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RESUMO

Dissertagdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Agrobiologia
Universidade Federal de Santa Maria

POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO, GENOTOXICO E FITOQUI'MICA DE
Richardia brasiliensis GOMES

AUTORA: Rafaela Castro Dornelles
ORIENTADORA: Melania Palermo Manfron
Data e local da defesa: Santa Maria, UFSM, 13 de Julho de 2015

O uso de plantas medicinais na terapéutica desenvolveu-se ao longo dos anos
concomitantemente & evolugdo da humanidade. Com a dificuldade de acesso aos medicamentos
sintéticos, a rica biodiversidade vegetal e a situacdo socio econdmica desfavoravel, a utilizacdo de
plantas medicinais é uma das principais formas de recurso terapéutico utilizada pela populacéo.
Estudos que reportem a acdo das plantas medicinais aos organismos vivos, a padronizagdo e a
determinacdo da qualidade da droga vegetal sdo essenciais para a seguranca e eficacia no uso destas. A
espécie medicinal Richardia brasiliensis Gomes é conhecida como poaia branca e esta inserida na
familia Rubiaceae, nativa da América do Sul e encontrada em regides tropicais e subtropicais. Devido
a presenca de metabolitos secundarios como 6leos volateis, esterois, alcaloides, taninos, cumarinas e
flavonoides possui atividades farmacolégicas consideraveis, destacando-se no tratamento de diabetes,
hemorroidas, anti-helmintico, antiemética e em doencas na pele. Esse trabalho objetivou determinar os
pardmetros de qualidade da droga vegetal, identificar e dosar metabdlitos secundarios, realizar a
histoquimica das folhas e caules e avaliar a capacidade antiproliferativa e genotdxica dos extratos e
fracdes, em diferentes concentragGes sobre o ciclo celular de Allium cepa L. O material vegetal de R.
brasiliensis foi coletado no Campus da UFSM, nas diferentes estacGes do ano. O estabelecimento dos
parametros de qualidade e a obtencdo do extrato por maceragdo foram a partir do pé da droga vegetal.
Na analise da droga vegetal foram determinados os teores de matéria estranha, porcentagem de agua,
indice de intumescéncia, cinzas totais e insolGveis em acido, sinalizando que os valores encontrados
estdo de acordo com os valores preconizados pela Farmacopeia Brasileira, embora os teores de cinzas
tenham sido elevados quando comparados com outras espécies. O extrato de outono apresentou o0
maior rendimento (20,44%), e maior concentracdo de flavonoides (28,9 mg/g) quando quantificado
por meio de espectrofotbmetro. Rutina e acido clorogénico foram identificados a partir da CLAE-
DAD e a maior concentracdo de rutina (26,25 mg/g) foi no extrato de outono. Heterosideos
antocianicos, taninos, amino-grupos, esterdides e/ou triterpenos, alcaloides, cumarinas, &cidos
orgénicos e flavonoides foram reportados através das reacOes de caracterizagdo. A partir da
histoquimica das folhas e caules foram determinados lipideos de reserva e estruturais, compostos
fendlicos, antocianinas e alcaloides. A partir do teste de Allium cepa nas concentracdes de 10 e 500
pug/mL e controles positivo, negativo e do diluente, foi determinado a capacidade antiproliferativa e
genotdxica. O extrato bruto de outono e a fracdo butandlica na concentracdo de 500 pg/mL
apresentaram 0s menores indices mitético (5,42 e 6,75% respectivamente). Os extratos e fracoes
apresentaram baixo ndmero de células com alteracGes (células binucleadas, microndcleo,
cromossomos desorganizados, pontes e quebra cromossémicas) quando comparados com o controle
positivo (glifosato 1%).

Palavras-chave: Poaia-branca. Controle de qualidade. Substancias ativas. Histoquimica. Teste Allium
cepa.
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The use of medicinal plants in therapy has developed over the years concurrently with the humanity
evolution. With the difficulty of access to synthetic drugs, the rich plant biodiversity and the adverse
economic situation that represents an obstacle to the use of traditional drugs, make the use of
medicinal plants one of the main forms of therapeutic resource used by the population. In this way,
studies reporting the effects of medicinal plants in living organisms, the standardization and
determination of plants's quality are essential for a safe and effective use of it. The medicinal plant
Richardia brasiliensis Gomes is known as white ipecac and is inserted in the Rubiaceae family, native
to South America and foundin in tropical and subtropical regions. Secondary metabolites, such as
volatile oils, sterols, alkaloids, tannins, flavonoids and coumarins this plant has important
pharmacological activities in the treatment of diabetes, hemorrhoids and skin disease. Also, it is
reported as having anthelmintic and anti-emetic actions. This study aimed to determine the vegetable
parameters of quality, identify and quantify secondary metabolites, analyze the histochemistry of
leaves and stems and evaluate the antiproliferative and genotoxic capacity of extracts and fractions at
different concentrations on the cell cycle of Allium cepa L. R. brasiliensis was collected on the UFSM
campus, in different seasons. The establishment of quality parameters and the obtainment of the
extract by maceration were made from the plant drug powder. The extraneous material, percentage of
water, swelling index and total and acid insoluble ash were determined by analyzing the plant
material. The results showed that our findings are in line with the values recommended by the
Brazilian Pharmacopoeia, although the ash contended have been high when compared to other species.
The autumn extract had the highest yield (20.44%), and highest concentration of flavonoids (28.9
mg/g) as quantified by spectrophotometer. Rutin and chlorogenic acid were identified by HPLC-DAD
and the highest concentration of rutin (26.25 mg/g) was in the autumn extract. Anthocyanin
glycosides, tannins, amino groups, steroids and/or triterpenes, alkaloids, coumarins, organic acids and
flavonoids have been reported through the characterization reactions. From the histochemistry of
leaves and stems, it was determined the presence of storing and structural lipids, as well as phenolic
compounds, anthocyanins and alkaloids. From the Allium cepa test concentrations of 10 and 500
pg/mL and positive, negative and diluent controls, it was possible to determined the genotoxicity and
antiproliferative capacity of the plant. The crude extract of autumn and the butanol fraction at a
concentration of 500 pg/mL had the lowest mitotic index (5.42 and 6.75% respectively). The extracts
and fractions showed low number of altered cells (binucleated cells, micronucleus, disorganized
chromosomes, chromosomes bridges and break) when compared to the positive control (glyphosate
1%).

Key words: Ipecac-white. Quality control. Active substances. Histochemistry. Allium cepa test.
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1. INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos € uma das mais antigas formas de pratica
medicinal da humanidade. Esse conhecimento é baseado em descobertas casuais, através da
observagdo das interacbes do ambiente onde as populagdes vivem (JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005; DELMONDES et al., 2013) ou seja, o desenvolvimento da medicina
tradicional, foi construida ao longo dos séculos, empiricamente.

A utilizacdo de material vegetal como terapéutico pela humanidade ocorreu antes
mesmo da estoria escrita. Os primeiros relatos arqueoldgicos da utilizagdo de plantas
medicinais ocorreram 60.000 a.C. em rituais de sepultamentos, ja em 11.000 a.C. ha relatos da
utilizacdo de espécies com substancias psicoativas (ROCHA et al., 2015).

Os mais diversos povos incluiam a utilizacdo da flora local em seu dia-a-dia, seja na
forma de alimento, remédios, roupas e abrigo. Muitas das plantas eram intrigantes devido ao
seu poder magico, utilizados por feiticeiros e em cultos religiosos (SCHIPPER, 1999).

Um dos mais importantes relatos ja escritos ocorreu no Antigo Egito em 2.600 a.C. na
qual populacdes da regido Mesopotamica utilizavam vegetais para a cura e tratamento de
doencas (YUNES; CALIXTO, 2001). O Papiro de Ebers é um dos principais e primeiro texto
médico que se conhece com a descricdo sobre plantas medicinais relatadas pelo homem.
Continha cerca de 800 receitas e mais de 700 drogas de natureza animal, vegetal e mineral,
utilizados na forma de decocgbes e infusbes (SCHIPPER, 1999; VILELA, 1997 apud
ARGENTA et al., 2011).

A utilizacdo e o conhecimento sobre as plantas medicinais, muitas vezes é o Unico
recurso terapéutico de uma comunidade (MACIEL et al., 2002), sendo que uma grande
parcela da populacdo brasileira e mais de 2/3 da populagdo mundial utilizam esse recurso. A
situacdo sbcio econbmica, o féacil acesso aos recursos vegetais e o alto custo dos
medicamentos sintéticos sdo fatores que influenciam a aceitacdo de plantas como medicina
alternativa (ARGENTA et al., 2011).

Apesar da larga utilizacdo, muito pouco se conhece sobre o real efeito das drogas
vegetais nos organismos vivos, sendo que menos de 1% foi estudada adequadamente.
Segundo Fonseca (2012) o numero de informacdes sobre especies medicinais nos ultimos 20
anos tem crescido apenas 8% ao ano.

As pesquisas com plantas medicinais tentam resgatar o conhecimento popular e

combinar as informacdes adquiridas nas comunidades que as utilizam, corroborando através
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de estudos cientificos a finalidade terapéutica da espécie. Junior, Pinto e Maciel (2005),
alertam para o fato de que no Brasil, espécies vegetais sdo consumidas com quase nenhuma
comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas inclusive, sendo empregadas para fins
medicinais diferentes do que se é conhecido e indicado popularmente.

Além do reduzido conhecimento sobre plantas medicinais, sua efetiva atuacdo e
toxicidade nos organismos vivos, as pesquisas com drogas vegetais ganham forte
embasamento pelo fato de o pais possuir uma rica diversidade bioldgica, possuindo uma
variedade de ambientes com caracteristicas especificas influenciando em uma grande
diversidade de espécies vegetais.

A acdo terapéutica de uma planta medicinal deve-se a presenca de substancias ou
principios ativos, que sdo compostos resultantes do metabolismo secundario vegetal, e
possuem uma diversidade de fungdes, principalmente na protecdo das espécies produtoras
(TAIZ; ZEIGUER, 2013).

Para 0 homem, os produtos naturais exercem um papel importante ao longo dos anos,
na descoberta de farmacos, contribuindo com seu uso in natura ou mesmo como ponto de
partida para a obtencdo de novas moléculas (NIERO, 2010). Sabe-se que até o ano de 2002,
28% dos medicamentos disponibilizados no mercado, possuiam principios ativos isolados de
produtos naturais ou foram sintetizados a partir destes (BRANDAO et al., 2010).

Muitas espécies vegetais, tem sua utilizacdo bastante difundida, sendo as vezes
utilizados como a principal sustancia no tratamento de uma doenca especifica, como por
exemplo, os alcaloides vimblastina e vincristina, extraidos de Catharanthus roseus (L.) G.
Don, utilizado no tratamento do linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e
testiculos e leucemia linfobléastica aguda infantil (BRANDAO et al., 2010); ou ainda
Cinchona pubescens Vahl, uma Rubiaceae da qual é extraido o alcaloide quinina, um potente
antimalarico e a quinidina que reduz os batimentos cardiacos (SILVA; ARAGAO, 2009).

A espécie medicinal Richardia brasiliensis Gomes, pertence a familia Rubiaceae e é
conhecida popularmente como poaia branca. Esta espécie € nativa da América do Sul, sendo
encontrada principalmente em regides tropicais e subtropicais. No Brasil possui ampla
distribuicdo, principalmente em regides de intensa atividade agricola (ROSSETO; PITELLI,
PITELLI, 1997; LORENZI, 2008; SCHOTT; CANTO-DOROW, 2011).

Poaia branca tem sido relatada no tratamento de diabetes, hemorroidas, como anti-
helmintico, antiemética, em doengas na pele (eczemas e queimaduras), entre outros (PINTO,
2008; FIGUEIREDO et al., 2009; SOUZA, 2009).



16

Na espécie foram identificados e isolados flavonoides, alcaloides, esteroides,
triterpenos, compostos fenolicos, cumarinas e &cidos organicos (PINTO 2008; FIGUEIREDO
et al., 2009, 2010; SOUZA, 2009), substancias com caracteristicas terapéuticas que podem
corroborar com seu uso medicinal.

Com base nos dados ja descritos para a espécie, essa pesquisa teve como objetivo
identificar e comparar metabolitos secundarios em R. brasiliensis coletada nas quatro estacdes
do ano, determinar parametros de controle de qualidade para a droga vegetal, analisar
histoquimicamente e avaliar o potencial antiproliferativo e genotdxico nos extratos e fracoes,

sobre o ciclo celular de Allium cepa L.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Rubiaceae

No século XIX comecaram 0s primeiros estudos sobre a classificacdo da familia
Rubiaceae, quando Carolus Linnaeus (1753 apud PEREIRA, 2007) fez uma classificacéo
bastante genérica, englobando todo o reino vegetal. Antoine Laurent de Jussieu, em 1789,
descreveu pela primeira vez a familia Rubiaceae Juss. O nome da familia foi derivado do
género Rubia L., do latim rubium, relativo a tinta vermelha produzida pelas raizes das plantas
deste género (CRONQUIST, 1981).

Segundo Delprete, Smith e Klein (2004) Rubiaceas foram classicamente reconhecidas
como uma familia monofilética, sendo confirmado por estudos filogenéticos baseados em
dados moleculares. Entretanto, desde sua descri¢do original a familia Rubiaceae tem passado
por algumas mudangas quanto a descricdo taxonémica. Estudos moleculares atuais indicam
que o grupo € classificado em trés subfamilias: Rubioideae, Ixoroidea e Cinchonoideae
(DELPRETE, SMITH, KLEIN, 2004) e em mais de 43 tribos, que ndo estdo bem
estabelecidas até 0 momento (BORHIDI, 2012).

Os representantes dessa familia sdo cosmopolitas e a distribuicdo ocorre nas mais
diversas formacOes vegetacionais, destacando-se como um importante elemento em quase
todos os tipos de ambientes, aparecendo entre as espécies mais abundantes no sub-bosque de
florestas neotropicais e apresentando importante papel na composicéo da vegetacao de regides
quentes (SOUZA; LORENZI, 2005; PEREIRA; CARVALHO-OKANO; GARCIA, 2006;
MIATELO, 2008).

As plantas da familia Rubiaceae reinem representantes de habitos diversificados,
desde arvores, arbustos, ervas eretas ou reptantes, trepadeiras, as vezes epifitas, herbaceas ou
lenhosas até algumas lianas (DELPRETE; SMITH; KLEIN, 2004; PEREIRA, 2007;
BORHIDI, 2012).

Sdo conhecidas cerca de 12.000 a 13.000 espécies e 650 géneros, distribuidos em
regides tropicas, subtropicais e temperadas frias (DELPRETE, 2004; DELPRETE; JARDIM,
2012; MENDONCA et al., 2015). No Brasil, Delprete (1998), estima ser encontrado

aproximadamente 1.600 espécies, podendo chegar a 2.000, distribuidas em 115 géneros.
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A familia é caracterizada principalmente por apresentar plantas com estipulas
interpeciolares (entre os peciolos) e intrapeciolares (entre o peciolo e o talo); folhas opostas
ou verticiladas, raramente alternas com margens inteiras; flores bissexuais ou unissexuais e
flores monoclamideas; corola gamopétala; ovario usualmente infero, porém raras vezes
stpero ou semistpero, com mais de um loculo (BORHIDI, 2012; SOUZA; LORENZI, 2012).

De acordo com Souza, Cislinski e Romagnolo (1997), Rubiaceae tem sido relacionada,
pela sua riqueza floristica dentre as quatro principais familias de angiospermas, além disso,
possui 0 maior numero de espécies dentro da ordem Gentianales, com cerca de 70% do total
(DELPRETE; JARDIM, 2012).

Possuem reconhecida importancia econdmica, sendo explorada como alimenticias
como Coffea arabica L. (Fig. 1A) que fornece uma bebida mundialmente conhecida;
ornamental como espécies dos géneros Ixora L., Hamelia Jacq., Manettia Boehm., utilizadas
em parques e jardins; medicinal, como no caso de Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.
(Fig. 1B) espécie de onde se extrai a emetina e a cefalina, estimulantes do sistema nervoso
central e periférico e Cinchona officinalis L. (Fig. 1C) de onde se extrai diversos alcaloides,
como a quinina (COELHO; AGRA; BARBOSA, 2006; PAIVA; FILHO; MOURA, 2009;
NETO; PEIXOTO, 2012).

Figura 1: Espécies pertencentes a familia Rubiaceae, com reconhecida importancia econémica. (A) Coffea
arabica L.; (B) Cephaelis ipecacuanha (Brot.) A. Rich.; (C) Cinchona officinalis L.

Fontes: http://www.coffee4dummies.com/articles/coffee_species
https://projectmateriamedica.wordpress.com/2014/07/31/cephaelis-ipecacuanha
http://imgarcade.com/1/cinchona-officinalis-plant


http://www.coffee4dummies.com/articles/coffee_species
https://projectmateriamedica.wordpress.com/2014/07/31/cephaelis-ipecacuanha
http://imgarcade.com/1/cinchona-officinalis-plant
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As espécies de Rubiaceae apresentam grande plasticidade quanto a sua composicéo
quimica, apresentando uma variedade de compostos como flavonoides, iridoides, alcaloides,
especialmente alcaloides indolicos, antraquinonas, alguns derivados fendlicos, taninos,
triterpenos e diterpenos e menos frequentemente, saponinas (BOLZANI et al., 2001; SOUZA;
MENDONCA; SILVA, 2013).

Varias espécies pertencentes a familia sdo estudadas com finalidades farmacoldgicas,
além de serem utilizadas na medicina popular. Em estudos realizados por Souza, Mendonca e
Silva (2013), das 102 espécies de Rubiaceae que foram inventariadas em estudos
etnobotanicos, 40 sdo empregadas como medicinal. Algumas espécies ja possuem acao
comprovada, destacando-se plantas do género Psychotria L., do qual sdo extraidos alcaloides
inddlicos utilizados como fortes analgésicos (MOURA; MARUO, 2014); género Guettarda L.
utilizadas no tratamento de tifo, febres, diarreias, como anti-inflamatoria e antiespasmadica
(LIMA et al.,, 2009) e espécies de Uncaria sp. Schreb. com agdo anti-inflamatoria,
antioxidante e principalmente imunoestimulante (VALENTE et al., 2006); entre outras.

Dentre os membros pertencentes a familia Rubiaceae algumas espécies do género
Richardia L. sdo utilizadas no tratamento de doencas, com destaque para as espécies R.
grandiflora (Cham. & Schitdl.) Steud. e R. brasiliensis Gomes (PINTO, 2008; PINTO et al.,
2008; FIGUEIREDO et al., 2009, 2010; SOUZA, 2009; SOUZA et al., 2009; MORAIS et al.,
2013)

Sdo conhecidas 15 espécies de Richardia, nativas da Ameérica tropical, aparecendo
desde o Mexico, sudeste dos Estados Unidos até o Sul do Brasil e centro da Argentina. No
Rio Grande do Sul, sdo encontradas 4 espécies: R. humistrata, R. stellaris, R. brasiliensis e R.
grandiflora, conhecidas por poaia, classificadas a partir de flores tetrdmeras ou hexameras e
ovario tetralocular ou trilocular (LEWIS; OLIVER, 1974; DELPRETE; SMITH; KLEIN,
2005).

2.2. A espécie Richardia brasiliensis Gomes

A espécie Richardia brasiliensis Gomes pertencente a ordem Gentianales, familia
Rubiaceae, subfamilia Rubioideae, tribo Spermacoceae, género Richardia (PORTO et al.,
1977; DELPRETE; SMITH; KLEIN, 2004, 2005; LORENZI, 2008). E uma espécie de
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habitos herbéaceos, anual ou perene, prostrada, ramificada, de caule viloso, conhecida
popularmente por poaia, poaia-branca, poaia-do-campo, ervaco, ipeca e ipecacuanha
(LORENZI, 2008). Apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo desde a Cordilheira dos Andes
até a Costa Atlantica. A espécie é nativa da America do Sul e ocorre de forma descontinua em
todos os estados brasileiros, principalmente em regides com intensa atividade agricola, como
as regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul (DELPRETE; SMITH; KLEIN, 2005; FIGUEIREDO
et al., 2009).

