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RESUMO

O desenvolvimento de metodologia altamente discriminatéria para a identificacdo e
caracterizacao de gendtipos das espécies de plantas medicinais regulamentadas pelo sistema
pUblico de saude brasileiro (SUS) é de suma importancia para o controle de qualidade
destas espécies como matérias-primas na producdo de medicamentos fitoterapicos,
consequentemente, minimizar o risco sanitario associado a ineficacia terapéutica devido ao
uso de matéria prima de identidade duvidosa. Por isto, foi utilizado o método RAPD-PCR para
a elaboracéo de um perfil genético de trés espécies de plantas medicinais regulamentadas
pelo SUS do Brasil: Mikania glomerata, Maytenus ilicifolia e Schinus terebinthifolius, a
partir de exemplares destas plantas, que foram cedidas pela Colecdo Tematica de Plantas
Medicinais do Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Os 60 iniciadores
utilizados no RAPD-PCR com o DNA das trés espécies geraram 1284 produtos amplificados
que variaram de 100-1500 pb. Foram selecionados cinco iniciadores que geraram no
total 76 fragmentos entre 200-1100 pb com astrés espécies, sendo os iniciadores OPG18,
OPA7 e OPG17 para a Mikania glomerata, os iniciadores OPG20, OPC13 e OPA11 para a
Maytenus ilicifolia e OPA4, OPA18 e OPG14 para a Schinus terebinthifolius e os iniciadores
OPA17 e OPC6 para as trés espécies. Os perfis resultantes permitiram a identificacdo
eficiente das espécies. Foram identificados iniciadores que geraram um Unico fragmento
que poderdo servir para desenhar um iniciador especifico, que podera ser usado na
identificacao da planta em produtos como monofarmacos e associacoes.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapicos; Controle de Qualidade; Perfis genéticos; RAPD

ABSTRACT

Development of a highly discriminatory method for the identification of genotypes and
species of medicinal plants regulated by the Brazilian public health system (SUS) is of
paramount importance for the quality control of these species as raw material in the
production of herbal medicines in order to minimize the health risks associated with
ineffective therapy using raw materials of uncertain identity. We used RAPD-PCR to
generate genetic profiles of three medicinal plant species regulated by SUS in Brazil,
Mikania glomerata, Maytenus ilicifolia, and Schinus terebinthifolius, from the specimens
of these plants donated by the Theme Collection of Medicinal Plants of the Instituto
de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro. The 60 arbitrary primers used for
RAPD-PCR with DNA from the three species generated 1284 amplified products ranging
from 100 to 1500 bp. Five primers generating a total of 76 fragments between 200 and
1100 bp from the three species were selected: OPG18, OPA7, and OPG17 for Mikania
glomerata; OPG20, OPC13, and OPA11 for Maytenus ilicifolia; OPA4, OPA18, and OPG14
for Schinus terebinthifolius; and OPA17 and OPCé for the three species. The profiles
generated allowed the effective discrimination of the species. Primers were identified
that generated a single fragment that can serve to determine a specific marker for use in
the identification of plant products either in isolation or in association.

KEYWORDS: Herbal Medicines; Quality Control; genetic profiles; RAPD
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INTRODUCAO

A Organizacado Mundial de Salde (OMS) estima que 80% da popu-
lacdo mundial, principalmente a dos paises em desenvolvimento,
utiliza a chamada medicina tradicional para suprir as suas neces-
sidades médicas primarias. A OMS instituiu em 1977 um programa
de incentivo ao estudo das plantas medicinais. Das 252 drogas
consideradas basicas, 11% sao de origem vegetal'. Afirma-se que
o mercado mundial de drogas de origem vegetal movimenta cer-
ca de USS$ 12,4 bilhdes, sendo o consumo da Europa responsavel
por, aproximadamente, 50% deste mercado. No Brasil, estima-se
um gasto em torno de 1 bilhao de reais/ano?.

