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RESUMO

ESTUDO DA CARACTERIZACAO FITOQUIMICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
E PAINEL MICROBI/OLOGICO DO COMPOSTO BIOATIVO DA Rhamnus purshiana
(CASCARA SAGRADA) EM MODELO INVITRO

AUTORA: Juliana Zamboni
ORIENTADORA: Liliane de Freitas Bauermann

Sabe-se que ha cerca de 150 mil anos 0 homem ja utilizava de plantas medicinais para tratar
0s males e problemas em saude. O consumo “in natura’ das plantas ou mesmo na forma
de produtos derivados esta diretamente ligado as reacdes adversas, justificado pelo
crescente uso delas. Dentre todas as espécies encontradas esta a Rhamnus purshiana,
também conhecida popularmente como Cascara Sagrada, sendo utilizada devido ao seu
efeito laxativo. No entanto, ainda existem poucos estudos relacionados ao seu uso. O
presente trabalho teve por objetivo, através do extrato bruto das cascas da Rhamnus
purshiana, realizar a analise in silico dos compostos majoritarios citados na literatura, e
predizer a biodisponibilidade oral, o potencial toxicoldgico e os dados farmacocinéticos da
Céscara Sagrada pelos softwares Molinspiration, Protox Il e AdmetSAR. Além destes,
realizar a quantificacdo dos metabdlitos secundarios e a capacidade antioxidante pelo
método de captura do radical DPPH e microbioldgico através do ensaio de disco difuséo e
concentragcdo inibitéria minima. O extrato de Rhamnus purshiana ap6s as analises
apresentou boa biodisponibilidade por via oral, além de probabilidade imunotoxica e
mutagéncia. J& a excrecdo, apresentou boa eliminacdo, quando o composto ja esta
biotransformado. Quanto a determinacdo de polifenois e flavonoides apresentou
concentragdes de 4,00 + 0,27 mg/g e 2,98 £ 0,11 mg/g de extrato que foram determinadas
por dosagens fitoquimicas, respectivamente. A Rhamnus purshiana mostrou-se capaz de
capturar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio com capacidade antioxidante de
IC50=1,78 + 0,10 mg/ml. A atividade antimicrobiana ndo foi significativa frente a
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Serratia marcences Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Candida albicans. Desta forma, através dos
resultados positivos, pode-se sugerir 0 uso de Rhamnus purshiana de forma eficaz e segura.

Palavras-chave: Rhamnus purshiana, Plantas Medicinais, Laxativo, RENISUS.



ABSTRACT

STUDY OF THE PHYTOCHEMICAL CHARACTERIZATION, ANTIOXIDANT
ACTIVITY AND MICROBIOLOGICAL PANEL OF THE BIOACTIVE COMPOUND
FROM Rhamnus purshiana (CASCARA SAGRADA) IN IN VITRO MODEL

AUTHOR: Juliana Zamboni
ADVISOR: Liliane de Freitas Bauermann

It is known that about 150 thousand years ago man already used medicinal plants to treat ills
and health problems. The “in natura” consumption of plants or even in the form of derived
products is directly linked to adverse reactions, justified by their increasing use. Among all the
species found is Rhamnus purshiana, also popularly known as Cascara Sagrada, being used due
to its laxative effect. However, there are still few studies related to its use. The present work
aimed, through the crude extract of the barks of Rhamnus purshiana, to carry out the in silico
analysis of the major compounds mentioned in the literature, and to predict the oral
bioavailability, the toxicological potential and the pharmacokinetic data of Cascara Sagrada
using the Molinspiration, Protox software. Il and AdmetSAR. In addition to these, perform the
quantification of secondary metabolites and the antioxidant capacity by the DPPH radical
capture method and microbiological through the disk diffusion assay and minimum inhibitory
concentration. The Rhamnus purshiana extract after the analysis showed good oral
bioavailability, in addition to immunotoxic probability and mutagenicity. Excretion, on the
other hand, showed good elimination, when the compound is already biotransformed. As for
the determination of polyphenols and flavonoids, it showed concentrations of 4.00 + 0.27 mg/g
and 2.98 £ 0.11 mg/g of extract, which were determined by phytochemical dosages,
respectively. Rhamnus purshiana was able to capture reactive oxygen and nitrogen species with
an antioxidant capacity of IC50=1.78 + 0.10 mg/ml. Antimicrobial activity was not significant
against Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Serratia marcences Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Candida albicans. In this way, through
the positive results, it can be suggested the use of Rhamnus purshiana in an effective and safe
way.

Keywords: Rhamnus purshiana, Medicinal Plants, Laxative, RENISUS.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO DO USO DE PLANTAS MEDICINAIS

Desde os primordios, 0 homem tem buscado cuidar de sua saude e sobrevivéncia com
0S recursos oriundos da natureza, isto porque, culturas ancestrais de épocas passadas ja faziam
uso da medicina tradicional (MT) com o objetivo de recuperar a qualidade de vida que por
algum motivo possa ter sido afetada por doengas. Neste contexto, o saber popular e a crenca
local, transmitida de geracdo em geracdo, de paises em desenvolvimento, definiu que, a
preservacdo da saude esta relacionada ao uso de plantas medicinais (RODRIGUES, SANTOS,
AMARAL, 2006).

As plantas medicinais sdo significativas e seu uso € variavel: tanto para fins terapéuticos,
nas infusdes e preparacfes de chas, quanto por proporcionar a matéria-prima para a biossintese
de drogas novas (NUNES-PINHEIRO, et al, 2003). Os relatos indicam que o inicio da
utilizacdo e o conhecimento empirico destas foram através das sociedades chinesa, indiana,
egipcia, grega, esquimo e africana. Hoje, servem também de base para os avancos
farmacoldgicos na area fitoterapica (BORGES; SALES, 2018).

Foi no periodo de 2838-2698 a.C. que os primeiros relatos do uso de fitoterapicos
surgiram através de um imperador chinés chamado Shen Nung. Este fichou 365 venenos e ervas
medicinais que eram utilizadas pela inspiracdo do considerado deus da criacdo Pan Ku
(FRANCA, et.al, 2007). J& no Egito é possivel encontrar o herbario mais antigo, denominado
papiro de Erbs, com 811 receitas e 125 plantas medicinais pautadas, sendo algumas destas
utilizadas pelos egipcios, na pratica de embalsamento das mimias (BRAGA, 2011).

Ainda, a base da medicina hindu encontrava-se anunciada nos seguintes textos sagrados:
Ayurveda (Aprendizado de Longa Vida) e Veda (Aprendizado), em meados dos anos 1500 a.C,
quando Sushruta dispunha de 760 plantas medicinais, entre elas, Rauwolphia serpentina
(sedativo), ao qual Mathatma Gandhi, libertador da india, fez uso até sua morte. Além desta,
Cannabis indica (indutor de sono). Demais relatos do passado indicam que o papiro de Erbs,
no Ocidente em 1553-1550 a.C., descreveu 700 plantas com finalidade terapéutica, bem como
0 uso do o6pio (suco da cépsula da Papaver somniferum), mencionado por Hipdcrates e
transportado por Alexandre, o Grande (VALE, 2002).
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O Pai da Medicina, assim conhecido Hipdcrates, no tempo de 460 - 377 a.C., fez sua
analise e pesquisa baseado nas respostas que cada individuo ou paciente apresentava frente uma
doenca, empregando além disto a propria capacidade curativa de todo ser humano. Esta
observacdo possibilitou a individualizagdo terapéutica de medicamento, dose unitaria, repouso
e uso das plantas medicinais (BRASIL, 2019).

