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RESUMO:

A espécie vegetal Rhamnus sphaerosperma var. pubescens, que é nativa no Brasil,
apresenta um grande potencial farmacolégico por ser enquadrada no género
Rhamnus, e possui poucos estudos relatam suas propriedades biolégicas, e ainda néo
foram descritos os parametros fisico-quimicos para o controle de qualidade da matéria-
prima vegetal desta espécie. Sendo assim, neste trabalho, os parametros fisico-
quimicos, como o teor de umidade, cinzas totais e insoluveis em acido foram
determinados pela primeira vez para esta espécie. Também foi realizada a prospecc¢ao
fitoquimica, que indentificou a presenga marcante de compostos antraquinénicos, que
podem ser utilizados como marcadores quimicos. Analises microquimicas também
foram realizadas, e confirmaram caracteristicas estruturais presentes em caules e
folhas, que ja haviam sido descritas na literatura em analises morfonatdémicas. Os
extratos e fragbes de caules e folhas deste vegetal também nado apresentaram
toxicidade em métodos preliminares em Artemia salina e hemdélise, sendo, de maneira
geral, conisderados atoxicos nestes métodos, o que permite a sequéncia com estudos
farmacolégicos e toxicoldgicos que comprovem a seguranca e eficacia destes extratos,
para a obtencao de medicamentos fitoterapicos.

Palavras-chave: Rhamnus sphaerosperma var. pubescens, controle de qualidade,
antraquinonas.
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ABSTRACT

The plant species Rhamnus sphaerosperma var. pubescens, which is native to Brazil,
has great potential for pharmacological be framed in the genus Rhamnus, and few
studies have reported their biological properties, and are not yet described the
physicochemical parameters for quality control of raw material plant of this species.
Therefore, in this study, the physicochemical parameters such as humidity content, total
ash and acid insoluble ash were determined for the first time for this species. We also
carried out a phytochemical tests that identified anthraquinones, which can be used as
chemical markers. Analyzes were also performed and confirmed the structural features
present in stems and leaves, which had been described in the literature. The extracts
and fractions of stems and leaves of this vegetable also showed no toxicity in primary
methods Artemia salina and hemolysis, allowing the sequence with pharmacological
and toxicological studies proving the safety and efficacy these extracts, to obtain herbal
medicines.

KEYWORDS: Rhamnus sphaerosperma var. pubescens, quality control,
anthraquinones.

1.INTRODUGAO

Os medicamentos fitoterapicos sdo obtidos por meio do uso exclusivo de
matérias-primas vegetais, e devem ser caracterizados por sua eficacia e seguranca
comprovadas, além da reprodutibilidade de sua qualidade. Desta maneira, a
identidade botanica, o processo de coleta, estabilizagdo e secagem, e o método de
extracdo sdo fatores que devem ser controlados para garantir a qualidade do
medicamento. Além destes fatores importantes, a natureza e a quantidade de
principios ativos presentes em plantas medicinais, também devem ser consideradas,
pois, variam de acordo com a época de coleta, temperatura, umidade, solo e ritmo
circadiano do vegetal (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Sendo assim, a padronizagao de um
método de extragdo garante a reprodutibilidade do medicamento fitoterapico, no
carater quimico e biolégico, desde que a producgao e coleta do material vegetal estejam
padronizadas, pois a reproduc¢ao das propriedades biologicas de interesse depende
diretamente da composigao quimica.

Esta grande possibilidade de variagbes contribue para a dificuldade na
elaboracao de extratos e medicamentos fitoterapicos padronizados. Além disso,
atualmente ainda existe a necessidade de estudos relacionados a plantas medicinais
brasileiras, pois, apesar do grande numeros de trabalhos neste campo, muitas
espécies carecem de estudos para comprovagédo da sua eficacia e seguranca e/ou
para a identificagéo de seus compostos.

Dentro deste contexto esta a espécie vegetal Rhamnus sphaerosperma var.
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pubescens, que é nativa no Brasil, ndo endémica, comum aos biomas Cerrado e Mata
Atlantica. E encontrada na regido sul e popularmente conhecida como Cangica ou
Fruto-de-pombo. Apresenta como sindnimos botanicos relevantes os seguintes
nomes: Rhamnus pubescens var. chrysophylla e Rhamnus pubescens var.
glabrescens (LIMA, 2010).