Entretanto, nem sempre uma mesma planta tem a mesma deno-
minac&o popular entre as varias regides brasileiras, o que pode ter
profundas consequéncias em termos de vigilancia a satde. Sendo
assim, procedimentos capazes de identificar inequivocamente as
espécies vegetais recomendadas ¢ de fundamental importancia
para a vigilancia sanitaria e o controle da qualidade destes pro-
dutos. Um diagnostico determinou que, em geral, os produtos a
base de plantas medicinais produzidos na América Latina apresen-
tam baixa qualidade, contribuem para isso a dificuldade de obter
plantas medicinais em quantidade e em qualidade desejadas, a
falta de conhecimentos tecnoldgicos e o desconhecimento ou a
inexisténcia de processos de controle da qualidade®*.

Considerando a aprovacao e a regulamentacao da producao, dis-
tribuicao e o uso de 71 plantas medicinais, particularmente, sob
a forma de drogas vegetais no Sistema Unico de Salde (SUS),
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, este trabalho teve
por objetivo demonstrar a utilizacdo da técnica de RAPD-PCR na
identificacdo de trés espécies de plantas medicinais regulamen-
tadas pelo Sistema Unico de Salde do Brasil: a Mikania glomera-
ta (guaco), a Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) e a Schinus
terebinthifolius (aroeira-da-praia)>*. Estas plantas foram sele-
cionadas devido ao amplo uso popular.

0 guaco pertence a familia da Asteraceae e seu uso medicinal é
no combate a tosse e problemas respiratorios’; a espinheira-san-
ta pertence a familia da Celastraceae e é usada em displasias,
gastralgias hipercloridricas, anti-flatuléncia e anti-ulcerogénico;
a aroeira-da-praia pertence a familia da Anacardiaceae e pos-
sui propriedades antialérgica, anti-inflamatoria, antibacteriana,
antiflingica, antioxidante, antiulcerogénica e cicatrizante®.

Métodos como o DNA “fingerprinting” RAPD-PCR e RFLP-PCR s&o al-
gumas das técnicas atualmente usadas nestas caracterizacoes’?°. A
técnica RAPD-PCR consiste na amplificacdo de DNA gendmico por PCR
utilizando iniciadores de sequéncia arbitraria com 10 nucleotideos™.

MATERIAIS E METODOS

Amostras das plantas

O trabalho foi desenvolvido no Setor de Biologia Molecular do De-
partamento de Microbiologia do Instituto Nacional de Controle da
Qualidade em Salde da Fiocruz. As folhas das trés espécies de
plantas estudadas foram obtidas por meio de coletas provenientes
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da Colecdo Tematica de Plantas Medicinais do Instituto de Pes-
quisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro. As folhas foram co-
locadas em sacos selaveis de polietileno e transportadas para o
laboratorio. As folhas foram desinfetadas com alcool (70% v/v),
em seguida lavadas com agua esterilizada e alcool (96% v/v) e
mantidas congeladas a - 20°C até a extracao do DNA.

Isolamento do DNA Genémico

O DNA gendmico foi isolado a partir de amostras de folhas que
foram desinfetadas, retirou-se as partes duras e as nervuras das
folhas. As amostras foram colocadas em um gral estéril contendo
nitrogénio liquido, completamente moidas, com auxilio de um
pistilo estéril e, em seguida, submetidas a extracdo de DNA.

Na extracao do DNA do guaco foram utilizados os detergentes
Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB) e Dodecil Sulfato de
Sodio (SDS 20% m/v)". Cerca de 150 mg do material moido fo-
ram extraidos com 1000 pL de detergente CTAB (20 g CTAB/L;
1,4 M NaCl; 0,1 M Tris-HCl; 20 mM EDTA, pH 8,0) e aquecidos a
65°C em banho seco durante 90 minutos e posteriormente cen-
trifugado a 14000 g por 10 minutos. A 500 pL de sobrenadante
foram adicionados de 200 pL cloroférmio e, apos centrifugacéo a
14000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para outro
tubo e, nele, foi adicionado um segundo tampao contendo CTAB
(5 g CTAB/L; 40 mM NaCl; pH 8,0). Apos incubacéo a temperatura
ambiente por 90 minutos, o tubo foi centrifugado a 14000 g por
10 minutos e o sedimento foi dissolvido em NaCl (1,2 M) e adicio-
nado de 350 pL de cloroférmio. Apos nova centrifugacéo a 14000 g
por 10 minutos o sobrenadante foi tratado com igual volume de
alcool isopropilico gelado e incubado por 24 h a - 20°C, em seguida
foi centrifugado a 14000 g por 10 minutos a 4°C e o sedimento
contendo o DNA extraido foi secado a temperatura ambiente e
adicionado de 100 pL de agua purificada. O material foi deixado
por 24 h a 4°C e posteriormente ressuspenso com leve agitacao.

