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RESUMO

Espécies da familia Rhamnaceae sao conhecidas por seu potencial terapéutico e
econémico. Rhamnus sphaerosperma var. pubescens € uma espécie nativa no
Brasil, encontrada na regiao sul, popularmente conhecida como Cangica e Fruto-de-
pombo. Apresenta um grande potencial quimico e farmacologico por ser enquadrada
no género Rhamnus. Ainda néo existem estudos que descrevam suas propriedades
biolégicas. Desta maneira, o presente estudo teve por objetivos investigar a
composi¢cdo quimica desta espécie vegetal, e verificar suas possiveis atividades
biolégicas. Folhas e caules do vegetal foram coletados na cidade de Curitiba,
campus Jardim Botanico (UFPR), secos, triturados, extraidos e fracionados por
aparelho de Soxhlet, e posteriormente foram purificadas por cromatografia em
coluna. Quanto as atividades bioldgicas foram verificadas, através de ensaios in
vitro, a toxicidade prelimiar frente Artemia salina e atividade hemolitica; a atividade
antioxidante, através dos meétodos de reducédo do radical DPPH, reducédo do
complexo fosfomolibdénio e determinacédo da taxa de peroxidacao lipidica; atividade
antimicrobiana; e, por métodos in vivo, a avaliacdo das atividades antiulcerogénica e
motilidade gastrointestinal. Foram identificadas as antraquinonas crisofanol e
fisciona, e os fitoesterbis estigmasterol e sitosterol. De maneira geral, as amostras
apresentaram atividade antioxidante em todas as metodologias testadas, com
importante atividade inibitéria sobre a peroxidacdo lipidica e ainda auséncia de
toxicidade sobre a Artemia salina e auséncia de atividade hemolitica, com excecao
da fracdo hexano do caule. Nenhuma amostra apresentou atividade antimicrobiana.
O extrato alcodlico bruto do caule nao inibiu ou diminuiu o efeito ulcerogénico do
alcool. Este estudo demonstrou também que o extrato alcodlico bruto do caule
possui acao sobre o trato gastrointestinal, reduzindo de maneira geral, a motilidade
intestinal, e na menor dose, acelerando o esvaziamento gastrico. Apesar dos dados
obtidos neste estudo, ainda sdo necessarios novos estudos que determinem o0s
mecanismos de acdo das propriedades exercidas pelas amostras provenientes de
Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

Palavras-chave: Rhamnus sphaerosperma var. pubescens, antraguinonas,

fitoesterdis, antioxidantes, motilidade gastrointestinal.



ABSTRACT

Rhamnaceae species are known for their therapeutic and economic potential.
Rhamnus sphaerosperma var. pubescens is popularly known as como Cangica,
Portugués, Sudeste e Fruto-de-pombo. Has great potential for chemical and
pharmacological be framed in the genus Rhamnus. Thus, the present study aimed to
investigate the chemical composition of this plant and verify their possible biological
activities. Thus, the vegetable leaves and stems were collected at UFPR, in Curitiba
(PR), and extracted and fractionated by Soxhlet, and subsequently were purified by
column chromatography. Regarding the biological activities were observed toxicity
prelimiar front Artemia salina and hemolytic activity; antioxidant activity, through the
methods of the radical reduction (DPPH and phosphomolybdenum) and determining
the rate of lipid peroxidation; antimicrobial activity, and evaluating antiulcer and
gastrointestinal motility. Were identified the anthraquinones chrysophanol and
physcion, and the phytosterols stigmasterol and sitosterol. Samples showed
significant antioxidant activity in all tested methodologies, with significant inhibitory
activity on lipid peroxidation, and and lack of toxicity on Artemia salina and absence
of hemolytic activity, except for the stem fraction hexane. No sample showed
antimicrobial activity. This study also demonstrated that the crude alcoholic extract of
the stem has action on the gastrointestinal tract, reducing overall, intestinal motility,
and at the lowest dose, accelerating gastric emptying. Although the data obtained,
further studies are needed to determine the mechanisms of action of the properties of
the samples from Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

Keywords: Rhamnus sphaerosperma var. pubescens; anthraquinones, phytosterols,

antioxidants, gastrointestinal motility.
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1. INTRODUCAO

Os vegetais tém sido utilizados desde a antiguidade para o tratamento e/ou
cura de doencas. Contudo, com a descoberta e 0 avanco dos farmacos sintéticos,
esse uso foi parcialmente substituido, e as pesquisas sobre as propriedades
terapéuticas de plantas tradicionalmente conhecidas como medicinais foram
deixadas em segundo plano. Em consequéncia disso, grande parte do conhecimento
atual provém da cultura popular (CALIXTO, 2005).

Assim, é justamente o conhecimento popular sobre o0 uso e a eficacia das
plantas medicinais que contribui para a divulgacdo de suas propriedades
terapéuticas por meio da sua frequente indicagdo. Dessa maneira, mantém-se a
pratica do consumo de fitoterapicos e preparados de plantas in natura por grande
parte da populacéo, pois, apesar da disponibilidade de medicamentos sintéticos no
mercado, parte da populacdo ainda ndo tem acesso a eles. Segundo a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS), no inicio da década de 1990, de 65 a 80% da populagéo
de paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma
de tratamento (MACIEL, 2002; CALIXTO, 2005).

Apesar do amplo uso dessas plantas pela populacdo, suas propriedades
medicinais e toxicidade ainda carecem de estudos comprobatorios, uma vez que a
literatura indica que podem apresentar substancias toxicas ou composi¢cdo quimica
variavel (CALIXTO, 2000).

Além do metabolismo primario, aquele fundamental para manter as funcdes
vitais do vegetal, as plantas produzem também substancias resultantes do
metabolismo secundario, que se diferencia do primario, principalmente por né&o
apresentar reacfes e produtos comuns a maioria das plantas, sendo especifico em
determinados grupos. Os metabdlitos secundarios podem apresentar efeitos
medicinais ou toxicos, além de exercerem funcdes como protecao contra predadores
e atracéo de agentes polinizadores. (SIMOES, 2004).

Sabe-se, ainda, que a natureza e a quantidade de principios ativos extraidos
de plantas medicinais podem variar de acordo com a época de coleta, temperatura,
umidade, solo, ritmo circadiano, duracdo da extracdo e tipo de solvente, entre outros

fatores, o que contribui para a dificuldade na obtencdo de extratos padronizados e
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validacdo de fitoterapicos, cujos marcadores sejam conhecidos, ou seja, com a
mesma concentracao de ativos (quando estes compostos séo conhecidos) (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

O Brasil possui uma extensa area territorial composta por varios biomas
(Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amazobnia e Caatinga), e consequentemente,
apresenta diversos tipos de solos e climas, que promovem a grande variedade de
tipos de vegetacdo e espécies vegetais distribuidas nos diversos ecossistemas
brasileiros. Nesse contexto, entre as milhares de espécies vegetais existentes no
Brasil, € possivel que pelo menos a metade possa ter alguma propriedade
terapéutica 0til a populacdo, porém, nem um por cento dessas espécies com
potencial farmacoldgico foi motivo de estudos adequados (LORENZI; MATOS,
2002).

Outro fator a ser considerado é o desmatamento e extincdo de espécies da
flora nacional, pois, apesar do nimero crescente de estudos com plantas medicinais
na atualidade, ainda existe a necessidade do aumento na pesquisa para a promogao
do uso seguro e racional da medicina tradicional, principalmente das plantas
medicinais brasileiras ainda ndo estudadas.

Assim, entre as milhares de espécies com alguma propriedade medicinal,
estdo as da familia Rhamnaceae conhecidas por seu potencial terapéutico e
econdmico, 0 que justifica o estudo da espécie Rhamnus sphaerosperma Var.
pubescens, uma vez que faltam estudos a respeito deste vegetal que viabilizem a

seguranca e eficacia do seu uso.
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GERAL

Realizar andlises da composicdo fitoquimica, das atividades bioldgicas e
toxicologica dos extratos e fragcdes obtidos do caule e folhas de Rhamnus
sphaerosperma var. pubescens.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

= Realizar a prospeccéao fitoquimica dos extratos e fragcdes através de métodos
cromatograficos e espectroscopicos;

= Averiguar a toxicidade dos extratos e fracoes, através de métodos in vitro;

= Verificar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos e fracoes;

= Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos e fracdes;

= Determinar a atividade in vivo do extrato etanolico bruto do caule sobre a
motilidade gastrointestinal de camundongos;

= Verificar a capacidade antiulcerogénica in vivo do extrato etandlico bruto do

caule.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.FAMILIA RHAMNACEAE

3.1.1. Aspectos Botanicos

A familia Rhamnaceae A. L. Jussieu compreende aproximadamente 50
géneros e 900 espécies de distribuicdo cosmopolita, incluindo desde arvores e
arbustos até trepadeiras lenhosas e ervas, embora essas ultimas ocorram raramente
(RICHARDSON et al. , 2000; GIULIETTI et al. , 2005; JOLY, 1985; SCHULTZ., 1968;
PORTER, 1959).

As espécies pertencentes a esta familia estdo presentes em paises com
clima temperado e subtropical. No territorio brasileiro ocorrem em todas as regides
(GIULIETTI et al. , 2005; JOLY, 1985; SCHULTZ, 1968; PORTER, 1959). No Brasil,
ocorrem naturalmente apenas 13 géneros na flora nativa, os quais sdo Alvimiantha,
Ampelozizyphus, Colletia, Colubrina, Condalia, Crumenaria, Discaria, Gouania,
Reissekia, Rhamnidium, Rhamnus, Scutia, Zizyphus (SOUZA; LORENZI, 2005;
LIMA, 2010).

O género Rhamnus esta distribuido no Brasil entre as regides Norte
(Roraima), Nordeste (Bahia), Centro-Oeste (Goias, Distrito Federal), Sudeste (Minas
Gerais, Sao Paulo), Sul (Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul) (LIMA, 2010).

As espécies desta familia apresentam folhas simples, pecioladas e de
tamanho variavel, alternadas, subopostas ou opostas, de bordo inteiro ou serreado,
trinérveas ou peninérvias, glabras ou pilosas, com ou sem estipulas e, as vezes,
providas de glandulas dispersas no limbo ou dispostas na extremidade de cada
dente (JOLY, 1985; SCHULTZ, 1968; PORTER, 1959).

As flores, em geral, sdo actinomorfas, pentameras ou tetrameras, e
simétricas; podem ser pediceladas ou sésseis, bissexuais ou unissexuais. O calice é
formado por sépalas coriaceas de perfloracao valvar; a corola por pétalas pequenas,

inguiculadas, céncavas ou cuculadas, que muitas vezes envolvem 0s estames
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opostos e de numero igual ao seu. Ao redor do ovario médio ou infero, composto de
carpelos sincarpos, existe um disco, ao qual estdo presos o0s estames. As
inflorescéncias sdo axilares, cimosas e, as vezes, compondo racemos; podem estar
reduzidas a fasciculos ou a uma unica flor (JOLY, 1985; SCHULTZ, 1968; PORTER,
1959).

Os frutos sao pequenos e drupaceos; podem ser capsular-esquizocarpicos e
alados nas espécies com ovario infero, raramente samaras. As sementes
geralmente sdo diminutas, lisas e brilhantes, ao menos em frutos secos (SOUZA;
LORENZI, 2005).

O género Rhamnus L. compreende espécies arboreas ou arbustivas
inermes, com folhas simples peninérveas, pedunculos frutiferos ndo intumescidos e
frutos drupaceos (JOLY, 1985; SCHULTZ, 1968; PORTER, 1959).

3.1.1.1. Descricao da espécie Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

A espécie Rhamnus sphaerosperma var. pubescens (figuras 1 e 2) €
conhecida popularmente como Cangica, Portugués, Sudeste e Fruto-de-pombo.
Apresenta como sindnimos botanicos relevantes os seguintes nomes: Rhamnus
pubescens var. chrysophylla, Rhamnus pubescens var. glabrescens, Rhamnus
chrysophylla, Rhamnus polymorpha var. glabra e Rhamnus sectipetala. (LIMA,
2010). A classificacdo taxonémica da espécie Rhamnus sphaerosperma var.
pubescens esta representada na tabela 1.

Trata-se de uma arvore comum aos biomas Cerrado e Mata Atlantica. Sua
area de dispersdo abrange a Argentina, Paraguai, Bolivia, Peru, Equador, Colémbia
e Venezuela (JOLY, 1985; SCHULTZ, 1968; PORTER, 1959). No Brasil € uma
planta nativa, ndo endémica, e ocorre nos estados da Bahia, Goias, Distrito Federal,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (LIMA, 2010).

Esta espécie apresenta um grande potencial farmacolégico por ser
enquadrada no género Rhamnus, entretanto poucos estudos relatam suas
propriedades. Possui também um grande potencial para uso na recuperacao de
ecossistemas degradados (ZANON; MEDEIROS, 2002).