De acordo com Porto et al. (1977), Delprete, Smith e Klein (2005) e Lorenzi (2008),
as caracteristicas que definem a espécie sdo a presenca de um caule sub-suculento, com
aproximadamente 40 a 60 cm de comprimento, densamente hirsuto-pubescente, cilindrico a
tetragbnico e entren6s compridos (4 a 6 cm); bainha estipular curta; folhas opostas,
subsésseis, membranéceas a cartaceas, com pubescéncias em ambas as faces, apice e base
agudos, com aproximado 1,2 a 6 cm de comprimento por 0,5 a 2,5 cm de largura. As
inflorescéncias encontram-se em glomérulos, rodeados por 2, 4 ou 6 brécteas foliaceas. As
flores sdo geralmente hexameras, porém as vezes podem ser tetrameras ou pentameras. As
sépalas normalmente encontram-se em numero de 6. A corola é branca ou rosada, com um
anel de pelos em sua face interna (Figura 2). Os estames encontram-se em numero de 6,
exsertos e o ovario € infero, trilocular, com um dvulo por l6culo. O fruto é do tipo
esquizocarpo, separando-se em 3 mericarpos achatados na face ventral carinada e face dorsal

convexa, coberta por pélos hirtos.
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Figura 2: Richardia brasiliensis Gomes com crescimento prostrado (A); caule sub-suculento (B); folhas opostas
(C); flores hexameras e corola branca ou rosada (D) e inflorescéncias em glomérulos (E).
Fonte:https://sites.google.com/site/biodiversidadecatarinense/plantae/magnoliophyta/rubiaceae/richardia-
brasiliensis

A reproducdo de R. brasiliensis ocorre atraves de sementes que germinam na
primavera e encerram seu ciclo no verdo (KISSMANN; GROTH, 2000), e no inverno entra
em repouso. Segundo Lorenzi (1991), esta planta é mais comum em solos com boa umidade,
porém nao encharcados e seu desenvolvimento depende de uma boa iluminacédo e de regides
com vegetacdo menos densa. Ja Porto et al. (1977) e Groth (1980), afirmam que a espécie
prefere vegetar sobre solos pobres, secos ou pouco Umidos, argilosos e arenosos, ocorrendo na
beira das estradas e em terrenos baldios.

Em estudo realizado por Perboni et al. (2010), foi evidenciado que a germinacéo de R.
brasiliensis é aumentada quando as sementes sdo germinadas a temperatura de 25°C e na
presenca de luz e, inibida quando h& a auséncia desta, demonstrando que as sementes de poaia
necessitam de luz para iniciar o processo de germinacdo, evidenciando um fotoblastismo

positivo da espécie.
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Por ser uma espécie de ciclo anual e ter facilidade em se adaptar aos diferentes
sistemas de plantio (direto e convencional) é considerada uma planta daninha, a qual é
infestante em culturas anuais ou perenes (ROSSETO; PITELLI; PITELLI, 1997). Pedrinho-
Junior; Bianco e Pitelli (2004) citam que o sucesso de uma planta infestante, esta no fato de
produzir e dispersar sementes ao longo do ciclo de desenvolvimento e espécies quando
domesticadas, como a soja, perdem essa capacidade de dispersar suas sementes. Além disso, a
espécie R. brasiliensis tem a capacidade de incrementar inicialmente a alocacdo de biomassa
para o sistema radicular, o que provavelmente melhora a fixacdo da planta e o contato com os
nutrientes do solo.

Apesar de ser reconhecida principalmente por infestar regides agricolas e competir por
espacos e recursos nutricionais com diversas culturas, aos poucos, R. brasiliensis, vem
ganhando espaco nas pesquisas com fins farmacologicos. Alguns grupos de pesquisas da
regido Nordeste e Centro-Oeste do pais (PINTO, 2008; PINTO et al., 2008; FIGUEIREDO et
al., 2009, 2010; SOUZA, 2009; SOUZA et al., 2009; MORAIS et al., 2013) ja vem a alguns
anos demonstrando a presenca de substancias ativas com interesse terapéutico. Pinto et al.
(2008) e Souza et al. (2009), mencionam sua utilizacdo na medicina popular, como
antiemética, antidiabética, anti-hemorroidal e vermifuga, e as fracGes (hexanica, cloroférmica,
acetato de etila e n-butandlica) obtidas a partir do extrato bruto possuem atividade

antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

2.3. Parametros do controle de qualidade do material vegetal

Com o crescimento da utilizacdo de plantas medicinais no mundo, nas mais diversas
comunidades, principalmente em paises em desenvolvimento, tornou-se necessario um
criterioso controle dos parametros de qualidade do material vegetal a ser utilizado pela
populacdo para o tratamento das mais diversas enfermidades (GIL, 2010). Além disso, a
comercializacdo de insumos farmacéuticos derivados das plantas (extratos e material in
natura), fitoterapicos ou mesmo farmacos sintetizados a partir de vegetais, estdo em expansao
e movimentando um montante bastante consideravel no mercado mundial.

O controle de qualidade tem por objetivo padronizar através de testes ou métodos de

ensaio, o material vegetal em uso, definindo critérios de identidade botanica, pureza do
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material, uniformidade e caracterizacdo dos constituintes quimicos da espécie (MELO, 2007;
MICHELIN et al., 2010; FARMACOPEIA, 2010; GIL, 2010). Esses parametros de qualidade
para fins farmacéuticos, sdo estabelecidos em Farmacopeias e Codigos Oficiais, como por
exemplo, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (FARIAS, 2007).

Os métodos farmacognosticos indicados na Farmacopeia Brasileira (2010) referem-se
primeiramente a exames visuais, a fim de determinar caracteristicas organolépticas, como cor,
textura e odor. Incluem-se ainda caracterizacGes farmacobotanicas, através de analises macro
e microscépicas, que permitem verificar indicios de contaminacéo e deterioracdo do material
(OMS, 1998; GIL, 2010).

Sdo ainda, realizadas reacOes de caracterizagdo quimica dos constituintes, que
permitem a identificacdo de grupos quimicos como flavonoides, alcaloides, esteroides, entre
outros, através de reacdes simples e de baixo custo, sendo geralmente inespecificas, comuns a
varias substancias ou especificas ocorrendo somente com algumas estruturas tipicas de uma
Unica classe (FARIAS, 2007).

No controle fisico-quimico de qualidade, sdo realizados ensaios de pureza, através de
processos que verificam a presenca de material estranho a droga, como qualquer parte da
planta medicinal que ndo o farmacogeno utilizado, partes de outras espécies, residuos de
natureza mineral, como terra, areia e pedras e ainda a presenca de fragmento de insetos e
fungos (MOUCO; BERNARDINO; CORNELIO, 2003; GIL, 2010).

Dentre os métodos de avaliacdo preconizados o conteudo de cinzas determina a
porcentagem de compostos inorganicos em uma amostra vegetal (GIL, 2010), fornecendo a
quantidade de material que permanece aderido a droga, ap0s a incineracao, determinando a
presenca de “cinzas fisioldgicas”, que sdo derivadas do proprio tecido da planta e cinzas “ndo
fisiologicas”, que sdo residuos de impurezas que aderem a superficie da planta como areia e
solo (OMS, 1998). Trés diferentes métodos sao utilizados para essas determinagfes: cinzas
totais, cinzas insollveis em &cido e cinzas sulfatadas (OMS, 1998; FARMACOPEIA 2010).

A determinacdo de dgua na droga vegetal é determinada a partir do teor de umidade,
pois 0 excesso de &gua durante seu armazenamento favorece o desenvolvimento de
microrganismos e a deterioragdo do material (GIL, 2010). A 5% edicdo da Farmacopeia
Brasileira (2010), ndo determina quais teores sao aceitaveis, porém a Farmacopeia Brasileira
de 1998, preconizava valores entre 8 a 14% (m/m). Essa analise pode ser realizada pelo
método gravimétrico, por dessecacao; azeotrépico por destilagdo com um solvente imiscivel
ou volumétrico que se baseia na reacdo estequiométrica da agua livre presente na amostra
(FARMACOPEIA 2010; GIL, 2010).
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O intumescimento da droga vegetal esté relacionado a presenca de gomas, mucilagens,
pectina, hemicelulose e avalia 0 aumento do volume do material vegetal em contato com a
agua (GIL, 2010).

Além desses parametros sao realizadas pesquisas de constituintes quimicos
indesejaveis, contaminantes microbioldgicos, agrotoxicos, pesticida e metais pesados
(FARIAS, 2007; FARMACOPEIA 2010; GIL, 2010).

Segundo Beek et al. (2009), um meio de controle de qualidade de produtos vegetais é
determinar a composicdo quimica, atraves do perfil cromatografico, verificando
qualitativamente e quantitativamente a presenca de determinado metabdlito. O perfil
cromatografico pode ser obtido por diferentes técnicas cromatogréaficas como Cromatografia
em Camada Delgada (CCD), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Cromatografia Gasosa (CG), dentre outras (FARIAS, 2007; GIL, 2010).

A determinacgdo dos parametros de controle de qualidade de uma droga vegetal € um
primeiro passo importante para o estudo, ja que grande parte das espécies medicinais
utilizadas popularmente, ainda ndo estao descritas na Farmacopeia Brasileira.

Vérios grupos de pesquisas caracterizaram o material vegetal, tinturas e extratos de
plantas medicinais. Nas raizes da espécie Operculina macrocarpa (Linn) Urb., usada como
laxativa, foi realizado o controle de qualidade fisico-quimico e microbiolégico (MICHELIN
et al., 2010); tinturas e extratos secos de diversas espécies do cerrado foram caracterizadas por
cromatografia, por Alves et al. (2011); Bauhinia forficata Link foi submetida ao controle de
qualidade, desde analises microscépicas da droga rasurada a CLAE dos extratos e fracdes
obtidos a partir de produtos comercializados na forma de chas, utilizados como
hipoglicemiante (ENGEL et al., 2008); caracterizacdo botanica e quimica de Rudgea
viburnoides (Cham.) Benth., uma Rubiaceae utilizada como diurética e hipotensora (ALVES
etal., 2004).

Em R. brasiliensis (FIGUEIREDO et al., 2010), o teor de umidade das partes aéreas
foi de 11,3% e 10,3% para as raizes, 14,05% e 7,85% de cinzas totais nas partes aéreas e
raizes, respectivamente e 1,84% de cinzas insollveis nas partes aéreas e 0,6% nas raizes,
determinando parametros de pureza em material botanico pulverizado.

Os paréametros de qualidade sdo propostos e determinados com embasamentos
cientificos e servem como apoio regulatorio para posterior estudo e comercializagdo de uma
droga que pode vir a tornar-se um fitoterapico. A caracterizagdo resultard em especificaces
ou uma lista de testes e referéncias para procedimentos analiticos (COUTO; VITORINO;
SILVA, 2010).



25

2.4. Metabolismo secundario e aspectos farmacolégicos

O conjunto de reacBes quimicas capazes de sintetizar substancias complexas, a partir
de compostos simples ou degradar essas substancias, denomina-se metabolismo (GARCIA,;
CARRIL, 2009). Nas plantas o metabolismo depende de sua fisiologia e é dividido em
metabolismo primario e secundario.

O metabolismo primério é o conjunto de reacdes essenciais para o funcionamento e
sobrevivéncia dos organismos, sendo responsavel pelo desenvolvimento e manutengdo
celular. Possui carater conservativo e universal e estdo incluidas macromoléculas como
carboidratos, lipideos, proteinas, clorofila e acidos nucleicos (PROBST, 2012). As reacdes
bioguimicas ndo ocorrem independentemente em um mesmo organismo, sendo que alteracdes
no metabolismo primario podem afetar 0 metabolismo secundario (SANTQOS, 2007), ja que
este segue rotas metabolicas que conduzem a formacdo dos compostos secundarios (MASA,
2011).

Os produtos secundarios ou produtos naturais diferentemente dos metabdlitos
primarios que sdo encontrados em todo o reino vegetal, possuem producdo, distribuicdo e
acumulacdo restritas a um numero limitado de organismos com bioguimica e metabolismo
especifico e Unico (SANTOS, 2007; TAIZ; ZEIGUER, 2013). Devido a varios fatores
externos como alteracdes climaticas, condi¢bes de pH, nutrientes, disponibilidade de dgua no
solo, presenca ou auséncia de predadores naturais entre outros fatores, o metabolismo
secundario possui uma grande quantidade de estruturas, funcGes e aplicabilidades variadas
(CANELHAS, 2012).

Algumas das fungdes das substancias ativas provenientes do metabolismo secundario,
nas plantas sdo agir contra predadores, insetos e animais herbivoros, em situacdes de estresse
bidtico e abiotico (raios UV, alteragdes ambientais), frente a microrganismos patogénicos,
funcBes ecoldgicas especificas, na atracdo de polinizadores e, atuando como agentes
alelopaticos (ALVES, 2001; GARCIA; CARRIL, 2009; TAIZ; ZEIGUER, 2013). Embora
ndo essenciais para 0 organismo produtor, essas funcGes conferem vantagens para sua
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie (SANTQOS, 2007).

De acordo com a classificagdo proposta por Taiz e Zeiguer (2013) os metabolitos
secundarios sao divididos em trés grupos principais, 0s terpenos ou terpenoides, ao qual estéo

incluidos os esterois, 0s 0Oleos essenciais, 0s cardenolideos e as saponinas; 0S compostos
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fenolicos que englobam flavonoides, cumarinas, taninos e ligninas e 0s compostos
nitrogenados, como os alcaloides e glicosideos cianogénicos.

O valor medicinal dos metabdlitos secundarios esta no fato de que estes desempenham
diversas atividades farmacoldgicas, tais como atividade antifingica e antibacteriana, atividade
analgésica, anti-inflamatoria, antiespasmddica, antialérgica, antitumoral entre outras,
relacionadas aos principios ativos presente em cada espécie vegetal, tanto em misturas
complexas ou substancias puras (FILHO; YUNES, 1998).

Dentre os grupos quimicos de metabolitos secundarios, os polifenois apresentam uma
grande diversidade quimica e uma variedade de funcdes, caracterizados por apresentar em sua
estrutura anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos (Figura 3), incluindo seus
grupos funcionais, nas formas simples ou de polimeros (ANDREO; JORGE, 2006; SANTOS,
2007; TAIZ; ZEIGUER, 2013).

Os compostos fenolicos séo agrupados de acordo com o tipo de esqueleto principal e
podem ser classificados como &cidos fenolicos, flavonoides, taninos, estilbenos e lignanas.
Variam de moléculas simples a compostos altamente polimerizados e podem ser encontrados
na forma conjugada com um ou mais residuos de agucares unidos aos grupos hidroxilas
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

OH

Figura 3: Estrutura basica de um fenol.
Fonte: http://www.apacame.org.br/mensagemdoce/46/artigo.htm

Uma das principais fung¢fes conhecidas dos compostos fenolicos é sua capacidade
antioxidante, atribuida ao poder redutor do grupo hidroxila aromatico que reduz os radicais
livres, produzindo radicais fenoxila estabilizados por ressonancia (CERQUEIRA;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). Juntamente com o acido ascoérbico, vitamina E e 0s
carotenoides, os fenois sdo antioxidantes de natureza exdgena (DELMONDES et al., 2013),

adquiridos a partir da dieta.
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Os mecanismos de agdo dos antioxidantes ocorrem por complexagdo de ions
metalicos, captura de radicais livres, decomposicdo de perdxidos, inibicdo das enzimas
responsaveis pela geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e ou por modulacao
de vias sinalizadoras celulares (OLIVEIRA et al., 2009).

Os antioxidantes primarios atuam sequestrando os radicais livres, atrasando ou
inibindo o inicio ou interrompendo a propagacdo da autoxidacdo enquanto que 0s
antioxidantes secundarios diminuem a taxa de oxidacao por diferentes formas, podendo quelar
metais pro-oxidantes e desativa-los, repor hidrogénio para os antioxidantes primarios,
decompor hidroperdxidos a espécies ndo radicais, desativar 0 oxigénio singlete, entre outros
(TIVERON, 2010).

Substancias que fazem parte de grupos quimicos com reconhecido poder antioxidante
e que podem ser responsaveis pela acdo farmacoldgica da espécie Richardia brasiliensis
foram isolados e identificados, com destaque para o isolamento dos flavonoides canferol e
isorametina-3-O-rutinosideo, cumarinas como a cumarieletefina, escopoletina, cedrelopsina,
norbraylina e a braylina. (PINTO et al., 2008; SOUZA, 2009).

Além dos polifenois, também foram identificados em R. brasiliensis alcaloides,
esteroides, triterpenos como o acido oleanolico, resinas e acidos organicos como o &cido p-
hidroxi-benzoico e &cido m-metoxi-p-hidroxi-benzéico (PINTO et al., 2008; FIGUEIREDO et
al., 2009; SOUZA, 2009).

A familia das Rubiaceas estd inserida na ordem Gentianales juntamente com
Gentianaceae e Apocynaceae e se destacam na producdo de alcaloides, principalmente
ind6licos monoterpénicos (BOTH, 2005), sendo rara a presenca destes em outras ordens
(SCHRIPSEMA; DAGNINO; GOSMANN, 2007).

Os alcaloides sao substancias de baixo peso molecular e caracterizados pela presenca
de um atomo de nitrogénio em sua estrutura basica (PROBST, 2012). A maioria dos
alcaloides sdo derivados dos aminoécidos e constituem um vasto grupo de metabdlitos com
grande diversidade estrutural devido aos rearranjos do esqueleto original. A partir de
aminoéacidos alifaticos, origina-se os alcaloides pirrolidinicos, tropanicos e piperidinicos, e 0s
aminoacidos aromaticos originam os alcaloides isoquinolinicos e indélicos (HENRIQUES et
al., 2007; OLIVEIRA, 2008).

Os alcaloides s&o normalmente sintetizados no reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
e juntamente com uma diversidade de proteinas, sdo transportados ao vacuolo celular.

Caracteristica marcante dos alcaloides é que geralmente estes sdo sintetizados em uma



28

determinada parte da planta e transportados e acumulados em outra, dependendo do t&xon
(RINNET, 2010).

Os alcaloides inddlicos presentes em Rubiaceae sdo derivados do &cido aminado
triptofano e segundo Farias (2006) os alcaloides indol monoterpénicos tém sido investigados
para uma grande variedade de efeitos farmacoldgicos, tais como contraceptivo, antitumoral,
anti-inflamatorio, antimalarico, anti-HIV, bactericida, leishmanicida, além de atividades
estimulatorias sobre o sistema nervoso central.

Os terpenoides, também encontrados em R. brasiliensis sdo produtos naturais com
esqueletos de carbono derivado do isopreno, sdo substancias insolveis em agua e sintetizados
a partir de acetil CoA ou intermediarios glicoliticos e constituem o maior grupo dos produtos
secundarios (TAIZ; ZEIGUER, 2013).

Estdo presentes em parte da composicao dos 0leos volateis das plantas, ocorrendo uma
mistura de monoterpenos (duas unidades de Cs) e sesquiterpenos (quatro unidades de Cs) e
desempenham funcgdes no crescimento e desenvolvimento vegetal, inibem o forrageio de
insetos e mamiferos herbivoros devido a sua toxicidade e atuam como alelopéticos
(SPITZER, 2007; TAIZ; ZEIGUER, 2013).

Os triterpenos constituem o grupo mais importante de terpenoides e apresentam
propriedades medicinais importantes especialmente como anti-inflamatérios, analgésicos e
efeitos antitumorais (NIERO; MALHEIROS, 2007).

O é&cido oleanolico, um triterpeno, foi identificado no extrato bruto de folhas e raizes
de Guettarda pohliana Mull. Arg, uma espécie pertencente a familia Rubiaceae, e
apresentaram significativa atividade anti-inflamatéria (TESTA et al., 2012). J& em R.
brasiliensis, a atividade antimicrobiana frente a varios microrganismos, foi relacionada a
presenca de flavonoides e terpenos presentes em sua composicdo quimica (FIGUEIREDO et
al., 2009).