Na extracdo do DNA da espinheira-santa e da aroeira-da-praia foi
utilizada uma solucao de CTAB com B-mercaptoetanol. Este pro-
tocolo utiliza PVPP (polivinilpolipyrrolidona) 2 % (m/v) em agua
para eliminar produtos interferentes nas reacoes de PCR®. Cer-
ca de 150 mg do material moido foram extraidos com 700 pL de
tampao de extracao EB CTAB (para 100 mL de tampao: 2g CTAB/L;
2 g PVPP; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA pH 8,0; 100 mM Tris-HCL pH 8,0;
2 mL mercaptoetanol) e aquecidos a 65°C em banho seco durante
120 minutos e posteriormente centrifugado a 14000 g por 10 minutos.
A 500 pL de sobrenadante foram adicionados de 500 pL de solucao de
cloroférmio e alcool isoamilico (24:1 v/v) e agitado por 5 minutos.
Apos centrifugacdo a 14000 ¢ por 10 minutos, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo, neste tubo foi adicionado isopropanol
(2/3 do volume de sobrenadante) e incubado a temperatura ambien-
te por 90 minutos. Apés centrifugacdo a 14000 g por 10 minutos, o
sedimento foi lavado com tampao WB (76 % Etanol; 10 mM acetato
de amonia) e seco ao ar. O conteldo foi ressuspenso com 300 pL de
TE 1 X (10 mM Tris-HCl pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) e adicionado de
5 pL de RNAse (10 mg/mL). Ap6s a incubagéo por 30 minutos a 37°C,
adicionou-se 200 pL de solucao de NaCl (5 M) e reprecipitou-se com
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2/3 do volume do conteldo de etanol gelado (100 %). Apos incubacao
por 20 minutos a -20°C, centrifugou-se a 14000 g por 10 minutos e o
precipitado foi secado a temperatura ambiente e adicionado de 50 pL
de agua purificada. O material foi deixado por 24 h a 4°C e posterior-
mente ressuspenso com leve agitacao.

A pureza e concentracao do DNA isolado foram determinadas es-
pectrofotometricamente (GeneQuant-pro, Amersham Biosciences).

Andlise da RAPD-PCR

Para a reacao da RAPD-PCR foi utilizado o “kit Ready-To-Go RAPD
Analysis Bead” (Amersham Biosciences), de acordo com as ins-
trucdes do fabricante. Neste estudo foram utilizados 60 inicia-
dores com cada DNA: OPA1 a 20, OPC1 a 20 e OPG1 a 20 (Operon
Technology and Life Biosynthesis Incorporated).

As otimizacbes referentes a diluicdo do DNA e a avaliacdo da
reprodutibilidade da Reacao em Cadeia pela Polimerase (RAP-
D-PCR) utilizando a “bead” foi realizada através de RAPD-PCR
utilizando o DNA do guaco de procedéncia do Rio de Janeiro,
usando o DNA concentrado (apds a extracdo) e o DNA diluido
10 vezes com os iniciadores OPA 1 e OPA 10.

As reacoes de RAPD-PCR foram realizadas homogenizando
15 pL de agua (grau BM), uma “bead”, 5 L de iniciador diluido e
5 UL de DNA diluido (10 vezes), sendo a quantidade de DNA entre
25 e 50 ng para as trés espécies. As condigdes da termociclagem
foram: um ciclo de 95°C por 5 minutos; seguido de 45 ciclos de:
95°C por 1 minuto, 36°C por 1 minuto e 72°C durante 2 minutos;
extensao final a 72°C por 7 minutos.

Para visualizacao dos fragmentos da RAPD-PCR foi preparado um
gel contendo 2% (p/v) de agarose em tampao TBE pH 8,0 conten-
do de 3 pL de brometo de etidio (10 mg/mL). A eletroforese foi
desenvolvida por 120 minutos com tensao constante de 85 V em
cuba apropriada.