Estudos com 500 espécies de plantas medicinais foram realizados por Pedanius
Dioscorides, médico grego militar, que viveu entre os anos 20 e 40 d.C, na era cristd (BRAGA,
2011). Seus registros foram catalogados em uma obra chamada “Matéria Médica”, e esta foi
consagrada até o Renascimento, quando ja descreveu o uso do acido acetilsalicilico, para dor,
também do épio, como veneno e como medicamento (BRANDELLI, 2017).

Porém, todo este conhecimento foi ignorado, uma vez que, a Igreja Catolica, no periodo
da Idade Média imp0s que pesquisas neste contexto fossem abandonadas, pelo fato de a mesma
ndo conceber o conhecimento cientifico (BRAGA, 2011).

Entretanto, neste mesmo periodo a medicina arabe foi instituida, marcada pela obra de
Avicena (980-1037), profissional que pregava o uso da erva-cidreira (Melissa officinalis, a noz-
vbmica (Strychnos nux vomica), a canfora, o 6leo de créton (Codiacum variegatum) (VALE,
2002).

Civilizacdes e povos antigos da Roma, Grécia e Egito, faziam uso das plantas medicinais
para consumo, como alimento, ou como remédios, ou Seja, Um recurso gque servia para evitar,
restabelecer e recuperar a salde das pessoas que possuiam determinada doenca. Ocorre que, a
utilizacdo destas ervas nem sempre produziam o efeito terapéutico desejado, e sim trazia efeitos
colaterais, isto pela falta de conhecimento cientifico baseado nas propriedades essenciais e
nocivas de determinada espécie, sendo observadas apenas por habitos de comportamento e
consumo que os animais faziam, por exemplo. A consequéncia mais grave nestes casos € a
morte (BRANDELLI, 2017).

A medicina cientifica ao longo dos anos, através dos quimicos, desenvolveu-se de forma
gradual e muitas substancias importantes foram sintetizadas. Foi o0 caso dos anestésicos locais,
barbituricos, anestésicos, antiparasitarios, as sulfas, o antibiotico e as vitaminas (SCHENKEL,
et al; 1985).

A atropina, isolada da beladona (Atropa belladonna L), foi explorada em 1819 e seu uso
esta relacionado com enfermidades do sistema nervoso. Ja o quinino, de 1820, &€ um farmaco
referido ao uso contra a maléria proveniente da casca de uma planta chamada Cinchona sp. do
Peru. Este foi estudado antes de outra substancia potencial contra nauseas, a emetina da
ipecacuanha (Psychotria ipecacacuanha Mull), potente emético. Na sequéncia, no ano de 1860,
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surge a extracao das folhas de Erithroxylum coca Lam, ou também conhecida como coca, tendo
seu isolado cocaina identificado para atuar como anestésico local (BRASIL, 2019).

Por sua vez, Adolph von Bayer sintetizou em 1864, a malonil-uréia, conhecido por acido
barbitirico, e mais tarde auxiliou no achado de moléculas com caracteristicas mais
lipossoliveis como os anticonvulsivantes, hipnoticos e anestésicos indutores (MENDES,
2016).

Nos anos de 1874 a planta Pilocarpus jaborandi foi explorada pelo Dr. Sinfronio
Olimpio César Coutinho utilizada para tratar glaucoma, devido a presenca do alcaloide
pilocarpina. J& Gilette, em 1877, empregava morfina em mulheres que estavam em trabalho de
parto. Este farmaco analgésico utilizado pela via oral, substituiu o alcool antes utilizado, nas
suas diversas formas, fermentado ou destilado, Unica escolha até entdo para anestesias em
condigdes cirurgicas. O primeiro antibidtico surgiu quando o médico bacteriologista escocés
Fleming isolou o fungo Penicillium, revelando ao mundo a penicilina e seu poder terapéutico,
em 1928 (VALE, 2002).

No século X1X a pratica empirica do uso de plantas medicinais sofreu com o avanco de
novas tecnologias da quimica experimental e da medicina cientifica transformando o
conhecimento popular em comprovagdes laboratoriais baseadas no desenvolvimento e
fabricacdo de novos farmacos, ao passo que os médicos foram substituindo a fitoterapia pelo
uso de drogas sintéticas (TUROLLA, NASCIMENTO, 2006).

A revolucdo industrial e tecnoldgica que ocorreu neste mesmo século, além das guerras
mundiais e da producdo de equipamento bélico que estavam acontecendo, ocasionou na
suspensdo da fabricacdo dos medicamentos sintéticos e no retorno do emprego das plantas
medicinais (BRAGA, 2011).

Apesar da complexidade de opc¢des que o mercado disponibiliza em substancias
sintéticas para o tratamento terapéutico das doencas, nos ultimos anos verificou-se um aumento
pela busca de alternativas e as ervas medicinais surgem como tendéncia, no Brasil e no mundo.
Estas podem ser consumidas na forma fresca, em preparagdes e ainda como fitoterdpicos
(SANTOS, ALMEIDA; 2016).

Existe uma diferenca basica entre planta medicinal e o fitoterapico. Ocorre que, a planta
medicinal, geralmente preparada na forma de chéa e infusdo, precisa ser industrializada para a
obtencdo de um medicamento, que resultard no fitoterapico. Este processo de industrializ-la
ird evitar possiveis contaminagdes por agentes desconhecidos e agregara individualidade aos
usuarios, uma vez que, ird padronizar a forma e a quantidade correta de uso. Os fitoterapicos

precisam ser registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2020).
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Dentre as plantas medicinais utilizadas pela populacdo esta a Rhamnus purshiana,
conhecida como cascara sagrada. Utilizada predominantemente como laxante, possui também
atividade antifungica, anti-inflamatéria e antineoplésica. Verifica-se, porém que, 0
conhecimento do metabolismo desta, ainda ndo é bem esclarecido, se comparado com 0 uso
que é feito da mesma. Este é um fato que traz preocupacdo, uma vez que, por ser planta
medicinal, a populacdo associa somente aos beneficios, ndo se atentando aos riscos impostos
pelo uso inadequado (PINHEIRO, et al, 2020).

Lamentavelmente, muitos fitoterapicos e plantas medicinais que estdo disponiveis para
a utilizacdo por parte da populagdo ndo tém o seu efeito farmacodindmico e toxicoldgico bem
definido (CAMPOS, CAMPANA, ALMEIDA,; 2016).

1.1.2 Uso de plantas medicinais no Brasil

No Brasil, o historico envolvendo o uso de plantas medicinais é antigo e anterior ao
Periodo Colonial. Perpetuou-se ao longo dos anos gracas aos indigenas, que espalharam o seu
saber por dentre as tribos que habitavam o pais, auxiliando no uso das ervas locais para 0
tratamento de doengas, com finalidade alimenticia e cosmetica. A espécie, urucum (Bixa
orelana L.) foi mencionada na Carta de Caminha como uma das plantas aqui utilizadas na
época. No ano de 1587 surge o “Tratado Descritivo do Brasil”, assinado por Gabriel Soares de
Souza, agricultor, empresario portugués e historiador brasileiro, que ira intitular como “arvores
e ervas da virtude” todas aquelas utilizadas pelos povos indigenas do Brasil (ROCHA, et al,
2015).