2.5. Testes histoquimicos

A histoguimica tem sido amplamente aplicada permitindo localizar e identificar in situ
compostos estruturais e de reserva proveniente do metabolismo primério e secundario das

plantas, através de reacOes cromaticas, nos diferentes tecidos vegetais (FILHO, 2008;
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VENTRELLA et al., 2013) e conhecer o local de sintese e acimulo. Estas analises sdo
essenciais para a caracterizacdo farmacognostica da droga vegetal e juntamente com analises
fitoquimicas avaliam os constituintes quimicos e sua presenca, qualitativamente (RINNET,
2010).

Os testes histoquimicos sao realizados e comparados com material padrdo da espécie,
ndo submetidos a reagentes, evitando interferéncias na pigmentacdo natural da substancia
analisada (SILVA, 2014), denominado branco. Controles positivos também sdo necessarios
nas analises histoquimicas, uma vez que plantas que classicamente possuem 0S compostos
que deseja observar, sdo analisados conjuntamente.

Substancias colorimétricas reagem diferentemente nos tecidos, evidenciando uma
variedade de coloracdes e intensidades que permitem distinguir as substancias entre si. Porém
alguns desses reagentes utilizados nos ensaios cromaticos, ndo sdo especificos para
determinadas substancias. No grupo dos polifenois temos substancias diferentes que quando
submetidos a uma solucéo alcalina, devido a sua estrutura quimica como a presenca de anel
aromatico, reagem de forma semelhante, ndo sendo possivel a determinacdo sem uma analise
complementar (COSTA, 1982; SIMOES et al., 2007).

Na espécie Bathysa cuspidata (A. St.-Hil.) Hook. f., Rubiaceae, em anélise
histoquimica utilizando cloreto de aluminio e acetato neutro de chumbo néo foram observados
os flavonoides. Enquanto que os mesmos foram identificados através da CCD e da CLAE,
juntamente com cumarinas e alcaloides, triterpenos e taninos (COELHO et al., 2012).

Richardia brasiliensis estd caracterizada macroscépica e microscopicamente e na
analise histoquimica foi observado a presenca de idioblastos com réafides de oxalato de célcio,
grdos de amido e compostos fendlicos (SOUZA, 2009; FIGUEIREDO et al., 2010),

2.6. Ciclo celular, atividade antiproliferativa e genotdxica

Em organismos multicelulares, as divisdes das células compreendem uma série
ordenada de eventos macromoleculares, que levam a producdo de células-filhas com igual
conteddo genético aos da célula-mae, essas divisdes junto com o aumento do volume celular,
proporcionam o desenvolvimento dos organismos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).
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A proliferacdo celular é um processo extremamente coordenando, e juntamente com a
apoptose, 0 organismo controla e mantém constante o nimero de células em tecidos e érgaos,
eliminando as células danificadas e indesejaveis (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

Durante as divisbes celulares a interfase é o periodo de crescimento e a mitose € a
divisdo em duas células-filhas. Na interfase ha trés periodos sucessivos, sendo a fase G1
caracterizada pela expressdo dos genes e sintese de proteinas, fase S ocorre a replicacdo do
material genético e G2 o crescimento e sintese de outras proteinas necessarias a divisao
(SOUZA, 2004).

Na mitose ou fase M, a célula passa por quatro etapas bem caracterizadas (profase,
metafase, anéfase e tel6fase) e apos, a citocinese, originando duas células filhas idénticas a
célula mae (SOUZA, 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

O mau funcionamento nos processos de divisdes celulares leva ao aparecimento de
aberragcdes cromossomicas e mutacdes, favorecendo o desenvolvimento de algumas doengas
dentre elas o cancer (SOUZA, 2011). Este é caracterizado como uma proliferacdo celular
desordenada e descontrolada de algumas células que advém da ruptura do equilibrio entre a
apoptose e a proliferacdo celular, formando os tumores (SOUZA, 2004; FERREIRA;
NARDIM, 2015).

O tratamento para esse mau funcionamento das células, muitas vezes provém de
substancias naturais, sendo que estes tem sido o pilar da quimioterapia no tratamento do
cancer nos ultimos 30 anos (BARBERENA et al., 2004).

De acordo com Costa-Lotufo et al. (2010) e Unatti et al. (2013), 60% dos farmacos
usados no tratamento de cancer, nas Ultimas décadas, sdo de origem natural (Fig. 4) (SOUZA,
2004; CRAGG; NEWMAN, 2005; BRANDAO et al., 2010; COSTA-LOTUFO et al., 2010;
KAUR; KAPOOR; KAUR, 2011; UNATTI et al., 2013).
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Fiarmaco Fonte Alvo Molecular Indicacio terapéutica
Vimblastina Lencemia imfoblastica
Vincristina Catharanthus roseus TubulinaMicrotibulos ﬂg:l.ld:-l: cancer de
Vindesina testiculo; doencga de
Vinorelbina Hodkin
Paclitaxel . : _— .
Taxcus brevifolia TubulinaMicrotibulos Cancer de mama
Docetaxel
Podofilotoxina Cancer de pu?:maa:
Etoposideo Podophyllum peltatum Topoisomerase 11 L::;Z Eﬁiﬁia
Teniposideo aguda
Camptotecina
Topotecano | Camptotheca accuminata Topoisomerase I Cancer de colon
Irinotecano

Figura 4: Exemplo de produtos naturais ou farmacos derivados de plantas, utilizados na terapia do cancer.
Fonte: Costa-Lotufo et al. (2010).

No geral os medicamentos anticancerigenos afetam as células normais, de modo que o
uso de extratos, substancias isoladas ou produtos derivados de plantas no tratamento do
cancer possuem forte potencial terapéutico (SANTOS; PINHEIRO, 2014).

Apesar da atuacdo farmacoldgica das plantas, estudos de toxicidade sdo essenciais,
pois muitas substancias presentes na composicdo quimica dos vegetais utilizados como
medicinais podem ser mutagénicos e até carcinogénicos, podendo causar mais danos a sadude
do que beneficios (COELHO, 2013).

Segundo a RE n°® 90 (ANVISA, 2004) é necessario o estudo da toxicidade pré-clinica
para o registro e renovacdo de fitoterapicos ou do derivado vegetal a partir do qual é
produzido. Para avaliar efeitos antiproliferativos, genotdxicos, citotoxicos e mutagénicos, de
produtos naturais, varios métodos in vitro e in vivo sdo utilizados atualmente. O teste para
deteccdo de mutacdes e recombinacdes somaticas (SMART) utiliza como bioindicador para
genotoxicidade o organismo teste Drosophila melanogaster (OLIVEIRA; NEPOMUCENO,
2004), o teste de Ames caracteriza-se pela utilizagdo de linhagens indicadoras de Salmonella
typhimurium sensiveis a substancias capazes de induzir diferentes tipos de mutacdes
(MOREIRA et al., 2002; VARANDA, 2006).

Outro teste utilizado para a avaliacdo toxicolégica bastante difundido e preconizado
por agéncias internacionais é o ensaio do microntcleo em ratos. E um teste in vivo e avalia
produtos quimicos e farmacéuticos que entram no mercado mundial (STANGE et al., 2009).

Além destes, outros testes ainda estdo incluidos nas listas das anélises de substancias com
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potencial toxico e genotdxico, tais como o0 ensaio Cometa que detecta lesGes genémicas
(SILVA, 2008; DUARTE et al., 2015) e testes em culturas de células que pode determinar a
citotoxicidade de uma substancia (DENNY et al., 2007; SILVA et al., 2011).

A capacidade de proliferacdo celular e a genotoxicidade das substancias também
podem ser avaliados através da utilizacdo do teste de Allium cepa. Este ensaio € um método
de baixo custo, rapido, e de alta sensibilidade, sendo considerada a cebola, como um
organismo padrdo, apresentando correlacdo com outros sistemas teste. E um teste validado
pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) e pelo Programa Ambiental das
Nacdes Unidas (UNEP) como um eficiente teste para a analise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (SILVA et al., 2004).

Neste modelo in vivo, (Figura 6) as raizes em crescimento permanecem em contato
direto com a substancia testada, o tecido meristematico sofre constantes divisdes e o numero
cromossémico é bem definido e reduzido (2n=16) com tamanho suficiente para facilitar a
visualizacdo (CHAUAHN; SAXENA; GUPTA, 1999; MATSUMOTO; MARIN-MORALES,
2006; COELHO, 2013).

Figura 5: Allium cepa em contato com a substancia a ser testada.
Fonte: Dornelles, R. C.
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A proliferacéo celular pode ser determinada através do indice mitético, o qual é obtido
a partir do numero de células em profase, metéfase, anafase e teldfase dividido pelo numero
total de células observadas (GADANO et al., 2002; VIEIRA et al., 2009).

Substancias potencialmente genotdxicas podem interagir com os &cidos nucleicos
levando & alteragdes cromossomicas (VARANDA, 2006; TEDESCO; LAUGHINGHOUSE,
2012) e podem ser visualizadas durante o ciclo celular, evidenciando a mutagenicidade ou
genotoxicidade de determinada substancia, sendo as principais anormalidades cromossémicas
anafases e metafases irregulares, microndcleo, células binucleadas e células aderentes,
quebras cromossémicas, pontes e cromossomos perdidos ou retardatarios (PING et al. 2012;
TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012).

Frescura (2012) avaliou o potencial antiproliferativo, genotdxico e antimutagénico das
espécies Psychotria brachypoda e Psychotria birotula, Rubiaceas, no ciclo celular de A. cepa
e observou que ambas as espécies ndo apresentaram potencial antimutagénico, ou seja, ndo
foram capazes de reverter alteragbes causadas por algum agente mutagénico, porém
apresentaram potencial em inibir as divisdes celulares, diminuindo a proliferacdo celular
dependentes da concentracao dos extratos.

Extratos aquosos de Baccharis trimera (Less) DC e Baccharis articulata (Lam) Pers.,
independente das concentracOes testadas, apresentaram potencial antiproliferativo, que foi
associado a presenca de taninos, no entanto estes extratos causaram aberracGes
cromossémicas em células de A. cepa (FACHINETTO; TEDESCO, 2009).

Ja no estudo realizado por Ping et al. (2012) nas raizes de A. cepa, 0 extrato
metandlico de Euphorbia hirta L., apresentou indice mitdtico mais baixo quando foram
utilizadas concentracdes mais altas dos extratos, porém apresentou maior porcentagem de
aberracdes nas células conforme essas concentraces aumentaram, demonstrando que a

espécie é genotdxica para esse organismo padrao.
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ABSTRACT

Richardia brasiliensis Gomes is an herbaceous species classified within the Rubiaceae
family. This species is commonly present in regions with intense agricultural activity and is
used in popular medicine as antiemetic, anti-diabetic, and anthelmintic against haemorrhoids,
cure eczema and burns. This research determined the quality control parameters of the herbal
drug, quantified secondary metabolites by spectrophotometry, characterized compounds with
colorimetric reactions and identified and quantified two polyphenolic substances by High-
Performance Liquid Chromatography with Diode-Array Detection (HPLC-DAD) in R.
brasiliensis within different seasons of the year. The quality of the herbal drug and the
concentration of active substances varied in different periods, with a higher yield of the crude
extract and a higher concentration of flavonoids in April (autumn). The extraneous material
and the water percentage were found within the recommended values by the Brazilian
Pharmacopoeia. The swelling index signalled the presence of mucilaginous substances and,
the levels of total and acid-insoluble ash showed high results when compared to other species.
Through colorimetric reactions the presence of anthocyanin glycosides, tannins, amino
groups, steroids and/or triterpenes, alkaloids, coumarins, flavonoids and organic acids was
determined.

KEY WORDS: Ipecac-white. Rubiaceae. Dosing metabolites. HPLC-DAD. Colorimetric
reactions. Seasoning variation.
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Estabelecimento sazonal dos parametros de controle de qualidade fisico-

qguimico e perfil fitoquimico de Richardia brasiliensis GOMES

RESUMO

Richardia brasiliensis Gomes é uma espécie herbécea, classificada dentro da familia
Rubiaceae, presente em regides com intensa atividade agricola e utilizada na medicina
popular como antiemética, antidiabética, vermifuga e contra hemorroidas, na cura de eczemas
e em queimaduras. Esta pesquisa, determinou parametros de controle de qualidade da droga
vegetal, dosou metabdlito secundarios através de espectrofotometria, caracterizou compostos
através de reacBGes colorimétricas e identificou duas substancias polifenolicas através de
HPLC-DAD em R. brasiliensis G. nas diferentes estacfes do ano. A qualidade da droga
vegetal, e a concentracdo de substancias ativas, variaram nos diferentes periodos,
apresentando um maior rendimento do extrato bruto e uma maior concentragéo de flavonoides
em Abril (outono). A matéria estranha e a porcentagem de agua determinados estdo dentro
dos valores preconizados pela Farmacopeia Brasileira. O indice de intumescéncia sinalizou a
presenca de substancias mucilaginosas e 0s teores de cinzas totais e insollUveis em &cido,
apresentaram resultados elevados quando comparados com outras espécies. Através de
reacOes colorimétricas foi determinado a presenca de heterosideos antocianicos, taninos,
amino-grupos, esterdides e/ou triterpenos, alcaloides, cumarinas, acidos organicos e
flavonoides.

UNITERMOS: Poaia branca. Rubiaceae. Doseamento de metabdlitos. HPLC-DAD.
Reac0es colorimétricas. Variaces sazonais.

INTRODUCTION

Richardia brasiliensis Gomes is a South American native species, belonging to the
family Rubiaceae, sub-family Rubioideae, tribe Spermacoceae (Lorenzi, 2008). This plant is
part of the poaia groups, commonly known by poaia-branca, ervago or ipeca.

R. brasiliensis is typically found in regions with intense agricultural activity, such as
the Brazilian South and Midwest regions. This herb grows spontaneously in crops and is
considered one of the biggest problems of weed infestations in agricultural areas (Rosseto et
al., 1997; Monquero, Cury, Christoffoleti, 2005; Schott, Canto-Dorow, 2011). It is an annual

cycle species and has capability to adapt in to different planting systems, infesting annual or
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perennial crops. It grows near the soil surface and has a thick pubescent stem. Its
inflorescence is in a glomerular form surrounded by 2, 4 or 6 foliaceous bracts, its flowers are
generally hexamers, the sepals are usually in number of 6 white or pinkish corolla, with a ring
of hairs on its inner face (Lorenzi, 2008).

Previous researches (Pinto, 2008; Pinto et al., 2008; Figueiredo et al., 2009; Souza,
2009; Souza et al., 2009; Morais et al., 2013) identified coumarins, flavonoids, alkaloids,
steroids, triterpenes, phenolic compounds and organic acids, and those are important
substances which justifies the usage of this plant as a therapeutic agent resource. Furthermore,
R. brasiliensis, in popular medicine, is used as antiemetic, antidiabetic, anthelmintic in the
haemorrhoidal treatment, cure eczema and burns (Souza, 2009).

The Rubiaceae family is economically important and is being used in the food,
ornamental and medicinal fields (Coelho et al., 2006). Moreover, this family has a big
plasticity in its chemical composition, presenting a huge variety of compounds with potential
pharmacological effects (Souza, Mendonga, Silva, 2013).

To use this species as an efficient and safe drug it is important to establish the quality
control parameters of the herbal drug. It is also important to comprehend how different
seasons of the year can influence the plants biological system, increasing or decreasing the
quality and concentration of active substances presents in the plant.

The Rubiaceae family is historically important in the medicinal field and Richardia
brasiliensis, presents important chemical compounds justifying the seasonal studies to
establish physical and chemical quality control parameters and phytochemical profile of this

species.

MATERIALS AND METHODOLOGY

Botanical material

The herbal material is composed by the aerial parts of R. brasiliensis and was
collected at the campus of the Federal University of Santa Maria (UFSM) (S29°43.277°
W053°42.844”). One sample of this plant was identified by the Dr. Thais do Canto-Dorow and
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the proof material was deposited on the herbarium in the Biology Department of Santa Maria
(SMDB) at UFSM, registered with the number 13966.

Harvest of material were made during summer, autumn, winter and spring in the
months of January (JA), April (AP), August (AG) and October (OC) respectively during the
year of 2013. After the harvest, the material was dried in a circulating air oven at a
temperature of 45 + 2°C for a period of seven days and ground in a Wiley mill.

The crude extract (CE) hydro alcoholic (70%) was obtained by maceration, with
renewal of the solvent until the depletion of chemicals, then it was dried with lyophilisation

and the yield calculated.

Quality control parameters

The quality control parameters of the herbal drug were made by physico-chemical
tests (purity and integrity test) according to the 52 edition of Brazilian Pharmacopoeia (2010).

The extraneous material, swelling index, water content, content of total ash and acid-
insoluble ash, were assessed directly on the herbal drug.

Spectrofometric quantification of secondary metabolites was performed in the CE.

The quantification of total polyphenols were made from Chandra and Mejia
proceedings (2004). For this determination, the reagent Folin-Ciocalteu (1N) was used and the
results were expressed in equivalent gallic acid milligrams per gram of dried extract. With
these results it was made possible to create an equation for the standard curve at
concentrations of 1.0; 3.0; 5.0; 10.0 and 20.0 pg/mL, being y = 0.0386x-0.0181 with r of
0.9993. The extracts were made at 0,04% of distilled water and the readings were performed
in a spectrophotometer (Shimadzu UV-1201) at a wavelength of 730 nm.

In flavonoids quantification, quercetin was used as standard, and a solution of
aluminium chloride, as colour reagent. The samples were prepared at 0.04% of dry extract in
70% methanol. The total flavonoid content is expressed in equivalent quercetin milligrams per
gram of each extract. The equation obtained for the standard curve of quercetin at
concentrations of 5.0; 10.0; 15.0; 25.0 and 30.0 pg/mL was y = 0.0127x-0.0019 with r of
0.9952. The reading was performed at 425 nm (Rio, 1996).

The method of vanillin, according to Agostini-Costa, Lima and Lima (2003), was used

to determine tannins, using catechin as a pattern and the reading done at 490 nm.
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The total content of tannins was expressed as milligrams of equivalent catechin
milligrams per gram of dry extract each. The concentrations used for obtaining the calibration
curve were 25.0; 150.0; 300.0; 450.0; 600.0; 800.0 and 900.0 pg/mL and the equation
obtained was y = 0.0002x + 0.0024 with r of 0.9973.

Identification of the chemical compounds

The phytochemical characterization was realised by colorimetric methods, according
to Moreira (1979), Wagner and Bladt (1996), Costa (1982). To research anthocyanin
glycosides, saponins, cyanogenic glycosides, tannins and amino groups was prepared an
aqueous extract at 20%; and a 20% alcoholic extract for alkaloids, flavonoids, coumarins,
anthraquinones, steroids and triterpenes. The analyses were made in triplicate.

Phytochemical profile

The crude extracts were analysed by chromatographic analysis using a High
Performance Liquid Chromatography-Diode Array detector (HPLC-DAD) to chemically
identify the polyphenolic constituents of R. brasiliensis according to the method published by
Evaristo and Leitdo (2001) adapted.

To separate the compounds by HPLC-DAD was used liquid chromatography
(Shimadzu, Kyoto/Japan) compound pump model LC-20AT, auto sampler SIL-20A, detector
SPD DAD-M20A and communicator 20A and CBM controlled by software LC SP1. The
analytical column used was Shim-pack CLC-ODS (M), 5 um particle diameter, dimensions of
4.6 mm x 150 mm. The elution gradient occurred flow 0.9 mL/min using two mobile phases:
A, consisting of 2% acetic acid in water and, B, using only methanol UV/HPLC. The sample
injection volume was 40 pL, and the accompanied photodiode array detection system for
wavelengths between 230-400 nm for 55 minutes. The identification of the polyphenols has
been carried out by comparing the retention time of the samples and the absorption spectrum

in cited band, with the standard solutions and quantitation by preparing standard curves. The
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standards of phenolic compounds tested were: pyrogallic acid, gallic acid, pirocatechin,
catechin, chlorogenic acid, caffeic acid, rutin, quercetin and kaempferol.

The compounds identified in the extracts were quantified by preparing standard
curves, through dilution of 1000 pg/mL solution in MeOH UV/HPLC to achieve the
following: 5.0; 10.0; 25.0; 35.0 and 50.0 pg/mL solutions. The quantified concentrations of
the substances were calculated from the equation of the line and results were expressed in

equivalent milligrams of each pattern for each gram of the extract.