Andlise de dados

Foram determinados o nimero de fragmentos visiveis a olho nu
com intensidade média e alta no RAPD-PCR com o DNA de cada es-
pécie de planta medicinal utilizando os 60 iniciadores do estudo™.

Dos 60 iniciadores utilizados no RAPD-PCR de cada espécie, fo-
ram selecionados trés iniciadores especificos para cada planta
medicinal, que geraram fragmentos entre 200 e 1100 pb. Esco-
lheu-se um iniciador que nao gerou fragmento, um iniciador que
gerou o maior numero de fragmentos e um iniciador que gerou
apenas um fragmento. Quando nao foi encontrado um iniciador
que gerou um fragmento, foi escolhido o iniciador que gerou um
fragmento com intensidade alta no intervalo de pb do estudo.

Também foram selecionados dois iniciadores comuns dos 60 utili-
zados no RAPD-PCR das trés espécies que produziram fragmentos
distintos no intervalo entre 200 e 1100 pb que puderam ser utili-
zados na caracterizacao das espécies.
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Com os cinco iniciadores selecionados, trés especificos e dois co-
muns, foram gerados um perfil genético inequivoco (“fingerprint”)
para cada espécie de planta. Destes perfis foi gerada uma matriz,
onde os fragmentos do RAPD-PCR foram pontuados como auséncia
de fragmento (0), presenca de um fragmento (1). Em alguns in-
tervalos de 100 pb, foi necessario pontuar como presenca de dois
fragmentos (1,1) ou como presenca de trés fragmentos (1,1,1).

Esta matriz permitiu a comparacao entre os perfis obtidos uti-
lizando os dois iniciadores comuns que produziram fragmentos
distintos com o DNA das trés espécies de plantas. As compara-
coes foram efetuadas através dos calculos do coeficiente de dis-
similaridade ((b+c)/(2a+b+c)) e dos coeficientes de similaridade
Sorensen-Dice (2a/(2a+b+c)). Sendo a = 1,1 (presenca de ban-
da de mesmo peso molecular nos perfis comparados); b = 1,0 e
c = 0,1 (presenca de banda de determinado peso molecular em
um perfil e auséncia de banda de mesmo peso molecular no outro
perfil) e d = 0,0 (auséncia de banda de mesmo peso molecular
nos perfis comparados)'.

Amatriz também permitiu efetuar uma analise multivariada para
cada planta através da analise hierarquica de cruster. A analise
de cluster foi utilizada para o agrupamento de 19 locos na fai-
xa de pb do estudo, com os cinco iniciadores de cada planta.
O agrupamento foi feito com base em distancia euclidiana e o
método utilizado foi 0 da média entre grupos'™. Esta analise foi
utilizada para a construcao de um dendrograma para cada plan-
ta, para isto foi utilizado o Programa Action versao 2.6, da Esta-
tcamp. Como os dados foram binarios, para efetuar esta analise
foram necessarios pontuar com 1 os intervalos de 100 pb que
apresentaram dois fragmentos (1,1) e trés fragmentos (1,1,1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacao de uma solucao de PVPP (polivinilpolypirrolidona)
para eliminar produtos interferentes nas reacdées de PCR™? mos-
trou-se eficiente na extracao do DNA da espinheira-santa e da
aroeira-da-praia. As condicées para o desenvolvimento da Re-
acao em Cadeia pela Polimerase (RAPD-PCR) mostrou-se ade-
quadamente otimizada, os perfis mostraram-se eficientes, evi-
denciando um padrao de amplificacdo reprodutivel. Este fato
pode ser verificado quando comparamos os fragmentos obtidos
de replicatas de RAPD-PCR no gel “A” mesmo com o DNA con-
centrado ou diluido 10 vezes (pista 2 e 5 com OPA 1 e pistas 6
e 9 com OPA 10). Observa-se, também, que quando compara-
mos os géis “A” e “B” obtidos de RAPD-PCR desenvolvidas em
dias diferentes verificamos os mesmos fragmentos de pb obtidos
utilizando o OPA 1 (pistas 2 e 5 do gel “A” com a pista 1 do gel
“B”) e OPA 10 (pistas 6 e 9 do gel “A” com a pista 10 do gel “B”)
(Figura 1). Portanto, sugere-se, quando possivel, a utilizagao dos
reagentes necessarios a PCR na forma de esferas (kit Ready-To-
Go RAPD Analysis Bead, Amersham Biosciences).