Assim que os europeus chegaram ao Brasil, para aqui viverem, entenderam que as
informac@es da qual os pajés transmitiam acerca das plantas poderia ser Gtil a eles na busca de
pedras preciosas, que ocorria no interior dos sertdes do pais quando estes indigenas eram
apreendidos com este fim e tornavam-se uma especie de instrutor, guiando-os pelos sertdes do
pais. E assim fizeram, atrairam para si todos os dados que os nativos tinham, associaram com
o conhecimento proprio das plantas da Europa, e o resultado foi uma maior conexdo com a flora
brasileira (LORENZI, MATOS, 2002).

Sem comprovagdo cientifica, e informadas apenas pelo nome habitual indigena, as
plantas eram utilizadas com finalidade terapéutica sem a validacéo de sua eficacia. Guilherme
Piso, que era um médico e colonizador, realizava alguns experimentos posterior as averiguacoes

gue fazia junto dos "brasilindios", como eram chamados e mesmo que o resultado ndo fosse
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legitimo, as farmacopeias europeias e portuguesas foram criadas a partir de todas estas
referéncias (HOFFMANN, ANJOS, 2018).

Brancos, negros e indigenas uniam-se culturalmente no ano de 1.500 quando os
europeus, mais precisamente os portugueses, chegam ao Brasil para coloniza-lo. Este processo
de povoar as terras brasileiras fez com as caracteristicas e especificidades locais se perdessem
no processo de estabelecimento de novos principios, e 0 avango esperado pelos colonizadores
ndo ocorreu de forma prevista. Tentativas frustradas de ocupacéo e escassos empreendimentos
ocorreram no ano de 1.500 a 1.530. Sem muitas frentes conquistadas novas estratégias foram
implementadas. Constata-se neste periodo a existéncia de do pau-brasil (BARBOSA, LEMOS,
KERNTOPF, FERNANDES, 2016).

Os jesuitas, padres pertencentes a Companhia de Jesus que surgiu em agosto de 1.534,
por Inacio de Loiola, chegaram ao Brasil em 1.549 com o objetivo missionario de catequizar 0s
indios. O objetivo destes era o de propagar o Cristianismo por entre 0S povos e este
compromisso era realizado por intermédio das missfes que aconteciam pelo mundo. Os padres
precisavam se planejar para compreenderem os habitos e costumes locais além da lingua nativa
falada para que obtivessem éxito. Também no Brasil a missdo era atrair mais fi€is, expandindo
a religido. Nao apenas evangelizar, mas também alfabetizar. Com a criacdo de uma escola, 0s
jesuitas alfabetizaram os indigenas aproximando-os mais dos costumes do homem branco. Os
padres permaneceram no Brasil até o ano que foram expulsos, em 1.759 (OLIVEIRA, COSTA,
2011).

O legado deixado pelos jesuitas enriqueceu a histéria do Pais. Muitos eram médicos e
por isso estiveram presentes na criacdo de instituicdes destinadas a saude, além de que
prestavam auxilio na assisténcia em saude, realizando pequenas cirurgias, partos e sangrias.
Com relacdo as plantas medicinais, dedicaram alguns escritos a respeito da vasta flora aqui
encontrada, importante para os estudos e embasamento cientifico farmacopeicos (BARBOSA,
LEMOS, KERNTOPF, FERNANDES, 2016).

No século XVI surgiram as boticas, ou seja, eram 0s locais permitidos para a venda de
medicamentos e drogas. O Jesuita José de Anchieta foi o primeiro boticario de Piratininga,
localizado na cidade de Séo Paulo, vendendo farmacos a base de plantas medicinais como: ipeca
(Psychotria ipecacuanha), copaiba (Copaifera langsdorffii), rosa (Rosa sp), sene (Cassia
angustifolia) e manacéa (Brunfelsia uniflora). Mais tarde, em 1812, proposto por Dom Jodo VI,
expedigdes pelo Brasil foram realizadas com a finalidade de se obter novas informagdes acerca
das possibilidades terapéuticas da flora brasileira dos mais variados estados do pais. Apos, em

1838, o principio ativo alcaloide pereirinha da casca do pau-pereira (Geissospermum vellosii)
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foi isolado para ser utilizado contra a malaria e febre. Por fim, a 12 Farmacopeia Brasileira surge
no ano de 1926, descrevendo 183 espécies de plantas medicinais brasileiras com suas descri¢oes
macro e microscopicas das drogas (BRASIL, 2019).

Desde entdo, com a evolugéo nas pesquisas que elucidaram o uso adequado da maioria
das plantas medicinais, a populagéo as tem empregado com finalidade terapéutica e adequando
ao estilo de vida equilibrado que desejam ter se compararmos com a medicina tradicional, que
em muitos casos é motivo de desgosto por parte dos pacientes, mesmo sendo mais prospera e
indicada (ARGENTA; ARGENTA; GIACOMELLI; CEZAROTTO, 2011).

1.2 A PRATICA DA FITOTERAPIA

1.2.1 Conceito

A palavra fitoterapia origina-se do grego, “therapeia”, que significa tratamento e
“phyton” que denota vegetal (BRITO, et al, 2014). Dessa forma, pode-se conceituar a
fitoterapia como a sabedoria que ird envolver o uso de plantas medicinais, e as diversas formas
farmacéuticas, como pratica terapéutica, no intuito de tratar determinada patologia,
possibilitando ao usuario e paciente ter disponivel ao seu alcance esta como primeira escolha
ou se decidir, soméa-la ao método tradicional da medicina (KISHI, et.al, 2019).

O interesse é promover uma sociedade consciente com sua condi¢do de saude, e que
consiga atuar fortemente na prevencao dos agravos, e na promocao da satde com alternativas
mais viaveis e menos nocivas como € o caso do exagero no uso dos medicamentos (BRITO, et
al, 2014).

Existe uma crenca popular que diz que “o que € natural ndo faz mal” baseada no
consumo que a populacéo faz das plantas medicinais e dos fitoterapicos. Isto se deve ao acesso
facilitado e escassez de estudos cientificos especificos sobre tais compostos. Porém, este
conceito € falso, uma vez que, dados relacionados com a seguranga, uso adequado, e a dosagem
recomendada da grande maioria dos compostos listados hoje, ainda ndo esta totalmente
comprovada tecnicamente e reacdes adversas cutaneas, irritacdes e intoxicagcdes podem ocorrer,
idem, problemas hepaticos e cardiacos (LANINI, ALMEIDA, NAPO, CARLINI, 2009).

Definindo de forma simples e objetiva, a planta medicinal é aquela encontrada na
natureza, estudada por cientistas, e que apresenta a capacidade de abrandar ou curar notavel
mal-estar. Isto ira ocorrer gracas as principais propriedades farmacologicas encontradas que

pode ser: antifungica, anti-inflamatdria, anti-helmintica, antibacteriana, antimicrobiana,
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antisséptica e antitumoral (NUNES-PINHEIRO, et al, 2003). Por sua vasta diversidade é
possivel prepara-las de diferentes formas como: infusbes, chas, maceracfes, compressas,
decoccdes, gargarejos, xaropes, pés, tinturas, extratos e utiliza-las via oral ou topica (GARLET,
2019).