TABELA 1. Classificagéo taxondmica.
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Cronquist (1968) APG 11l (2009)
Reino Plantae Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta Classe Equisetopsida
Classe Magnoliopsida Subclasse Magnoliidae
Subclasse Rosidae Superordem Rosanae
Ordem Rhamnales Ordem Rosales
Familia Rhamnaceae Familia Rhamnaceae Juss.
Género Rhamnus Género Rhamnus L.
Espécie Rhamnus sphaerosperma | Espécie Rhamnus sphaerosperma
Variedade pubescens Variedade pubescens

Existem poucos relatos na literatura relacionados e direcionados para a

espécie Rhamnus sphaerosperma var. pubescens. Duarte et al. (2008) realizaram a

caracterizacado microscopica das folhas e caule desse vegetal. De acordo com esse

estudo, a folha é hipoestomatica, com estbmatos do tipo anormocitico; possuli

tricomas tectores longos, pluricelulares e unisseriados predominantes na face

abaxial; seu mesofilo € dorsiventral com uma camada subepidérmica parenquimatica

junto a superficie adaxial. Possui ainda drusas e células mucilaginosas, e a nervura

central e o peciolo sdo percorridos por um feixe vascular colateral. O caule

apresenta epiderme; seu felogénio tem instalacdo periférica. Ocorrem ainda fibras

gelatinosas, fibras lignificadas e um cilindro floematico externo ao xilematico. Foram

evidenciados canais secretores, drusas e células com compostos fendlicos na

nervura central e peciolo da folha e no caule (DUARTE, 2008).


http://www.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=43000109&conceptid=1
http://www.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=43000013&conceptid=1
http://www.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=100352397&conceptid=1
http://www.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=43000053&conceptid=1
http://www.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=42000237&conceptid=1
http://www.tropicos.org/TaxonomyBrowser.aspx?nameid=40024272&conceptid=1
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FIGURA 1. RHAMNUS SPHAEROSPERMA VAR. PUBESCENS.
FONTE: MUSEU BOTANICO MUNICIPAL DE CURITIBA.

FIGURA 2. DESENHO ESQUEMATICO DE RHAMNUS SPHAEROSPERMA VAR. PUBESCENS
(RHAMNACEAE).
FONTE: SANTOS, 2008
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3.1.2. Aspectos farmacol6gicos e quimicos

Muitas espécies da familia Rhamnaceae destacam-se por suas
caracteristicas digitaldides, diuréticas e hipotensivas e por suas propriedades
terapéuticas, como no tratamento de doencas infecciosas, no combate a febre, no
tratamento da asma, na atividade laxativa e como ténicos. (CORREA, 1926).

Os estudos fitoquimicos com exemplares desta familia tém demonstrado que
a maioria das espécies apresenta em sua composicdo substancias relacionadas a
quinina, além de flavonoides, taninos, esteroides e triterpenos (VIANA, 2007).

Entre as espécies mais conhecidas e estudadas desta familia destacam-se
abaixo alguns géneros e espécies, assim como suas atividades biologicas e
principais componentes quimicos.

A espécie Ampelozizyphus amazonicus € utlizada no tratamento dos
sintomas da malaria e como antidoto contra veneno de cobras na regido amazonica.
Essa planta também apresentou atividade contra Tripanossoma cruzi em testes in
vitro, além de possuir saponinas e triterpenos com acdo sobre a diurese,
comprovado em testes com animais (ratos) (KRETTLI, 2001; ROSAS, 2007; DINIZ,
2009).

Colubrina retusa é outra espécie desta familia e contém saponinas com
pronunciada atividade antimicrobiana (LI, 1999; ELSOHLY, 1999).

Existem ainda as plantas pertencentes ao género Discaria, que s&o
utilizadas na medicina tradicional no tratamento de diabetes, afeccfes cutaneas e
contra febre. A espécie D. americana possui atividade antibacteriana contra gram-
negativos e gram-positivos, e apresenta em sua composicdo alcaloides
ciclopeptidicos, triterpendides, e Oleo essencial, que contém alta atividade
antioxidante (GIACOMELLI, 2004; RODRIGUEZ, 2008).

Outro género da familia Rhamnaceae que inclui espécies com propriedades
farmacoldgicas € o Gouania, do qual se destacam as espécies G. lupuloides e G.
ulmifolia, utilizadas popularmente no tratamento de leishmaniose e dores
estomacais, respectivamente. G. ulmifolia também apresenta triterpendides com
atividade antimicrobiana (GIACOMELLI, 2007; GACHET, 2010).
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Do género Hovenia destaca-se a espécie H. dulcis, uma planta comumente
utilizada para fins nutricionais e medicinais no continente asiatico, sendo originaria
da China e Japdo. Os extratos deste vegetal tém demonstrado propriedades
antioxidante, antimicrobiana, antidiabética, hepatoprotetora, além da capacidade de
detoxificacdo do etanol. Quanto a composicdo quimica, possui derivados
saponinicos, saponinas triterpénicas e flavonéides (HYUN, 2010).

O género Scutia também apresenta relevancia fitoquimica e farmacoldgica.
A espécie S. buxifolia contém um teor elevado de flavonoides (quercetina,
quercitrina, isoquercitrina, rutina) nas folhas e cascas. Esses flavonodides encerram
alto poder antioxidante. Além desses compostos, a espécie possui também
alcaldides ciclopeptidicos, que demonstraram capacidade antimicrobiana contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas (BOLIGON, 2009; MOREL, 2005).
Antraquinonas isoladas de outra espécie deste género, a S. myrtina, apresentam
propriedades anti-helminticas e antiproliferativas sobre Plasmodium falciparum
(AYERS, 2007; HOU, 2009).

Outro género relevante para esta familia € o Ziziphus. As espécies deste
género sao reportadas por apresentarem diversas atividades biologicas e
farmacologicas, entre as quais podemos citar atividade antinociceptiva, anti-
inflamatdria, anti-helmintica, antidiabética, ansiolitica, sedativa, entre outras. Quanto
a composicao quimica, ja foram descritos alcaldides ciclopeptidicos, flavondides,
saponinas e triterpenos (PENG, 2000; LEE, 2003; ABDEL-ZAHER, 2005; BORGI,
2007; NISAR, 2007; PANDEY, 2008; BACHAYA, 2009).

Finalmente, o género Rhamnus, que inclui espécies de grande importancia
farmacoldgica e quimica, sendo as espécies R. purshiana e R. frangula as mais
conhecidas no Brasil, principalmente por suas propriedades laxativas. Estas
espécies sdo amplamente utilizadas pela populacdo e sua composicdo quimica ja
estd bem definida: apresentam compostos antraquinbnicos, como antraguinonas
livres (crisofanol, emodol), O-heterdsidos (emodia-antrona), C-heterdsidos, taninos,
sais minerais e principios amargos (SYDISKIS, 1991; SIMOES, 2004; CUNHA;
2010).

Existem ainda outras espécies com relevancia quimica e farmacoldgica
neste género. Dentre elas estdo R. nepalensis, R. alaternus, R. lycioides, R. nakarai,

R. alpinus, R. formosana e R. cathartica.
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A espécie R. nepalensis, também conhecida como R. nipalensis, possui em
sua composicdo esteroides e triterpenos, isoflavona (di-O-metildaidzeina),
flavonoides e antraquinonas, entre as quais destaca-se a emodina. Este vegetal é
utilizado pela medicina popular no tratamento de herpes e como hipotensivo, e
possui acdo citotoxica comprovada contra células provenientes de carcinoma
humano (nasofaringe) (SINGH, 2001; MAI, 2001).

Rhamnus alaternus apresenta diversas atividades, como, antibacteriana,
antimutagénica, antigenotoxica, antioxidante, laxativa, purgativa, hipotensiva e
capacidade de inducdo de apoptose em células cancerigenas. Quanto a sua
composigcdo quimica, ja foram descritos flavondides e antraquinonas, dentre elas a
emodina (LONGO, 2005; AMMAR, 2008, AMMAR, 2011; BHOURI, 2011).

A espécie R. lycioides é conhecida por sua forte propriedade hipotensora,
sendo o principal mecanismo de acgdo desta atividade a inibicho da enzima
conversora de angiotensina | (ECA). Possui em sua constituicdo quimica
flavondides, esterdides e triterpenos, catequinas, taninos, aguUcares, resinas e
compostos antraquindnicos. A atividade anti-hipertensiva tem sido atribuida a
procianidina glicosilada (TERENCIO, 1990; TERENCIO, 1991).

Rhamnus nakaharai tem como propriedades a inibicdo de fosfodiesterases,
atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, inibicio da agregacao
plaquetaria, além do tratamento da constipacdo intestinal e asma (WEI, 2001; NG,
2007).

Rhamnus alpinus apresenta acao sobre o sistema gastrointestinal, além das
propriedades antifingica, antibacteriana, antitumoral, antioxidante. Em sua
constituicdo quimica estdo presentes as antraquinonas aloeemodina, reina,
emodina, crisofanol e fisciona (GENOVESE, 2010).

A espécie Rhamnus formosana tem atividade anti-inflamatoria e apresenta
flavondides e antraquinonas (LIN, 1991). Por fim, a espécie R. cathartica, que é
conhecida por sua toxicidade, porém, também ¢é usada como purgativa
(LICHTENSTEIGER, 1997).

Com base nos dados obtidos na literatura, conclui-se que entre os principais
componentes quimicos encontrados na familia Rhamnaceae, considerando-se

principalmente o género Rhamnus, estdo os derivados antraquindnicos.
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3.1.2.1. Compostos antraquinonicos

b

As antraquinonas pertencem a classe quimica das quinonas, que sao
produtos de oxidacdo de fendis, e apresentam uma estrutura composta por dois
grupamentos carbonilicos e duas ligacdes duplas entre carbonos. As quinonas sao
classificadas de acordo com o tipo de anel no qual estdo inseridos 0s grupos
carbonilicos e as duplas liga¢des (naftoquinonas, benzoquinonas e antraquinonas).

A estrutura quimica béasica das antraquinonas (figura 3) € um anel antraceno
com dois grupos cetonas nas posi¢ées C9 e C10 (SIMOES, 2004; CUNHA, 2010).

0

o]

0,10 - ANTRAQUINONA

FIGURA 3. ESTRUTURA QUIMICA BASICA DAS ANTRAQUINONAS.
FONTE: SIMOES, 2004

As antraquinonas sdo as quinonas de maior relevancia devido a sua
importancia farmacéutica. Entre as propriedades biologicas e farmacoldgicas
descritas para antraquinonas estdo toxicidade para cupins, acdo protetora contra
insetos, atividade alelopatica, efeito laxante, atividade antiprotozoaria,
antibacteriana, antifingica e antitumoral, porém o uso como agente laxativo € o mais
aplicado para esta classe de metabolitos (SIMOES, 2004; CUNHA, 2010).

Ja foram descritas diversas antraquinonas para o género Rhamnus, (figura
4), das quais destaca-se a emodina, de grande interesse farmacoldgico, devido a
diversidade de atividades biologicas que tem apresentado. Este metabdlito
secundario tem sido encontrado em diversas espécies vegetais, principalmente das
familias Fabaceae, Polygonaceae e Rhamnaceae, sendo esta Ultima representada
principalmente pelos géneros Rhamnus e Ventilago. No género Rhamnus existem

23 espécies nas quais este metabdlito ja foi identificado. A antraquinona emodina,
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tanto em sua forma livre (aglicona) como a glicosilada, tem sido isolada de vérias
partes das plantas (cascas, caule, folhas, flores, sementes e frutos) (IZHAKI, 2002).

Apesar do amplo uso dos compostos antraquinénicos como agentes
laxativos, estudos recentes indicam que este uso, quando em grandes quantidades
e/ou em longo prazo, pode estar associado ao aumento do risco no desenvolvimento
de tumores colo-retal; entretanto, o uso em curtos periodos € considerado seguro.
Outro fator relevante na utilizacdo medicinal de antraquinonas sao as interacdes
medicamentosas, pois, devido a sua acéo laxativa, podem diminuir a absorcéo de
outros farmacos, e consequentemente, diminuir a eficacia do outro tratamento (VAN
GORKON, 1999).
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FIGURA 4. ALGUMAS ANTRAQUINONAS DESCRITAS PARA ESPECIES DO GENERO RHAMNUS.
FONTE: SIMOES, 2004.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL

4.1.1. Coleta, Identificacéo e exsicata

O material vegetal foi coletado na Universidade Federal do Parana, campus
Jardim Botanico, em maio de 2011. A determinagdo botanica foi realizada no
herbario do Museu Botanico Municipal da cidade de Curitiba. A amostra foi
comparada com a exsicata da espécie, (Figura 10), depositada na colecao botanica
do museu sob o nimero 243989.

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados folhas e caules de
Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

ersmmmmors secmres R )
FIGURA 5. EXSICATA N°243989: ESPECIE RHAMNUS SPHAEROSPERMA VAR. PUBESCENS.
FONTE: MUSEU BOTANICO MUNICIPAL DE CURITIBA.
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4.1.2. Analises fisico-quimicas

4.1.2.1. Umidade (Perda por dessecacéo)

A metodologia utilizada para a determinacdo da umidade foi realizada
conforme descrito na Farmacopéia brasileira V (2010).