Os perfis RAPD-PCR utilizando o DNA das trés espécies de plantas
com os 60 iniciadores geraram produtos amplificados que variam
de 100 a 1500 pb. Foram gerados 436 fragmentos pelos iniciadores
OPA (1-20), 398 fragmentos gerados pelos iniciadores OPC(1-20)
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OPA1 a 10

Gel A Gel B
14/setembro 22 /setembro

Figura 1. Gel A: Perfil em um gel (RAPD-PCR) usando o iniciador OPA 1 com DNA do guaco do Rio de Janeiro concentrado (pista 2) e diluido (pista 5) e DNA do
Parana concentrado (pista 3) e diluido (pista 4); usando o iniciador OPA 10 com DNA do guaco do Rio de Janeiro concentrado (pista 6) e diluido (pista 9) e DNA
do Parana concentrado (pista 7) e diluido (pista 8). Gel B: Perfil RAPD-PCR em um gel usando 10 iniciadores OPA (1 a 10) com DNA do guaco do Rio de Janeiro.

e 450 fragmentos gerados pelos iniciadores OPG (1-20), totali- iniciadores selecionados pode ser observado na Figura 2. Para
zando 1284 fragmentos observados para as trés espécies de plan- 0 guaco, foram selecionados os trés iniciadores especificos:
tas (Tabela 1). Os iniciadores que geraram um nico fragmento OPG18 (5’-GGCTCATGTG-3’), pois ndo gerou fragmento na
poder&o servir para desenhar iniciadores para a PCR especifica, faixa selecionada; OPA7 (5’-GAAACGGGTG-3’), por ter gera-
para utilizacdo na identificacao da planta em produtos como mo- do um fragmento com intensidade alta a olho nu em 500 pb e
nofarmacos ou em associacées de plantas. nao haver iniciador que gerou apenas um fragmento; e OPG17

(5’-ACGACCGACA-3’), por ser o iniciador que gerou o maior nu-
O perfil (“fingerprint”) dos fragmentos entre 200 e 1100 pb mero de fragmentos. Para a espinheira-santa foram seleciona-

de RAPD-PCR para cada espécie do estudo gerados pelos dos os trés iniciadores especificos: OPG20 (5’-TCTCCCTCAG-3’),

Tabela 1. Nimero de fragmentos obtidos do RAPD-PCR (entre 100-1500 pb) das trés espécies de plantas medicinais e os 60 iniciadores do estudo.

Primer G E A Primer G E A Primer G E A
OPAO1 7 12 5 OPCO1 3 7 8 OPGO1 11 3 6
OPAO2 8 11 5 OPCO02 10 6 6 OPG02 11 4 11
OPAO3 6 10 4 OPCO3 2 0 OPGO3 11 6 11
OPAO4 8 9 0 OPCO4 2 5 OPG04 10 4 12
OPAO5 5 7 9 OPCO5 11 4 14 OPGO05 9 4 10
OPAO6 10 6 3 OPCO06 7 2 6 OPG06 7 0 11
OPAO7 4 8 4 0OPCO7 11 9 8 OPGO07 10 0 11
OPAO8 13 10 7 OPCO08 7 6 13 OPG08 7 2 10
OPAO9 10 5 OPC09 9 2 10 OPG09 7 2 11
OPA10 9 5 OPC10 5 4 7 OPG10 14 4 10
OPA11 12 15 7 OPC11 6 4 10 OPG11 8 2 11
OPA12 12 5 6 OPC12 8 3 3 OPG12 12 6 14
OPA13 4 8 7 OPC13 8 1 8 OPG13 9 3 12
OPA14 10 2 1 OPC14 8 4 6 OPG14 7 1 17
OPA15 4 3 1 OPC15 11 5 10 OPG15 12 3 10
OPA16 13 9 13 OPC16 9 2 10 OPG16 9 1 13
OPA17 7 6 3 OPC17 3 1 1 OPG17 15 3 13
OPA18 9 12 1 OPC18 4 3 9 OPG18 2 0 2
OPA19 6 11 7 OPC19 11 6 17 OPG19 12 3 12
OPA20 9 6 16 OPC20 9 6 13 OPG20 4 0 5
Total 436 Total 398 Total 450