Statistics analysis

The data obtained from the extracts made in the different seasons where evaluated by
analysis of variance and the comparison among the medians was generated through the Tukey

test (< 0.05), using a specific program.

RESULTS AND DISCUSSING

Quality control parameters

The quality control parameters for the herbal drug, R. brasiliensis, in the four seasons
(Table 1) show that environmental change to which the plant is subjected, can be responsible
for the difference in these established parameters. This was also discussed by Gobbo-Neto
and Lopes (2007), who attributes the variation in the secondary metabolism of plants due to
harvest conditions, and the environmental influence (light, altitude, pollution, nutrients,

radiation, water availability, temperature, etc.).
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TABLE I - Physico-Chemical parameters of quality control Richardia brasiliensis.

TIMEOF  EXTRANEOUS SWELLING INDEX Vgﬁ;ﬁ? 'DNRL':;E TOTAL ASH INSOLAUCB'EE ASH
COLLECTION MATERIAL (mL) (%)
(%) (%)
(%)
A 0.12°+0.12 7.74°+0.20 9.632+0.14 14.13°+ 0.46 1.40°+ 0.56
AP 0.27%+0.13 3.56°+ 0.18 6.339+0.12 20.02°+ 2.12 7.78°+1.18
AG 0.53%+ 0.10 5.34%+ 1,57 7.57°+0.34 30.01°+ 2.49 16.45%+ 2.65
oc 0.55¢+ 0.07 6.16%+ 0.10 8.86°+0.18 24.83*+ 0.96 10.21%+ 0.52

(JA): January; (AP): April; (AG): August; (OC): October. Means followed by similar letters do not differ by

Tukey test at 5% of significance level.

The percentage of the strange matter, which means the presence of mineral impurities
or other parts of the plant than the drug Brazilian Pharmacopoeia itself that was collected was
bigger during OC (0.55%), and did not significantly differ from AG period (0.53%). The
percentage of drug’s impurities elements on the drug should not be more than 2% m/m,
(Brazilian Pharmacopoeia, 2010) and the four samples tested presented results below this
level. The herbal drug to be used must be free from any form of strange matter, and drugs
contaminated by fungus, insects, or other materials should not be used for medicinal purposes
(OMS, 1998).

The foreign material observed in these samples is mostly compound by soil particles,
which can be explained by this species growing close to the ground and have a thick stem
hair, increasing the contact between the plant and soil. Nevertheless, the World Health
Organization (1998) indicates that any foreign material such as earth, stones, sand and dust
have to be removed before the usage of the herbal drug.

The swelling of the drug, is related to the presence of mucilage and other
polysaccharides present in R. brasiliensis. As can be observed, the values obtained for the
swelling, had the highest rates in JA (7.74 mL) and OC (6.16 mL) with no significant
difference. In AG it has given a rate of 5.34 mL and 3.56 mL on AP.

The gravimetric method was used for the analysis of water in the herbal drug. As it is
shown, there were significant differences in the samples, and it was observed a higher water
content in JA (9.63%).

The Brazilian Pharmacopoeia (2010), does not determine the optimum range of water
content in the dried plant, but the Brazilian Pharmacopoeia 1988, requested for values
between 8 and 14% (m/m), thus, the plant material collected in JA (9.63%) and OC (8.86%)
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are within this range and the material collected during AP (6.33%) and AG (7.57%) are
below. The residual water found in the herbal drug may lead to microbial contamination and
degradation of the chemical constituents by hydrolysis (Michelin et al., 2010), therefore a
lower amount of residual water, as the ones observed in R. brasiliensis, is recommended for a
better stability of the herbal drug.

The content of total ash, provides the amount of material that remain adherent to the
drug after incineration, determining the presence of a "physiological ash”, which are derived
from plant tissue itself and ash "non-physiological™ which is a residue of impurities that
adhere to the surface of the plant as sand and soil (WHO, 1998).

Samples of AG and OC had the highest total ash content (30.01% and 24.83%
respectively), with no significant difference between them. The lowest total ash value
occurred in summer, 14.13%, which matches with the value (14.05%) that was found by
Figueiredo et al. (2010) in the aerial parts of R. brasiliensis.

In the botanical and chemical characterization in Rudgea viburnoides, another species
of the Rubiaceae family, Alves et al. (2004) found ash content between 10 and 11%. While
Costa et al. (2009) determined a percentage of 2.02% in Cynara scolymus an Asteraceae and
Vigo, Narita, Marques (2004), found values of total ash of 6.5% for both the winter and
spring, 4.3% in the summer and 4.4% in the autumn when they analyzed the roots of P.
glomerata belongs to the Amaranthaceae in different seasons.

The values in R. brasiliensis, in all seasons, are higher than the ones found in these
studies, even when related species belonging to the same family. This parameter may be
related to the type of habits of this species, as it is an herbaceous with prostrate development.

The acid-insoluble ash, allows to determine the presence of inorganic impurities, such
as silica and siliceous constituents of the drug (Macedo et al., 2013). Levels up to 1% are
acceptable when considered a plant that is not rich in silicic acid or silicates (Frasson,
Bittencourt, Heinzmann, 2003). The levels found in the species under study, exceeded this
value in all seasons.

The highest total polyphenols content was observed in the OC (30.67 mg/g) and the
highest concentration of flavonoids was found in the AP (28.90 mg/g). In contrast, the higher

amount of tannins was found in the JA (38.54 mg/g) (Table I1).
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TABLE 11 -. Dosing total polyphenols, flavonoids and tannins within the seasons.

mg/g of CRUDE EXTRACT

CONSTITUENTS JA AP AG ocC
TOTAL POLYPHENOLS 26.37%8+0.46 28.09"2+0.07 27.32°4+0.16 30.67%4+0.25
FLAVONOIDS 15.73¢+0.39 28.90%4+0.73 27.75%+0.57 27.50%8+1.09
TANNINS 38.54%+0.19 12.45%+0.12 15.82°€+0.66 17.20°°+0.19

(JA): January; (AP): April; (AG): August; (OC): October. Means followed by the same lower case letter in line
indicate comparison between the different collection months, while capital letter in the column indicate

comparison between different constituents of the same collection. Tukey test at 5% of significance.

The concentration of total polyphenols, flavonoids and tannins in different plant
species, has varied according to seasonal changes, demonstrating the importance that these
factors have on the secondary metabolism.

Regarding to the concentration of flavonoids in Davilla rugosa, the highest levels of
these active group of compounds, were found in summer and autumn in the Brazilian
Southeast region (Macedo et al., 2013). As flavonoids play a role as shields against photo-
destruction, the increase in its concentration can be directly correlated with the increase in the
intensity of solar radiation.

The water stress conditions to which the plant is subjected can lead to an increase in
the concentration of flavonoids. In Eugenia uniflora, there is an increase in production when
there is the combination of high solar irradiation and the lack of rain, which is related to the
dry season (April to September) in the Midwest region (Santos et al., 2011).

In R. brasiliensis the highest flavonoid content was observed during the autumn, in
April and, the lowest, in January, during the summer. According to the data obtained from the
National Institute of Meteorology (INMET), in both collections, January and April, the
rainfall were close (145.3 mm and 147.4 mm respectively), but the insolation period has
varied considerably (286.0 for the month of January and 209.0 for the month of April), which
may explain the difference in concentrations of flavonoids.

The values obtained for tannins differ of those found in flavonoids. The highest
concentration of tannins was observed in January and the lowest in April. For D. rugosa,
species, the highest tannins levels was obtained in the summer (Macedo et al., 2013). These

results can be explained as the production of tannins become increased during warm and
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humid periods, which coincides with the proliferation of insects and pathogenic
microorganisms, It is well known that plants need a higher level of endogenous defenses to
protect itselves during these periods (Barbehenn et al., 2009).

The differences in the concentrations of chemicals in R. brasiliensis as in other species
for medical use can make possible to infer that variations occurring in the biosynthesis of
secondary metabolites is a complex process and it is subject to the influence of different
environmental variables, such as biotic and abiotic factors influencing both the quality and the

quantity of secondary products (Gobbo-Neto, Lopes, 2007).

Chemical Constituents

The chemical constituents of the aerial parts of Richardia brasiliensis were

characterized by colorimetric reactions (Table I1I).

TABLE Il - Phytochemical characterizing of Richardia brasiliensis.

CLASS OF COMPOUNDS EA EH
Anthocyanin glycosides + -
Saponinics glycosides - -
Cyanogenic glycosides - -
Gums, mucilage, tannins
Condensed tannins
Hydrolisable tannins
Amino groups
Steroids and (or) triterpenes - +
Cardioactive glycosides - -
Alkaloids - +
Free ortho and meta phenols - +
Free para phenol - +
Coumarins - +
Organic acids - +
Phenols - +
Anthraquinones - -
Flavonic glycosides - +
(EA): water extracted; (EH): hydro alcoholic extract. (+): Presence; (-): Absence
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The results of R. brasiliensis, matches with Figueiredo et al. (2010), who found
alkaloids, flavonoids, steroids, triterpenes, coumarins and resins, the aerial parts of R.
brasiliensis and coumarins, steroids, triterpenes, resins at its roots. This study also identified
the presence of anthocyanin glycosides, tannins, amino groups and organic acids.

The presence of these substances in this species, justify its popular use, and
demonstrate its importance as a medicinal drug. The Rubiaceae species have huge economical
and pharmaceutical importance, because they are rich in secondary metabolites belonging to
the iridoid class, terpenoids, flavonoids, tannins, quinones and especially alkaloids (Costa et
al., 2006).

According to Bolzani et al. (2001), the Rubiaceae family, has chemical markers for
each one of the subfamilies, especially in Rubioideae, anthraquinones substances, which has

not been identified by the method used.

Yield and profile of the crude extracts

The tests for determining the performance of CE are reported in table 1V.

TABLE IV - Yield of the crude extract.

SEASONS YIELD OF CE (%)
JA 20.30
AP 20.44
AG 19.58
ocC 18.33

(JA): January; (AP): April; (AG): August; (OC): October.
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Phytochemical Profile

Chlorogenic acid and rutin were identified by HPLC-DAD (Figure 2) in the CE in all
seasons and chromatographed under identical conditions to the commercial standards (Figure
1) to give 16.5 minutes retention time for chlorogenic acid, visualized at a wavelength of 327

nm and 28.6 minutes for rutin at a wavelength of 355 nm.
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Figure 1: Chromatographic profile by HPLC-DAD, at a wavelength of 355 nm of chlorogenic acid standards (A)
obtained in retention time of 16.5 min; rutin (B) with retention time of 28.6 min and quercetin (C), with retention
time 36.5 min.
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Figure 2: Chromatographic profiles obtained by HPLC-DAD, where it is possible to observe the presence of
chlorogenic acid (A) at a wavelength of 327 nm and rutin (B) with a wavelength of 355 nm, in the crude extract
of Richardia brasiliensis G., obtained from plants collected in winter.

The concentration of chlorogenic acid and rutin were calculated, obtaining the
equation line, y=167629x-352755 with r of 0.9995 for the chlorogenic acid and, y=43174x—
80246 with r of 0.9995 for the rutin.

The chlorogenic acid and rutin content identified and quantified in the CE, are
reported in Table V.
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TABLE V - Chlorogenic acid and rutin concentrations in Richardia brasiliensis, in crude
extracts (CE) of the different seasons.

SAMPLES CHLOROGENIC ACID RUTIN
(mg/9) (mg/g)

JA 1.62¢+ 0.05 25.12 + 0.06

AP 1.91¢+0.11 26.25%+0.19

AG 3.21°+0.03 13.33% 0.62

oC 3.70° £ 0.02 19.34° + 0.24

(JA): January; (AP): April; (AG): August; (OC): October.
Means followed by similar letters do not differ by Tukey test at 5% of significance level.

The highest concentration of chlorogenic acid occurred in OC (3.701 + 0.02) and AP
the highest concentration of rutin (26.255 + 0.19).

Samples (CE) were prepared at a concentration of 5 mg/ml and 1.25 mg/mL to
measure chlorogenic acid and rutin respectively. For the analysis of rutin was necessary to
dilute the samples, because due to its high concentration in CE R. brasiliensis, values
extrapolated the points used in the preparation of the standard curve.

Medicinal properties attributed to species, may be related to this group of active
substances in R. brasiliensis. Both constituents identified and quantified, are the polyphenols
group of substances with great pharmacological importance because they have effective
antioxidant, due to its free radicals scavenging properties, chelate metal ions by intercepting
the active oxygen forming stable radicals, thereby protecting the tissues of these free radicals
and lipid peroxidation (Wollgast and Anklan, 2000).

CONCLUSIONS

In the analysis of herbal drug, in different seasons, foreign matter and the percentage
of water in the herbal drug, are within the recommended values by the Brazilian
Pharmacopoeia. The swelling index signaled the presence of mucilaginous substances and the
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levels of total and acid-insoluble ash, showed high results when compared to other species.
These values might be related to habitat type R. brasiliensis.

Regarding the dosages of active compounds, the extract obtained in the autumn,
showed a higher yield (20.44%) and a higher concentration of flavonoids (28.9 mg/g), when
quantified by spectrophotometer. This result was confirmed when rutin was quantified by
HPLC-DAD, determining 26.25 mg/g.

In phytochemical screening, characterization colorimetric reactions were positive for
groups of substances such as anthocyanin glycosides, tannins, amino groups, steroids and / or
triterpenes, alkaloids, coumarins, flavonoids and organic acids, affirming other studies have
determined that the presence of these composed of groups active in the species.

Based on the results, it is clear that the seasonal variation directly influence the quality

of plant material and the concentration of active compounds.
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RESUMO

A espécie Richardia brasiliensis Gomes é uma planta pertencente a familia
Rubiaceae, utilizada na medicina popular como antiemética, antidiabética, vermifuga,
contra hemorroidas, na cura de eczemas e no tratamento de queimaduras. Em estudos
fitoquimicos anteriores foi determinada a presenca de flavonoides, alcaloides,
esteroides, triterpenos, compostos fendlicos, cumarinas, acidos organicos, heterosideos
antociancos, taninos e amino-grupos. Assim, esse estudo teve como objetivo identificar
metabolitos secundarios nos diferentes tecidos de folhas e caules de R. brasiliensis, a
partir de testes histoquimicos em microscopia de luz e microscopia de fluorescéncia.
Com a utilizacdo de diferentes reagentes, foram identificados lipidios de reserva e

estruturais, compostos fenolicos, antocianinas e alcaloides.

Palavras-chave: Poaia branca. Histoquimica. Reativos. Microscopia de luz.

Microscopia de fluorescéncia.



55

INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais com fins terapéuticos € uma das mais antigas
formas de pratica medicinal da humanidade, conhecida antes mesmo da estoria escrita.
Em 60.000 a.C. plantas medicinais eram utilizadas em rituais de sepultamentos e em
11.000 a.C. j& eram usadas como psicoativas (ROCHA et al., 2015). Um dos mais
importantes relatos escritos, ocorreu no Antigo Egito em 2.600 a.C. na qual populacfes
da regido da Mesopotamia utilizavam algumas espécies vegetais para a cura de doengas
(YUNES; CALIXTO, 2001).

Pesquisas com plantas medicinais tentam resgatar o conhecimento popular,
combinando informacdes adquiridas junto as comunidades locais que fazem uso da flora
medicinal e corroborar através de estudos cientificos, comprovando a importancia
etnofarmacoldgica da planta.

Para uma planta ser considerada medicinal no Brasil, faz-se necessario uma
resposta positiva a ensaios que comprovem as propriedades terapéuticas que lhe séo
atribuidas, bem como, o seu grau de toxicidade nas doses compativeis com seu emprego
medicinal (LORENZI; MATOS, 2008).

A espécie em estudo, Richardia brasiliensis pertence a familia Rubiaceae sendo
conhecida popularmente por poaia branca. E encontrada em regides tropicais e
subtropicais, nativa da América do Sul, com ampla distribuicdo no Brasil
principalmente em regides cultivaveis (ROSSETO; PITELLI; PITELLI, 1997). Na
medicina tradicional, é utilizada como antiemética, antidiabética, vermifuga e contra
hemorroéidas, na cura de eczemas e no tratamento de queimaduras (SOUZA, 2009).

Em estudos anteriores com a R. brasiliensis, foram identificadas e isoladas
substancias com propriedades medicinais, tais como flavonoides, alcaloides, esteroides,
triterpenos, compostos fendlicos, cumarinas, &cidos organicos, heterosideos
antociancos, taninos e amino-grupos (PINTO 2008; FIGUEIREDO et al., 2009;
SOUZA, 2009). Essas substancias ativas encontradas em diferentes tecidos vegetais séo
produtos do metabolismo secundario vegetal e esses compostos organicos sdo 0s
responsaveis pelas propriedades terapéuticas da espécie (LORENZI; MATOS, 2008).

Analises histoquimicas, tém sido amplamente aplicadas e permitem localizar in

situ, através de reacOes cromaticas, compostos produzidos pelas plantas, sejam eles
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derivados do metabolismo primario ou secundario, permitindo o reconhecimento de sua
natureza e locais de ocorréncia nos tecidos vegetais (FILHO, 2008).

O objetivo deste trabalho foi realizar testes histoquimicos para a confirmacéo de
algumas substancias ativas, presentes em R. brasiliensis, a partir de cortes transversais
nas folhas e caules in natura submetidos ao contato com reagentes especificos para

evidenciar a presenca de compostos quimicos.

MATERIAIS E METODOS

As plantas utilizadas para as analises histoquimicas, foram coletadas no campus
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) no municipio de Santa Maria, RS. A
espécie foi identificada pela Dr? Thais Scott do Canto-Dorow e 0 material testemunho
depositado no herbario do Departamento de Biologia Santa Maria (SMDB) da UFSM,
sob 0 nimero de registro 13966. O estudo foi desenvolvido no laboratério de Botéanica
Estrutural, pertencente ao Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e
Exatas da UFSM.

Para os testes histoquimicos, foram realizados cortes transversais a mao livre, de
folhas e caules frescos, sob estereomicroscépio.

Os grupos quimicos averiguados nos tecidos vegetais foram determinados com
base em testes fitoquimicos (MOREIRA, 1979; COSTA, 1982; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010), cromatografia em camada delgada (WAGNER; BLADT, 1996) e
referéncias bibliograficas da espécie (PINTO, 2008; PINTO et al., 2008; FIGUEIREDO
et al., 2009; SOUZA, 2009; SOUZA et al., 2009; MORAIS et al., 2013).

Diferentes testes histoquimicos foram utilizados para microscopia de luz. Para a
deteccdo de lipidios, foram utilizados os reagentes sudan 11 (JOHANSEN, 1940), sudan
red 7B (BRUNDRETT; KENDRICK; PETERSON, 1991) e sudan black B (PEARSE,
1980). Para a deteccdo de fenois o cloreto férrico (JOHANSEN, 1940) e dicromato de
potassio (GABE, 1968); para a deteccdo de taninos foi utilizada a vanilina cloridrica
(MACE; HOWELL, 1974); para a deteccdo de alcaloides foi utilizado o reagente
Dragendorff (SVENDSEN; VERPOORTE, 1983) e reagente de Wagner (FURR;
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MAHLBERG, 1981). O azul de toluidina foi utilizado para detec¢do lignina e
compostos fenolicos (O’BRIEN; MCCULLY, 1981).

Na microscopia de fluorescéncia foi utilizada o vermelho neutro (KIRK, 1970)
para a deteccdo de lipidios, e o cloreto de aluminio (CHARRIERE-LADREIX, 1976)
para a deteccao de flavonoides. Para a identificacdo de cumarinas e flavonoides, foram
utilizadas solucdes alcalinas de hidroxido de sodio e hidréxido de potassio (COSTA,
1982; KUSTER; ROCHA, 2007; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Analises em microscopia de luz e microscopia de fluorescéncia, foram realizadas
em microscopio Zeiss Axiolmage A2 com sistema fotografico digital Zeiss Axiocam
RMc e software ZEN (Zeiss™).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspectos gerais da anatomia de caule e folha de Richardia brasiliensis

A andlise anatémica indicou nos caules a presenca de epiderme simples com
tricomas tectores, cuticula lisa, cortex parenquimatico composto por poucas camadas de
celulas e sistema vascular secundario, além de medula parenquiméatica bem
desenvolvida (Fig. 1A — 1C).