Para conceituar um fitoterapico € preciso compreender que ele s serd denominado um,
guando uma planta medicinal que serd a base deste, for industrializada e se tornar um
medicamento. Este processo é fundamental e importantissimo no controle da propagacao de
substancias estranhas e demais microrganismos que possam contaminar a formulacéo final de
um medicamento. Esta metodologia ird conferir seguranca ao paciente, pois a dose usualmente
recomendada deverd estar descrita, e o fitoterapico registrado na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), critério para ser comercializado. Vale ressaltar que profissionais
farmacéuticos que optarem por manipular em seus estabelecimentos fitoterapicos, necessitaram
de autorizacdo da Vigilancia Sanitaria, ndo carecendo do registro na Anvisa neste caso
(ANVISA, 2020).

Braga e Silva (2021), em pesquisa realizada com 151 pessoas, demonstraram que 0
consumo de plantas medicinais € recorrente. Isto se deve ao fato de possiveis indicacdes
médicas, de amigos, familiares e redes sociais. A média de uso declarada de chés e infusdes foi
de até 2 vezes na semana, sendo que as mais citadas dentre as 77 listadas foram: horteld,
camomila, gengibre, canela, alho, alecrim, hibiscos e boldo. Adicionalmente, estas eram
adquiridas nos mais diversos locais como feiras, mercados, das plantacbes comunitérias e
préprias. No caso dos fitoterapicos, ao compararmos com as plantas, a pesquisa revelou que o
consumo da populacdo estudada no que tange a ingestao de xaropes, extratos, capsulas, florais,
foi maior, cerca de 6 a 7 vezes na semana, quando a queixa principal exigiu uma indicacdo
médica, se contraposto ao que familiares ou amigos apontassem. Evidenciou-se no estudo
citado que a farmacia foi o estabelecimento dominante para a compra desses insumos.

No que se refere ao acesso a salde e de condicdes financeiras que cada individuo dispde
para 0 consumo da fitoterapia, 80% da populagdo do mundo ainda faz uso das praticas
tradicionais ofertadas pela atencdo primaria. Portanto, a terapéutica acerca das plantas é
predominante dos paises em desenvolvimento, quando 67% das espécies vegetais sdo geradas
nestes locais. Além disso, no mundo inteiro 85% da populacdo faz uso desta terapia primaria,
com base nos ativos encontrados nos vegetais (RODRIGUES, SANTOS, AMARAL, 2006).
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1.2.2 O Sistema Unico de Satde (SUS) e a fitoterapia

O uso de plantas medicinais e da fitoterapia deve ser utilizado com seguranca, e para
isso 0 conhecimento cientifico relacionado a estas, precisa ser notério. Desta forma, em 1978 a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu o uso de fitoterdpicos com o efeito
profilatico, curativo e paliativo e passou a divulgar informacgdes importantes relacionadas ao
consumo e que contribuiram para o desenvolvimento da Assisténcia Farmacéutica na esfera
sanitaria (RODRIGUES, SANTOS, AMARAL, 2006).

O reconhecimento da OMS ocorreu na 12 Conferéncia Internacional sobre Cuidados
Primarios de Salde, na capital do Cazaquistdo, chamada Alma-Ata, no qual resultou em uma
Declaracdo que apontou a satde das pessoas a nivel mundial como direito absoluto dentre as
metas globais, além de objetivar a reducdo das desigualdades encontradas nos paises em
desenvolvimento e desenvolvidos nas areas econémicas e sociais até o ano 2000 para que a
salde fosse possivel para toda a populacédo, sem distingdo (MENDES, 2004).

Enquanto isso, a discussdo aqui no Brasil, iniciou no ano de 1986, na marcante 82
Conferéncia Nacional de Saude, que representou um passo muito importante aos brasileiros,
uma vez que suas discussdes foram a base para institucionalizar o SUS pela Constituicdo
Federal de 1988. Ainda nesta Conferéncia, a sugestdo era a implantacdo de métodos de cura
mais populares na assisténcia de salde. Certos disso, em 1996, na 10? Conferéncia Nacional de
Saude, com o SUS ja criado, mais uma vez, foi preconizado pelos gestores e populacdo a
insercdo da homeopatia e da fitoterapia no atendimento publico, pois, esta inser¢do poderia
reduzir o exagero da medicalizacdo, o que era prioritario (BRUNING, MOSEGUI, VIANNA,
2012).

Perante 0 exposto, os esforcos necessarios para viabilizar formas de tratamento
alternativas procederam a criacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) em 2006 (FIGUEREDO, GURGEL, JUNIOR, 2014). A finalidade foi juntar a forga
de dérgdos governamentais e ndo governamentais com o intuito de consolidar a area nos seus
diversos eixos como: evolucdo do desenvolvimento do setor de plantas medicinais e
fitoterapicos, juntamente com o manejo adequado das técnicas de cultivo, cadeia produtiva e
distribuicdo das mesmas em um processo que finalize no acesso adequado ao consumidor final.
Todos estes aspectos e diretrizes foram pontuados e transformados no Decreto Presidencial n°
5.813, em 22 de junho de 2006 (RODRIGUES, SANTOS, AMARAL, 2006).

Ja na sequéncia da consolidacdo da PNPMF e da promulgacdo do Decreto, surge uma

nova frente neste &mbito que foi a criacdo do Programa Nacional de Plantas Medicinais e
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Fitoterapicos (PNPMF) acatado em 09 de dezembro de 2008 que posterior forma o Comité
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (RODRIGUES, SIMONI, 2012). Tanto a
PNPMF quanto o Programa dispdem da obrigacdo de fazer cumprir com os objetivos iniciais
propostos que é garantir 0 acesso da populacao as préaticas terapéuticas que abrangem as plantas
medicinais e os fitoterapicos além do controle de toda a cadeia produtiva. Controlando todo
este trabalho estd o Comité, representado pelo Governo e pela Sociedade Civil e que além de
monitora-los sinaliza a expansao de todas as atividades perante ao SUS (PROGRAMA, 2021).
Toda a histéria do Brasil fundamentada no uso dos fitoterapicos e das plantas
medicinais, desde os primérdios, com a cultura e habitos indigenas e também de todos 0s povos
do mundo de épocas milenares, resultou na criacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas
e Complementares no SUS (PNPIC), através da portaria do Ministério da Saiude (MS) GM/MS
n° 971 no ano de 2006, com a finalidade de implantar outras op¢des de praticas terapéuticas
diversas, que incluiu além da fitoterapia, a medicina antroposofica, a homeopatia, a medicina
tradicional chinesa, a acupuntura e o termalismo (FIGUEREDO, GURGEL, JUNIOR, 2014).
As diretrizes contempladas na PNPIC acolhem o desejo da OMS de tornar estas préaticas
seguras, com a garantia de eficacia, exceléncia e desenvolvé-las cada dia mais com
embasamento de equipes de gestdo fundamentadas em normas nacionais e internacionais e de
congressos de saude (RODRIGUES, SIMONI, 2012).
A PNPIC agregou um valor incalculavel para a oferta de tratamentos disponiveis no
SUS, deixando evidente o quanto é uma politica que necessita ser aceita em todos 0s municipios
em prol dos habitantes locais. Porém, ainda ha ai a dificuldade de implementacdo, uma vez que,
recursos financeiros e profissionais ndo estdo sendo disponibilizados de acordo e com a
demanda necessaria. Para frisar a magnitude da PNPIC, entre 2017 e 2018 novas opcdes de
tratamento foram incluidas, como: ozonioterapia, musicoterapia, meditacdo, ayurveda,
apiterapia, reiki, imposicdo das méos, aromaterapia, yoga, shantala, danca, terapia de florais,
quiropraxia, constelacdo familiar, dentre outros (SILVA, et al, 2019).