4.1.2.2. Cinzas totais

O meétodo utilizado para determinacdo das cinzas totais esta presente na
Farmacopéia brasileira V. A porcentagem de cinzas totais foi calculada em relagcéo a
droga seca ao ar.

4.1.2.3. Cinzas insolUveis em acido

O residuo obtido na determinacdo de cinzas totais foi utilizado para a
determinacao das cinzas insolGveis em acido. A metodologia utilizada esta presente
na Farmacopéia brasileira V. A porcentagem de cinzas insoluveis em acido foi

calculada em relacdo a droga seca ao ar.

4.1.3. Ensaio sistematico de prospeccao fitoquimica

O ensaio sistematico tem como objetivo a identificacdo dos principais grupos
do metabolismo secundéario das espécies vegetais, através da identificacdo por
reacdes de precipitacdo ou coloracdo. Esse ensaio foi realizado segundo MOREIRA
(1979), adaptado por Miguel (2003).
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Foram utilizados os extratos aquoso 20% (m/v) e hidroalcdolico 20% (m/v),
ambos obtidos por maceracdo, para pesquisa da presenca dos grupos quimicos,
segundo a tabela 2.

TABELA 2. Grupos quimicos de metabdlitos secundarios pesquisados no ensaio

fitoquimico sistematico.

Extrato Aquoso Extrato Hidroalcodlico

Heterosideos antocianicos Alcaldides

Heterosideos saponinicos Acidos organicos
GRUPOS

. Gomas e mucilagens Compostos fendlicos

QUIMICOS

Taninos Flavondides

Aminogrupos Cumarinas

Acidos volateis Antraquinonas

Acidos fixos Esterdides e triterpenos

4.1.4. Analises microquimicas

Os testes microquimicos foram realizados para a verificacdo de
componentes quimicos marcadores nos tecidos vegetais. Para a realizacdo dos
testes, amostras frescas de folhas e caules, obtidas a 5 cm do apice dos ramos,
foram coletadas e fixadas em uma solucdo de formaldeido, acido acético e alcool
(FAA). Posteriormente, foram realizados cortes tranversais a mao livre para a
confec¢do das laminas (KRAUS; ARDUIN, 1997).

Através de reagentes quimicos por reacBes de identificacdo foram
pesquisados compostos fendlicos (cloreto férrico), substancias lipofilicas (Sudam I1),
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 fotogafica para microscépio éptico, modelo
TCA - 1.3, marca ALLTION®.
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4.2.CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

4.2.1. Obtengao dos extratos a serem trabalhados

As amostras de planta seca, estabilizada e moida, foram pesadas e
extraidas com etanol 96°GL, em aparelho de Soxhlet modificado, para a obtencéo do
extrato alcodlico bruto (CARVALHO, 2001).

A um aparelho de Soxhlet foi conectado um condensador de bolas e um
baldo de fundo chato contendo pérolas de vidro. A esse sistema foram adicionados
cerca de 4L de etanol 96°GL. Para a utilizagdo deste equipamento, foram
introduzidos cerca de 2kg do material vegetal seco no suporte de vidro do aparelho
(este contém uma placa porosa e uma camada de algodao para conter o material
vegetal). Sobre este sistema foi adicionado cerca de 4L de etanol 96°GL para
extracdo. Todo o sistema foi levado ao aquecimento (60°C) em manta aquecedora e
deixado em refluxo, de modo a obter o extrato alcodlico por extracdo em meio
solvatado. Com o sistema sob aquecimento, o alcool presente no baldo € evaporado
e posteriormente condensado no condensador de bolas. Desse modo, o liquido
extrator percorre novamente o material vegetal, permitindo desta forma a extracao
do mesmo (CARVALHO, 2001).

No momento em que 0 menisco do extrato no canal lateral do Soxhlet atingiu
o ponto de refluxo, o extrato foi descarregado no baldo por sifonamento passivo e o
processo foi repetido dez vezes. Este procedimento previne a degradacao térmica
de substancias no baldo, uma vez que a quantidade de liquido extrator é constante
no sistema e é capaz de solvatar os compostos presentes.

Apoés a producdo dos extratos alcodlicos brutos, foi determinado o teor de
sélidos, segundo a metodologia da Farmacopéia brasileira V (2010). Foram
pipetados volumetricamente 10 mL do extrato bruto e transferidos para uma placa de
Petri previamente dessecada. A placa foi acondicionada em estufa a 105°C até peso
constante. A diferenca entre a massa da placa com o residuo do extrato e a placa

vazia forneceu o teor de solidos por 10 mL do extrato.
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4.2.1.1. Fracionamento dos extratos etandlicos brutos

As fracBes foram obtidas através do sistema de particdo liquido-liquido.
Foram utilizados solventes de diferentes polaridades, em ordem crescente de
polaridade (n-hexano, cloroférmio, acetato de etila). Todos os solventes utilizados
apresentavam padréo analitico.

Para o sistema de particdo liquido-liquido foi utilizado o aparelho Soxhlet
modificado, contendo o extrato alcodlico bruto, conectado ao condensador de bolas
e a um baldo de fundo chato com pérolas de vidro, onde foi inserido o solvente
utilizado de acordo com a fracdo desejada. Todo o sistema foi levado ao
agquecimento em manta aquecedora e deixado sob refluxo por cerca de 6 horas.

Durante a obtencéo da fracdo hexanica do caule ocorreu a formacdo de um
precipitado marrom-avermelhado, o qual foi submetido a analise por cromatografia

em camada delgada e, posteriormente, a purificacdo por cromatografia em coluna.

4.2.2. Andlise e purificacéo das fracdes

As fracbes foram previamente analisadas através de métodos
cromatograficos (cromatografia em camada delgada e por cromatografia liquida de
alta eficiéncia).

Para as analises de cromatografia em camada delgada, foram utilizadas
cromatoplacas de silica Silica-gel 60 F254 Merck®. As amostras foram diluidas em
metanol ou cloroférmio, de acordo com a sua solubilidade. Como fase movel foi
utilizada uma solucdo de hexano, acetato de etila e acido férmico (6:6:0,3). As
placas foram visualizadas com lampada UV no comprimento de onda de 360 nm, e
guando necessario, reveladas com dietilamina.

A purificacdo das fracdes foi realizada através de cromatografia em coluna.
Cada fracdo (hexanica e seu precipitado, cloroformica e acetato de etila) foi
incorporada a silica-gel 60, para a formacédo da pastilha de silica. Esta pastilha foi
submetida a cromatografia em coluna, onde ocorreu a eluicdo da amostra através do

sistema de passagem de solventes (hexano, acetato de etila e metanol) com
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gradientes de polaridades crescentes. O controle de eluicdo foi feito com lampada
de luz UV a 360 nm.

As caracteristicas das fracdes recolhidas foram observadas por
cromatografia em camada delgada, utilizando-se cromatoplacas de Silica-gel 60
F254 Merck®.

4.2.2.1.1solamento dos compostos T1 a TS

A cromatografia em coluna do precipitado da fracdo hexano (20,19g) deu
origem a compostos codificados como T1, T2, T3, T4 e T5.

Nesta cromatografia foi utilizado um gradiente de polaridade com inicio em
100% de hexano até 100% de acetato de etila, e de 100% de acetato até 80% de
metanol, e para limpeza da coluna foram utilizados 100% de etanol e 100% de agua.
Os dados cromatograficos estao presentes na tabela 3.

O composto T1 foi obtido apos a evaporagcéo do solvente, que promoveu a
cristalizacao das substancias, com a formacéo de cristais alaranjados. Esses cristais
foram lavados com éter de petrdleo para retirada da resina que havia no mesmo
frasco. ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD), os frascos
semelhantes foram reunidos.

Os demais frascos, apos analises em CCD, foram reunidos, e apos a
secagem foi observada a formacdo de cristais. Posteriormente, em novas analises
de CCD foram constatadas as presencas de apenas trés substancias em cada um
dos fracos codificados como F94-97, F78-79, F78-79.2 (separado por raspagem
apos a secagem do solvente pela diferenca de coloracédo) e F100-133.

As amostras F94-97, F78-79 e F100-133 foram submetidas a cromatografia
preparativa em vacuo, com fase mével composta por hexano, acetato de etila e
acido férmico (6:6:0,3; ou 6:3:0,3) obtendo-se os compostos T2, T3 e T5,
respectivamente.

O conteado do frasco F78-79.2 foi solubilizado em metanol, onde foi
observada a formacao de cristais no fundo do frasco. A amostra entédo foi submetida
a baixa temperatura (-20°C) para aumentar o grau de cristalizac&o, os cristais foram
separados por centrifugacdo (5 min., 14.000 r.p.m.) e lavados com metanol, este

isolado foi codificado como T4.
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TABELA 3. Cromatografia em coluna do precipitado da fracdo hexano do caule de

Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

Hexano (%) Acetato de etila (%) Frascos
100 — —
95 05 01-04
90 10 05-15
85 15 16 — 20
80 20 21 -30
75 25 31-36
70 30 37-41
65 35 42 — 46
60 40 47 — 57
55 45 58 — 63
50 50 64 — 68
45 55 69 — 73
40 60 74 — 78
35 65 79 -83
30 70 84 — 88
25 75 89 — 93
20 80 94 — 97
15 85 98 — 102
10 90 103 - 107
05 95 108 - 112
— 100 113-117

Metanol (%) Acetato de etila (%) Frascos
05 95 118 -123
10 90 124 — 127
15 85 128 — 133
20 80 134 -139
25 75 140 — 144
30 70 145 -150
40 60 151 — 156
50 50 157 - 161
60 40 162 — 167
70 30 168 — 172
80 20 173 -177

4.2.2.2.1solamento do composto T6

O composto T6 foi obtido através da cromatografia em coluna da fracéo

hexano do caule (15,0g), utilizando-se gradiente de polaridade a partir de 100% de

hexano até 100% de acetato de etila (escala com intervalos de 5%) e de 100% de
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acetato de etila até 60% de metanol (escala em 10%). Os dados cromatograficos

podem ser observados na tabela 4.

TABELA 4. Cromatografia em coluna da fragdo hexano do caule de Rhamnus

sphaerosperma var. pubescens.

Hexano (%) Acetato de etila (%) Frascos
100 — 1-26
95 05 27 - 36
90 10 37-44
85 15 45 — 54
80 20 55-61
75 25 62-71
70 30 72 -80
65 35 81 -89
60 40 90 - 98
55 45 99 - 107
50 50 108 - 114
45 55 115-125
40 60 126 — 132
35 65 133-141
30 70 142 - 151
25 75 152 — 158
20 80 159 — 163
15 85 164 -171
10 90 172 -176
05 95 177 - 183
— 100 184 — 207

Metanol (%) Acetato de etila (%) Frascos
05 95 208 — 215
10 90 216 — 223
20 80 224 — 232
30 70 233 - 241
40 60 242 — 247

Apés a evaporacdo do solvente, os frascos 43 a 49 apresentaram cristais

com coloracdo branca misturados com uma substancia de caracteristica oleosa, de

cor verde. O conteddo desses frascos foram reunidos e submetidos a nova

purificacdo por cromatografia em coluna, com fase estacionaria de silica-gel 60 e

fase moével com gradiente de polaridade a partir de 100% de éter de petrdleo até



37

100% de hexano e 100% de hexano até 100% de acetato de etila. Os dados

cromatograficos estdo apresentados na tabela 5.

TABELA 5. Cromatografia em coluna dos frascos 43 a 49 da fragao hexano do caule

de Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

Eter de petroleo(%) Hexano (%) Frascos

100 — 1-12

95 05 13-16

90 10 17-19

85 15 20 - 23

80 20 24 — 26

75 25 27 - 29

70 30 30-33

60 40 34 - 36

55 45 37 -39

50 50 40 — 43

40 60 44 — 47
Acetato de Etila (%) Hexano (%) Frascos

— 100 48 — 50

10 90 51-60

20 80 61— 68

50 50 69 — 75

100 — 76 — 81

Apoés esta purificacdo os frascos 66 a 68

foram lavados com éter de

petroleo, obtendo-se uma substancia cristalina de coloragdo branca, denomidada

T6.

4.2.3. Elucidacao estrutural

As substancias isoladas foram submetidas as andlises espectrométricas

para determinacdo de sua estrutura. Os ensaios realizados foram espectroscopia de

ressonancia nuclear magnética de *H e *C. Estes experimentos foram realizados no

departamento de Quimica (UFPR).
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4.3.AVALIACAO DO PERFIL ANTIOXIDANTE

As andlises para determinacao do perfil antioxidante foram realizadas para
todas as amostras (extratos brutos e fracbes) de folhas e caules de R.

sphaerosperma var. pubescens.

4.3.1. Formacédo do complexo fosfomolibdénico

Essa analise se baseia na técnica descrita por Prieto, Pineda e Aguilar
(1999), e apresenta a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante tanto de
componentes lipofilicos, quanto hidrofilicos.