Este vegetal pertence a familia Rhamnaceae, que é descrita pelo potencial
terapéutico de suas espécies, sendo as espécies Rhamnus purshiana e Rhamnus
frangula as mais conhecidas no Brasil, as quais s&o utilizadas principalmente por suas
propriedades laxativas, devido a sua composigao rica em antraquinonas (SYDISKIS et
al.,, 1991). O género Rhamnus inclui ainda espécies com grande importancia
farmacologica, que sdo amplamente utilizadas na medicina popular como
antiinflamatarias, antihipertensivas e no tratamento do cancer (TERENCIO et al., 1991;
WEl et al., 2001; NG et al., 2007; AMMAR et al., 2008; AMMAR et al. 2011; BHOURI et
al.,2011).

Rhamnus sphaerosperma var. pubescens apresenta um grande potencial
farmacolégico por ser enquadrada no género Rhamnus, entretanto poucos estudos
relatam suas propriedades bioloégicas, e ainda nao foram descritos os parametros
fisico-quimicos para o controle de qualidade da matéria-prima vegetal desta espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal, extragao e fracionamento

As folhas e caules de Rhamnus sphaerosperma var pubescens foram
coletados na cidade de Curitiba/PR, em maio de 2011. A identificagdo botéanica foi
realizada através da exsicata de numero 243989, no Museu Botanico Municipal de
Curitiba, pelo curador Osmar dos Santos Rlbas. O material vegetal seco e moido (2Kg)
foi submetido a extracdo com etanol absoluto em aparelho de Soxhlet modificado. O
extrato etandlico bruto obtido foi seco e particionado com hexano, cloroférmio e acetato
de etila, em aparelho de Soxhlet modificado, originando as fragdes hexano, cloroférmio
e acetato de etila (KALEGARI, etal., 2012).

2.2 Analise do teor de umidade, cinzas totais e cinzas insoluveis em acido

As metodologias utilizadas para a determinagédo da umidade (perda por
dessecacéo), cinzas totais e cinzas insoluveis em acido foram realizadas conforme
descrito na Farmacopéia brasileira V. O residuo obtido na determinagao de cinzas totais
foi utilizado para a determinacao das cinzas insoluveis em acido. As porcentagens de
cinzas totais e cinzas insoluveis em acido foram calculadas em relagéo a materia-prima
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vegetal seca. Todas as analises foram realizadas em sextuplicata e os resultados estao
apresentados como médiatdesvio padrao.

2.3 Ensaio sistematico de prospeccgao fitoquimica

O ensaio sistematico tem como objetivo a identificacdo dos principais grupos
do metabolismo secundario das espécies vegetais, através da identificacédo por
reagdes de precipitagdo ou coloragdo. Foram utilizados os extratos aquoso 20% (m/v)
e hidroalcéolico 20% (m/v), ambos obtidos por maceragéo, para pesquisa da presenca
dos grupos quimicos:

Extrato Aquoso: glicosideos antocianicos, saponinas, glicosideos cianogenéticos,
taninos condensados, taninos hidrolizaveis, aminogrupos e flavonoéides.

Extrato hidroalcodlico: glicosideos flavonicos, esterdides e/ou triterpenos,
aminogrupos, glicosideos cumarinicos e glicosideos antraquindénicos (MOREIRA,
1979; MIGUEL, 2003).

2.4 Anadlises microquimicas

Os testes microquimicos foram realizados para a verificagdo de componentes
quimicos marcadores nos tecidos vegetais. Para a realizag&o dos testes, amostras
frescas de folhas e caules, obtidas a 5 cm do apice dos ramos, foram coletadas e
fixadas em solu¢do de formaldeido, acido acético e alcool (FAA). Posteriormente
foram realizados cortes tranversais a méao livre para a confecgdo das laminas. Através
de reacgdes de identificagdo com reagentes quimicos especificos, foram pesquisados
compostos fendlicos (cloreto férrico), substancias lipofilicas (Sudam lll), amiloplastos
(lugol) e lignina (floroglucina cloridrica) (KRAUS; ARDUIN, 1997). O material foi
observado em microscopio éptico, no aumento de 200 vezes, e fotografado com o
auxilio de camera fotografica para microscépio 6ptico, modelo TCA - 1.3, marca
ALLTION®.