1.2.3 Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS)

Conhecer cientificamente as propriedades terapéuticas de uma planta medicinal é

essencial para que um tratamento tenha o efeito desejado, sem reacGes adversas graves
correspondentes. Avaliando isto, em 2009, surge a RENISUS, criada pelo MS (MUNIZ, 2012).
A RENISUS é um documento que contempla 84 espécies vegetais, destas 42 nativas do

Brasil, 26 sdo consideradas exéticas, 13 sdo naturalizadas e 3 sdo cultivadas. Importante
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esclarecer que, estas sdo algumas das plantas ja utilizadas pela populacdo, conforme parametro
gue municipios e estados possuem baseados nos servicos de salde que oferecem e estimativas
conhecidas. Desta forma o intuito é financiar novos estudos, quando, as informacdes
preliminares que se dominam ndo sdo suficientes para indicar o uso despreocupado destas
espécies vegetais, garantindo seguranca e eficdcia (SANTOS, CARVALHO, 2018).

Dados de 2011 apontam que o consumo de fitoterapia no Brasil foi de R$1,1 bilhao,
confirmando o interesse do consumidor nesta terapia alternativa na atencao primaria em saude,
sendo que desde 2007 o SUS ja oferece alguns medicamentos derivados de plantas medicinais.
Para reiterar, 0 maior interesse é ofertar aos pacientes uma terapia de baixo custo, eficaz e que
todo novo conhecimento gere novos produtos ao SUS (MARMITT, REMPEL, GOETTERT,
SILVA, 2015).

Fazem parte da RENISUS, espécies vegetais como: Allium sativum, Bidens Pilosa,
Ananas comosus, Mentha spp, Rhamnus purshiana, Passiflora spp, Psidium guajava, além da
Rhamnus purshiana, destacada no item 79, conforme RENISUS (2014) dentre outros (Tabela
1) (SANTOS, CARVALHO, 2018).

Tabela 1 — Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS

RENISUS — Relacio Macional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
Espécies vegetais
1 | Achillea muillefolium 37 | Lippia sidoides
2 |Allium sativum 38 | Malva sylvestris
- Maytenus spp* (M. aguifolivmrm ou M.
3 lAloe spp™ (A, vera ou A. barbadensis) 39 iticifolia)
lAlpimia spp® (A, zerumber ou A, .
E lepacicca) 40 | Mantha pulegium
. . Mentha spp* (M. crispa, M. piperita ou
5 lAnacardium occiaentale 41 M. villesa)
o | Mikania spp* (M. glomerata ou M.
& MAnanas comosus 42 Inevigata)
7 Apuleia ferrea = Caesalpinia ferrea = 43 | Momordica charantia
& |arrabidaea chica 44 | Maorus sp™*
9 |Artermisia absintfium 45 | Ocimuwm gratissimum
10 |Baccharis trimera 46 | Orbignya speciosa
11 |IBauhinia spp¥* {B. affinis, B. forficata ou a7 Passiflora spp* (P. alata, P. edulis ou P.
IB. wvariegata) incarnata)
N Persea spp* (P. gratissima ou F.
12 |Bidens pilosa 458 americana)
I3 [Calenduls officinalis 49 | Petrosalinum sativury
. Phyllanthus spp* (P. amarus, P.nirurd,
14 |Carapa gulanensis s0 P. tenelius e P. urinaria)
15 |[Caseara sylvestris 51 | Plantago major
16 Chamomilla recutita = Matricaria 52 Plectranthus barbatus = Coleus
lIchamonmilla = Matricaria reculita barbatus
. o Polygonuwm spp™ (P. acre ou P.
I7 |[Chenapodivm ambrosioides 53 hydrepiperoides)
I8 |Copaifera spp™ 54 | Portulaca pilosa
Cordia spp*® (C. curassawvica ou C. o
I9 verbenacea)® 55 | Psidium guajava
20 |Costus spp™* (C. scaber ou . spicaltus) 56 | Purica granatiuim
21 |Croton spp (C. cajucara ou C. zefnineri) 57 | Rhamnus purshiana Fkkk

Fonte: RENISUS (2014).
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1.2.4 Importancia econdmica relacionada ao uso das plantas medicinais

A industria farmacéutica expandiu nacionalmente ao utilizar as espécies vegetais como
insumos primarios para a producdo de seus medicamentos, apesar de muitas matérias-primas
serem provenientes do exterior, por extrativismo. E fundamental mencionarmos que as espécies
vegetais representam condicdo significativa e contribuinte para o desenvolvimento financeiro
do pais. O café, a soja e a cana-de-acUcar sdo exemplos concretos deste crescimento que ao
longo dos anos se solidifica e traz novas oportunidades de emprego aos produtores locais, de
varios estados (ZUANAZZI; MAYORGA, 2010).

Dados do Ministério do Meio Ambiente, notificam que existe no Brasil, a maior
biodiversidade do planeta e apesar disto apenas uma pequena parte das espécies vegetais €
explorada cientificamente quanto as suas potencialidades terapéuticas, producao de corantes,
extratos vegetais e inseticidas. O foco esta na Amazo6nia, com cerca de 120 mil categorias
catalogadas, duas mil sdo plantas medicinais, segundo a populagdo, e apenas 10 % estdo
cientificamente estudadas quanto ao seu poder quimico-farmacolégico (BARRETO, MACIEL,
GARCIA, 2020).

O entendimento que a populacdo possui sobre os beneficios de utilizar as plantas
medicinais esta baseado nos conhecimentos populares, no saber indigena ou quilombola, e por
publicacdes oficiais dos canais de salde vinculados ao SUS, caracterizando cerca de 82% de
brasileiros que usam esta alternativa no dia a dia. Com base neste levantamento a OMS, estima
gue 80% da populac¢do mundial faz uso de compostos naturais com o intuito de atender algumas
urgéncias primarias relacionadas ao bem-estar (DRESH, LIBORIO, CZERMAINSKI, 2019).

No ano de 2019 o Brasil, foi o 7° colocado no ranking das 20 principais economias
mundiais, na area do mercado farmacéutico, representando 2% do mercado global. Issosignifica
que, o mercado farmacéutico movimentou R$ 69,04 bilhdes de reais, ou US$ 17,50 milhdes de
dolares, um aumento de 10,74% em reais em relacdo a 2018 (SINDUSFARMA, 2020). J& no
ano de 2020, segundo a Sindusfarma (2021), o mercado brasileiro farmacéutico girou em torno
de R$ 76,98 bilhdes de reais, ou US$ 15,02 bilhdes de dolares e seguiu sendo 07° colocado em
faturamento comparado com o ranking das outras 20 economias. Se correlacionarmos com a
América Latina, o Brasil € o mercado predominante, pois na sequénciaesta o0 México, Colémbia
e Argentina (SINDUSFARMA, 2021).