O reativo foi preparado através da adicdo de uma solucdo com fosfato de
sodio 0,1M (28 mL), molibdato de ambénio 0,03M (12 mL) e acido sulfurico 3M (20
mL), e &gua g.s.p. 100 mL. Esse reativo foi preparado no momento do uso. Solu¢cdes
padrdes de acido ascoérbico (vitamina C) e rutina, bem como as amostras testadas,
foram preparadas na concentragao de 200 pg/mL em metanol (BIANCO, 2003).

Em tubo de ensaio, foram adicionados 3 mL de reativo e 0,3 mL da amostra.
Este procedimento foi realizado para os padrdes e para o branco (no qual foi
utilizado metanol). A analise foi realizada em triplicata.

Os tubos foram fechados e levados ao banho-maria a 95°C por 90 min. Apos
o resfriamento, foi realizada a leitura de absorbancia no comprimento de onda
695nm, em espectrofotdmetro UV-1601 Shimadzu®. A capacidade antioxidante das
amostras foi expressa em atividade antioxidante relativa (AAR%), em relacdo a
rutina (200ug/mL) e vitamina C (200ug/mL), usadas como padrdo. Os resultados

foram calculados da seguinte maneira:

AbSA - AbSBranco

AAR% VITAMINA C = ( ) x 100

Absvitamina c AbSBranco

AbSA - AbSBranco

AAR% RUTINA = ( ) x 100

AbsRutina - AbsBranco
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4.3.2. Avaliacao da atividade antioxidante pela reducao do radical DPPH (2,2-difenil-

1-picrilhidrazila)

O DPPH é um radical livre e estavel com o qual compostos vegetais que
apresentam potencial atividade antioxidante interagem, permutando os elétrons ou
atomos de hidrogénio, reduzindo-o. E um método de facil execucéo, rapido e muito
utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de amostras vegetais.

O potencial de reducdo do DPPH pelas amostras foi analisado
espectrofotometricamente segundo Mensor et al. (2001). Foram preparadas cinco
solugcbes metandlicas das amostras em diferentes concentra¢des, das quais 2,5mL
foram colocados em contato com 1mL da solucdo metandlica de DPPH na
concentragéo de 0,03 mmol/mL. Como branco foram utilizados 2,5mL da solucdo de
cada amostra e 1mL de metanol. E também um controle com 2,5mL de metanol e
1mL de solugcédo de DPPH. Apds 30 min de reacdo foram realizadas as leituras em
espectrofotdmetro a 518nm. Como padrdes foram utilizados rutina e vitamina C. A

habilidade dos extratos em reduzir o radical foi calculada da seguinte forma:

Abs, — AbSpranco

% Inibi¢ao do DPPH = 100 — ( ) x 100

AbsControle

4.3.3. Teste com espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

Este método é util para avaliar a potencialidade de diferentes amostras em
inibir o processo de peroxidacédo de lipidios. A dosagem das substancias reativas
com acido tiobarbitirico (TBARS) reflete a quantidade de malondialdeido (MDA)
formado na degradacéo de lipidios promovida pela peroxidacao. O teste foi realizado
segundo Morais et al. (2006), com modificacdes.

Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,1 mL de uma solu¢do de amostra na
concentracdo de 70ug/mL em etanol, 0,4 mL de H,O, 0,5 mL de solucédo de gema de
ovo 5% (p/v) previamente preparada em solucdo de SDS 0,55% (dodecil sulfato de
sodio), 50 pL de ABAP 35mM (cloreto de 2,2’-azo-bis-2-amidinopropano), 1,5mL de
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acido aceético 20% (pH 3,5) e 1,5 mL de TBA 0,4% (acido tiobarbitarico) também
preparada em solugdo de SDS 0,55%. Os tubos foram levados a banho-maria a
95°C por 1 hora. Apos o resfriamento da solucao, adicionou-se 1,5 mL de 1-butanol,
para extracao da fase organica. Os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 5 min.
Em seguida, foi realizada a leitura do sobrenadante em 532nm. Como branco foi
utilizado o 1-butanol. Como controle negativo, foi utilizada a mesma solugéao, sendo
a amostra substituida por 0,1 mL de etanol. O teste foi realizado em quintuplicata.
As espécies reativas do acido tiobarbitarico foram calculadas pela equacao:

bs,
Abscy

A% = (1 ) x 100

4.4.AVALIA(;AO DA TOXICIDADE EM Artemia salina
4.4.1. Eclosao dos cistos

Os cistos de Arthemia salina foram estimulados a eclodir para a obtencéo dos
nauplios. Para isso, cistos (200 mg/400 mL) foram colocados em solucéo salina (23
g NaCl; 11 g MgCl,-6H,0; 4 g Na,SOq; 1,3 g CaCl,-2H,0 ou CaCl,-6H,0; 0,7 g KClI,
1000 mL de &gua destilada, pH 9), sob aeracdo continua, exposi¢do a iluminagao
(20W) e temperatura ambiente durante 48 horas.

O ensaio foi realizado para os extratos brutos e suas respectivas fracoes, das
folhas e caules, nas concentracfes de 10, 100 e 1000 pg/mL. As amostras foram
diluidas em etanol e colocadas em frascos adequados para a realizacdo 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 concentracfes das amostras.
Também foi realizado o controle com etanol. Todos os testes foram realizados em
triplicata.

Foram transferidos 30 nauplios de Arthemia salina para cada frasco contendo
as amostras ou controles e o volume foi ajustado para 2,5 mL. Apés 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 determinagéo
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dos valores de DLs; com intervalo de confianga de 95%. As amostras foram
consideradas toxicas quando os valores de DLsp, se apresentaram menores que
1000ug/mL (MEYER et al., 1982).

4.5.AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA IN VITRO

A avaliacdo da atividade hemolitica das amostras foi realizada conforme
preconizado no manual de Métodos de Controle de Qualidade para Materiais de

Plantas Medicinas publicado pela Organiza¢do Mundial as Saude (OMS, 1988).

4.5.1. Avaliacao da atividade hemolitica em agar sangue

Em discos de papel filtro Whatman (n°1), com aproximadamente 7mm de
diametro, foram aplicados 20 pL da amostra a ser testada, na concentracdo de
1000pg/mL. Apos este procedimento, os discos foram levados a secura, em estufa a
50°C, sobre agar sangue. As placas foram incubadas por 24 horas em estufa a
35°C. As amostras com atividade hemolitica provocaram a formacdo de halo
hemolitico no agar sangue e este foi medido para a comparacdo com o controle
positivo (saponina 1mg/mL). Foi realizado o controle dos solventes utilizados para
diluicdo das amostras; onde 20uL de solvente foram aplicados no disco de papel e

levado a secura em estufa a 50°C, e aplicados sobre o agar.

4.5.2. Atividade hemolitica com hemacias em suspensao

Para o preparo da suspensdo cerca de 5 mL de sangue de carneiro
(Newprov®) foram lavados com tampédo fosfato pH 7,4 e centrifugados até a
obtencao do sobrenadante limpido e incolor. Entdo 1mL foi transferido para o balédo
volumétrico de 50 mL e completado o volume com tampao fosfato pH 7,4. Esta
suspensao foi usada enquanto o liquido sobrenadante permaneceu limpido e incolor

e mantida fria.
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Para a realizacao do teste, os extratos e fragfes foram diluidos com tampé&o
fosfato, nas concentragbes de 50, 100, 250 e 500 ug/mL e colocados em contato
com a suspensao de hemacias a 2%.

Os tubos de ensaio foram agitados cuidadosamente, evitando a formacao de
espuma. Apos 30 min de repouso foram agitados novamente e deixados em repouso
por 150 min.

Ap6s a incubacdo, os tubos foram centrifugados por 5 min, a 2500 rpm.
Entdo foi verificada a formacdo hemdlise total (solucao limpida, vermelha e sem
depdsito de eritrocitos).

Nos tubos onde ocorreu hemdlise, foi realizado outro teste para a
guantificacdo da menor concentragdo de amostra onde ocorreu a atividade
hemolitica. As concentracdes testadas foram 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375,
400, 425, 450, 475 e 500 pg/mL. Os tubos foram observados apos 24 horas, e a
menor concentragdo com atividade hemolitica foi determinada para a menor

concentracdo com hemalise total.

4.6.ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliacdo do potencial antimicrobiano dos extratos e fracbes foi
empregado o método microdiluicdo, para determinar a Concentracdo Inibitéria
Minima e Concentracdo Microbicida Minima. Para realizacdo dos testes foram
utilizados Staphylococcus aureus ATCC®25293™, Staphylococcus epidermidis
ATCC®12228™,  Salmonella thyphimurium ATCC®14028™,  Pseudomonas
aeruginosa ATCC®9027™, Escherichia coli ATCC®25922™ e Candida albicans
SC5314.

As cepas em teste foram repicadas em caldo BHI (bactérias) e Sabouraud
(fungos) e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo, as suspensodes
microbianas foram comparadas e padronizadas de acordo com a turbidez do tubo
0,5 da escala McFarland. Entdo, 100ul de cada cepa foram inoculadas em 1800ul do
meio (BHI ou Sabouraud), e 10ul dessa mistura foram adicionados em cada poco da

placa de cultura de células ja contendo o meio com as amostras.
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As amostras utilizadas foram os extratos alcodlicos brutos e suas
respectivas fragoes, nas concentracdes de 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 pg/mL.

Os extratos e fracdes foram dissolvidos em BHI ou Sabouraud e filtrados em
membrana estéril com poros de 0,22um, para esterilizagdo das solugbes. Em
seguida, 100ul de cada concentracao foram transferidos para cada pogo da placa de
cultura de células. As placas foram fechadas e mantidas em estufa a 37°C. Os
resultados foram lidos nos tempos de 24 e 48 horas ap0s a inoculacdo. A formacao
de um botdo de crescimento microbiano no fundo da placa de cultura indica que o
extrato apresenta capacidade de inibicdo do crescimento dos microrganismos na
concentragdo em teste. Os ensaios foram realizados em triplicata (ANVISA, 2003).

O conteudo de cada poc¢o onde a MIC foi determinada foi transferido, com o
auxilio de um swab estéril, para uma placa de petri, previamente preparada
contendo apenas agar BHI. As placas foram incubadas em estufa, a 37°C, por 24
horas. O crescimento microbiano nesta placa indica que a amostra possui apenas
atividade bacteriostatica ou fungistatica (capacidade de inibir o crescimento). Por
outro lado, a auséncia de crescimento microbiano indica que a amostra possui,
atividade microbicida (capacidade de provocar a morte das células dos
microrganismos) (ANVISA 2003).

4.7.AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO BRUTO DO CAULE SOBRE O
SISTEMA GASTROINTESTINAL

Para verificar a atuacdo do extrato bruto do caule sobre o sistema
gastrointestinal foram avaliados os seus efeitos sobre a motilidade gastrointestinal e
atividade antiulcerogénica frente a ingestdo de etanol absoluto, em modelos

experimentais com animais.
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4.7.1. Avaliagao sobre a motilidade gastrointestinal

4.7.1.1. Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) variedade Swiss, adultos
jovens, machos, pesando entre 25 e 30g, provenientes do biotério da PUCPR. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais-PUCPR, protocolo n°
700.

4.7.1.2. Esvaziamento gastrico de semissolidos

Camundongos (n=8) em jejum de 6 horas foram tratados, por via oral
(gavagem), com extrato alcodlico bruto do caule de Rhamnus sphaerosperma var.
pubescens nas doses de 20, 100 e 500 mg/kg. Apos 1 hora dos tratamentos, foi
administrado 500uL do marcador colorido (vermelho de fenol 0,5% em
carboximetilcelulose 1,5%) e apdés 15 min os animais foram eutanasiados por
tiopental (200 mg/kg). A cavidade abdominal foi aberta, o piloro e a parte distal do
esbfago foram pincados. O estébmago retirado com seu conteudo e triturado com 10
mL de agua destilada. O homogenato foi centrifugado a 1500 rpm por 15 min, e
entdo 1,0 mL do sobrenadante foi coletado e misturado com 1,0 ml de NaOH 1N
(pH12). Os resultados foram obtidos por leitura espectofotométrica a 560 nm e
expressos em porcentagem de esvaziamento gastrico em relacdo ao grupo controle
tempo zero (SCARPIGNATO, 1980).

O grupo controle tempo zero (administracdo apenas do marcador colorido)
foi eutanasiado logo apdés a administracdo do marcador. Adicionalmente, foram
utilizados como controles atropina via subcutanea 3mg/kg, metoclopramida via oral
30mg/kg e soro fisiolégico (veiculo utilizado para diluir os extratos) via oral
(0,1mL/10g).
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4.7.1.3. Transito Intestinal

Os mesmos animais (n=8) do experimento anterior (esvaziamento gastrico
de semissélidos) tiveram suas cavidades abdominais abertas e ap4s o pingcamento e
remocdo do estdbmago, seus intestinos delgados foram removidos. Com auxilio de
uma régua, determinou-se o comprimento total do intestino delgado de cada animal
(distancia entre o piloro até a valvula ileocecal), e a distancia percorrida pelo
marcador (até a Ultima porcdo que contenha pelo menos 1 cm continuo do
marcador). Os resultados foram expressos em porcentagem da distancia percorrida
pelo marcador em relacdo ao comprimento total do intestino delgado (STICKNEY,
1959).