G: Guaco; E: Espinheira-santa; A: Aroeira-da-praia.
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Aroeira-da-praia
1100pb

200pb

Figura 2. Perfil dos fragmentos do RAPD-PCR das trés plantas que foram gerados pelos iniciadores selecionados para a elaboracao do perfil (“fingerprint”)

entre 200 e 1100 pb. Pista P: padrao molecular 100 pb.

pois nao gerou fragmento; OPC13 (5’-AAGCCTCGTC-3’), por ter
gerado apenas um fragmento; OPA11 (5’-CAATCGCCGT-3’), por
ser o iniciador que gerou o maior nimero de fragmentos. Para
a aroeira-da-praia foram selecionados os trés iniciadores espe-
cificos: OPA4 (5’-AATCGGGCTG-3’), pois ndao gerou fragmento;
OPA18 (5’-AGGTGACCGT-3’), por ter gerado apenas um fragmen-
to; OPG14 (5’-GGATGAGACC-3’), por ser o iniciador que gerou
o maior numero de fragmentos. Também foram selecionados
os dois iniciadores comuns, OPA17 (5’-GACCGCTTGT-3’) e OPCé
(5’-GAACGGACTC-3’) que geraram fragmentos distintos no inter-
valo de pb do estudo com as trés espécies.

A matriz dos fragmentos entre 200 e 1100 pb apresenta um to-
tal de 76 fragmentos gerados pelos iniciadores selecionados, dos
quais: 30 fragmentos gerados com o DNA do guaco, 22 fragmen-
tos gerado com o DNA da espinheira-santa e 24 fragmentos gera-
dos com o DNA da aroeira-da-praia (Tabela 2).

A soma dos parametros coeficientes de similaridade de Sorensen-
Dice (% SD) e de dissimilaridade (% D) utilizando os iniciadores
OPA17 e OPC6 individualmente na comparacao entre o guaco e
a espinheira-santa, entre o guaco e a aroeira-da-praia e entre
a espinheira-santa e a aroeira-da-praia foi de 100% (Tabela 2).

0 produto de RAPD-PCR obtido nos permitiu distinguir as trés es-
pécies de plantas, mesmo com o uso de dois iniciadores comuns
(OPA17 ou OPC6), uma dissimilaridade média foi verificada entre
0 guaco e a espinheira-santa (84,6 %), entre a espinheira-santa
e a aroeira-da-praia (63,5 %) e entre guaco e aroeira-da-praia
(52,7 %). Entretanto, a combinacdo de mais trés iniciadores es-
pecificos (iniciador que ndo gerou fragmento, iniciador que ge-
rou um fragmento ou o iniciador que gerou um fragmento com
intensidade alta e o iniciador que gerou o maior nimero de frag-
mentos) mostrou uma melhor confiabilidade.

Os dendrogramas referentes as plantas do estudo estao ilustra-
dos na Figura 3.

Apenas trés paises da América Latina (Argentina, Brasil e Méxi-
co) possuem farmacopeias oficiais atualizadas ou em processo
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de atualizacao. Nas farmacopeias oficiais, a grande maioria das
monografias corresponde a farmacos sintéticos. As monografias
de plantas medicinais constituem minoria e sdo, principalmen-
te, de plantas de origem europeia. A IV edicao da Farmacopeia
Brasileira contém 41 monografias de plantas medicinais, das
quais, apenas algumas sao de plantas brasileiras. A falta de es-
pecificacdes para determinar a autenticidade, a pureza e quali-
dade do material vegetal é um dos fatores limitantes para isto’.
Tradicionalmente, os métodos subjetivos, com base nas carac-
teristicas morfologicas, tais como: forma, cor, textura e odor
sdo utilizados para a discriminacdo de medicamentos a base de
plantas medicinais. No entanto, estes métodos sdo dificeis de
serem aplicados com precisao para a discriminagao e autentica-
cdo. O uso de técnicas cromatograficas e marcador quimico para
padronizar preparagdes botanicas também ¢é limitado porque os
medicamentos tém fontes variaveis e complexidade quimica,
que é afetada pelo crescimento, condicées de armazenamento
e épocas de colheita'". Portanto, é urgentemente necessario
desenvolver novas metodologias adequadas para a identificacao
das diferentes espécies de plantas.

