7g0.L"' de agar e esterilizados em autoclave a
121°C e 1,1 kgf.cm?, durante 15 minutos.

As plantulas regeneradas dos segmentos
nodais foram selecionadas para micropropagagao
em meio MS e subcultivadas a cada 4 meses.

O material vegetal in vitro de P. acre foi
mantido em sala de crescimento a temperatura
de 25°C+1, intensidade luminosa de 23 jumoles
em?. s' e fotoperiodo de 16/8 horas.

Aclimatagéo

Plantulas de P. acre com 2 a 3 meses de
idade, cultivadas em meio MS, foram levadas a
Fazenda Bom Jardim, regido de Muriaé no Estado
de Minas Gerais, no periodo de setembro de 1999
a junho de 2000. Apés serem retiradas dos frascos
de cultura, o excesso de meio de suas raizes foi
removido com agua e as plantulas foram
acondicionadas em sementeiras, preparadas com
condicionador de solo da marca Plugmix. As
semenieiras com as plantulas permaneceram
durante 30 dias em casa de vegetagdo onde
receberam freqlente aspersdo de agua filirada
esterilizada com luz ultravioleta. Ao final deste
periodo, as plantulas foram transferidas dois
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canteiros de 18,9 m X 0,92 m, com o espagamento
entre as plantas de 40cm X 40cm. As plantas néo
receberam quaisquer defensivos ou adubos
quimicos, durante todo o periodo de permanéncia
no campao.

Colheita, secagem e produgéo do fitoterapico

As colheitas foram realizadas no inicio da
manha. As plantas foram cortadas com facdo, de
modo a preservar no solo as raizes e paries do
caule que pudessem regenerar novas plantas.
Apos a colheita as plantas foram lavadas e secas
@0 abrigo da luz do sol, em ambiente com paredes
de tela, sobre prateleiras de tela bem espagadas
entre si, evitando o empilhamento excessivo para
minimizar a proliferagao de fungos. A planta seca
foi entregue ao laboratério fabricante do
litoterapico.

RESULTADO E DISCUSSAO
Estabelecimento da cultura in vitro

O processo de desinfestagéo viabilizou a
introdugdo de 4 clones, todos subcultivados em
meio MS com sucesso, porém baseado em
critérios como vigor e maior velocidade de
crescimento, somenie 1 (um) clone foi
selecionado (Figura 1) para produgdo de mudas
monoclonais utilizadas na fabricagao do
fitoterapico.

FIGURA 1: Polygonum acre cultivada in vitro,
plantulas com 2,5 meses de cultura.

A rizogénese ocorrey de modo a
possibilitar a aclimatagio apds 60 dias do inicio
da cultura, todavia, algumas plantas foram
aclimatadas ap6s 90 dias.

Aclimatagao e desenvolvimento das plantas
cultivadas no campo

Nao ocorreram quaisquer diferengas no
padrdo de desenvolvimento das plantas
aclimatadas apdés 60 ou 90 dias de cultivo in vitro.
Todas foram micropropagadas em meio MS sem
adigdo de reguladores de crescimento, pois 0 meio
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MS foi suficiente para o pleno estabelecimento
das plantas.
No periodo de setembro de 1999 a junho
de 2000 foram aclimatadas 373 plantulas de F
acre. As plantulas que foram transferidas da
cultura in vifro para a sementeira e posteriormente
para o campo (Figuras 2 e 3), adaplaram-se muito
bem as novas condigbes a que foram submetidas,
com 100 % de sobrevivéncia. Na Figura 2, pode-
se observar o aspecto geral da planta, em
condigbes de transferéncia para o solo, apés um
més em processo de aclimatagao na casa de
vegetacao.

FIGURA 2: Plantulas transferidas para a
sementeira, mantidas na casa de vegetagao ha 1
(um) més.

FIGURA 3: Plantas floridas com 5 meses de
cultivo no campo.

Segundo Pio Corréa (1984), P. acre tem
tamanho variavel, alcangando geralmente menos
de 1 (um) metro de altura, porém a parle aérea
das plantas aclimatadas alcangou ate 2,00 metros
de altura e cada planta regenerou em media 14,23
novos brotos (n=90) depois de .5 meses de cultivo
no campo, resultando no aumento da produgao
de matenal vegetal. Foi registrada a floragao das
plantulas de P acre no inicio do 5° més de cultivo
no campo, no més de margo de 2000 e também
nos meses de novembro e dezembro de 2000
(Figura 3), seguida pela formacgao de frutos com
sementes viaveis, pois grande parte das sementes
germinaram depois que os frulos cairam no solo.

Diversos fatores como temperatura, luz,
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umidade, altitude e latitude influenciam no
desenvolvimento de plantas cultivadas em campo
{Junior ef al, 1994), portanto o local onde foram
feitas as culturas de Erva-de-bicho foi satisfatério,
como prova o bom desenvolvimento das plantas.
Alem disso, & fato conhecido que a passagem da
planta pela cultura in vitro leva a melhoria de
produtividade (Grattapaglia & Machado, 1999).

Colheita, secagem e producgao do fitoterapico

O método de colheita adolado nao
acarretou perda das plantas cultivadas. Como as
plantas nao foram arrancadas do solo e sim
cortadas, as raizes e 0s peguenos pedacgos de
caule que permaneceram no solo regeneraram
novas plantas em pouco tempo. As plantas
formadas a partir da germinagio das semenles
que cairam no solo foram lodas retiradas para a
salvaguarda do clone.

O periodo ideal para secagem das plantas
fol de duas semanas no ambiente de secagem
utllizado, ndo foram encontrados insetos, fungos
ou quaisquer oulros tipos de contaminagdo no
matenal durante o processo. As plantas cultivadas
em 35 m? deram origem a 120kg de matéria-seca,
o sulicienle para a produgao de 1.200Kg de
pomada.

Este material foi entregue para a
produgao, em escala comercial, de um fitoterapico
indicado para o tratamentc de hemorroidas e
varizes. O fitoterapico produzido consiste em uma
pomada que contemn extrato fluido das plantas de
P acre, aclimatadas no campo.

CONCLUSAO

Pelo resultado pode-se concluir que o
processo utilizado para a micropropagagao
viabilizou a produgéo de cultura monoclonal de
P. acre in vitro.

O protocolo de micropropagagao
eslabelecido para P. acre é viavel, pois as plantas
produzidas eram saudaveis e apresentaram bom
desenvolvimento no campo. O rendimento da
cultura foi compativel com o uso comercial,
eliminando o carater extrativista do processo de
produgéo.

Os procedimentos utilizados para
aclimatagdo das plantas demonstraram alta
eficiéncia, visto que nio foram observadas perdas
durante esse processo.

A colheila @ a secagem das plantas
utilizadas na fabricagao do fitoterapico foram bem
sucedidas, assim como a fabricagdo do
fitoterdpico, sob a forma farmacéutica de pomada,
onde foram utilizadas plantas monoclonais de P

acre, cuja origem, identidade e qualidade do
material botanico eram garantidos.
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