Como controles foram utilizados soro fisiologico 0,1mL/10g por via oral,

atropina subcutanea 3mg/kg e neostigmina subcutanea na dose de 20ug/kg.

4.7.2. Avaliacao da atividade antiulcerogénica

4.7.2.1. Animais

Foram utilizados ratos (Ratus norvegicus, variedade Wistar) adultos, fémeas,
pesando entre 150 e 300g provenientes do biotério da PUC-PR. Este projeto foi

aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais-PUCPR, protocolo n® 700.

4.7.2.2. Lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto

As lesBes gastricas induzidas por etanol (inducdo aguda) foram realizadas
de acordo com a metodologia descrita por Robert et al. (1979).
Os animais foram mantidos em jejum por 12 — 18 horas, com acesso livre a

agua. O extrato alcoolico do caule foi administrado por via oral (gavagem) nas doses
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de 20, 100 e 500 mg/kg. Uma hora apds o tratamento com o extrato, etanol absoluto
(0,5 mL/200 g) foi administrado também por via oral (gavagem).

Ap6s uma hora da administragdo do etanol, os animais foram eutanasiados com
ketamina (100mg/kg) e xylasina (50mg/kg) e os estdbmagos foram removidos,
distendidos e fixados com alfinetes para a analisar e fotografar as lesdes gastricas.
Como controles foram utilizados soro fisiolégico (0,1 mL/100 g) e omeprazol (40
mg/kg). A avaliacdo das lesdes gastricas induzidas por etanol foi realizada através
do programa Image Proplus, no qual a area total lesionada foi expressa em
porcentagem, em comparacao com a area total de cada estbmago.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas através da

avaliacdo da variancia pelo teste ANOVA seguida da analise de diferenca pelo teste

de Tukey (utilizando o programa Statistica 5.1).



5. FLUXOGRAMA DOS PROCEDIMENTOS REALIZADOS

MATERIAL BOTANICO

!

OBTENGAO DO EXTRATO
BRUTO ETANOLICO

!

CONCENTRAGAOQ

!

|

! I

EXTRATO || FRAGAO FRAGAO FRACAO ACETATO
BRUTO HEXANO CLOROFORMIO DE ETILA
\ 4 \ 4
ATIVIDADES ISOLAMENTO DE
BIOLOGICAS COMPOSTOS

a7



48

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. MATERIAL VEGETAL

6.1.1. Andlises fisico-quimicas

Os parametros para as analises do teor de umidade, cinzas totais e
insollveis em &cido estdo sendo determinados pela primeira vez para a espécie
Rhamnus sphaerosperma var. pubescens. Os dados obtidos por meio dessas

analises estdo sumarizados na tabela 6.

TABELA 6. Analises fisico-quimicas do material vegetal.

Analise Folhas Caule

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

A determinacao destas andlises indica a quantidade de matéria intrinseca no
vegetal, e desta maneira, auxiliam na confirmacéo da identidade botanica, além de
permitirem a identificacdo de adulteracdes e materiais estranhos na matéria-prima
vegetal. Estes dados sdo considerados parametros de qualidade, e sdo amplamente
utilizados para garantir a confiabilidade dos vegetais utilizados na producédo de
medicamentos fitoterapicos (ANVISA, 2010).
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6.1.2. Ensaio sistematico de andlise fitoquimica

Os resultados obtidos durante a pesquisa dos grupos de metabdlitos
secundéarios (marcha fitoquimica) para folhas e caules da espécie Rhamnus

sphaerosperma var. pubscens podem ser observados na tabela 7.

TABELA 7. Classe de metabdlitos identificados pela andlise fitoquimica em

Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

Aquoso Hidroalcodlico Aquoso Hidroalcodlico
Extrato
Folhas Folhas Caule Caule
Heterosideos | Acidos Heterosideos | Acidos
antocianicos | organicos antocianicos | organicos
Heterosideos L. Heterosideos L
Fendis Fenois
saponinicos saponinicos
Gomas e . Gomas e .
G Flavonoides Flavondides
rupo mucilagens mucilagens
Fitoquimico . . . :
Acidos fixos Antraquinonas | Acidos fixos Antraquinonas
Esterdides/ Esteroides/
triterpenos triterpenos

Neste ensaio, as reac¢des indicativas de compostos pertecentes a classe das
antraguinonas apresentaram o0s 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.
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6.1.3. Andlises microquimicas

As analises 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 reacéo de coloracdo com Sudam lll 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 da folha.

Esses testes sdo 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, é possivel determinar possiveis trocas da matéria-prima, garantindo o

uso correto da planta medicinal.

6.2. CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

6.2.1. Rendimento dos extratos e fracdes

O rendimento do extrato etandlico bruto obtido a partir do caule foi
3,962%+0,169 e para o extrato bruto obtido das folhas foi de 16,214%:+0,281.

Foram obtidos 342,63g de extrato etandlico bruto do caule e 179,50g das
folhas de R. sphaerosperma. Destes, foram retirados 23,26g do extrato bruto do
caule e 19,769 do extrato bruto das folhas, para realizacdo das atividades biolégicas,
sendo o restante utilizado no particionamento para obtencéo das fracdes. A tabela 8
demonstra o rendimento das fracdes em relacdo a quantidade de extrato etandlico

bruto utilizado.
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O método de extracdo utilizado foi por aparelho de Soxhlet, pois as
temperaturas de trabalho méximas ndo ultrapassam 60°C, previnindo a alta
degradacdo térmica. Isso ocorre por solvatacdo da amostra pelo solvente, e por se
tratar de um sistema fechado, a perda de componentes volateis € menor em
comparacdo a outros métodos, como infusdo e decoccdo. Este aparelho é
importante também na economia dos solventes utilizados no processo, uma vez que
a extracdo € feita com refluxo, promovendo o reaproveitamento do solvente
(CARVALHO, 2001). Este método garante, ainda, reprodutibilidade do extrato
vegetal, tanto no carater quimico, quanto no biol6gico, desde que a producéo e
coleta do material vegetal estejam padronizadas, pois a reproducdo das atividades
biolégicas de interesse depende diretamente da composicdo quimica do extrato ou
fracéo.

TABELA 8. Rendimento das fracdes obtidas em relagéo ao extrato etandlico bruto.

Rendimento
Amostra Folhas Caule
Massa (g) | Porcentagem | Massa(g) | Porcentagem
Extrato Etandlico Bruto 159,76 — 319,37 —
Fracdo Hexano 30,56 19,13% 59,32 18,57%
Fracao Cloroformio 19,99 12,52% 26,95 8,44%
Fracéo Acetato de Etila 22,78 14,26% 19,37 6,07%

6.2.2. Isolamento e identificacdo dos compostos Tl e T3

Apés analise de ressonancia nuclear magnética, o composto T1 foi
identificado como a antraquinona crisofanol (1,8-diidroxi-3-metilantraquinona) (figura
6). A indentidade deste composto foi determinada também pelas analises
complementares de RMN, HSQC (correlacao entre atomos de hidrogénio e carbono
ligados diretamente) e HMBC (correlacdo entre os atomos de hidrogénio e carbono
distantes). O espectro de RMN *H revelou dois sinais simples em & 11,98 e 12,09

referentes aos grupamentos hidroxila e em & 2,45 um sinal integrado para trés
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hidrogénios referente ao grupamento metila. O espectro apresentou ainda sinais em
o 7,79 (1H, dd, J 7,52Hz e 1,16Hz) e & 7,27 (1H, dd, J 7,52Hz e 1,16Hz)
caracteristico de hidrogénio com acoplamento orto e meta, em & 7,65 (1H, t, J
8,15Hz) de hidrogénio com acoplamento orto e também multipletos em & 7,62 e 7,07
referentes a hidrogénios com acoplamento meta. Os dados das analises de RMN

estao expressos na tabela 9.

TABELA 9. Deslocamentos quimicos para *H e 3C correspondente ao Crisofanol

presente em Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

Deslocamentos Quimicos (ppm)
13C 1H
CHOl et al.
. Exp. Exp. CHOl et al. , 2005
Posicao , 2005
1 (C)-OH 162,68 162,70 11,98 (s) -
2 (CH) 124,69 124,3 7,07 (m) 7,21 (m)
3(C) 149,30 149,8 - -
4 (CH) 121,33 120,9 7,62 (m) 7,65 (m)
7,79 (dd; J=8,5Hz e | 7,84 (dd; J=8,0Hz
5 (CH) 119,88 119,6
1,1Hz) e 1,5Hz)
6 (CH) 136,92 137,5 7,65(t; J=7,98Hz) 7,83 (t; J=8,0Hz)
7,27 (dd; J=8,5Hz e | 7,37 (dd; J=8,0Hz
7 (CH) 124,27 124,6
1,1Hz) e 1,5Hz)
8 (C)-OH 162,39 162,7 12,09 (s) -
9 (C)=0 192,48 192,9 - -
10 (C)=0 181,91 181,7 - -
11 (C) 133,59 134,1 - -
12 (C) 115,82 116,2 - -
13 (C) 113,68 114,2 - -
14 (C) 133,25 133,8 - -
Metila 22,3 21,4 2,45 (s) 2,11 (s)

Legenda: J = constante de acoplamento; dd = duplo dubleto, t = tripleto, m = multipleto
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FIGURA 6. ESTRUTURA QUIMICA DO CRISOFANOL PRESENTE EM RHAMNUS
SPHAEROSPERMA VAR. PUBESCENS.
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(200 MHz, CDCl5).
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FIGURA 10. REPRESENTACAO GRAFICA DO ESPECTRO DE HMBC PARA CRISOFANOL (400
MHz, CDCls).

O composto T3 foi identificado também como uma antraquinona, a fisciona
(1,8-Dihidroxi-3-metoxi-6-metilantraquinona) (figura 10). Foi detectada a presenca de
uma mistura, entretanto, as outras substancias nao puderam ser identificadas, sendo
necessarias mais etapas de purificacdo, para a sua separacdo e identificacdo. O
espectro de RMN *H revelou dois sinais simples & 12,10 e 12,29 referentes aos
grupamentos hidroxila e em & 2,44 um sinal integrado para trés hidrogénios
referente ao grupamento metila. O espectro mostrou ainda 4 sinais sendo um
singleto em 6H 7,66, 3 sinais duplos em &H 7,06 (J 0,69Hz), 7,27 (J 2,58Hz) e 6,60
(J 2,49Hz) referentes a acoplamento meta. O espectro revelou também um sinal
referente aos 3H de uma metoxila em dH 3,93. Os deslocamentos quimicos de

carbono 13 e hidrogénio 1 podem ser observados na tabela 10.
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TABELA 10. Deslocamentos quimicos para ‘H e *C correspondente & Fisciona

presente em Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

Deslocamentos Quimicos (ppm)

B H
o Exp. CHU et al. , Exp. CHU et al. ,

Posicao 2005 2005
1 (C)-OH 166,53 166,1 12,10 12,06
2 (CH) 106,76 106,1 6,67 (d, J=2,49Hz) 6,74
3(C) 162,48 161,9 - -
4 (CH) 108,20 107,8 7,27 (d, J= 2,58H2z) 7,32
5 (CH) 124,49 124.,0 7,66 (s) 7,64
6 (C) 148,44 148,0 ) )
7 (CH) 121,27 120,7 7,06 (d, J= 0,69Hz) 7,09
8 (C)-OH 165,17 164,7 12,29 12,19
9 (C)=0 190,75 190,2 - -
10 (C)=0 181,95 181,6 - -
11 (C) 135,21 134,7 - -
12 (C) 113,64 1131 ) ]
13 (C) 110,23 110,2 - -
14 (C) 133,17 132,7 - -
Metila 22,15 21,7 2,44 2,42
Metoxila 56,08 55,7 3,93 3,93
Legenda: J = constante de acoplamento; d = dubleto
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FIGURA 11. ESTRUTURA QUIMICA DA FISCIONA PRESENTE EM RHAMNUS SPHAEROSPERMA

VAR. PUBESCENS.
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FIGURA 12. REPRESENTAGCAO GRAFICA DO ESPECTRO DE RMN DO **C PARA FISCIONA

(200MHz, CDCl,).
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6.2.3. Isolamento e identificacdo do composto T6

A andlise de ressonancia nuclear magnética do composto T6, em CDCls,
200 MHz, revelou a mistura dos fitosterdis estigmasterol e sitosterol (figura 14). Os
sinais em 06140,75 e 121,72 indicam os carbonos da ligagao dupla entre C-5 e C-6
de ambos os esterdides. A dupla ligacdo entre C-22 e C-23, caracteristica do
estigmasterol foi identificada pelos sinais $138,32 e 129,26. Foi observado ainda um

sinal em 671,79, atribuido ao carbono C-3 (Dados apresentados na tabela 11).