2.5 Avaliagao datoxicidade em Artemia salina

Os ovos de Artemia salina foram estimulados a eclodir para a obtengéo dos
nauplios. Para isso, os ovos (200 mg/400 mL) foram colocados em solugéo salina (23 g
NacCl; 11 g MgCl,-6H,0; 4 g Na,SO,; 1,3 g CaCl,-2H,0 ou CaCl,-6H,0; 0,7 g KCI, 1000
mL de agua destilada, pH 9), sob aeragéo continua, exposi¢do a iluminacao (20W) e
temperatura ambiente durante 48 horas. O ensaio foi realizado para os extratos brutos
e suas respectivas fragdes, das folhas e caules, nas concentragbes de 10, 100 e 1000
Mg/mL. As amostras foram diluidas em etanol e colocadas em frascos adequados para
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a realizacao do teste. O solvente foi evaporado em estufa a 50°C, 24 horas antes do
teste. Como controle positivo, foi utilizado sulfato de quinidina, nas mesmas
concentragbes das amostras. Também foi realizado o controle com etanol. Todos os
testes foram realizados em triplicata. Foram transferidos 30 nauplios de Artemia salina
para cada frasco contendo as amostras ou controles e o volume foi ajustado para 2,5
mL. Apdés 24 horas de contato com as amostras, foi realizada a contagem dos
individuos mortos. Os dados foram submetidos a analise pelo método estatistico
Probitos para a determinacgao dos valores de DL,, com intervalo de confianca de 95%.
As amostras foram consideradas tdxicas quando os valores de DL, se apresentaram
menores que 1000ug/mL (MEYER et al., 1982).

2.6 Analise da atividade hemolitica

A avaliagéo da atividade hemolitica das amostras (extratos brutos e fragcoes)
foi realizada conforme preconizado no manual de Métodos de Controle de
Qualidade para Materiais de Plantas Medicinas divulgado pela Organizagédo Mundial
as Saude (OMS, 1998).

A suspensao de hemacias de sangue de carneiro a 2% (v/v), previamente
lavadas, foi preparada em tampéao fosfato pH 7,4, e entdo colocada em contato com
as amostras nas concentrac¢des de 50, 100, 250 e 500 pug/mL. Apds
homogeneizagéo, os tubos foram incubados em repouso, a temperatura ambiente
durante 180 minutos. Ap6s o tempo de incubacao, os tubos foram centrifugados por
5 minutos, a 2500 r.p.m., e foi verificada a formagéo de hemolise total (solu¢ao
limpida, vermelha e sem deposito de eritrocitos). Para quantificagdo da menor
concentracdo com atividade hemolitica, as amostras que causaram hemolise no
primeiro ensaio foram testadas em concentragées que variaram de 50 até 500
Mg/mL, durante 24 horas em temperatura ambiente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Material vegetal, extragcao e fracionamento

O rendimento do extrato etandlico bruto, obtido por extragdo em aparelho de
Soxhlet modificado com o solvente etanol, para o caule foi 3,962%+0,169 e para as
folhas foi de 16,214%+0,281.

A padronizagdo de um meétodo de extracdo é necessaria para garantir a
reprodutibilidade da composi¢do quimica, e consequentemente, da seguranca e
eficacia terapéutica de medicamentos fitoterapicos. Neste estudo, o método
selecionado foi a extragcdo em aparelho de Soxhlet modificado, empregando etanol
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como solvente. Este processo utiliza baixas temperaturas de trabalho (n&o ultrapassam
60°C) e ocorre a solvatagdo da amostra pelo solvente, o que previne a degradacgéo
térmica. Além disso, trata-se de um sistema fechado, onde a perda de componentes
volateis € menor em comparagéo a outros métodos, como infusao e decocgéo. Este
aparelho é importante também na economia dos solventes utilizados no processo, uma
vez que a extracgao é feita com refluxo, promovendo o reaproveitamento do solvente, e
ainda permite a extragéo até o esgotamento do vegetal (CARVALHO, 2001).