Os nimeros do ano de 1996 estimaram que dos US$ 8 bilhdes de reais faturados na

industria farmacéutica, 25% destes foram dos medicamentos originarios das plantas medicinais,
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apresentando aumento anual de 10% e alcancando o valor de US$ 550 milhdes no ano de 2001
(BRASIL, 2016). Ja em 2015, a area farmacéutica estimou crescimento de 12%, resultado de
R$ 84,3 bilhdes de reais faturados em vendas de medicamentos, US$ 20 milhdes de dolares
foram apenas do mercado de fitoterapicos, que esta ainda em ascensdo, quando em 2015 cresceu
8% comparado ao ano anterior (FEBRAFAR, 2016).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2017,
aproximadamente 3,9 milhdes de propriedades rurais podiam ser classificadas como agricultura
familiar no pais, ou seja, cerca de R$107 bilhGes de reais sdo advindos desta forma de trabalho
no Brasil (CONAB, 2021). Portanto, através das Politicas Publicas ja existentes envolvendo o
uso de plantas medicinais e a cadeia produtiva disponivel nos estados brasileiros, conclui-se
que por intermédio de 6rgdos governamentais e ndo governamentais € evidente o crescente
desenvolvimento do setor (BORGES; SALES, 2018) e as vantagens em se cultivar espécies
vegetais, principalmente as plantas medicinais visto sua enorme biodiversidade, terras e méo
de obra disponiveis, conhecimento agrario reconhecido e experiéncia obtida pela préatica
(BRASIL, 2016).

1.2.5 Farmaécia Viva

No ano de 1984, surge na Universidade Federal do Ceara, um projeto criado pelo
professor Abreu de Matos, que tinha como propdésito instruir a populacdo local a utilizar as
plantas medicinais de forma correta, associando o0 conhecimento popular com o cultivo
adequado destas (BRASIL, 2019).

Esta proposta se tornou a Portaria n® 886, de 20 de abril de 2010, que instituiu a Farmacia
Viva no ambito do SUS. Visando elucidar o correto cultivo, preparacdo e fornecimento das
plantas medicinais, 0 exposto proporciona maior acesso da populacdo a saude, com opcoes
diversas de tratamento, além de fomentar a preservacao das espécies vegetais pela educacgéo e
conscientizacdo dos usuérios dos sistemas de saude e atengdo béasica. Outra caracteristica
importante é que o projeto Farmacia Viva, agora portaria, estimula a questdo econémica,
quando familias auxiliam no cultivo e manejo destas plantas (PRADE, 2019).

A configuracédo horto, ou seja, um modelo de horta comunitéria inicia-se com o plantio
das espécies e cultivo delas. Isto sera importante para que se obtenha proveito ao formular-se
algum medicamento (RUFINO, 2015). A intengdo foi basear-se nos conhecimentos
farmacologicos, botanicos e quimicos que o professor Dr. Francisco José de Abreu Matos e sua

equipe possuiam para avaliarem inicialmente o comportamento de espécies vegetais
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padronizadas, como a ambientacdo das plantas nos locais de plantio e avalia-las no sentido de
fundamentar o efeito terapéutico inicialmente descrito (BIANCHI, 2012).

Logo apos estas analises feitas e observadas, a distribuicédo destas plantas medicinais era
feita as organizacdes e entidades publicas que quisessem participar do projeto incentivando a
ampliacdo das Farmécias Vivas, também em outras comunidades, desde que, seguissem a
padronizacdo deste programa auxiliando na assisténcia farmacéutica, através das preparagdes
farmacologicas que distinguiam uma Farmacia Viva da outra, atendendo ao usuario com
xaropes, pomadas ou capsulas. Neste sentido, este projeto de medicina social consegue
fortalecer a producdo local, evitando o desperdicio de plantas que ndo serdo utilizadas,
resultando no maior controle e qualidade das plantas que realmente sdo necessarias (RANDAL,
BEHRENS, PEREIRA, 2016).

1.2.6 Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (FFFB)

Outra conquista importante foi a elaboracdo do primeiro FFFB, no ano de 2011. O
objetivo da criacdo foi auxiliar as indlstrias, através da padronizacdo da fabricacdo de
medicamentos fitoterapicos, de acordo com normas e processos exigidos por este guia, uma vez
que, estdo descritas neste documento 83 monografias que contemplam xaropes, pomadas e
infusBes (ANVISA, 2011). Ja na segunda edicdo, de 11 de fevereiro de 2021, constam 85
monografias, com 85 espécies, e 236 formulacfes (ANVISA, 2021).

Com o apoio do MS, de universidades federais, estaduais, além da Fundac&o Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), esta obra apresenta informacGes baseadas em conhecimento cientifico acerca
das plantas mencionadas e recomendadas ao uso (ANVISA, 2011), uma vez que estdo
registradas as referéncias corretas para possiveis formulagfes, suas indicacdes e
contraindicagdes (ANVISA, 2011).

1.2.7 Memento de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (MFFB)

Através da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 60 de 10 de novembro de 2011,
publicou-se 0 MFFB a fim de, esclarecer e orientar profissionais sobre a prescri¢do de plantas
medicinais e fitoterapicos de forma apropriada. Neste documento constam dados relevantes,
fundados na literatura cientifica e uteis na diferenciacdo de cada espécie, como: nomenclatura

cientifica e popular, indicacdo de uso, efeitos adversos, contraindicacdes, possiveis interacdes
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medicamentosas, além da parte que deve ser utilizada, formas farmacéuticas, vias de
administracdo, prescri¢do, superdosagem, seguranca e eficacia (SANTOS, REZENDE, 2019).
O MFFB, compilacdo de informac6es de acesso rapido, foi criado com o objetivo de
amparar os servicos que ofertam a fitoterapia e auxiliar as Farmécias Vivas, espalhadas pelo
pais, de forma a elucidar eventuais davidas que ainda possam nado estar sanadas com relacéo
aos fitoterapicos e plantas medicinais no que se refere ao uso racional desta terapia (ANVISA,
2016).

1.2.8 Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME)

Acompanhando o marco dos avangos na area da Assisténcia Farmacéutica estd a
RENAME, desenvolvida inicialmente como lista modelo de medicamentos pela OMS em 1978,
passando a ser atualizada e revisada constantemente para maior promocao ao uso racional de
medicamentos, gracas a constituicdo da chamada Comissdo Técnica e Multidisciplinar de
atualizacdo da RENAME (Comare), atraves do Ministério da Salde, ainda sob responsabilidade
do Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Estratégicos (DAF) (BRASIL, 2015).

Esta lista foi criada com o intuito de promover o uso racional de medicamentos,
disponibilizando a populacdo farmacos que possam atender as necessidades prioritarias para o
tratamento em salde, certificando-se da eficacia dos mesmos e assegurando o desenvolvimento
da estratégia da politica de medicamentos da OMS, que a RENAME faz parte e hoje revisada
por incumbéncia da Comiss&o Nacional de Incorporagéo de Tecnologias no Sistema Unico de
Saude - CONITEC, criado pela Lei n® 12.401, de 28 de abril de 2011 (RENAME, 2021).