0 estudo da variabilidade genética de plantas medicinais é de
muita importancia, tanto em nivel da variabilidade interespecifi-
ca, quanto em nivel da variabilidade intraespecifica. Entretanto,
em nivel intraespecifico, essas diferencas ainda ndo estdo sufi-
cientemente estudadas. Atualmente, a preocupacao com a perda
da variabilidade e a extincao de espécies com potencial medicinal
tém gerado demanda por trabalhos de coleta, preservacao e es-
tudo sobre tais plantas. A conservacao e manejo eficiente destas
espécies medicinais, a composicao genética dos acessos coletados
em diferentes regioes deve ser avaliada'®. Neste sentido, os “fin-
gerprint” genéticos gerados neste estudo poderao contribuir para
avaliar a qualidade das matérias-primas de regides diferentes uti-
lizadas na producao dos medicamentos fitoterapicos no Brasil.

Outro grande problema que concerne as plantas medicinais é a
biopirataria. Um exemplo ilustrativo de biopirataria em nosso
pais é o que ocorre com o cha de quebra-pedra (Phyllanthus
sp.), o qual, nas comunidades tradicionais, é utilizado para
fins diuréticos e problemas renais. Esta planta foi processada
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Tabela 2. Matriz dos fragmentos que foram gerados pelos iniciadores selecionados para a elaboracao do perfil (“fingerprint”) entre 200 e 1100 pb.

Guaco Espinheira-santa Aroeira-da-praia
OPG OPA OPG OPA OoPC OPG OPC OPA OPA OPC OPA OPA OPG OPA OPC
18 7 17 17 6 20 13 11 17 6 4 18 14 17 6
1100 pb 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
1000-1100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9000-1000 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
900 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
800-900 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1,1 0 0
800 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
700-800 0 0 1 0 1,1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1
700 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
600-700 0 1 1,1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0
600 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
500-600 0 1 1,1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0
500 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
400-500 0 1 1,1 1 1 0 1 1,1 0 0 0 1 1,1 1 1
400 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
300-400 0 0 1,1 1 1,1 0 0 1,1,1 1 0 0 0 1,1,1 1 1
300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
200-300 0 0 1,1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1
200 pb 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 30 22 24
G-E E-A G-A
OPA17 OPCé6 OPA17 OPCé6 OPA17 OPC6
a 2 0 2 1 2 3
b 5 6 4 1 5 3
c 4 2 1 4 1 2
%SD 30,8 0,0 44,4 28,6 40,0 54,5
%D 69,2 100,0 55,6 71,4 60,0 45,5
%D,, 84,6 63,5 52,7

%SD: Coeficientes de similaridade Sorensen-Dice; %D: Dissimilaridade; %Dm: Dissimilaridade média. G: Guaco, E: Espinheira-santa; A: Aroeira-da-praia.
0: Auséncia de fragmento; 1: Presenca de um fragmento, 1,1: Presenca de dois fragmentos; 1,1,1: Presenca de trés fragmentos (1,1,1). a=1,1; b =1,0;

c=0,1;d=0,0.
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Figura 3. Dendrogramas das distancias euclidianas dos agrupamentos dos 19 locos gerados pelos iniciadores selecionados para a elaboracao do perfil
(“fingerprint”) entre 200 e 1100 pb das trés plantas do estudo.
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sinteticamente por um laboratério norte-americano, revendida
para o Brasil na forma de remédio industrializado e consumido
pelos proprios brasileiros, sem que o pais ou a populacao fossem
beneficiados financeiramente. Portanto, estes perfis, também,
poderao ser utilizados como mais uma ferramenta, auxiliando na
prevencao da biopirataria destas plantas medicinais.

A técnica RAPD-PCR foi escolhida, principalmente, devido a sua
rapidez, relativa acessibilidade, alto polimorfismo, pequena quan-
tidade de material bioldgico necessario para a extracao do DNA,
nao ser necessario conhecimento prévio do genoma, possuir me-
nor custo, necessitar de um pequeno nimero de etapas, pouco
tempo para obter os resultados e facilidade de implementacao®.
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