3.2 Analise do teor de umidade, cinzas totais e cinzas insoluveis em acido
Os parametros para as analises do teor de umidade, cinzas totais e insoluveis
em acido estdo sendo determinados pela primeira vez para a espécie Rhamnus

sphaerosperma var. pubescens. Os dados obtidos por meio dessas analises estdo
sumarizados natabela 2.

TABELA 2. ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO MATERIAL VEGETAL.

Analise Folhas Caules
Umidade (%) 11,823 £ 0,224 12,615 £ 0,454
Cinzas totais (%) 7,943 + 0,199 3,463 + 0,535
Cinzas insoluveis (%) 4,869 £ 0,790 6,269 + 1,821

A determinacdo destas analises indica a quantidade de matéria intrinseca no
vegetal, e desta maneira, auxiliam na confirmag¢édo da identidade botanica, além de
permitirem a identificacdo de adulteracbes e materiais estranhos na matéria-prima
vegetal. Estes dados sédo considerados parametros de qualidade, e sdo amplamente
utilizados para garantir a confiabilidade dos vegetais utilizados na producdo de
medicamentos fitoterapicos (ANVISA, 2010).

3.3 Ensaio sistematico de prospeccgao fitoquimica

Os ensaios fitoquimicos preliminares sao utilizados como guias para o
isolamento de substancias, pois informam os principais grupos de metabdlitos

presentes naamostra.
Os resultados obtidos durante a pesquisa dos grupos de metabdlitos secundarios para

folhas e caules da espécie Rhamnus sphaerosperma var. pubscens podem ser
observados natabela 3.
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TABELA 3. Classe de metabdlitos identificados pela analise sistematica fitoquimica
em Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

Aquoso Hidroalcodlico Aquoso Hidroalcodlico
Extrato
Folhas Folhas Caule Caule
Heterosideos | Acidos Heterosideos | Acidos
antocianicos | organicos antocianicos | organicos
Heterosideos . Heterosideos .
Fenodis Fendis
saponinicos saponinicos
Gomas e . Gomas e .
G Flavonoides Flavondides
rupo mucilagens mucilagens
Fitoquimico . .
q Cumarinas Cumarinas

Aminogrupos

Aminogrupos

Acidos fixos

Antraquinonas

Acidos fixos

Antraquinonas

Esteroides/

triterpenos

Esteroides/

triterpenos

Neste ensaio, as reagdes indicativas de compostos pertecentes a classe das
antraquinonas apresentaram os resultados mais expressivos. Estes dados contribuem
para o direcionamenteo das pesquisas na identificacdo destas substancias, e desta
maneira, auxiliam no processo de escolha do possivel marcador fitoquimico como
parametro de qualidade, tanto para a matéria-prima vegetal, assim como de produtos
obtidos desse vegetal.

3.4 Analises microquimicas

As anadlises microquimicas revelaram a presenca de compostos fendlicos
(teste com cloreto férrico) e amiloplastos (teste com lugol) nas estruturas da folha e do
caule.

A partir da reagéo de coloragédo com Sudam Il foi observado que a folha é
revestida por uma cuticula delgada, de caracteristica lipofilica, e que possui tricomas
também resvestidos por esta cuticula. Este teste demonstrou a presenca de suberina
no resvestimento do caule, o qual também possui tricomas. Através do teste com
floroglucina cloridrica foram observadas estruturas lignificadas no caule e nervura

central dafolha.
Existem poucos dados relacionados a caracterizacdo de Rhamnus
sphaerosperma var. pubescens. Em um estudo, que realizou a analise microscoépica
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das folhas e caule deste vegetal, foi constatado que a folha é hipoestomatica, com
estdbmatos do tipo anormocitico; possui tricomas tectores longos, pluricelulares e
unisseriados predominantes na face abaxial. Foram observadas ainda drusas e células
mucilaginosas nas folhas. O caule apresenta epiderme, fibras gelatinosas, fibras
lignificadas e um cilindro floematico externo ao xilematico. Foram evidenciados canais
secretores, drusas e células com compostos fendélicos na nervura central e peciolo da
folha e no caule (DUARTE, 2008).