CH,

HO

FIGURA 14. ESTRUTURA QUIMICA: (A) ESTIGMASTEROL E (B) SITOSTEROL PRESENTES EM
RHAMNUS SPHAEROSPERMA VAR. PUBESCENS.
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TABELA 11. Deslocamentos quimicos para **C correspondente ao Estigmasterol e

Sitosterol presentes em Rhamnus sphaerosperma var. pubescens.

Deslocamentos Quimicos (ppm)
Estigmasterol Sitosterol
Posicao Exp. GOIS, 2010 Exp. GOIS, 2010
1 (CH,) 37,23 37,3 37,23 37,3
2 (CH,) 31,88 31,9 31,88 31,9
3 (CH) 71,79 71,7 71,79 71,7
4 (CH,) 42,28 42,3 42,28 42,3
5(C) 140,75 140,8 140,75 140,8
6 (CH) 121,72 121,6 121,72 121,6
7 (CHy) 31,88 31,9 31,63 31,9
8 (CH) 31,88 31,9 31,63 31,9
9 (CH) 50,11 50,2 50,11 50,2
10 (C) 36,49 36,5 36,49 36,5
11 (CH,) 21,06 21,1 21,06 21,1
12 (CH,) 39,75 39,9 39,75 39,9
13 (C) 42,28 42,5 42,28 42,5
14 (CH) 56,75 56,8 56,75 56,8
15 (CH,) 24,29 24,3 24,29 24,3
16 (CH,) 29,23 29,0 28,23 28,3
17 (CH) 56,03 56,1 56,03 56,1
18 (CHs) 12,23 12,1 11,84 11,9
19 (CHs) 19,38 19,4 19,38 194
20 (CH) 40,48 40,5 36,13 36,2
21 (CHs) 21,06 21,1 18,73 18,8
22(CH/CH,) 138,32 138,54 33,92 33,9
23(CH/CH,) 129,26 129,49 26,04 26,1
24 (CH) 51,22 51,3 45,81 45,9
25 (CH) 31,63 31,9 29,12 29,2
26 (CHs) 21,20 21,3 19,80 19,8
27 (CHs) 19,01 19,0 19,01 19,1
28 (CH,) 25,39 25,4 23,04 23,1
29 (CHs) 12,23 12,3 12,23 12,3
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6.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sdo compostos que apresentam a capacidade de reverter
ou inibir a oxidacdo de outras substancias. Os agentes antioxidantes apresentam,
além do auxilio na prevencdo de diversas doencas, uma larga aplicacdo industrial,
principalmente nos setores farmacéutico, cosmético e alimenticio. Desta maneira, a
aplicacdo de agentes antioxidantes obtidos de produtos naturais se torna uma
alternativa aos obtidos quimicamente, pois estes produtos passam por rigorosos
testes toxicologicos, de seguranca e eficacia para o uso das suas propriedades
medicinais, exigidos para medicamentos fitoterapicos (BARREIROS; DAVID, 2006;
NIKI, 2010).

No organismo, os danos causados pela presenca de radicais livres e/ou
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio geralmente estdo relacionados com o
desenvolvimento de diversas doencas, como insuficiéncia cardiaca e respiratoria,
aterosclerose, doencas degenerativas, mutagénese e carcinogénese (NIKI, 2010),
bem como com o agravamento de processos inflamataorios.

O perfil da atividade antioxidante dos extratos e fracbes foi determinado
através das metodologias in vitro de formacdo do complexo fosfomolibdénio,
reducdo do radical DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazila), e determinacdo da taxa de

peroxidacéo lipidica (TBARS).

6.3.1. Formacao do complexo fosfomolibdénico

A avaliacdo da atividade antioxidante pela formacdo do complexo
fosfomolibdénico determina a capacidade antioxidante total de uma amostra frente a
uma reacao de oxido-reducdo. Permite avaliar componentes tanto lipofilicos quanto
hidrofilicos (PRIETO et al., 1999).

Este ensaio fundamenta-se na reducdo do molibdénio VI a molibdénio V na
presenca de determinadas substancias com capacidade antioxidante, ocorrendo a
formacdo de um complexo verde entre fosfato/molibdénio (V), em pH &cido,

determinado espectrofotometricamente a 695nm. A atividade antioxidante relativa
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(AAR%) foi determinada por comparacdo com o0s padrdes rutina e vitamina C
(valores considerados como 100% de formac¢&o do complexo). Para este teste todas
as amostras e padrées foram utilizados na concentragdo de 200 pg/mL. Os

resultados obtidos estdo expressos na figura 15.

Atividade Antioxidante Relativa (AAR) a Rutina e Vitamina C

120,0 -

a 99a8 a
100,0 ’ a
100,0 = 2 o 9?[,3
. 80,0 - 68,0 69,2 68,8 I
g L . I
= 60,0 - 53,3
< =
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Amostras (200 pg/mL)

Padroes EABF

B AAR% - Vitamina C AAR% - Rutina

FIGURA 17. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE RELATIVA EM RELACAO AOS PADROES RUTINA E
VITAMINA C. (EABF: extrato alcodlico bruto das folhas; FHF: fracdo hexano das folhas; FCF: fracédo
cloroférmio das folhas; FAF: fracdo acetato de etila das folhas; EABC: extrato alcodlico bruto do
caule; FHC: fracdo hexano do caule; FCC: fracdo cloroférmio do caule; FAC: fracdo acetato de etila
do caule). Letras iguais representam igualdade estatistica (diferenca estatistica considerada para
p<0,01).

No ensaio de reducdo do complexo fosfomolibdénio, algumas amostras
apresentaram capacidade antioxidante semelhante a da rutina; as fracoes
cloroformio do caule (FCC) e da folha (FCF), e acetato de etila do (FAC)
demonstraram maior capacidade antioxidante neste teste, sendo seus valores

estatisticamente iguais aos deste padrao.
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6.3.2. Avaliacéo da atividade antioxidante pela reducéo do radical DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazila)

O método de andlise da atividade antioxidante pela reducdo do radical
DPPH permite a avaliacdo da quantidade de amostra necessaria para neutralizar
uma determinada quantidade do radical livre (DPPH). A atividade antioxidante da
amostra, assim como a concentracdo ideal sdo dependentes das caracteristicas
moleculares das substancias presentes na mesma, assim como suas interagcdes com
a molécula deste radical (MOLYNEUX, 2004; NIKI, 2010). A molécula do DPPH é
um radical livre estavel, que em solucéo etandlica possui coloragéo violeta, quando
esta solucdo entra em contato com substancias doadoras de atomos de hidrogénio
para o radical, ocorre a sua reducdo e a solucdo muda para a cor amarela
(MOLYNEUX, 2004).

Para a avaliacdo da atividade antioxidante pela reducdo do radical DPPH
(2,2 difenil-1-picrilhidrazila) foram testadas cinco concentracfes de cada amostra e a
porcentagem de inibicdo do DPPH foi calculada a partir da absorbancia obtida para
cada concentracgéo.

A ICso (figura 15) determina a concentragdo da amostra que € capaz de
reduzir 50% da concentracao inicial de DPPH, e foi calculada com base na equacéo
da reta obtida das curvas de concentracdo de cada amostra com a porcentagem de
inibicdo do DPPH produzida. Este processo € denominado de regresséo linear, e as
equac6es foram consideradas confiaveis somente quando o valor de R? (linearidade
da reta) foi superior a 0,98. Os graficos 1-10 representam as curvas das
concentracgfes utilizadas de cada amostra para a reducdo do DPPH, empregadas na
construcdo dos graficos para o calculo de ICsp (0s resultados estdo expressos como
média + desvio padrdo).

Os graficos 1 e 2 representam os valores utilizados na constru¢do da curva
dos padrdes Rutina e vitamina C. Para a rutina as concentracdes utilizadas variaram

de 2 a 10 pg/mL, e para a vitamina C, os valores foram de 1,6 a 8 ug/mL.



Gréfico 1. Curva do padréo rutina pela reducdo do DPPH.
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Grafico 2. Curva do padréo vitamina c pela reducéo do DPPH.

90
80
70
60
50
40
30
20
10

inibicdo da Redug¢ao de DPPH (%)

Vitamina C

y=10,185x - 4,1311
R?=0,9969

2 4 6 8 10
Concentragdo (pug/mL)

65

Os gréficos 3 a 6 representam as curvas obtidas para os extratos e

fracOes obtidos do caule de R. sphaerosperma.

Para o extrato alcodlico bruto, as concentracfes ativas na reducdo do DPPH

foram de 25 a 125 ug/mL (grafico 3). Para a fracdo hexano do caule (gréafico 4),

foram observadas as concentragdes mais altas (150 a 430 pg/mL), indicando menor

atividade antioxidante desta amostra, quando avaliada a capacidade de reducéo do

DPPH.



Gréfico 3. Curva do extrato alcodlico bruto do caule pela reducdo do DPPH.
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Grafico 4. Curva da fracdo hexano do caule pela reducdo do DPPH.
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Com o aumento da polaridade das fracdes obtidas do caule (substancias

com carater mais hidrofilico) foram observados resultados mais favoraveis, ou seja,

as concentracdes necessarias para reducdo do DPPH foram menores.
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Gréfico 5. Curva da fracéo cloroférmio do caule pela reducdo do DPPH.
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A fracdo cloroformio (grafico 5), que possui polaridade ligeiramente maior
gue a fracdo hexano, apresentou atividade neste método na faixa de concentracao
de 12,5 a 100ug/mL. E a fragdo acetato de etila (grafico 6) apresentou atividade na
faixa de 25 a 75 pg/mL.

Grafico 6. Curva da fracdo acetato de etila do caule pela reducdo do DPPH.
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Os resultados obtidos para as amostras das folhas de R. sphaerosperma
estdo demonstrados nos graficos 7 a 10.
O extrato alcodlico bruto (grafico 7) demonstrou melhor atividade

antioxidante neste método, sendo que as concentracbes variaram de 6,25 a
75ug/mL.



Gréfico 7. Curva do extrato alcodlico bruto das folhas pela reducdo do DPPH.

90
80
70
60
50
40
30
20
10

inibicdo da Redugio de DPPH (%)

Extrato Etandlico Bruto - Folha

y=1,0197x + 6,4136
R?=0,9954

20 40 60 80
Concentragio (ug/mL)

68

Da mesma forma que no caule, a fracdo hexano das folhas (grafico 8)

também apresentou menor atividade na reducdo do DPPH, sendo que a faixa de

concentragdo variou de 50 a 250ug/mL. Ja a fragdo cloroférmio (grafico 9)

apresentou uma faixa de 12,5 a 100 pg/mL.

Grafico 8. Curva da fracdo hexano das folhas pela reducéo do DPPH.
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Gréfico 9. Curva da fracdo cloroférmio das folhas pela reducédo do DPPH.

Fracao Cloroformio - Folha

80 -
70 ~
60 -
50 -
40 -
30 -
20 - y=0,7216x + 10,983
10 - R?=0,9899
0 T T T T T )
0 20 40 60 80 100 120
Concentragio (ug/mL)

inibicdo da Redugdo de DPPH (%)

A fracéo acetato de etila das folhas (grafico 10) apresentou melhor atividade
entre as fragbes obtidas das folhas, com uma faixa de concentragéo de 25 a 75
Mg/mL.

Grafico 10. Curva da fracdo acetato de etila das folhas pela reducédo do DPPH.
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Quando os valores obtidos de ICsy para cada amostra foram comparados,
pode-se observar que todas as amostras apresentaram resultados estatisticamente
diferentes dos padrdes utilizados (vitamina C e rutina). Entretanto, as fracdes
hexano, tanto da folha quanto do caule, apresentaram menor atividade na reducéo
do DPPH, sendo os valores de ICsy 0s mais altos, ou seja, maiores quantidades de

amostra sao necessarias uma para obtencédo da atividade desejada.
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Concentragao de AmostraNecessaria para a Reducdo em 50% da
Concentragao Inicial de DPPH (ICg)
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FIGURA 18. ICs;; CONCENTRACAO DA AMOSTRA QUE REDUZ 50% DA CONCENTRACAO
INICIAL DE DPPH. (EABF: extrato alcodlico bruto das folhas; FHF: fracdo hexano das folhas; FCF:
fracdo cloroférmio das folhas; FAF: fragdo acetato de etila das folhas; EABC: extrato alcodlico bruto
do caule; FHC: fracdo hexano do caule; FCC: fracdo cloroférmio do caule; FAC: fracdo acetato de
etila do caule). Letras iguais indicam igualdade estatistica (diferenca estatistica considerada para
p<0,01).

6.3.3. Teste com espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

Este teste € utilizado para verificar a capacidade das amostras testadas em
inibir a peroxidacao lipidica induzida por um agente oxidante. O método baseia-se
na reacdo do malondialdeido (MDA) formado pela oxidac&o de lipideos pelo ataque
de agentes oxidantes. Este produto da oxidacdo de lipideos reage entdo com o
acido tiobarbitarico (TBA) sob alta temperatura e baixo pH, demonstrando, de
maneira indireta, a quantidade de lipideos oxidados (LIU et al., 1997; MORAIS et
al., 2006).