A folha apresentou epiderme unisseriada com presenca de tricomas tectores
simples. O tipo de tricoma é uma caracteristica relevante para o controle da qualidade de
drogas vegetais, visto que elas sdo comercializadas na forma rasurada ou pulverizada
(OLIVEIRA, 2015).

Os estdbmatos aparecem em ambas as faces e sdo do tipo paracitico, carater
comum as espécies da familia Rubiaceae (APEZZADO-DA-GLORIA; CARMELLO-
GUERREIRO, 2006; COELHO et al., 2006), porém, a presenca de estdbmatos € quase
sempre restrita a face abaxial (MENDONCA et al., 2013), caracteristica que difere em
R. brasiliensis, que apresenta folhas anfiestomaticas.

O mesofilo é heterogéneo, com parénquima palicadico e esponjoso,

pluriestratificado (Fig. 1D — 1F). O sistema vascular € formado por um feixe na forma
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de arco, apresentando floema na forma de corddes e xilema formado por elementos de
vasos.

A presenca de idioblastos com drusas, é outra caracteristica bem comum em
algumas espécies da familia e foi identificado por Souza (2009) no parénquima
esponjoso da folha e na regido medular do caule de R. brasiliensis, porém, nos cortes

histoldgicos analisados neste estudo, ndo foram observadas drusas nos tecidos.

Ocorréncia de compostos quimicos nos caules e folhas

A partir do conhecimento prévio realizado em R. brasiliensis foi determinado a
presenca de compostos do grupo dos terpenos, como O6leos volateis e esterois;
compostos fendlicos, como taninos, cumarinas e flavonoides e compostos nitrogenados
como os alcaloides, e buscou-se averiguar a presenca desses compostos nas folhas e
caule da planta através de testes histoquimicos. Na tabela 1 sdo apresentados o0s
resultados das analises realizada em folhas e caules de R. brasiliensis, os compostos
quimicos pesquisados € 0s reagentes mais usuais na literatura.

Nos cortes brancos, no qual ndo foi utilizado reagente, pode-se observar que o
limbo foliar apresentou células epidérmicas translicidas e células do parénquima
esverdeado, devido a presenca de cloroplastos (Fig. 1D). O caule possui as mesmas
caracteristicas da folha, e destaca-se a presenca de antocianinas abaixo da epiderme
(Fig. 1B).
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Tabela 1 - Grupo de compostos quimicos identificados em Richardia brasiliensis
Gomes, reagentes cromaticos utilizados e 6rgao no qual foi identificado a substancia
ativa.

Compostos quimicos Reagentes Folha Caule
sudan HI + +
o sudan black B + +
Lipidios
sudan Red 7B + +
vermelho Neutro + +

. cloreto ferrico - -
Compostos Fendlicos

dicromato de potassio + +
Flavonoides cloreto de aluminio - -
Cumarinas/Flavonoides NaOH/ KOH + +
Taninos vanilina cloridrica - -
_ Dragendorf - -

Alcaloides
Wagner + +

(+): presenga; (-): auséncia

Lipidios

A analise demonstrou a ocorréncia de lipidios de reserva e estruturais nas folhas.
No mesofilo, em ambas as faces as células apresentam lipidios de reserva na forma de
gotas lipidicas com ocorréncia mais expressiva no parénquima pali¢adico (Fig. 2B).
Lipidios estruturais foram observados na epiderme, compondo a por¢do cutinizada da
parede periclinal externa (Fig. 2A — 2C).

No caule os lipidios de reserva foram observados apenas em células da por¢édo
externa do cortex (Fig. 2G) e lipidios estruturais na epiderme, exclusivamente na parede
periclinal externa (Fig. 2D, 2F e 2G). Na endoderme a analise revelou a presenca de
lipidios estruturais em todas as paredes celulares (Fig. 2E e 2H). Sob microscopia de
fluorescéncia foi observado a presenca de estrias de Caspary com composic¢do lipidica
na endoderme (Fig. 2I).

Dentre os reagentes utilizados para a identificacdo de substancias lipidicas, a

demonstracdo mais clara da ocorréncia dos lipidios de reserva e estrutural em
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microscopia de campo claro foi obtida com a aplicacdo do sudan 111 e sudan red 7B, e 0
vermelho neutro para microscopia de fluorescéncia.

Embora essenciais para a germinagdo e processos metabolicos, lipidios de
reserva e estruturais ndo foram observados em Bathysa cuspidata, com a utilizagao de
sudan IV e sulfato azul do nilo nos tecidos vegetais analisados (COELHO et al., 2012).
Nos tecidos foliares de Strychnos pseudoquina, utilizando sudan III também nao foi
reportado a presenca de lipidios. J& em Psychotria fractistipula os lipidios estruturais
foram observados na superficie da folha, quando submetidos a reagdes com sudan III
(OLIVEIRA, 2015).

A sintese dessas substancias ocorre no reticulo endoplasmatico das células, que
possuem enzimas especificas para a biossintese (MURPHY; VANCE, 1999; TAIZ;
ZEIGUER, 2013). Encontram-se distribuidos sobre todo o citoplasma em pequenas
organelas compartimentadas, em tamanhos variaveis, desde 0,5 a 1,5 um (CORTE et al.,
2009) e delimitado por uma camada superficial continua de proteinas anfipéaticas
(MURPHY; VANCE, 1999).

Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias com estruturas simples até moléculas
com alto grau de polimerizagdo, contendo anel aromético, ao qual um hidrogénio é
substituido por um grupamento hidroxila (ANGELO; JORGE, 2007; CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 2007). Possuem uma variedade de funcGes nos vegetais,
devido a sua grande diversidade quimica, dentre elas defesa contra herbivoros e
patdgenos, atracdo de polinizadores, protecdo ao excesso de radiagdo UV-B as células,
além de serem relatados como poderosos antioxidantes naturais (CARVALHO;
GOSMANN; SCHENKEL, 2007; TAIZ; ZEIGUER, 2013).

Em R. brasiliensis os compostos fendlicos foram observados na epiderme das
folhas e caules (Fig. 4A, 4B e 4E), nos vacuolos e em paredes celulares, em pequeno
numero de células em ambos os 6rgaos.

Nas folhas houve reacdo positiva em tricomas, incluindo celulas do pedestal

(Fig. 4C e 4D). Nos caules, os compostos fenolicos também foram registrados nas
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paredes celulares de ceélulas endodérmicas, com reacdo importante nas paredes
tangenciais internas (Fig. 4F).

As reacOes observadas para os compostos fendlicos, foram positivas somente
com a utilizacdo do reagente dicromato de potassio (K2Cr.Oy7) e apresentaram coloragédo
marrom avermelhada devido a condensacdo entre as hidroxilas livres com o cromio da
mistura (FIGUEIREDO et al., 2007).

Os tecidos analisados nas folhas e caules ndo apresentaram colora¢do com o
reagente cloreto férrico (FeCls) o que pode ser explicado pela falta de especificidade
quando se utilizam ions ferro, pois a reacdo depende da hidroxilacdo, do grau de
polimerizagcdo das moléculas (ANGELO; JORGE, 2007) e da complexacéo entre orto-
dihidroxifenois e o Fe** para formarem precipitados de coloracdo que varia do verde
intenso a azul negro (FIGUEIREDO et al., 2007). Entretanto analisando folhas e cascas
de caules de Bathysa cuspidata, Rubiaceae, utilizando os reagentes K>Cr.O7 e FeCls
houve reacgdes positivas para compostos fendlicos com coloracdo marrom avermelhada
e preta respectivamente (COELHO et al., 2012).

Os compostos fenolicos de modo geral sdo pouco especificos, como 0s
flavonoides que, devido a labilidade, muitas vezes ndo sdo detectados em microscopia
de luz branca, somente por meio de microscopia de fluorescéncia (SANTOS et al.,
2006).

A utilizacdo de mais de um reagente é importante, pois muitas vezes nao ha
reacdo entre as substancias analisadas, pela falta de especificidade do reagente, como
reportado por Karabourniotis et al. (2001), quando utilizou o floroglucinol-HCI, néo
houve fluorescéncia nas células guardas, ndo confirmando a presenca de lignina a qual
foi observada com hidroxido de potassio (KOH).

As estruturas de células lignificadas foram registrados no xilema secundario do
caule de R. brasiliensis com o uso do azul de toluidina (Fig. 1A). Os cortes do caule em
contato com solucdo de KOH, observados em microscopia de fluorescéncia
demonstraram a presenca de lignina nas paredes celulares (Fig. 4F).

A lignina apresenta forte fluorescéncia azul sob excitacdo UV e se transforma
esverdeada com a adi¢do de um alcali (ROST 1995 apud KARABOURNIOTIS et al.,
2001), porém nas analises de R. brasiliensis ndo houve esta observacdo da coloragéo
verde.

A lignina é uma macromolécula altamente complexa, encontrada nas paredes

celulares de vérios tipos de tecidos, principalmente de sustentacdo e vascular, e
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juntamente com os taninos sdo polimeros fendlicos que ndo se apresentam na forma
livre nos tecidos (ANGELO; JORGE, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Flavonoides

Em diferentes tecidos das folhas e caules de R. brasiliensis por meio do cloreto
de aluminio (AICIz) ndo foi observada a coloragcdo amarelo-esverdeado (JOHANSEN,
1940) indicativa de flavonoides, o que se pode atribuir a especificidade do reativo. No
entanto nos caules ndo submetidos a reagentes quimico, foram observadas no cortex
externo, imediatamente abaixo da epiderme células coradas indicativas de antocianinas
(Fig. 1B e 1C). As antocianinas fazem parte da classe dos flavonoides, e sdo pigmentos
naturais responsaveis por uma variedade de cores atrativas das frutas, flores e folhas,
que variam do vermelho ao azul (SANTOS et al.,, 2014). Esses pigmentos s&o
encontrados em diversas familias vegetais, dispersos nos vacuolos celulares,
principalmente em érgdos como raizes e folhas.

Em Cuphea carthagenensis, pigmentacdo avermelhada foi observada no caule e
em parte da epiderme foliar, sugerindo que essas substancias sdo antocianinas resultante
do processamento metabdlico de proantocianidinas junto com a moléculas de agUcar e
acidos (LUSA; BONA, 2011).

Compostos flavonicos em R. brasiliensis foram identificados por diversos
autores (PINTO, 2008; PINTO et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009; SOUZA, 2009;
SOUZA et al., 2009; MORAIS et al., 2013) e o &cido clorogénico e a rutina foram
identificados e quantificado nos extratos brutos das diferentes estacfes na espécie
(DORNELLES et al. 2015, ndo publicado).

E possivel observar que em analises histoquimicas realizadas nas folhas e cascas
do caule de B. cuspidata, reacdes com AICls também foram negativas, no entanto em
andlises cromatograficas a presenca de flavonoides foi detectada (COELHO et al.
2012).

O tempo de reacdo necessario para que ocorra 0 complexo flavonoide-aluminio
I11 e o tipo de flavonoide sdo importantes na formacéo da estabilidade deste complexo,
gue ocorre com as hidroxilas livres dos flavonoides, ocasionando um deslocamento dos

seus maximos de absor¢éo para regides de maior comprimento de onda (MARQUES et
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al., 2012), esses fatores podem explicar a ndo observacdo de flavonoides em cortes
histoldgicos.

As cumarinas sdo lactonas do &cido-orto-hidroxi-cindmico que em meio
alcalino, apresenta fluorescéncia azul ou verde, pois ocorre a abertura do anel (COSTA,
1982; KUSTER; ROCHA, 2007). Os flavonoides possuem uma estrutura com dois
anéis fendlicos que solubilizados em hidroxidos alcalinos resultam em solucgdes coradas
de amarelo permitindo a diferenciagéo dos compostos.

As analises dos tecidos, em folhas e caules de R. brasiliensis, com solucgdes
alcalinas mostraram fluorescéncia amarela. As folhas apresentaram fluorescéncia em
ambas as faces do tecido epidérmico (Fig. 5C e 5D) e algumas células do mesofilo (Fig.
5C), e nos caules, as células do cértex, principalmente cortex externo e endoderme (Fig.
5E e 5F), e regido medular, principalmente nas células junto ao xilema (Fig. 5F).

Com base em estudos realizados anteriormente em R. brasiliensis, tanto
flavonoides quanto cumarinas foram identificados e isolados, sendo que a presenca de
ambas substancias foi confirmada nos extratos brutos e fragdes (PINTO, 2008; PINTO
et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2009; SOUZA, 2009; SOUZA et al., 2009; MORAIS
et al., 2013; DORNELLES et al. 2015, ndo publicado). Assim, a coloracdo resultante,
observada sob microscopia de fluorescéncia nos cortes de R. brasiliensis ndo pode ser

conclusivo quanto ao grupo quimico.

Taninos

Os taninos séo substancias com caracteristicas adstringentes, alto peso molecular
e capacidade de precipitar celulose, pectinas e proteinas (SANTOS e MELLO, 2007) e
estdo relacionados principalmente com a defesa do vegetal, contra a herbivoria e como
repelente alimentar.

A partir de reagdes de caracterizacdo em R. brasiliensis, foi observado coloracéo
do castanho ao verde, indicativo da presenca de taninos condensados e por
cromatografia em camada delgada (CCD) o extrato bruto e a fracdo hexanica
apresentaram manchas com coloragdo castanho esverdeado e Rf de 0,86 e 0,93. A
fracdo acetato de etila apresentou trés manchas levemente azuladas (0,42; 0,55; 0,61)

indicativa de tanino hidrolisavel. Na histoquimica ndo foi observada coloragdo
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caracteristica de taninos, o que pode estar relacionado com a concentracdo destas
substancias, que em outros métodos como CCD sdo mais sensiveis mesmo em baixa
concentracdo (COELHO et al., 2012).

Alcaloides

Na literatura ha relato que Rubiaceae é uma das trés familias da ordem
Gentianales no qual ocorre a presenca de alcaloides indolicos, sendo rara sua presenca
em outras ordens (BOTH, 2005; SCHRIPSEMA; DAGNINO; GOSMANN, 2007).

Os alcaloides formam sais complexos com compostos de mercurio e outros
metais, normalmente na forma de precipitado, indicando sua presenga (RINNERT,
2010).

A andlise histoquimica com o reagente de Wagner, demostrou a presenca de
alcaloides em células do periciclo, em incluses de tamanhos varidveis tanto no caule
quanto na folha (Fig. 6A e 6B). Algumas células do cértex (Fig. 6C, 6D e 6F) e na
regido medular (Fig. 6E), mostraram inclusbes com padrdo de coloracao similar.

Alcaloides foram detectados em diferentes células e tecidos de Cannabis sativa
por Furr e Mahlberg (1981), que também identificou a presenca de cannabinoide. A
diferenca na distribuicdo de alcaloides ocorre por estes serem sintetizados em uma
regido e acumulados em outra, de acordo com o desenvolvimento da planta.

Laus, Brossner e Keplinger (1997), estudando Uncaria tomentosa (Rubiaceae),
em diferentes fases de maturacdo e variagdes sazonais relacionou a sintese e acumulo de

alcaloides como Furr e Mahlberg (1981).

CONCLUSOES

No estudo histoquimico com Richardia brasiliensis foi possivel comprovar a
presenca de lipidios de reserva e estruturais, tanto nas folhas quanto nos caules

evidenciando a localizagdo de metabolitos nos diferentes 6rgédos analisados.
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Os lipidios foram observados com maior clareza a partir dos reativos sudan 11l e
sudan red 7B em microscopia de campo claro e o vermelho neutro em microscopia de
fluorescéncia.

A presenca de compostos fendlicos, antocianina e alcaloides foram bem
caracterizados nas folhas e caules.

Flavonoides e cumarinas ndo puderam ser definidas com as analises
histoquimicas.

Flavonoides e cumarinas foram bem caracterizados a partir de reacfes de

caracterizacdo e cromatografia.
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Figura 1 - Anatomia geral do caule (Fig. 1A a 1C) e folha (Fig. 1D a 1F) de Richardia
brasiliensis Gomes. Cortes transversais, a mao livre. Fig. 1A Aspecto geral do caule, corado
com azul de toluidina. Microscopia de campo claro. Fig. 1B Epiderme simples e presenca de
antocianinas na regido externa do cdrtex, corado com azul de toluidina. Microscopia de
campo claro. Fig. 1C Epiderme simples do caule, sem a presenca de corante, evidenciado a
presenca de antocianinas. Microscopia de campo claro. Fig. 1D e 1E Secdo transversal da
lamina foliar, demonstrando a epiderme simples, mesofilo foliar e tricomas tectores. Sem a
presenca de corante. Microscopia de campo claro. Fig. 1F Secdo transversal da lamina foliar,
corado com azul de toluidina. Microscopia de campo claro. (ep) Epiderme simples. (co)
Cortex. (sv) Sistema vascular. (me) Medula. (ed) Endoderme. (pp) Parénquima palicadico.
(pe) Parénquima esponjoso. (*) Tricoma tector.
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Figura 2 - Cortes transversais, a mdo livre das folhas (Fig. 2A a 2C) e caule (Fig. 2D a 2I) de
Richardia brasiliensis. Fig. 2A Lipidios de reserva no mesofilo e lipidios estruturais na
epiderme. Corado com sudan red 7B. Microscopia de campo claro. Fig. 2B e 2C presenca de
lipidios de reserva, corados com sudan Ill. Microscopia de campo claro. Fig. 2D e 2E
Presenca de lipidios estruturais na porcdo cutinizada da epiderme e na endoderme,
respectivamente, corados com sudan Ill. Microscopia de campo claro. Fig. 2F e 2H Detalhe
dos lipidios estruturais na porcdo externa da epiderme e em toda a parede da endoderme,
corados com sudan black B. Microscopia de campo claro. Fig. 2G, corado com sudan red 7B,
demonstrando a presenca de lipidios estruturais e de reserva na porcdo externa do cortex.
Microscopia de campo claro. Fig. 21 Caracterizando a presenca de lipidios estruturais nas
estrias de Caspary, presente na endoderme. Corado com Vermelho Neutro. Microscopia de
fluorescéncia. (ep) Epiderme simples. (ms) Mesofilo. (*) Tricoma tector. (pp) Parénquima
palicadico. (pe) Parénquima esponjoso. (le) Lipidio estrutural. (Ir) Lipidio de reserva. (es)
Estémato. (co) Cortex. (ed) Endoderme.
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Figura 3 - Cortes transversais, a mao livre das folhas (Fig. 3A a 3D) e caule (Fig. 3E a 3F) de
Richardia brasiliensis. Fig. 3A Presenca de compostos fendlicos na epiderme da folha. Fig.
3B Detalhe da presencga de compostos fendlicos na epiderme simples da folha. Figs. 3C e 3D
Detalhe da presenca de substancias fendlicas nos tricomas e células do pedestal. Fig. 3E
Compostos fendlicos nas células da epiderme do caule. Fig. 3F Presenca de compostos
fenolicos nas paredes tangenciais internas da endoderme. Cortes corados com dicromato de
potassio, observados em microscopia de campo claro. (ep) Epiderme simples. (ms) Mesofilo.
(cf) Compostos fendlicos. (cp) Células do pedestal. (*) Tricoma tector. (ed) Endoderme. (co)
Cortex. (me) Medula.
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Figura 4 - Cortes transversais, a mao livre das folhas (Fig. 4A, 4C e 4D) e caule (4B, 4E a 4F)
de Richardia brasiliensis. Fig. 4A Corte histolégico da folha submetido ao contato com
solugdo alcalina de NaOH, apresentando substancias amareladas e laranjas, vista sob
microscopia de campo claro combinado com fluorescéncia. Fig. 4B Presenca de antocianinas
na epiderme do caule, sem a utilizacdo de corante. Microscopia de campo claro. Fig. 4C e 4D
Cortes submetidos a solucdo de NaOH mostrando detalhes da presenca de substancias
amarelas na epiderme e em células do mesofilo, observadas em microscopia de fluorescéncia.
Fig. 4E Corte histologico do caule, observado em campo claro, submetido ao contato com
NaOH, com a presenca de substancias amarelas. Fig. 4F Corte de caule, submetido ao contato
com solucdo de KOH, apresentando substancias amarelas no cortex, endoderme e regido
medular, observado em microscopia de fluorescéncia. (an) Antocianinas. (*) Substancias
amarelas fluorescentes. (co) Cértex. (me) Medula. (ed) Endoderme.
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Figura 5 - Cortes transversais, a mao livre das folhas (Fig. 5B a 5D) e caule (Fig. 5A, 5E e 5F)
de Richardia brasiliensis. Fig. 5A Presenca de substancias alcaloidicas no periciclo do caule.
Fig. 5B Alcaloides no periciclo da folha. Fig. 5C e 5D Detalhe da presenca de alcaloides na
regido externa do cortex da folha. Fig. 5E Presenca de alcaloides na regido medular do caule.
Fig. 5F Presenca de alcaloides na regido do cortex do caule. Cortes corados com reagente de
Wagner, observados em microscopia de campo claro. (pc) Periciclo. (al) Alcaloides. (ep)
Epiderme simples. (co) Cortex. (me) Medula.
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RESUMO

Os produtos naturais séo utilizados com os mais diversos fins pelos povos ao longo
dos séculos. Além da utilizacdo popular, atualmente grande parte dos farmacos utilizados é
proveniente de fontes naturais ou semi-sintetizados a partir destas e cada vez mais se busca
novos compostos com acdo terapéutica nos vegetais. A espécie medicinal Richardia
brasiliensis Gomes pertencente a familia Rubiaceae, possui metabdlitos secundarios com
atividades farmacoldgicas consideraveis, sendo utilizada no tratamento do diabetes,
hemorroidas, como anti-helmintico, antiemética e em doencas na pele. Para determinar a
capacidade antiproliferativa e genotoxica da espécie, foi utilizado o teste em Allium cepa, pelo
qual se pode detectar danos nos cromossomos e a influencia na proliferacdo celular durante o
ciclo mitético. O efeito antiproliferativo e genotoxico dos extratos obtidos em diferentes
estacdes do ano e fracdes de R. brasiliensis foram avaliados nas concentracdes de 10 e 500
pug/mL, perfazendo um total de dezenove tratamentos. Foram analisadas 4000 células por
tratamento, sendo que os indices mitdticos (IM) e a porcentagem de células com alteracdes
foram calculados e utilizado o teste do Qui-quadrado para a andlise estatistica. Os extratos e
fragcOes de R. brasiliensis possuem capacidade antiproliferativa, destacando o extrato bruto de
outono e a fracdo butandlica na concentragdo de 500 pg/mL com IM inferior ao controle
negativo. Todos os tratamentos foram genotoxicos apresentando alteragdes cromossémicas,
porém com valores inferiores e estatisticamente diferentes aos encontrados no controle

positivo.
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Palavras-chave: Poaia branca. Indice mitético. Allium cepa. Genotoxicidade. Ciclo celular.