Estas analises complementam os resultados obtidos pela prospeccgao
fitoquimica e pelos testes fisico-quimicos, e sdo importantes para determinar as
caracteristicas que definem a espécie vegetal. Esses testes séo uteis no controle de
qualidade da matéria-prima vegetal, pois, uma vez identificadas suas caracteristicas
estruturais e quimicas, como por exemplo a presenca de compostos fendlicos, amido
ou quais estruturas sao lignificadas, € possivel determinar possiveis trocas da matéria-
prima, garantindo o uso correto da planta medicinal.

3.5 Avaliagao datoxicidade em Artemia salina

No ensaio de toxicidade em Artemia salina (microcrustaceo de agua salgada)
as amostras foram consideradas toxicas quando os valores de DL, foram menores que
1000 pg/mL. Como controle positivo foi utilizado sulfato de quinidina nas mesmas
concentragcbes das amostras. Neste ensaio, nenhuma das amostras testadas de R.
sphaerosperma var. pubescens apresentou toxicidade frente aos microcrustaceos.

Este € um teste preliminar, rapido e eficiente, que determina se a amostra
testada possui indicios de toxicidade em apenas 24 horas. Permite ainda o
direcionamento de estudos com extratos vegetais, de maneira que substancias toxicas
para o microcrustaceo podem ser testadas para outros fins, como por exemplo,
herbicidas e inseticidas. Por outro lado, compostos que demonstram auséncia de
toxicidade devem prosseguir para estudos farmacolégicos e toxicologicos in vivo para
comprovacgéao da sua eficacia e seguranga (MEYER et al.,1982).

3.6 Analise da atividade hemolitica

Na triagem de atividades bioldgicas e toxicologicas de extratos vegetais, existe
a necessidade da verificagao da atividade hemolitica das espécies estudadas, uma vez
que o ferro liberado do grupo heme, proveniente da hemoglobina livre no plasma, a
partir da ruptura de hemacias, € prejudicial devido aos danos que podem ser causados
em 6rgaos vitais, como figado e rins (BEDNARCZUK et al., 2010).

Para o teste de atividade hemolitica em sangue de carneiro em suspensao a
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2%, apenas a fragdo hexano do caule apresentou atividade hemolitica, sendo 250
Mg/mL a menor concentragdo com capacidade hemolitica. Como o extrato bruto do
caule ndo apresentou atividade hemolitica em nenhuma concentragao testada pode-se
supor que as substancias hemoliticas presentes neste extrato apenas exercem este
efeito em concentragdes elevadas, uma vez que o processo de fracionamento promove
a concetragao de substancias na amostra. Ou ainda, pode haver a presenca de outros
compostos no extrato bruto que sdo capazes de inibir ou neutralizar a agdo hemolitica
dos compostos da fragao hexano, e assim, a atividade hemolitica n&o é observada para
o extrato bruto do caule.

4.CONCLUSAO

Neste estudo foram estabelecidos parametros que podem ser utilizados no
controle de qualidade da matéria-prima vegetal de folhas e caules da espécie Rhamnus
sphaerosperma ver pubescens para a producado de medicamentos fitorapicos.

Neste trabalho, paradmetros fisico-quimicos, como o teor de umidade, cinzas
totais e insoluveis em acido foram determinados pela primeira vez para esta espécie. E
na prospeccao fitoquimica foi possivel indentificar a presenga marcante de compostos
antraquindnicos, que apods a elucidagédo estrutural, podem ser utilizados como
marcadores quimicos para matéria-prima vegetal e extratos. As analises
microquimicas, testes rapidos uteis para identificar substancias quimicas no material
vegetal, confirmaram caracteristicas estruturais presentes em caules e folhas, que ja
haviam sido descritas na literatura em analises morfonatémicas.

Os extratos e fracbes de caules e folhas deste vegetal também n&o
apresentaram toxicidade em métodos preliminares, sendo, de maneira geral,
conisderados atdoxicos nestes métodos, o que permite a sequéncia com estudos
farmacolégicos e toxicoldgicos que comprovem a segurancga e eficacia destes extratos,
para a obtengao de medicamentos fitoterapicos.
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