Os resultados obtidos estdo mostrados na figura 17. Neste ensaio,
diferentemente dos outros testes de atividade antioxidante, as amostras de carater
mais lipofilico apresentaram melhor atividade. As fracbes hexano e cloroférmio do
caule demonstraram capacidade antioxidante superior a do padrao utilizado,

indicando possivelmente que os compostos lipofilicos presentes nestas fracdes sao
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mais ativos na inibicdo da oxidagdo causada por agentes oxidantes, do que na

neutralizacao de radicais livres.

Inibicao da Peroxidagao Lipidica (TBARS)
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FIGURA 19. INIBICAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA. (BHT: hidroxibutiltolueno; EABF: extrato
alcodlico bruto das folhas; FHF: fracdo hexano das folhas; FCF: fracdo cloroférmio das folhas; FAF:
fracdo acetato de etila das folhas; EABC: extrato alcodlico bruto do caule; FHC: fragdo hexano do
caule; FCC: fracao cloroférmio do caule; FAC: fracdo acetato de etila do caule). Letras iguais indicam

igualdade estatistica (diferenca estatistica considerada para P<0,05).

De maneira geral, as amostras de Rhamnus sphaerosperma var. pubescens
demonstraram uma importante capacidade antioxidante frente aos métodos
utilizados. Este dado corrobora com estudos realizados em outras espécies deste
género, como Rhamnus alaternus, Rhamnus nakaharai e Rhamnus alpinus, que
além do amplo uso popular e diversas atividades biologicas comprovadas, sao
descritas também por sua atividade antioxidante expressiva, em diversos métodos
de andlise utilizados (NG et al., 2007; AMMAR et al., 2008; GENOVESE et al., 2010;
AMMAR et al., 2011).

Na determinacdo da atividade antioxidante total, as amostras apresentaram
perfil estatisticamente igual ao padrdo rutina, um flavonoide que possui ampla
variedade de atividades farmacologicas, sendo que muitas delas sdo associadas
com sua atividade antioxidante, como por exemplo, a atividade anti-inflamatoéria
(OLIVEIRA et al.,, 2009). Quanto a habilidade em neutralizar radicais livres, as

amostras apresentaram concentracfes muito superiores as dos padrbes rutina e
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vitamina C, indicando que para atuarem na inibicdo destes radicais sdo necessarias
maiores quantidades de amostra quando comparadas com os controles.

A atividade antioxidante de uma amostra sobre radicais livres depende de
fatores determinados pela estrutura quimica das espécies envolvidas. Em reacdes in
vitro, os parametros importantes sdo a reatividade quimica das moléculas presentes
na amostra com a molécula do radical, e a estequiometria da reacdo (numero de
moléculas de radical que a amostra é capaz de neutralizar). Porém, em reacgdes in
vivo, além destes outros fatores estdo envolvidos, que sdo determinados pelas taxas
metabdlicas de absorcéo, distribuicdo e retencdo do farmaco nos tecidos, como a
concentracdo e mobilidade da amostra no ambiente da reacdo e a interacdo com
outros antioxidantes (WILLIAMS et al., 1995; BONDET et al., 1997; NIKI, 2010).

Quando as amostras foram analisadas com relacdo a sua habilidade em
inibir ou previnir a peroxidagao lipidica, as fracdes mais lipofilicas (hexano e
cloroférmio) apresentaram melhor atividade, com taxas de inibigdo superiores as do
controle BHT, que tem sido amplamente utilizado como conservante por inibir a
peroxidacdo lipidica. Desta maneira, pode-se sugerir aplicacdes industriais, como
conservantes em indutrias alimenticias e farmacéuticas, uma vez que a busca por
compostos atoxicos com essas propriedades tem sido alvo de pesquisas nesta area
(BUTTERFIELD et al., 2002; CHAKRABORTY et al., 2009; NIKI, 2010; STYSKAL et
al., 2012).

Além disso, a capacidade em inibir ou previnir danos oxidativos esta
associada com o tratamento e prevencao de doencas, como por exemplo, de origem
inflamatoria e degenerativas. Entretanto, ndo é possivel extrapolar os resultados
obtidos nos ensaios de atividade antioxidante para reacbes que ocorrem em
organismos Vvivos, pois tratam-se de reacdes quimicas realizadas in vitro, e dessa
forma, testes in vivo sdo necessarios para estabelecer o perfil da atividade

antioxidante das amostras utilizadas em sistemas vivos.

6.4. AVALIACAO DA TOXICIDADE EM Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina (microcrustaceo de agua

salgada) € um teste preliminar, rapido e eficiente, que determina se a amostra
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testada possui indicios de toxicidade em apenas 24 horas. Este teste permite o
direcionamento de estudos com extratos vegetais, de maneira que substancias
toxicas para o0 microcrustaceo podem ser testadas para fins inseticidas e
antiparasitarios. Por outro lado, compostos que demonstram auséncia de toxicidade
devem prosseguir para estudos farmacoldgicos e toxicoldégicos in vivo para
comprovacédo da sua eficacia e seguranca (MEYER et al.,1982).

As amostras foram consideradas toxicas quando os valores de DLsy foram
menores que 1000 pyg/mL (MEYER et al., 1982). Como controle positivo foi utilizado
sulfato de quinidina nas mesmas concentragdes das amostras. Neste ensaio,
nenhuma das amostras testadas de R. sphaerosperma var. pubescens apresentou
toxicidade frente aos microcrustaceos, e os testes foram direcionados para as

atividades farmacologicas. Os resultados estdo expressos na tabela 12.

TABELA 12. Avaliacao da toxicidade frente Artemia salina.

Amostra Mortalidade / Concentragéo DL50 Intervalo de
10 (ug/mL) (100 (pg/mL) | 1000 (ug/mL) | (ug/mL) | Confianca de 95%
EABC 0 3 0 > 1000 —
FHC 0 0 4 > 1000 —
FCC 0 0 1 > 1000 —
FAC 1 0 2 > 1000 —
EABF 0 1 1 > 1000 —
FHF 0 0 0 > 1000 —
FCF 1 2 6 > 1000 —
FAF 0 0 5 > 1000 —
ETANOL 0 0 0 > 1000 —
gLLJJIIEQTSADE 26 85 177,38 136,9 — 229,9

LEGENDA: EABC (extrato alcodlico bruto caule); FHC (fracdo hexano caule); FCC (frag&o cloroférmio
caule); FAC (fracdo acetato de etila caule); EABF (extrato alcodlico bruto folha); FHF (FRACAO
HEXANO FOLHA); FCF (frac&o cloroférmio folha); FAF (fracao acetato de etila folha).



74

6.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

6.5.1. Avaliacdo da atividade hemolitica em agar sangue

Na triagem de atividades biologicas e toxicolégicas de extratos vegetais,
existe a necessidade da verificacdo 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 hemécias, é prejudicial devido aos danos que podem
ser causados em 6Orgaos vitais, como figado e rins (BEDNARCZUK et al., 2010).

Foram utilizadas duas metodologias para verificar a atividade hemolitica das
amostras de R. sphaerosperma var. pubescens. Na avaliacdo da atividade
hemolitica através do teste em agar sangue, nenhuma amostra apresentou

formacgéo de halo hemolitico.

Etanol

Amostras P Sapenina

FIGURA 20. AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA EM AGAR SANGUE. (Etanol: controle do
solvente utilizado - ndo ocorreu formacéao de halo hemolitico; Saponina: controle positivo - formacgao
do halo hemolitico; Amostras: exemplo de duas amostras utilizadas - ndo ocorreu formagéo de halo

hemolitico).
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6.5.2. Atividade hemolitica com hemacias em suspensao

Para o teste de atividade hemolitica em sangue de carneiro em suspenséo a
2%, apenas a fragcdo hexano do caule apresentou atividade hemolitica, sendo
0,25 mg/mL a menor concentracdo com capacidade hemolitica.

As diferencas nos resultados observadas para os métodos aplicados podem
ser explicadas devido as caracteristicas de polaridade da amostra e do agar, pois na
metodologia em agar sangue, existe a necessidade de difusdo da amostra para o
mesmo para assim exercer sua atividade frente as hemacias ali inseridas.
Entretanto, como a amostra possui um perfil lipofilico e o agar hidrofilico, existe uma
barreira que impede a migracdo dos componentes da amostra para 0S poros
formados pelo agar, e desta maneira, a visualizagdo do resultado para esta amostra
pode ter sido um falso-negativo. Portanto, quando as amostras foram solubilizadas
em contato direto com as hemacias, ocorreu a formagcdo de hemodlise provocada
pelos componentes da fracdo hexano do caule.

De maneira geral, as amostras de Rhamnus sphaerosperma var. pubescens
nao apresentaram toxicidade para as hemacias, apenas a fracdo hexano do caule.
Como o extrato bruto do caule ndo apresentou atividade hemolitica em nenhuma
concentracdo testada pode-se supor que as substancias hemoliticas presentes
neste extrato apenas exercem este efeito em concentracdes elevadas, uma vez que
0 processo de fracionamento promove a concetracao de substancias na amostra. Ou
ainda, pode haver a presenca de outros compostos no extrato bruto que sé&o
capazes de inibir ou neutralizar a acdo hemolitica dos compostos da fracdo hexano,
e assim, a atividade hemolitica ndo é observada para o extrato bruto do caule.

Uma vez que a utilizacdo popular ndo € dos extratos fracionados, e os testes
farmacologicos sdo direcionados pela etnofarmacologia, a atividade hemolitica
observada para a fracdo hexano ndo deve ser um fator limitante para a continuidade
das pesquisas. Porém, testes adicionais de toxicidade devem ser executados para

garantir 0 USO seguro destes extratos.
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6.6. ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O método de microdiluicdo foi aplicado porque permite o contato direto das
amostras em diferentes concentra¢cdes com oS microrganismos a serem testados em
suspensao, diferentemente do método de difusdo em &gar, no qual as substancias
testadas precisam se difundir por ele para exercerem seu efeito sobre os
microrganismos. Entretanto, este método € limitado pela solubilidade das amostras
testadas, pois apenas solventes inertes aos microrganismos podem ser utilizados.

Nenhuma das amostras testadas apresentou efetividade na inibicdo do
crescimento ou morte celular das cepas testadas apés o tempo maximo de
observacdo (48 horas). Porém, a fracdo acetato de etila do caule, na maior
concentracao testada (400 pg/mL), causou a inibicdo do crescimento de Escherichia
coli e Salmonella thyphimurium em 24 horas de contato.

Possivelmente, doses maiores desta fracdo poderiam exercer o efeito
antibacteriano desejado, mas devido a solubilidade limitada desta amostra, testes
com concentracoes acima desse valor nao foram realizados.

A obtencdo de um efeito antimicrobiano de extratos vegetais € interessante
na busca de novos farmacos com diferentes modos de atuacdo sobre os
microrganismos patogénicos, uma vez que superinfeccbes por microrganismos
ultraresistentes tém sido observadas rotineiramente. Sendo assim, ja que a fracéo
utilizada apresenta uso limitado devido a sua solubilidade, torna-se interessante,
como etapas futuras, a purificacdo e determinacdo da substancia que possa exercer

a atividade antimicrobiana.

6.7.AVALIACAO DO EFEITO DO EXTRATO BRUTO DO CAULE SOBRE O

SISTEMA GASTROINTESTINAL

6.7.1. Avaliacdo sobre a motilidade gastrointestinal

As espécies do género Rhamnus sdo descritas por sua atividade sobre o

trato gastrointestinal, principalmente por exercerem acgao laxativa, devido a presenca
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de antraquinonas em sua composi¢ao quimica (NIJS et al., 1993). Para avaliar qual
o efeito do extrato bruto do caule sobre o trato gastrointestinal foram realizados os
testes de esvaziamento gastrico de semissélidos e transito intestinal, e desta
maneira, verificar se o extrato atua em algum desses segmentos.

A avaliacédo da capacidade de aumentar ou diminuir o esvaziamento géstrico
foi determinada pela quantificagdo do marcador (vermelho de fenol) que
permaneceu no estdmago dos animais apés o tempo do experimento, utilizando uma
curva de calibragdo com o marcador vermelho de fenol. A partir desta curva, o
conteudo gastrico de cada animal foi quantificado e os resultados expressos como
médiatdesvio padréo de microgramas de marcador por estdbmago (ug/estdbmago).

Os resultados estdo expressos como médiatdesvio padrdo, e podem ser
observados na figura 21.
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FIGURA 21. AVALIACAO DA TAXA DE ESVAZIAMENTO GASTRICO DE SEMISSOLIDOS.
(VEICULO = grupo tratado com salina; METO = grupo tratado com metoclopramida, 30mg/Kg;
ATROP = grupo tratado com atropina, 3mg/kg; EABC = extrato alcodlico bruto do caule, 20mg/Kg,
50mg/kg, 100mg/Kg e 500mg/Kg). Letras iguais indicam igualdade estatistica (diferenca estatistica

considerada para P<0,05).