INTRODUCAO

A espécie Richardia brasiliensis Gomes é uma planta nativa de habitos herbaceos,
conhecida por poaia-branca, ervago ou ipeca, pertencente a familia Rubiaceae, encontrada
principalmente em regiGes tropicais e subtropicais. No Brasil, possui vasta distribuicao,
principalmente em regides com intensa atividade agricola, como as regifes Centro-Oeste,
Sudeste e Sul (FIGUEIREDO et al., 2009).

E utilizada na medicina popular como antiemética, antidiabética, anti-hemorroidal,
vermifuga e em doencas na pele (PINTO et al., 2008; SOUZA et al., 2009) e o decocto das
raizes é utilizado como expectorante e diaforético (GRANDI et al., 1989). Além disso, ha
relatos cientificos da utilizacdo de extratos e fracGes da espécie, como antibacteriana frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

H& também indicacbes do uso da planta pela populagdo no tratamento de doencas na
pele, tais como eczemas, queimaduras e até mesmo cancer e essa a¢do farmacologica nao
pode ser descartada, ja que em R. brasiliensis foram identificados alguns constituintes
quimicos com acdo antitumoral, tais como substancias polifenolicas e alcaloidicas (UNNATI
etal., 2013).

A utilizacdo da espécie no tratamento e cura de doencas pode ser justificada devido a
presenca de compostos ativos como flavonoides, alcaloides, esteroides, triterpenos, resinas,
acidos organicos e compostos fenolicos encontrados nos extratos de R. brasiliensis
(FIGUEIREDO et al., 2009; SOUZA, 2009), além de terem sido isolados metabolitos
secundarios como a escopolentina, uma cumarina, isorametina-3-O-rutinosideo um
flavonoide, &cido oleanolico, um triterpeno e acidos organicos como o &cido p-hidroxi-
benzoico e &cido m-metoxi-p-hidroxi-benzéico (PINTO et al., 2008).

Para a comprovacdo da utilizagdo de uma planta como medicinal, ou mesmo a
producdo de um fitoterdpico, é necessario haver respostas positivas a ensaios que comprovem
as propriedades terapéuticas que Ihe sdo atribuidas e também determinar o grau de toxicidade
nas doses compativeis com seu emprego medicinal (LORENZI; MATOS, 2008). Portanto, é

importante elucidar os compostos ativos presentes nas plantas utilizadas medicinalmente bem
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como seus mecanismos de agdo através de bioensaios que detectam efeitos especificos
(MACIEL et al., 2002).

Estudos da toxicidade e de mutagenicidade de produtos naturais sdo necessarios para
uma utilizacdo segura e eficaz de um agente terapéutico (MARSIGLIA et al., 2011). Grande
parte das substancias proveniente do metabolismo vegetal, demonstram possuir efeitos
terapéuticos, podendo atuar como antitumorais afetando diferentes alvos e transdugdes de
sinais que modulam a expressao de genes e consequentemente a progressao do ciclo celular, a
proliferacdo e mortalidade celular (HEMALSWARYA; DOBLE, 2006).

Dentre os métodos disponiveis para a avaliacdo de alteracdes celulares, 0 ensaio com
Allium cepa L., fornece resultados satisfatorios para a avaliacdo de efeitos antiproliferativos,
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de varias substancias, sendo considerado como um
organismo padrdo para testes rapidos e apresentando correlacdo positiva com outros sistemas
testes (CHAUAN; SAXENA; GUPTA, 1999; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2006).

A acdo antiproliferativa e consequentes alteracbes cromossdémicas podem ser
visualizadas durante o ciclo celular de A. cepa, evidenciando a mutagenicidade de
determinada substancia. As principais anormalidades cromossdmicas encontradas sdo
anafases e metéfases irregulares, células binucleadas e células aderentes, quebras
cromossémicas, pontes e cromossomos perdidos ou retardatarios (TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012). A partir da observacdo das células meristematicas, é possivel
determinar o indice mit6tico (IM), utilizado como indicador da proliferacdo das células, o
qual é obtido através do nimero de células em profase, metafase, anafase e tel6fase dividido
pelo nimero total de células observadas (VIEIRA et al., 2009).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial antiproliferativo e genotoxico
dos extratos e fracdes de R. brasiliensis, em diferentes concentra¢fes sobre o ciclo celular de

A. cepa.
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MATERIAIS E METODOS

Material Botanico

As partes aéreas de Richardia brasiliensis foram coletadas nas diferentes estagdes do
ano, em Santa Maria, Rio Grande do Sul, no Campus da Universidade Federal de Santa Maria
(S29°43.277° W053°42.844). Um exemplar da planta foi coletado e identificado pela Dr?.
Thais Scott do Canto-Dorow e o material testemunho depositado sob registro SMDB 13966,

no herbéario do Departamento de Biologia da UFSM.

Obtencdo do extrato bruto e fracdes

O material boténico foi seco em estufa de ar circulante a temperatura de
aproximadamente 40°C, apos foi reduzido a pd, através de moinho de facas. Os extratos foram
obtidos por maceracdo da droga em p6 (300g) com renovacao de solvente hidroetandlico a
70%, durante 30 dias, concentrado, liofilizado e calculado o rendimento.

O extrato bruto foi fracionado segundo Falkenberg et al. (2007), através da particao
por solventes organicos de polaridade crescente, iniciando com n-hexano (HEX), cloroférmio
(CLO), acetato de etila (ACOET) e butanol (BUT), obtendo-se assim as fracdes semi-

purificadas.

Efeito do extrato bruto e fracdes de Richardia brasiliensis sobre o ciclo celular de Allium

cepa

Foram utilizados 19 tratamentos no total, sendo 16 tratamentos preparados nas
concentracdes de 10 e 500 pg/mL, utilizando o extrato bruto das quatro estacbes do ano e

fracOes, todos solubilizados na presenca de dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,4% e trés controles.
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Para o controle positivo foi utilizado o herbicida glifosato 1%, como controle negativo, 4gua
destilada e como controle do diluente, agua e DMSO a 0,4%.

Os bulbos de Allium cepa foram colocados em frascos de 50 mL com &gua destilada
para enraizar e apos, nas solucdes a serem analisadas por um periodo de 24 horas. A seguir as
radiculas foram coletadas, com aproximadamente 5 — 10 mm de comprimento e fixadas em
etanol:acido acético (3:1) por 24 horas, mantidas em etanol 70% e conservadas sob
refrigeracéo

Para o preparo das laminas, as radiculas foram hidrolisadas em &cido cloridrico (HCI)
1 N por 5 min, lavadas em agua destilada e coradas com orceina acética 2%. A regido
meristematica foi esmagada com auxilio de um bastdo de vidro e uma laminula colocada
sobre o material. As laminas foram observadas e analisadas ao microscopio Optico com
aumento de 40X. Foram utilizados 4 bulbos e contadas 1000 células, totalizando 4000 células

em cada tratamento.

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos no teste de Allium cepa, foi realizada pelo teste
do Qui-quadrado (x?), com nivel de probabilidade de erro <0,05 através do programa BioEstat
5.3 (AYRES, 2007).

RESULTADOS

O numero total de células analisadas nos 19 tratamentos durante o ciclo celular nas
radiculas de Allium cepa, células observadas em interfase, células em fase de divisao (profase,
metafase, anafase e teldfase) e os valores do indice mitético (IM) sdo apresentados na tabela
1.
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Tabela 1 - Tratamentos com extratos e fracdes de Richardia brasiliensis, controles, nimero
total de células observadas nas diferentes fases do ciclo celular e determinacdo do indice
mitotico (IM) no teste de Allium cepa.

Tratamentos N° FOtaI de . . . . if“?‘?‘*
(ug/mL) células Interfase Profase Metéafase Anéfase Tel6fase  mitético
observadas (%)
T1: EB VERAO - 500 4000 3653 198 53 39 57 8,67f
T2: EB VERAO - 10 4000 3504 261 73 63 99 12,4b
T3: EB OUTONO - 500 4000 3783 100 42 29 46 5,42i
T4: EB OUTONO - 10 4000 3592 175 88 62 83 10,2e
T5: EB INVERNO - 500 4000 3602 127 109 44 118 9,95e
T6: EB INVERNO - 10 4000 3597 129 104 69 101 10,07e
T7: EB PRIMAVERA - 500 4000 3643 112 94 62 89 8,92f
T8: EB PRIMAVERA - 10 4000 3551 175 105 60 109 11,22¢
T9: FRAGAO HEX - 500 4000 3717 111 68 34 70 7,07h
T10: FRACAO HEX - 10 4000 3594 141 100 64 101 10,15e
T11: FRAGAO CLO - 500 4000 3442 193 135 82 148 13,95a
T12: FRACAO CLO - 10 4000 3443 174 153 110 120 13,92a
T13: FRAGAO AcOET - 500 4000 3688 132 72 42 66 7,89
T14: FRACAO AcOET - 10 4000 3602 127 129 55 87 9,95e
T15: FRAGAO BUT - 500 4000 3730 129 59 38 44 6,75h
T16: FRACAO BUT - 10 4000 3684 119 93 61 43 7,99
T17: CONTROLE POSITIVO 4000 3693 160 63 16 68 7,679
T18: CONTROLE NEGATIVO 4000 3570 227 67 60 76 10,75cd
T19: CONTROLE DO DILUENTE 4000 3583 184 110 41 82 10,42de

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem pelo teste de %> em nivel de 5% de probabilidade de erro. Controle
positivo: glifosato 1%; controle negativo: 4gua destilada; controle do diluente: 4gua destilada + DMSO 0,4%.

O IM do controle positivo (7,67%), quando comparado com o controle negativo
(10,75%) e com o controle do diluente (10,42%) foi significativamente menor, demonstrando
que o glifosato a 1% inibe a divisdo celular de radiculas de Allium cepa. Souza et al. (2010),
também registraram que o glifosato inibe as divisdes celulares, quando estudaram a acdo do
extrato aquoso de Artemisia verlotorum sobre o sistema teste de A. cepa, porém o glifosato foi
utilizado na concentracdo de 15%, demonstrando que independente da concentracdo testada,
essa substancia apresenta capacidade antiproliferativa.

O controle negativo e o controle do diluente ndo apresentaram diferenga significativa
no IM (10,75% e 10,42% respectivamente) demonstrando que a concentracdo de DMSO

utilizada para solubilizar as amostras, ndo interferiu na proliferacéo celular.
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O tratamento T3 no qual foi utilizado o extrato bruto de outono na concentracdo de
500 pg/mL, diferiu estatisticamente dos demais tratamentos apresentando o menor valor de
IM (5,42%). Os tratamentos T9, fracdo hexanica e T15 fracdo butandlica, ambos na
concentracdo de 500 pg/mL, apresentaram IM de 7,07 e 6,75% respectivamente,
significativamente menor que o controle positivo (7,67%). Os tratamentos T1, T3, T4, T5, T6,
T7, T9, T10, T13, T14, T15 e T16, apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
controle negativo (agua), porém com IM menor mostrando uma maior inibicdo no ciclo
celular nestes tratamentos.

Os tratamentos T1, T2, T4, T5, T6, T7, T8, T10, T11, T12, T14 e T16 tiveram IM
maiore que o controle positivo (7,67%), indicando que nesses tratamentos houve uma maior
divisdo das celulas do que no glifosato 1%. Os tratamentos T2, T8, T11 e T12 induziram a
proliferacdo celular quando comparando ao controle negativo, na qual foi utilizada a agua
destilada.

Dentre os tratamentos e os controles, a fracdo cloroférmica, nas duas concentracfes
avaliadas (10 e 500 pg/mL) apresentou o maior indice de proliferacdo celular com IM de
13,92 e 13,95%, respectivamente.

Na menor concentracdo (10 pg/mL) houve aumento do IM, com excecdo do
tratamento T11 e T12, nos quais ndo houve diferenca significativa entre eles.

Na observacdo das células foram visualizadas alteracdes ocasionadas pelos extratos,

fracdes e controle positivo nos cromossomos, expressos na tabela 2.
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Tabela 2 - Total de células observadas nas diferentes fases do ciclo celular com alteracGes
cromossomicas (Ac).

Ne° total de
Tratamentos ) ) ) ) células Nf’ totalde  N° Fotal de Células
(ug/mL) Interfase  Profase Metafase Anéfase Telofase obsi ;\r/:das ce(;lij\ll?ssagm obiilrl:/I :(sjas co(r(';) /)Ac
alteracOes
T1: EB VERAO - 500 1B 24D 1Q 3Q,1P 0 30 347 4000 0,75¢c
T2: EB VERAO - 10 2M 0 5Q 4Q,5P 0 16 496 4000 0,40
T3: EB OUTONO - 500 2B 1D 0 1P 0 4 217 4000 0,10n
T4: EB OUTONO - 10 0 14D 2Q 3P 0 19 408 4000 0,47i
T5: EB INVERNO - 500 1B 24D 0 1Q 0 26 398 4000 0,65f
T6: EB INVERNO - 10 1B 16D 1Q 3Q,9P 0 30 403 4000 0,75b
T7: EB PRIMAVERA - 500 1B 18D 0 10P 0 29 357 4000 0,72c
T8: EB PRIMAVERA - 10 1B 13D 0 11P 1P 26 449 4000 0,65e
T9: FRAGAO HEX - 500 0 9D 0 4p 0 13 283 4000 0,32k
T10: FRACAO HEX - 10 0 12D 0 12p 0 24 406 4000 0,60f
T11: FRAGAO CLO - 500 0 10D 0 11P 0 21 558 4000 0,529
T12: FRACAO CLO-10 0 12D 0 10P 0 22 557 4000 0,559
T13: FRAGAO AcOET - 500 0 13D 0 7P 0 20 312 4000 0,50h
T14: FRACAO AcOET - 10 0 7D 0 15P 0 22 398 4000 0,55f
T15: FRACAO BUT - 500 0 2D 0 3P 0 5 270 4000 0,12m
T16: FRACAO BUT - 10 0 16D 0 12p 0 28 316 4000 0,70d
T17: CONTROLE POSITIVO 0 84D 0 1Q,2P 0 87 307 4000 2,17a
T18: CONTROLE NEGATIVO 1D 0 0 2Q 0 3 430 4000 0,070
T19: CONTROLE DO DILUENTE 1B 9D 0 1P 0 11 417 4000 0,271

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferem pelo teste de %> em nivel de 5% de probabilidade de erro. Controle
positivo: glifosato 1%; controle negativo: 4gua destilada; controle do diluente: 4gua destilada + DMSO 0,4%.
B: binucleada; D: desorganizada; Q: quebra cromossdmica; P: ponte cromossémica; M: microntcleo.

O controle negativo T18 (agua destilada) apresentou alteracdes cromossdmicas (Ac)
gue podem ser atribuidas as modificacGes na fisiologia da planta, ja que a agua utilizada foi
destilada sem a presenca de impurezas. Essas foram desconsideradas devido a baixa
porcentagem (0,07%), ou seja, menor que 1%.

O controle do diluente T19 (4gua + DMSO 0,4%) apresentou 0,27% de células com
alterac6es, demonstrado um elevado nimero de células alteradas quando comparado com a
agua.

Como esperado o controle positivo T17 (glifosato 1%), apresentou a maior
porcentagem de células com Ac (2,17%), apresentando principalmente células desorganizadas

em profase.
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O tratamento do outono (T3) e a fracdo butandlica (T15) apresentaram o menor
namero de células com alteracdes (4 e 5 respectivamente) e significativamente diferentes.
Esse resultado pode ser explicado pela diferenca no numero total de células observadas em
divisdo. Todos os demais tratamentos apresentaram mais células com alteracdes quando
comparado com o controle negativo e o controle do diluente, diferindo estatisticamente
destes.

As alteragdes cromossdmicas mais observadas foram cromossomos desorganizados
(D) durante a profase, na maioria dos tratamentos, com excecéo do T2 e do controle negativo,

seguido de pontes anaféasicas (P) observado em todos os tratamentos.

DISCUSSAO

Os extratos e fracGes de Richardia brasiliensis foram avaliados quanto a capacidade
antiproliferativa e efeito genotdxico através do teste Allium cepa. O indice mitético (IM) foi
obtido a partir das células observadas em divisdo (profase, metafase, anafase e teléfase) pelo
nimero total de células observadas (interfase, profase, metéafase, anafase e telofase)
(GADANO et al., 2002; VIEIRA et al., 2009). Ja as alteragcbes cromossémicas nos
forneceram dados que permitiram avaliar a genotoxicidade de substancias presentes em
extratos e fracdes, sendo observado aberragdes nos cromossomos durante as fases do ciclo
celular. As substancias genotoxicas possuem propriedades quimicas e fisicas que interagem
com os &cidos nucléicos ocasionando defeitos em células germinativas e somaticas
(VARANDA et al., 2006).

O IM obtido nos tratamentos foi comparado com o IM do controle positivo (glifosato
1%), negativo (a4gua destilada) e do diluente (dgua destilada + DMSO 0,4%).