O acesso e o0 financiamento a estes medicamentos sdo de encargo de todos os entes
(Unido, estados e municipios), obedecendo assim com a Resolucdo da Comissao Intergestores
Tripartite (CIT) n° 1, de 17 de janeiro de 2012, que torna todo o processo transparente. Ainda,
apos a homologacdo do Decreto n 7.508, de 28 de junho de 2011, o MS comprometeu-se a
atualizar a RENAME no periodo de cada 2 anos, publicando-o na sequéncia, assim como do
Formulario Terapéutico Nacional (BRASIL, 2020).

Para melhor entendimento, a RENAME oferta medicamentos que sdo essenciais para o
tratamento do agravo da populacéo do pais (JUNIOR, 2015). No exemplar de 2020, constam as
seguintes secBes: A, constituindo os medicamentos do componente basico, estratégico,
especializado, além da relagdo nacional de insumos e de uso hospitalar. Ja na se¢do B, estdo
listados os itens de acordo com o Sistema de Classificacdo Anatémica Terapéutica Quimica

(ATC). Na sequéncia esta a secdo C com a listagem do componente de financiamento da
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assisténcia farmacéutica, pelos codigos descritos em ATC. E por fim, esta a secdo D, com as
modificagdes feitas em funcdo da edicdo anterior. Importante salientar que, a Cascara Sagrada
faz parte da RENAME, na sec¢éo dos fitoterapicos (BRASIL, 2020).

1.3 DESCRICAO DA FAMILIA RHAMNACEAE

A familia Rhamnaceae € encontrada principalmente em regifes temperadas e
subtropicais do hemisfério Norte, incluindo-se a ela 52 géneros e mais de 900 espécies
(ANVISA, 2014). No Brasil é pouco representada, ou seja, ha apenas 14 géneros e em torno de
50 espécies (SALES, 2013). A distribuicdo neste caso esta nas regides Norte, Nordeste, Sudeste
e Centro-Oeste (MOREIRA, 2012). O fato de serem encontradas em regides diferentes confere
habitos dos mais variados a planta da familia Rhamnaceae, desde ervas até arvores ou lianas,
uma vez que, serao reconhecidas ao compartilnarem de caracteristicas florais como as sépalas
com nervura mediana proeminente na face adaxial, as pétalas convolutas, cuculadas ou
conchiformes e o0s estames opostos as pétalas (SOUSA, 2016).

As espécies irdo apresentar folhas simples, de tamanho variavel, pecioladas, alternando-
se entre sobrepostas ou opostas. O bordo serreado ou inteiro, trinérveas ou peninérvias, glabras
ou pilosas, podendo ter ou ndo estipulas, glandulas dispersas no limbo ou na extremidade de
cada dente. Ja as flores podem ser actimorfas, tetrameras ou pentameras e simétricas. O calice
sera formado por sépalas coriaceas de perfloracdo valvar, a corola sera por pétalas pequenas,
cbncavas ou culadas que poderdo envolver os estames opostos ou de numero igual. Quanto aos
frutos, estes sdo pequenos e drupaceos e as sementes diminutas, brilhantes e lisas (MOREIRA,
2012).

Um dos fatores importantes desta familia € o econdémico que é aplicado em algumas
espéecies que possuem sementes ou frutos comestiveis. Sdo elas: Callisthene microphylia,
Rhammus caroliniana, Zizyphus jujuba, Condalia hookeri, Zizyphus joazeiro e C. buxifolia.
Também, é possivel fabricar corantes com as espécies Rhamnus dahurica e Rhammus tinctoria.
Na lavagem de tecidos as responsaveis sdo Reissekia smilacina, Zizyphus joazeiro, Discaria
chacaye e Discaria trinervis. O preparo de bebidas alcodlicas fermentadas € responsabilidade
das espécies Condalia buxifolia e Rhammus inebrians, seguindo pela marcenaria estd a
Colubrina grandulosa e finalmente a alimentagcdo de animais sera devido a Zizyphus joazeiro
(SALES, 2013).
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Do ponto de vista fitoquimico, diversas classes de substancias quimicas sdo relatadas
como presentes na familia Rhamnaceae. E relatado na literatura: saponinas, flavonoides, e
alcaloides ciclopeptidicos (SOUSA, 2016).

Alguns aspectos farmacoldgicos sao citados por Moreira (2012), sendo que muitas
espécies da familia Rhamnaceae por possuirem caracteristicas hipotensivas, digitaldides e
diureticas, sdo utilizadas no tratamento de doencas infecciosas, no tratamento de asma, no
combate a febre, além de, serem utilizadas como tonico, também apresentam atividade
terapéutica na condicao laxativa.

Para o tratamento de disturbios gastrointestinais, as espécies Gouania ulmifolia,
Reissekia smilacina, Scutia buxifolia, Discaria americana apresentam poder medicinal eficaz,
sendo empregadas inclusive para tratar de doengas infecciosas (SALES, 2013).

As atividades antimicobacteriana, antiplasmddica, seguindo por propriedades anti-
inflamatdrias, antialérgicas, antilipidémicas e antidiabéticas estdo associadas ao género
Ziziphus por exemplo, que se caracteriza como planta multiuso e que possui potencial
etnofarmacoldgico (SOUSA, 2016).

1.3.1 Género Rhamnus

O género Rhamnus, ¢ identificado em mais de 125 espécies, especialmente nas regides
do hemisfério Norte, principalmente as subtropicais e temperadas. Inicialmente nos anos de
1873-1974 ele fez parte dos Unicos 3 géneros reconhecidos na época pertencentes a familia
Rhamaceae. No Brasil, o género pode ser encontrado no Rio Grande do Sul, Minas Gerais,
Goiés, Bahia, Sdo Paulo, Roraima, Distrito Federal (MOREIRA, 2012) e existem 6 espécies
nativas (ANVISA, 2014).

Muito conhecidas e utilizadas no Brasil, estdo as espécies R. frangula e R.purshiana que
fazem parte do género Rhamnus. A importancia quimica e farmacoldgica de ambas esta
associada as propriedades laxativas devido aos compostos presentes nestas plantas. S&o eles:
antraquinonas livres (emodol, crisofanol), C-heterosideos, sais minerais, O-heterosideos
(emodina-antrona), principios amargos e taninos (MOREIRA, 2012).

Ainda, outras espécies deste mesmo género sdo identificadas na literatura. A planta
Rhamnus alaternus possui a capacidade de induzir a apoptose em células cancerigenas, bem
como atuar de forma antioxidante, laxativa, hipotensiva, antibacteriana, antigénica (AMMAR,
2011) isso, pois, presente em sua composi¢do quimica estdo as antragquinonas, taninos e
emodina (LONGO; VASAPOLLO; RESCIO, 2005).
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Quanto a espécie R. lycioides, seu principal mecanismo de acdo é inibir a enzima
conversora de angiotensina | - ECA, tornando a atividade hipotensora uma das mais fortes desta
planta. Em sua composicdo quimica estdo as catequinas, taninos, acgucares, flavonoides,
esteroides, triterpenos e antraquinonas (TERENCIO, 1990; TERENCIO, 1991).