Os dados obtidos nos experimentos com 0s grupos tratados com o extrato e

com os controles soro fisiolégico, metoclopramida e atropina foram comparados com
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a média obtida para o grupo controle tempo 0 (31,33+4,9 ug de vermelho de fenol
por estdmago), que foi eutanasiado imediatamente apds a administragdo do
marcador, representando assim a quantidade total de marcador que o estdmago
acomoda no estado fisiolégico, sem intervencdes medicamentosas ou patolégicas.

Como esperado, o controle com metoclopramida (30 mg/kg) aumentou a
taxa de esvaziamento gastrico, sendo a média de 44,37% em relacdo ao grupo
tempo 0 (quantidade maxima de marcador no estdmago considerada 100%), ja que
ela € um antagonista do receptor dopaminérgico D,, que aumenta a motilidade do
esobfago, do estdbmago e do intestino (RANG et al., 2008).

Da mesma maneira, 0 grupo controle tratado com atropina (3 mg/kg, via
subcutanea), um agente anticolinérgico que inibe a motilidade gastrointestinal,
reduziu a taxa de esvaziamento gastrico, sendo o conteudo correspondente a
85,07% do total.

E interessante observar que os grupos tratados com o extrato alcodlico bruto
do caule promoveram a diminuicdo (20 mg/kg) e o aumento (500 mg/kg),
significativos no contéudo gastrico, quando comparados com o controle negativo.

Para verificar a atuacdo do extrato sobre o transito intestinal, foram utilizados
0S mesmos animais do experimento de esvaziamento gastrico, e ap0s a remoc¢ao do
estdbmago, o intestino foi retirado, estendido e a distancia percorrida pelo marcador
foi medida. Como controles, além do grupo tratado com salina, foram utilizados a
atropina, que reduz o transito intestinal, e a neostigmina, um agente
anticolinesterasico que em pequenas doses aumenta a contratilidade ritmica do
estbmago e intestino (HELLSTROM, 2006; RANG, et al., 2008; RAO, et al., 2009;
CELLINI et al., 2011).

Os resultados estdo expressos como meédiatdesvio padrdo, e podem ser

observados na figura 22.
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FIGURA 22. AVALIACAO DA TAXA DE TRANSITO INTESTINAL. (VEICULO = grupo tratado com
salina; NEO. = grupo tratado com neostigmina, 20ug/Kg; ATROP. = grupo tratado com atropina,
3mg/Kg; EABC = extrato alcoodlico bruto do caule). Letras iguais indicam igualdade estatistica

(diferencga estatistica considerada para p<0,05).

O grupo tratado com neostigmina (20 pg/kg, via subcutdnea) aumentou o
transito intestinal para 63,3% e o tratado com atropina (3 mg/kg, via subcutanea)
reduziu a taxa de transito intestinal para 39,3%, ambos em comparacdo com 0 grupo
controle tratado com soro fisiologico e atuando como esperado.

Os grupos tratados com o extrato alcodlico bruto do caule promoveram uma
diminuicdo significativa no transito intestinal quando comparados com o controle
negativo, com excec¢do do grupo tratado com 100 mg/kg de extrato que nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle.

Os resultados obtidos nos testes de avaliacdo da motilidade gastrointestinal
sugerem que 0 extrato alcodlico do caule de Rhamnus sphaerospema var.
pubescens atua nos segmentos do trato gastrointestinal, estbmago e intestino, de
maneira independente. Esses resultados sdo contrarios ao esperado para um
extrato com antraquinonas em sua composi¢do quimica, que de acordo com a

literatura deveria promover o aumento da velocidade do transito intestinal, por
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irritacdo da mucosa do intestino, exercendo efeitos laxativos (NIJS et al.,, 1992).
Sendo assim, neste extrato deve haver outros componentes com agao sobre o TGI.

No estbmago, o tipo de influéncia exercida pelo extrato variou com a dose,
onde a menor concentracdo acelerou o esvaziamento gastrico, enquanto a maior,
500 mg/kg, apresentou efeito contrario, retardando o esvaziamento gastrico. Ou
seja, 0 mesmo extrato, porém administrado em doses diferentes, apresenta efeitos
contrarios sobre o esvaziamento gastrico. Por outro lado, nas doses de 50 e 100
mg/kg, ndo houve diferenca significativa em comparagdo com o controle negativo.

Este efeito exercido pelo extrato na dose 20 mg/kg pode ser resultado da
atuacdo dos componentes do extrato sobre receptores que influenciam os
movimentos peristalticos no estémago ou piloro. Entre os mecanismos conhecidos
por acelerarem 0 esvaziamento gastrico estdo o0 agonismo de receptores
muscarinicos (M, e Mg3) por agentes colinérgicos, como acetilcolina, betanecol e
eésteres da colina em geral, a modulacdo de receptores serotoninérgicos, 0
antagonistas dopaminérgicos, como a metoclopramida, e a atuacdo de agentes
anticolinesterasicos, como a neostigmina (HELLSTRO"M, 2006; RANG, et al., 2008;
RAO, et al., 2009; CELLINI et al., 2011). Dessa forma, existe a necessidade de se
realizarem outros experimentos para determinar o(s) mecanismo(s) de atuacédo do
extrato nestas concentracdes, bem como determinar o(s) componente(s) ativo do
extrato.

Podem-se sugerir algumas explicacdes para a diminuicdo do esvaziamento
gastrico observado na dose de 500 mg/kg do extrato. Uma delas € o aumento no
teor de substancias lipofilicas, uma vez que o conteudo gastrico rico em gorduras
diminui o esvaziamento gastrico pela producdo de horménios e inibicdo da bomba
pilérica (HUNT, et al., 1968). Ou, ainda, o extrato pode ser composto por
substancias com acfes antagbnicas, das quais algumas exercem seu efeito na
menor dose (20 mg/kg), e outras necessitam de uma dose maior para serem
efetivas. Outro fato interessante € que nas doses maiores que 20mg/kg ocorre
diminuicdo do esvaziamento gastrico, indicando ainda, que outras substancias, em
maiores concentracdes, inibem a acdo dos componentes que promovem o aumento
do esvaziamento. Estas hipéteses podem ser confirmadas pela auséncia de efeitos

nas doses de 50 e 100 mg/kg, o que poderia indicar uma anulacdo dos efeitos de
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ambas as substancias nessas concentracoes. Estudos mais detalhados devem ser
realizados para tentar explicar essas observacoes.

No intestino, todas as doses testadas do extrato mostraram um resultado
semelhante de reduc¢ao no transito intestinal, em comparagdo com 0 grupo controle
tratado com soro fisioldgico.

Devido a presenca marcante de compostos antraquinénicos no extrato
alcodlico bruto do caule, o resultado esperado seria 0 aumento do transito intestinal,
uma vez que antraquinonas promovem a aceleragdo dos movimentos intestinais,
através de uma acdo mecanica que € dependente dos microrganismos que
compdem a flora intestinal (NIJS et al., 1992; NIJS et al., 1993; YAGI et al., 1997).
Entretanto, os efeitos exercidos pelo extrato do caule demonstraram atividade
contraria aos efeitos laxativos das antraguinonas, reduzindo a motilidade intestinal.
Este resultado talvez seja devido a presenca de outros compostos cujo efeito seja
maior que aquele induzido pelos compostos antraquinénicos. Ou ainda, possa haver
substancias que provoquem inibicdo da acdo das antraquinonas, por barreiras
fisicas, impedindo o acesso aos microrganismos, ou por interacdes quimicas,
inativando os grupos quimicos responsaveis pela propriedade laxativa.

Outro fato que reforca esta hipdtese, € que o uso popular como laxativo é
feito a partir de extratos obtidos das cascas de plantas deste género, como
Rhamnus purshiana, por exemplo, sendo que o extrato utilizado neste estudo foi
confeccionado a partir do caule; sendo assim, substancias com efeitos contrarios ou
inibitérios aos da antraquinonas podem ter sido extraidas.

Este estudo demonstrou que o extrato bruto do caule apresenta efeitos
sobre a motilidade gastrointestinal; entretanto, novos testes devem ser realizados
para o esclarecimento do mecanismo de acdo dos compenentes presentes neste

extrato.

6.7.2. Avaliacdo da atividade antiulcerogénica

O etanol exerce efeito ulcerogénico e necrosante que resulta em dano direto

na mucosa. Induz a reducédo da producdo de muco, pela inibicdo da producado e

liberagcdo de prostaglandinas, além de provocar danos no endotélio vascular da
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mucosa gastrica, isquemia e producdo de espécies reativas de oxigénio
(MATSUHASHI et al., 2007).

No modelo de Ulcera induzida por etanol, o extrato alcodlico bruto do caule
nao previniu a formacdo das lesdes ulceradas provocadas pela administracdo do
etanol, ao contréario, aumentou a intensidade das lesdes nas doses de 100 e
500 mg/kg (figura 23).

INDUCAO DE ULCERA POR ETANOL
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FIGURA 23. AVALIACAO DAS ULCERAS INDUZIDAS POR ETANOL ABSOLUTO -
QUANTIFICACAO DA AREA LESIONADA COM HEMORRAGIA. (VEICULO = grupo tratado com
salina; OMEPRAZOL = grupo tratado com omeprazol, 40 mg/kg; EABC = extrato alcodlico bruto do
caule, 20; 100 e 500 mg/kg). Letras iguais indicam igualdade estatistica (diferenca estatistica
considerada para p<0,05).

Este resultado pode ser explicado pelo efeito exercido pelo extrato sobre a
motilidade gastrointestinal, que em doses elevadas promove a reducdo do
esvaziamento gastrico, aumentando o tempo de permanéncia do agente lesivo,
contribuindo para o aumento na intensidade das lesGes. Porém, a aceleracdo da
taxa de esvaziamento observada na dose de 20 mg/kg nédo foi suficiente para
previnir ou diminuir a intensidade das lesbes, apenas nao contribuiu para o
agravemento do quadro. Como esperado, o controle omeprazol previniu o

aparecimentos das Ulceras induzidas pela administracéo de etanol.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos dados observados neste estudo, conclui-se que 0s objetivos
propostos foram alcancados, e que Rhamnus sphaerosperma var. pubescens
apresenta caracteristicas que o tornam promissor no que diz respeito as suas
atividades bioldgicas e farmacologicas, aliadas a sua rica composi¢éo quimica.

A espécie Rhamnus sphaerosperma var. pubescens, pertencente a familia
Rhamnaceae, possui em sua composicdo quimica grupos de metabdlitos
secundarios de grande importancia quimica e farmacoldgica, sendo a classe quimica
das antraquinonas a mais expressiva neste vegetal. Neste estudo também foi
possivel a identificacdo das substancias -crisofanol, fisciona (antraquinonas),
estigmasterol e sitosterol (fitoesterois), que nunca foram descritas para esta espécie.
Aléem disso, este vegetal apresenta um amplo potencial para o isolamento e
identificacdo de novos compostos, uma vez que neste trabalho foram isoladas
substancias, as quais ainda ndo haviam sido identificadas nesta espécie.

A partir deste estudo também foi possivel detectar a auséncia de toxicidade
dos extratos e fracdes a partir de método preliminar da toxicidade em Artemia salina.
Mas, para assegurar a atoxicidade deste vegetal para uso em seres humanos e
animais ainda sdo necessarios novos ensaios preconizados pelos Orgaos
regulamentadores de saude.

Apesar de ndo ter sido comprovada a atividade antimicrobiana neste
trabalho, o extrato demonstrou possuir potencial antimicrobiano, visto que maiores
doses néo puderam ser testadas por limitagcdes metodoldgicas.

Este vegetal possui ainda atividade antioxidante in vitro, demonstrada em
diferentes testes, sendo evidenciada a inibicdo da peroxidacdo lipidica, o que
permite explorar aplicacbes em setores industriais. Ou ainda, se torna interessante
investigar a atuacdo das amostras em modelos in vivo de estresse oxidativo, para
prevencao ou tratamento de doencas associadas a este problema.

Neste trabalho também foi verificada uma relevante acéo inibitéria sobre a
motilidade gastrointestinal para o extrato bruto do caule. Este fato é interessante, ja
gue os dados da literatura demonstram que extratos das cascas de plantas do

mesmo género (ricos em antraquinonas) exercem efeito laxativo, ou seja, aceleram
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a motilidade gastrointestinal. Desta maneira, novos estudos s80 necessarios para
descrever o mecanismo de acao deste vegetal sobre o trato gastrointestinal, assim
como a elucidacao das substancias atuantes.

E, nos experimentos de inducdo de Ulceras por etanol, o extrato ndo foi
efetivo em inibir o aparecimento das lesfes. O resultado deste teste sugere ainda,
gue a administracdo deste extrato, em doses elevadas, concomitante ao uso de
alcool pode ser prejudicial ao organismo.

Este trabalho contribuiu para o enriquecimento dos dados a respeito de
Rhamnus sphaerosperma var. pubescens, revelando importantes substancias e
atividades biol6gicas, porém, por se tratar de um vegetal com uma abundante
composi¢cdo quimica, ainda restam compostos para serem identificados e testados

com relacéo as suas propriedades.
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