O efeito genotdxico foi determinado nesta pesquisa, comparando-se células com
cromossomos normais (Fig. 1) e células com alguma alteragcdo (Fig. 2), como célula
binucleada (Fig. 2A), microndcleo (Fig. 2B), cromossomos desorganizados (Fig. 2C), quebras

cromossomicas (Fig. 2D e 2F) e ponte (Fig. 2E), na interfase ou durante as divisdes celulares.
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Figura 1 - Células meristematicas de raizes de Allium cepa submetidas aos tratamentos com extratos e fragdes de
Richardia brasiliensis. A) Células normais em interfase e profase (seta preta longa); B) Célula normal em
metéfase (seta preta curta) e teléfase (seta preta curta com preenchimento); C) Célula normal em metéfase; D)
Célula normal em anéafase (seta preta longa sem preenchimento). Aumento de 40 X. Escala 10 pm.
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Figura 2 - Células meristematicas de raizes de Allium cepa submetidas aos tratamentos com extratos e fragdes de
Richardia brasiliensis. A) Célula binucleada; B) Célula com micronicleo (seta longa preta); C) Profase
desorganizada (seta curta preta); D) Quebra cromossomica (seta curta sem preenchimento) em metéafase; E)
Ponte anaféasicas; F) Quebra cromoss6mica na tel6fase. Aumento de 40X. Escala 10 um.
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Foi possivel observar uma acentuada capacidade antiproliferativa nos extratos e
fraces de R. brasiliensis através da diminui¢do no IM no extrato bruto de outono e na fragdo
butandlica, na concentracdo de 500 pug/mL, o que também foi observado em extratos de
Psychotria brachypoda, obtido por infusdo (5 e 20 g/L) por Frescura, 2012, diferindo da
avaliacdo com R. brasiliensis no modo de obtencdo dos extratos e na concentracdo destes. Em
diferentes concentracfes de extrato metandlico de Euphorbia hirta, Ping et al. (2012) também
observou a dose dependencia na diminuicdo da divisao celular atraves do ensaio com A. cepa.

O extrato bruto de R. brasiliensis apresentou no outono a maior concentracdo de
flavonoides (28,90 mg/g) sendo a rutina quantificada em 26,25 mg/g nesta mesma estagédo
(DORNELLES et al. 2015, ndo publicado), atribuindo a capacidade antiproliferativa a estes
compostos.

A rutina esta inserida no grupo dos flavonoides que atuam na quimio-prevencdo do
cancer, na inibicdo de fases do ciclo celular, na proliferagéo celular, no estresse oxidativo e na
apoptose (PEDRIALI, 2005). Esta apresenta efeitos semelhantes aos produzidos pelo
quimioterapico Neotaxel® sendo utilizada no tratamento de células tumorais de Ehrlich
(MACHADO, 2006).

Outras atividades terapéuticas sdo atribuidas aos flavonoides, como a normalizacao da
resisténcia e permeabilidade das paredes dos vasos capilares, a melhora da insuficiéncia dos
vasos linfaticos e venosos associados com doencas hemorrégicas ou de hipertensdo, inibem os
radicais livres, e atuam em carcinomas (PEDRIALI, 2005; BECHO; MACHADO; GUERRA,
2009).

O controle positivo apresentou IM de 7,67%, abaixo do IM do controle negativo. O
glifosato utilizado como controle positivo neste estudo, atua inibindo especificamente a
enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase que catalisa a condensacdo do acido
chiguimico e do fosfato piruvato, atuando na sintese de aminoacidos essenciais precursores na
biossintese dos compostos do metabolismo secundario (YAMADA; CASTRO, 2007).

Alem disso, o glifosato inibe as divisbes celulares atuando como um agente
antiproliferativo e induz, comprovadamente, alteracbes cromossdmicas (SOUZA et al., 2010),
pois devido a sua atuacdo na biossintese de aminoacidos aromaticos e na formacdo de
proteinas desses aminoacidos ele reduz os niveis de proteinas, como a tubulina essencial na
formagéo dos microtubulos (YAMADA; CASTRO, 2007) afetando os estagios de diviséo e
levando a divisGes aberrantes.

O DMSO ¢ um solvente versatil e com pouca toxicidade quando utilizado em baixas

concentracdes, pois em altas concentragcbes e altas temperaturas age como desnaturante
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proteico (TSUTOMU; YOSHIKO; TIMASHEFF, 2007), o que poderia levar a inducgdo de
alteracdes durante o ciclo celular. Por estas propriedades o DMSO (0,4%) foi usado como
veiculo para solubilizar as amostras, acrescentado a agua destilada.

Essa substancia possui a capacidade de dissolver compostos polares e ndo polares, é
um composto anfipatico, com um dominio altamente polar e dois grupos polares (FLORAO et
al., 2007). Por sua natureza polar o DMSO ¢ capaz de aceitar ligacGes do hidrogénio e devido
a estrutura compacta é responsavel pela capacidade Unica de penetrar em tecidos vivos,
associa-se com a agua, proteinas, hidratos de carbono, acido nucleico, substancias iénicas e
outros componentes (HEBLING et al., 2015).

O DMSO foi avaliado em estudo realizado por Maioral (2013) no tratamento de
células leucémicas com chalconas, para excluir a participacdo do veiculo na possivel
citotoxicidade observada nos ensaios. Este apresentou viabilidade de 99,89% demonstrando
que o DMSO néo foi responsavel pela morte celular observada no estudo.

O IM da fracdo butandlica (6,75%) na concentracao de 500 pg/mL também foi menor
gue o controle negativo e pode ser atribuido a presenca de fenois, substancias polares como 0s
flavonoides glicosilados (FILHO; YUNES, 1998). Teixeira et al. (2003) sugeriram para as
espécies Psidium guajava e Achillea millefolium que a inibicdo nas divisdes celulares das
raizes de A. cepa deve-se a presenca de taninos em suas infusées.

Fachinetto e Tedesco (2009) citam que 0s extratos aquosos de Baccharis trimera e B.
articulata contém taninos e flavonoides em sua composic¢do quimica e também apresentaram
atividade antiproliferativa, demonstrando que a capacidade de induzir inibi¢cGes na divisdo
celular pode ser devido a presenca de substancias polifenolicas.

Na fracdo cloroférmica (CLO) em ambas concentracdes o IM foi elevado quando
comparado com o0s demais tratamentos. Segundo Filho e Yunes (1998) a fracdo CLO
apresenta substancias menos polares como flavonoides metoxilados, sesquiterpenos, lactonas,
triterpenos e cumarinas.

Em triagens fitoquimicas realizadas por Macedo (2014) na fracdo cloroférmica de
Selaginella convoluta foi identificado a presenca de derivados antracénicos, flavonoides,
naftoquinonas e a presenca intensa de triterpenos e/ou esteroides e a fracdo nédo induziu a
morte celular, mas foram evidenciados alteragcdes histopatologicas e potencial citotdxico in
vitro em células de macrofagos. Efeito citotoxico também foi encontrado por Felipe (2010),
associado a efeitos antiproliferativos da fracdo cloroférmica de Casearia sylvestris em células
do carcinoma de Ehrlich o que promoveu altera¢Ges no ciclo celular e inibiu a sintese de DNA

e consequentemente a divisdo celular. Nos estudos realizados na fracdo cloroférmica de
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Maxillaria picta apresentou a atividade antiproliferativa mais promissora entre as demais
fraces sob onze linhagens de células tumorais (ALMEIDA et al., 2014).

Os resultados encontrados na fracdo CLO de R. brasiliensis, ndo corroboram com
analises realizadas para estes outros modelos e espécies testadas, ja que a fracdo CLO por ser
citotoxica atuaria na diminuicdo das divisdes celulares e ndo aumentando o IM como foi
observado neste estudo.

As alteracdes observadas nas células de radiculas de A. cepa submetidas aos extratos e
fracdes de R. brasiliensis, foram 7 células binucleadas, 286 células desorganizadas, 2
micronucleos, 23 quebras e 118 pontes cromossdmicas. Assim, todos os tratamentos
mostraram efeito genotoxico, porém considerado baixo quando comparado com o controle
positivo. Todos os valores de Ac foram significativamente diferentes do glifosato que
apresentou valores de 2,17%.

O extrato bruto de outono (T3) e a fragdo butandlica (T15) na concentracdo de 500
pug/mL foram os tratamentos com o menor indice de células com alteragbes (Ac),
demonstrando que além de possuirem uma forte capacidade antiproliferativa, tiveram uma
baixa genotoxicidade para as células, pois apresentaram 4 e 5 alteracfes, respectivamente,
enquanto que o controle negativo apresentou 3 alteragdes cromossomicas.

Alteracdes nos cromossomos foram observadas no controle do diluente apesar do IM
deste néo ter diferido estatisticamente do controle negativo, demonstrando que mesmo sendo
utilizado em baixa concentracdo o dimetilsulfoxido (DMSOQ) foi capaz de induzir danos as
células. O DMSO normalmente é utilizado como veiculo de diluicdo dos extratos, sem alterar
a viabilidade celular (FELIPE, 2010; FERNANDES, 2011; ALMEIDA et al., 2014) sendo
também utilizado como crioprotetor, evitando a cristalizacdo da agua e agindo na remocao
dos radicais livres durante o processo de descongelamento (STURION et al., 2011). Segundo
Antdo (2014) o DMSO causou efeitos genotoxicos em linhagens celulares Hela e HepG2,
demonstrando que esse solvente mesmo em baixa concentragcdo possui alguma atividade

mutagénica, pois tem a capacidade de inibir a acdo de um antioxidante intracelular.
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CONCLUSAO

Na avaliacdo da capacidade antiproliferativa e genotdxica de extratos e fracGes de
Richardia brasiliensis, determinou-se que a espécie possui potencial antiproliferativo na
concentracdo de 500 pg/mL, com destaque para o extrato bruto obtido no outono (T3), no
qual apresentou IM de 5,42% e para a fracdo butandlica (T15) com IM de 6,75%.

A capacidade antiproliferativa dos extratos de R. brasiliensis varia conforme a
concentragdo testada, sendo que ocorre decréscimo do IM nas maiores concentragées.

Os extratos e fracdes de R. brasiliensis apresentam potencial genotdxico, apresentando
alteracdes cromossdmicas como células binucleadas, desorganizada, micronucleos, quebras e
pontes cromossdmicas.

A partir dos resultados obtidos nesse estudo faz-se necessario realizar novas analises
com extratos e fracbes de R. brasiliensis em organismos eucarioticos e comparar os resultados

entre estes sistemas testes a fim de avaliar a possivel acdo terapéutica da espécie.
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3. DISCUSSAO GERAL

A espeécie Richardia brasiliensis possui metabolitos ativos de interesse medicinal que
foram observados através de reacdes de caracterizacdo colorimétricas, sendo identificado
alcaloides, flavonoides, esteroides, triterpenos, cumarinas, heterosideos antociancos, taninos,
amino-grupos e acidos organicos, estando de acordo com Figueiredo et al. (2010) que também
determinou esses constituintes nas partes aéreas e raizes desta espécie.

A subfamilia  Rubioideae  apresenta  antraquinonas como  marcadores
quimiotaxonémicos (BOLZANI et al., 2001), porém neste trabalho ndo foi observada a
presenca desse grupo quimico.

Os parametros estabelecidos para a droga vegetal indicam boa qualidade para o uso da
espécie com fim medicinal, pois os teores determinados encontram-se dentro de valores
preconizadosna Farmacopeia Brasileira (2010) e na OMS (1998).

Os teores de cinzas totais em todas as estacdes (JA 14,13%, AB 20,02%, AG 30,01%,
OU 24,83%) e cinzas insoltveis em &cido (JA 1,40%, AB 7,78%, AG 16,45%, OU 10,21%)
foram elevados quando comparados com outras espécies como em Rudgea viburnoides que
apresentou teores entre 10 e 11% (ALVES et al. 2004) e Cynara scolymus com porcentagem
de 2,02% (COSTA et al. 2009) de cinzas totais. Nos cddigos oficiais ndo foram delimitados
esses parametros e os resultados encontrados para R. brasiliensis foram relacionado ao tipo de
habito da espécie, uma herbacea com desenvolvimento prostrado.

O extrato bruto de outono apresentou o maior rendimento (20,44%) com a maior
concentracdo de flavonoides (28.90 mg/g). Rutina e acido clorogénico foram identificados e
quantificados e o extrato de outono obteve o maior percentual (26.25 mg/g) de rutina.

Os flavonoides se destacam por sua capacidade antioxidante devido as propriedades
sequestrantes de radicais livres, interceptando o oxigénio ativo formando radicais estaveis,
protegendo os tecidos dos radicais livres e da peroxidacdo lipidica (WOLLGAST; ANKLAN,
2000). Com isso, parte da acdo farmacoldgica de R. brasiliensis, deve-se a presenca marcante
desse grupo quimico nos extratos e fracbes em significativas concentragcdes nas diferentes
estacoes do ano.

As diferencas observadas nas concentragfes de compostos quimicos e nos parametros
de qualidade do material vegetal podem estar relacionadas as variagbes que ocorrem na

fisiologia da planta que estdo sujeitos a influéncia das variaveis ambientais, bidticos e
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abiodticos, interferindo na qualidade e quantidade de produtos secundarios (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

Em estudos anteriores com a espécie, foram identificadas e isoladas substancias como
flavonoides, alcaloides, esteroides, triterpenos, compostos fendlicos, cumarinas, acidos
organicos, heterosideos antociancos, taninos e amino-grupos (PINTO 2008; FIGUEIREDO et
al., 2009; SOUZA, 2009; DORNELLES et al. 2015, ndo publicado). A partir de analises
histoquimicas nas folhas e caule de R. brasiliensis, foram determinados in situ lipidios de
reserva e estruturais, com a utilizacdo de reagentes especificos em microscopia de campo
claro e microscopia de fluorescéncia. Nos vactolos e paredes celulares foram observados
compostos fenolicos, com o reagente dicromato de potéssio e azul de toluidina para regies
lignificadas. Pigmentos antocianicos foram visualizados em células do cortex externo,
imediatamente abaixo da epiderme sem a utilizacdo de reagentes colorimétricos. Substancias
de coloracdo amarelo fluorescente indicativas de cumarinas e/ou flavonoides foram
observadas a partir de microscopia de fluorescéncia quando submetidos a solugdes alcalinas.

Os alcaloides foram visualizados somente com o reagente de Wagner. De acordo com
Costa (1982), Simdes et al. (2007) e Karabourniotis et al. (2001) um mesmo grupo de
substancias necessita de mais de um reagente, pois muitas vezes ndo ocorre a reagéo pela falta
de especificidade do reagente. Para que ndo ocorra interferéncia na pigmentagdo natural da
substancia analisada, devem ser utilizadas também amostras em branco (SILVA, 2014).

A capacidade antiproliferativa e genotoxica dos extratos e fracGes de R. brasiliensis
foi determinada a partir do ensaio de Allium cepa. Os estudos citogenéticos de plantas
reportam alteracGes cromossdmicas durante o ciclo celular pela presenca de substancias
mutagénicas. O célculo do indice mitético (IM) é utilizado como indicador da proliferacdo
das células e determinado a partir do nimero de células observadas em divisdo pelo numero
total de células observadas (VIEIRA et al., 2009; TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012).

O extrato bruto obtido no outono apresentou IM de 5,42% e a fragdo butandlica IM de
6,75%, ambos na concentracdo de 500 pg/mL, apresentando IM inferior ao encontrado para o
controle negativo, demonstrando capacidade antiproliferativa e um baixo numero de
alteracOes celulares. A capacidade antiproliferativa do extrato pode ser atribuida a presenca de
compostos fenolicos presentes em maior concentracdo nesta estacdo quando comparado com
as demais e a fracdo butandlica (FILHO; YUNES, 1998) também possui compostos fenolicos
como flavonoides glicosilados. Outros autores (TEIXEIRA et al.,, 2003; FACHINETTO;
TEDESCO, 2009) sugerem que as inibi¢cOes das divisdes celulares ocorrem pela presenca

fendis.



. CONCLUSOES

Os parametros de qualidade da droga vegetal como matéria estranha e porcentagem de
agua estdo de acordo com valores preconizados pela Farmacopeia Brasileira;

Os teores de cinzas totais e cinzas insoluveis em acido foram elevados;

O maior rendimento de extrato foi obtido no outono;

Os metabdlitos secundérios antocianicos, taninos, amino-grupos, esterdides e/ou
triterpenos, alcaloides, cumarinas, acidos organicos e flavonoides foram caracterizados
nos extratos;

Os flavonoides em maior concentracao foram quantificados no extrato de outono;
Rutina e Acido clorogénico foram determinados e quantificados nos extratos;

Lipidios de reserva e estruturais, compostos fendlicos, antocianinas e alcaloides foram
determinados a partir de analise histoquimica;

Richardia brasiliensis apresenta capacidade antiproliferativa;

Richardia brasiliensis é genotoxica.
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ABSTRACT

Richardia brasiliensis Gomes is an herbaceous species classified within the
Rubiaceae family. This species is commonly present in regions with intense agricultural
activity and is used in popular medicine as antiemetic, anti-diabetic, and anthelmintic
against haemorrhoids, cure eczema and burns. This research determined the quality
control parameters of the herbal drug, quantified secondary metabolites by
spectrophotometry, characterized compounds with colorimetric reactions and identified
and quantified two polyphenolic substances by High-Performance Liquid
Chromatography with Diode-Array Detection (HPLC-DAD) in R. brasiliensis within
different seasons of the year. The quality of the herbal drug and the concentration of
active substances varied in different periods, with a higher yield of the crude extract and
a higher concentration of flavonoids in April (autumn). The extraneous material and the
water percentage were found within the recommended values by the Brazilian
Pharmacopoeia. The swelling index signalled the presence of mucilaginous substances
and, the levels of total and acid-insoluble ash showed high results when compared to
other species. Through colorimetric reactions the presence of anthocyanin glycosides,
tannins, amino groups, steroids and/or triterpenes, alkaloids, coumarins, flavonoids and
organic acids was determined.

KEY WORDS: Richardia brasiliensis Gomes. Quality control. Dosing metabolites.
HPLC-DAD. Colorimetric reactions. Seasoning variation.
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Estabelecimento sazonal dos parametros de controle de qualidade

fisico-quimico e perfil fitoquimico de Richardia brasiliensis GOMES

RESUMO

Richardia brasiliensis Gomes é uma espécie herbacea, classificada dentro da
familia Rubiaceae, presente em regides com intensa atividade agricola e utilizada na
medicina popular como antiemética, antidiabética, vermifuga e contra hemorroidas, na
cura de eczemas e em queimaduras. Esta pesquisa, determinou parametros de controle
de qualidade da droga vegetal, dosou metabdlito secundarios através de
espectrofotometria, caracterizou compostos através de reagdes colorimétricas e
identificou duas substancias polifenolicas através de HPLC-DAD em R. brasiliensis G.
nas diferentes estagdes do ano. A qualidade da droga vegetal, e a concentracdo de
substancias ativas, variaram nos diferentes periodos, apresentando um maior rendimento
do extrato bruto e uma maior concentracdo de flavonoides em Abril (outono). A matéria
estranha e a porcentagem de agua determinados estdo dentro dos valores preconizados
pela Farmacopeia Brasileira. O indice de intumescéncia sinalizou a presenca de
substancias mucilaginosas e o0s teores de cinzas totais e insollveis em acido,
apresentaram resultados elevados quando comparados com outras espécies. Através de
reacOes colorimétricas foi determinado a presenca de heterosideos antocianicos, taninos,
amino-grupos, esteroides e/ou triterpenos, alcaloides, cumarinas, acidos organicos e
flavonoides.

UNITERMOS: Richardia brasiliensis Gomes. Controle de qualidade. Doseamento
de metabolitos. HPLC-DAD. Reac¢des colorimétricas. VariagOes sazonais.

INTRODUCTION

Richardia brasiliensis Gomes is a South American native species, belonging to
the family Rubiaceae, sub-family Rubioideae, tribe Spermacoceae (Lorenzi, 2008). This
plant is part of the poaia groups, commonly known by poaia-branca, ervago or ipeca.

R. brasiliensis is typically found in regions with intense agricultural activity,
such as the Brazilian South and Midwest regions. This herb grows spontaneously in
crops and is considered one of the biggest problems of weed infestations in agricultural
areas (Rosseto et al., 1997; Monquero, Cury, Christoffoleti, 2005; Schott, Canto-
Dorow, 2011). It is an annual cycle species and has capability to adapt in to different

planting systems, infesting annual or perennial crops. It grows near the soil surface and



has a thick pubescent stem. Its inflorescence is in a glomerular form surrounded by 2, 4
or 6 foliaceous bracts, its flowers are generally hexamers, the sepals are usually in
number of 6 white or pinkish corolla, with a ring of hairs on its inner face (Lorenzi,
2008).

Previous researches (Pinto, 2008; Pinto et al., 2008; Figueiredo et al., 2009;
Souza, 2009; Souza et al., 2009; Morais et al., 2013) identified coumarins, flavonoids,
alkaloids, steroids, triterpenes, phenolic compounds and organic acids, and those are
important substances which justifies the usage of this plant as a therapeutic agent
resource. Furthermore, R. brasiliensis, in popular medicine, is used as antiemetic,
antidiabetic, anthelmintic in the haemorrhoidal treatment, cure eczema and burns
(Souza, 2009).

The Rubiaceae family is economically important and is being used in the food,
ornamental and medicinal fields (Coelho et al., 2006). Moreover, this family has a big
plasticity in its chemical composition, presenting a huge variety of compounds with
potential pharmacological effects (Souza, Mendonca, Silva, 2013).

To use this species as an efficient and safe drug it is important to establish the
quality control parameters of the herbal drug. It is also important to comprehend how
different seasons of the year can influence the plants biological system, increasing or
decreasing the quality and concentration of active substances presents in the plant.

The Rubiaceae family is historically important in the medicinal field and
Richardia brasiliensis, presents important chemical compounds justifying the seasonal
studies to establish physical and chemical quality control parameters and phytochemical

profile of this species.

MATERIALS AND METHODOLOGY

Botanical material

The herbal material is composed by the aerial parts of R. brasiliensis and was
collected at the campus of the Federal University of Santa Maria (UFSM) (S29°43.277°



W053°42.844%). One sample of this plant was identified by the Dr. Thais do Canto-
Dorow and the proof material was deposited on the herbarium in the Biology
Department of Santa Maria (SMDB) at UFSM, registered with the number 13966.

Harvest of material were made during summer, autumn, winter and spring in the
months of January (JA), April (AP), August (AG) and October (OC) respectively during
the year of 2013. After the harvest, the material was dried in a circulating air oven at a
temperature of 45 + 2°C for a period of seven days and ground in a Wiley mill.

The crude extract (CE) hydro ethanoic (70%) was obtained by maceration, with
renewal of the solvent until the depletion of chemicals, then it was dried with

lyophilisation and the yield calculated.

Quality control parameters

The quality control parameters of the herbal drug were made by physico-
chemical tests (purity and integrity test) according to the 5% edition of Brazilian
Pharmacopoeia (2010).

The extraneous material, swelling index, water content, content of total ash and
acid-insoluble ash, were assessed directly on the herbal drug.

Spectrofometric quantification of secondary metabolites was performed in the
CE.

The quantification of total polyphenols were made from Chandra and Mejia
proceedings (2004). For this determination, the reagent Folin-Ciocalteu (1N) was used
and the results were expressed in equivalent gallic acid milligrams per gram of dried
extract. With these results it was made possible to create an equation for the standard
curve at concentrations of 1.0; 3.0; 5.0; 10.0 and 20.0 ug/mL. The extracts were made at
0,04% of distilled water and the readings were performed in a spectrophotometer
(Shimadzu UV-1201) at a wavelength of 730 nm.

In flavonoids quantification, quercetin was used as standard, and a solution of
aluminium chloride, as colour reagent. The samples were prepared at 0.04% of dry
extract in 70% methanol. The total flavonoid content is expressed in equivalent

quercetin milligrams per gram of each extract. The standard curve equation for the



quercetin was obtained at concentrations of 5.0; 10.0; 15.0; 25.0 and 30.0 pug/mL. The
reading was performed at 425 nm (Rio, 1996).

The method of vanillin, according to Agostini-Costa, Lima and Lima (2003),
was used to determine tannins, using catechin as a pattern and the reading done at 490
nm.

The total content of tannins was expressed as milligrams of equivalent catechin
milligrams per gram of dry extract each. The concentrations used for obtaining the
calibration curve were 25.0; 150.0; 300.0; 450.0; 600.0; 800.0 and 900.0 pg/mL.

Identification of the chemical compounds

The phytochemical characterization was realised by colorimetric methods,
according to Moreira (1979), Wagner and Bladt (1996), Costa (1982). To research
anthocyanin glycosides, saponins, cyanogenic glycosides, tannins and amino groups
was prepared an aqueous extract at 20%; and a 20% alcoholic extract for alkaloids,
flavonoids, coumarins, anthraquinones, steroids and triterpenes. The analyses were

made in triplicate.

Phytochemical profile

The crude extracts were analysed by chromatographic analysis using a High
Performance Liquid Chromatography-Diode Array detector (HPLC-DAD) to
chemically identify the polyphenolic constituents of R. brasiliensis according to the
method published by Evaristo and Leitdo (2001) adapted.

To separate the compounds by HPLC-DAD was used liquid chromatography
(Shimadzu, Kyoto/Japan) compound pump model LC-20AT, auto sampler SIL-20A,
detector SPD DAD-M20A and communicator 20A and CBM controlled by software LC
SP1. The analytical column used was Shim-pack CLC-ODS (M), 5 um particle
diameter, dimensions of 4.6 mm x 150 mm. The elution gradient occurred flow 0.9

mL/min using two mobile phases: A, consisting of 2% acetic acid in water and, B, using



only methanol UV/HPLC. The sample injection volume was 40 pL, and the
accompanied photodiode array detection system for wavelengths between 230-400 nm
for 55 minutes. The identification of the polyphenols has been carried out by comparing
the retention time of the samples and the absorption spectrum in cited band, with the
standard solutions and quantitation by preparing standard curves. The standards of
phenolic compounds tested were: pyrogallic acid, gallic acid, pirocatechin, catechin,
chlorogenic acid, caffeic acid, rutin, quercetin and kaempferol.

The compounds identified in the extracts were quantified by preparing standard
curves, through dilution of 1000 pg/mL solution in MeOH UV/HPLC to achieve the
following: 5.0; 10.0; 25.0; 35.0 and 50.0 pg/mL solutions. The quantified
concentrations of the substances were calculated from the equation of the line and
results were expressed in equivalent milligrams of each pattern for each gram of the

extract.

Statistics analysis

The data obtained from the extracts made in the different seasons where
evaluated by analysis of variance and the comparison among the medians was generated

through the Tukey test (< 0.05), using a specific program.

RESULTS AND DISCUSSING

Quality control parameters

The quality control parameters for the herbal drug, R. brasiliensis, in the four
seasons (Table I) show that environmental change to which the plant is subjected, can
be responsible for the difference in these established parameters. Which was also

discussed by Gobbo-Neto and Lopes (2007), who attributes the variation in the



secondary metabolism of plants due to harvest conditions, and the environmental
influence (light, altitude, pollution, nutrients, radiation, water availability, temperature,

etc.).

TABLE I. Physico-Chemical parameters of quality control R. brasiliensis.

TIMEOF  EXTRANEOUS SWELLING INDEX V\F’,ﬁﬁi '[')\'RLZE TOTAL ASH INSOLAUCB'EE ASH
COLLECTION MATERIAL (mL) (%)
(%) (%)
(%0)
A 0.12°+0.12 7.74°+0.20 9.63°+0.14 14.13°+ 0.46 1.40°+ 0.56
AP 0.27%+0.13 3.56°+ 0.18 6.339+0.12 20.02°+ 2.12 7.78°+ 1.18
AG 0.532+0.10 5.34% + 1,57 7.57°+0.34 30.01% £ 2.49 16.45°+ 2.65
oc 0.55¢+ 0.07 6.16%+ 0.10 8.86°+ 0.18 24.83*+ 0.96 10.21%+ 0.52

(JA): January; (AP): April; (AG): August; (OC): October.
Medians followed by similar letters do not differ by the Tukey test at 5% level.

The percentage of the strange matter, which means the presence of mineral
impurities or other parts of the plant than the drug Brazilian Pharmacopoeia itself that
was collected was bigger during OC (0.55%), and did not significantly differ from AG
period (0.53%). The percentage of drug’s impurities elements on the drug should not be
more than 2% m/m, (Brazilian Pharmacopoeia, 2010) and the four samples tested
presented results below this level. The herbal drug to be used must be free from any
form of strange matter, and drugs contaminated by fungus, insects, or other materials
should not be used for medicinal purposes (OMS, 1998).

The foreign material observed in these samples is mostly compound by soil
particles, which can be explained by this species growing close to the ground and have a
thick stem hair, increasing the contact between the plant and soil. Nevertheless, the
World Health Organization (1998) indicates that any foreign material such as earth,
stones, sand and dust have to be removed before the usage of the herbal drug.

The swelling of the drug, is related to the presence of mucilage and other
polysaccharides present in R. brasiliensis. As can be observed, the values obtained for
the swelling, had the highest rates in JA (7.74 mL) and OC (6.16 mL) with no
significant difference. In AG it has given a rate of 5.34 mL and 3.56 mL on AP.



The gravimetric method was used for the analysis of water in the herbal drug. As
it is shown, there were significant differences in the samples, and it was observed a
higher water content in JA (9.63%).

The Brazilian Pharmacopoeia (2010), does not determine the optimum range of
water content in the dried plant, but the Brazilian Pharmacopoeia 1988, requested for
values between 8 and 14% (m/m), thus, the plant material collected in JA (9.63%) and
OC (8.86%) are within this range and the material collected during AP (6.33%) and AG
(7.57%) are below. The residual water found in the herbal drug may lead to microbial
contamination and degradation of the chemical constituents by hydrolysis (Michelin et
al., 2010), therefore a lower amount of residual water, as the ones observed in R.
brasiliensis, is recommended for a better stability of the herbal drug.

The content of total ash, provides the amount of material that remain adherent to
the drug after incineration, determining the presence of a "physiological ash”, which are
derived from plant tissue itself and ash "non-physiological” which is a residue of
impurities that adhere to the surface of the plant as sand and soil (WHO, 1998).

Samples of AG and OC had the highest total ash content (30.01% and 24.83%
respectively), with no significant difference between them. The lowest total ash value
occurred in summer, 14.13%, which matches with the value (14.05%) that was found by
Figueiredo et al. (2010) in the aerial parts of R. brasiliensis.

In the botanical and chemical characterization in Rudgea viburnoides, another
species of the Rubiaceae family, Alves et al. (2004) found ash content between 10 and
11%. While Costa et al. (2009) determined a percentage of 2.02% in Cynara scolymus
an Asteraceae and Vigo, Narita, Marques (2004), found values of total ash of 6.5% for
both the winter and spring, 4.3% in the summer and 4.4% in the autumn when they
analyzed the roots of P. glomerata belongs to the Amaranthaceae in different seasons.

The values in R. brasiliensis, in all seasons, are higher than the ones found in
these studies, even when related species belonging to the same family. This parameter
may be related to the type of habits of this species, as it is an herbaceous with prostrate
development.

The acid-insoluble ash, allows to determine the presence of inorganic impurities,
such as silica and siliceous constituents of the drug (Macedo et al., 2013). Levels up to
1% are acceptable when considered a plant that is not rich in silicic acid or silicates
(Frasson, Bittencourt, Heinzmann, 2003). The levels found in the species under study,

exceeded this value in all seasons.



To determine the concentration of total polyphenols, the equation was obtained
from the standard curve (y=0.0386x-0.0181), with r of 0.9993. The highest total
polyphenols was observed in OC, with content of 30.67 mg/g. For flavonoids, the
highest concentration found was in AP (28.90 mg/g), and the equation obtained was
y=0.0127x-0.0019 with r of 0.9952. In contrast to the tannins, the highest level was
found in JA, and measured as 38.54 mg/g, from the equation y=0.0002x+0.0024 with r
of 0.9973 (Table I1).

TABLE II: Dosing total polyphenols, flavonoids and tannins within the seasons.

mg/g of CRUDE EXTRACT

CONSTITUENTS JA AP AG ocC
TOTAL POLYPHENOLS 26.37%8+0.46 28.09"2+0.07 27.32°A+0.16 30.67%+0.25
FLAVONOIDS 15.73°C+0.39 28.90*+0.73 27.75%+0.57 27.50%8+1.09
TANNINS 38.54%4+0.19 12.45%+0.12 15.82°€+0.66 17.20°°+0.19

(JA): January; (AP): April; (AG): August; (OC): October.
Medians followed by the same letters do not differ from the Tukey test 5% level.

The concentration of total polyphenols, flavonoids and tannins in different plant
species, has varied according to seasonal changes, demonstrating the importance that
these factors have on the secondary metabolism.

Regarding to the concentration of flavonoids in Davilla rugosa, the highest
levels of these active group of compounds, were found in summer and autumn in the
Brazilian Southeast region (Macedo et al., 2013). As flavonoids play a role as shields
against photo-destruction, the increase in its concentration can be directly correlated
with the increase in the intensity of solar radiation.

The water stress conditions to which the plant is subjected can lead to an
increase in the concentration of flavonoids. In Eugenia uniflora, there is an increase in
production when there is the combination of high solar irradiation and the lack of rain,
which is related to the dry season (April to September) in the Midwest region (Santos et
al., 2011).



In R. brasiliensis the highest flavonoid content was observed during the autumn,
in April and, the lowest, in January, during the summer. According to the data obtained
from the National Institute of Meteorology (INMET), in both collections, January and
April, the rainfall were close (145.3 mm and 147.4 mm respectively), but the insolation
period has varied considerably (286.0 for the month of January and 209.0 for the month
of April), which may explain the difference in concentrations of flavonoids.

For the tannins, the values obtained were inverse to what happened in
flavonoids, with the highest concentration observed in January and the lowest in April.
In species D. rugosa, the higher tannin levels were obtained in the summer (Macedo et
al., 2013). These results can be explained as the production of tannins become increased
during the hot and humid periods, which coincides with the proliferation of insects and
pathogenic microorganisms, when there is needed for the plant, a higher level of
endogenous defenses (Barbehenn et al., 2009)

The differences in the concentrations of chemicals in R. brasiliensis as in other
species for medical use can make possible to infer that variations occurring in the
biosynthesis of secondary metabolites is a complex process and it is subject to the
influence of different environmental variables, such as biotic and abiotic factors
influencing both the quality and the quantity of secondary products (Gobbo-Neto,
Lopes, 2007).

Chemical Constituents

The chemical constituents of the aerial parts of R. brasiliensis were

characterized by colorimetric reactions (Table I11).



TABLE Ill. Phytochemical characterizing of R. brasiliensis.

CLASS OF COMPOUNDS EA EH
Anthocyanin glycosides + -
Saponinics glycosides - -
Cyanogenic glycosides - -
Gums, mucilage, tannins +
Condensed tannins + -
Hydrolisable tannins +
Amino groups - -
Steroids and (or) triterpenes - +
Cardioactive glycosides - -
Alkaloids -
Free ortho and meta phenols -
Free para phenol -
Coumarins -
Organic acids -
Phenols -
Anthraquinones - -
Flavonic glycosides - +

(EA): water extracted; (EH): hydro alcoholic extract.

(+): Presence; (-): Absence

The results of R. brasiliensis, matches with Figueiredo et al. (2010), who found
alkaloids, flavonoids, steroids, triterpenes, coumarins and resins, the aerial parts of R.
brasiliensis and coumarins, steroids, triterpenes, resins at its roots. This study also
identified the presence of anthocyanin glycosides, tannins, amino groups and organic
acids.

The presence of these substances in this species, justify its popular use, and
demonstrate its importance as a medicinal drug. The Rubiaceae species have huge
economical and pharmaceutical importance, because they are rich in secondary
metabolites belonging to the iridoid class, terpenoids, flavonoids, tannins, quinones and
especially alkaloids (Costa et al., 2006).

According to Bolzani et al. (2001), the Rubiaceae family, has chemical markers
for each one of the subfamilies, especially in Rubioideae, anthraquinones substances,
which has not been identified by the method used.



Yield and profile of the crude extracts

The tests for determining the performance of CE are reported in table 1V.

TABLE V. Yield of the crude extract.

SEASONS YIELD OF CE (%)
JA 20.30
AP 20.44
AG 19.58
ocC 18.33

(JA): January; (AP): April; (AG): August; (OC): October.

Phytochemical Profile

Chlorogenic acid and rutin were identified by HPLC-DAD (Figure 2) in the CE
in all seasons and chromatographed under identical conditions to the commercial
standards (Figure 1) to give 16.5 minutes retention time for chlorogenic acid, visualized

at a wavelength of 327 nm and 28.6 minutes for rutin at a wavelength of 355 nm.
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FIGURE 1: Chromatographic profile by HPLC-DAD, at a wavelength of 355 nm of chlorogenic acid
standards (A) obtained in retention time of 16.5 min; rutin (B) with retention time of 28.6 min and
quercetin (C), with retention time 36.5 min.
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FIGURE 2: Chromatographic profiles obtained by HPLC-DAD, where it is possible to observe the
presence of chlorogenic acid (A) at a wavelength of 327 nm and rutin (B) with a wavelength of 355 nm,
in the crude extract of Richardia brasiliensis G., obtained from plants collected in winter.



The concentration of chlorogenic acid and rutin were calculated, obtaining the
equation line, y=167629x-352755 with r of 0.9995 for the chlorogenic acid and,
y=43174x-80246 with r of 0.9995 for the rutin.

The chlorogenic acid and rutin content identified and quantified in the CE, are

reported in Table V.

TABLE V. Chlorogenic acid and rutin concentrations in R. brasiliensis, in crude

extracts (CE) of the different seasons.

SAMPLE CHLOROGENIC SAMPLE
SAMPLES CONCENTRATIONS ACID CONCENTRATIONS RUTIN
(mg/mL) (mg/g) (mg/mL) (mg/g)

JA 5 1.6219+ 0.05 1.25 25.122° +0.06

AP 5 1.914°+0.11 1.25 26.255% + 0.19

AG 5 3.214+0.03 1.25 13.328% 0.62

oC 5 3.7014 + 0.02 1.25 19.341¢+0.24

(JA): January; (AP): April; (AG): August; (OC): October;
Medians followed by similar letters do not differ by the Tukey test at 5% level.

The highest concentration of chlorogenic acid occurred in OC (3.701 + 0.02) and
AP the highest concentration of rutin (26.255 + 0.19).

Samples (CE) were prepared at a concentration of 5 mg/ml and 1.25 mg/mL to
measure chlorogenic acid and rutin respectively. For the analysis of rutin was necessary
to dilute the samples, because due to its high concentration in CE R. brasiliensis, values
extrapolated the points used in the preparation of the standard curve.

Medicinal properties attributed to species, may be related to this group of active
substances in R. brasiliensis. Both constituents identified and quantified, are the
polyphenols group of substances with great pharmacological importance because they
have effective antioxidant, due to its free radicals scavenging properties, chelate metal
ions by intercepting the active oxygen forming stable radicals, thereby protecting the

tissues of these free radicals and lipid peroxidation (Wollgast and Anklan, 2000).



CONCLUSIONS

In the analysis of herbal drug, in different seasons, foreign matter and the
percentage of water in the herbal drug, are within the recommended values by the
Brazilian Pharmacopoeia. The swelling index signaled the presence of mucilaginous
substances and the levels of total and acid-insoluble ash, showed high results when
compared to other species. These values might be related to habitat type R. brasiliensis.

Regarding the dosages of active compounds, the extract obtained in the autumn,
showed a higher yield (20.44%) and a higher concentration of flavonoids (28.9 mg/g),
when quantified by spectrophotometer. This result was confirmed when rutin was
quantified by HPLC-DAD, determining 26.25 mg/g.

In phytochemical screening, characterization colorimetric reactions were
positive for groups of substances such as anthocyanin glycosides, tannins, amino
groups, steroids and / or triterpenes, alkaloids, coumarins, flavonoids and organic acids,
affirming other studies have determined that the presence of these composed of groups
active in the species.

Based on the results, it is clear that the seasonal variation directly influence the

quality of plant material and the concentration of active compounds.
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