A espécie R. nepalensis pode ser utilizada para o tratamento de herpes e também como
hipotensivo, uma vez que, sua composicdo quimica é formada por esteroides, isoflavona,
triterpenos, antraquinonas, flavonoides e principalmente a emodina (MOREIRA, 2012).

A planta R. alpinus apresenta propriedades antitumoral, antioxidante, antiflngica e acéo
no sistema gastrointestinal. Sua composicdo é de antraquinona aloeemodina, emodina,
crisofanol, fisciona e reina (GENOVESE, et al, 2010). Na sequéncia encontramos a Rhamnus
catartica, usada como purgativa, apesar de sua toxicidade (LICHTENSTEIGER, 1997).

Por fim, o vegetal R. nakaharai trata a constipacdo intestinal e asma, além de, possuir
propriedades antitumoral, antioxidante anti-inflamatdria e inibicdo da agregacdo plaquetaria e

a planta Rhamnus formosana que possui atividade anti-inflamatéria (MOREIRA, 2012).

1.3.2 Espécie Rhamnus purshiana

Nos primdrdios a planta Rhamnus purshiana (Figura 1) foi inicialmente utilizada pelos
indigenas norte-americanos, porém, logo o consumo expandiu-se a nivel mundial (LOBO,
2012). E uma espécie vegetal que se origina no noroeste do Pacifico dos Estados Unidos da
América e no sudoeste do Canada (ANVISA, 2014). O periodo de maior abundancia desta é de
maio até inicio de dezembro, quando suas folhas sem mucilagem, com seu formato ovalado e a
presenca de frutos pequenos permitem sua identificacdo (LOBO, 2012). Ha relatos, de que na
Europa também é possivel encontra-la (BARROS, 2017).

E conhecida na nomenclatura popular como cascara sagrada, cascara bulkthorn,
bulkthorn, sacred bark, bitter bark, bearwood, cascara, chittem bark. Esta espécie pode ser
encontrada como um arbusto ou mesmo uma arvore pequena que ird medir de 4,5 a 10m, sendo
suas flores de cor esverdeadas, suas folhas em formato eliptico com frutos negros e
avermelhados (Figura 2). A casca do caule e dos ramos que € a parte utilizada da planta possui
cor marrom-avermelhada (Figura 3) (ANVISA, 2014). Esta deve ser seca por pelo menos 1 ano
antes de seu uso (ANVISA, 2016).



FIGURA 1 — Espécie Rhamnus purshiana em seu habitat natural
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Caracterizada como planta medicinal, sua propriedade terapéutica vem da antiguidade,
sendo empregada por mais de 2.000 anos, devido ao seu efeito laxativo. Os compostos desta
planta atuam nos movimentos peristalticos do intestino, favorecendo a evacuacdo (LOBO,
2012).

A principal via de administracdo é a oral. A posologia indicada é de 20 a 30 mg de
derivados hidroxiantracénicos expressos em cascarosideos A, na forma de capsulas. Pode ser
ingerida a noite ou pela manha e noite, caso o paciente opte por dividir a dose. Se for tintura
(ANVISA, 2016), na dosagem de 25 a 50 gotas, uma vez ao dia (FLORIEN, 2016) e por
decoccdo, em 150 ml de 4gua usar 0,3 a 1g da casca da planta, tomando 1 xicara antes de dormir
(GOUVEIA, SIMIONATO, 2018). Quanto ao tempo de utilizacdo ndo é indicado que se
ultrapasse duas semanas, uma vez relatado possibilidade de causar perdas graves de minerais,
vitaminas e desequilibrio eletrolitico (ANVISA, 2016).

Ou seja, os niveis de cloreto, sddio e potassio podem ficar anormais no organismo,
resultado da eliminacdo desordenada dos fluidos corporais e até mesmo pela baixa ingesta de
agua. O cloreto (CI-) possui fungbes importantes no organismo como regular o potassio,
fundamental para a correta contragdo muscular, balancear o pH do sangue, além do fluxo de
agua dentro e fora das células. Em funcdo deste desequilibrio, o potéssio provavelmente
também estara alterado, consequéncia disto pode ocorrer a hipercloremia (niveis elevados de
cloreto), podendo acentuar nos individuos casos de hipertensdo, fraqueza, sede e irritacao
gastrointestinal. Contréario a isso, pode ocorrer também a hipocloremia, isto é, niveis baixos de
cloreto, levando em determinados casos a acidose hiperclorémica, devido a instabilidade de
acido-base (CARVALHO, WELTER, SOARES, WOLKMER, 2020).

Com relacéo ao sédio (Na), sua principal funcdo ao organismo é favorecer a transmissédo
de impulsos nervosos e a contracdo muscular. Alteragdes deste eletrolito podem ocasionar
hiponatremia, que € a perda excessiva de sodio, causa da retencdo hidrica, ou a hipernatremia,
que é o aumento da osmolaridade do plasma, causa de grande concentragdo sérica de sodio.
Para este desequilibrio um importante marcador é o estimulo da sede que ira sinalizar esta
disfuncéo, apenas ndo sendo eficaz quando o reconhecimento de sede ndo acessar a agua
(NEGREIRQOS, 2013).

Ja o potassio (K+), € um ion com funcionalidade importantissima ao corpo humano
guando executa a excitabilidade dos nervos e das células musculares, além dos cardiomiocitos
(GOMES, PEREIRA, 2021). Entdo, sua baixa concentracdo ira causar a hipocalemia, ocorrendo
devido a baixa suplementacdo através da dieta, ou por perdas na urina e com o aumento para o

meio intracelular. Isto tudo causa fraqueza muscular, niveis de irritabilidade e, com menores
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chances, paradas cardiacas. Por sua vez, niveis elevados de K+ caracterizam a chamada
hipercalemia, que ocorre em situacdes como queimaduras graves, insuficiéncia renal,
cetoacidose diabética, desidratacdo (LABINFORMA, 2015).

Em sintese, as antraquinonas presentes na cascara sagrada possuem a facilidade de se
acumularem no tecido renal, consequentemente, pacientes com insuficiéncia renal, ndo devem
fazer uso de cascara sagrada (ANVISA, 2014).

A céscara sagrada faz parte da RENISUS e da RENAME (Figura 4), que foi criada pelo
MS, com o objetivo de atender a populacdo prioritaria através do acesso de medicamentos
necessarios aos tratamentos em salde (BORGES; SALES, 2018).

FIGURA 4 — Lista da RENAME

Denominagao
genérica

Eorma CéAfl’.'cgo Componente

Concentragao/Composicao Pl TSR

1,932 mg de 4cido gélico

gl el vaginal NC Basico
aroeira (Schinus (dose didria) ] ?
terebinthifolia raddi) 1,932 mg de &cido galico évulo .
(dose didria) vaginal NC Bésico
HDO2WA .
10%-70% gel fresco creme Bésico
babosa (Aloe vera (L.) v 5001*
Burm. f.
) 10&-70% gel fresco gel HDOZ*WA Basico
5001
20 a 30 mg de derivados
hidroxiantracénicos HAO6AB £ i
expressos em cascarosideo capsula 5014* Bdsico
céascara-sagrada A (dose didria)
(Rhamnus purshiana DC.) 20 a 30 mg de derivados
hidroxiantracénicos . HAO6AB -
expressos em cascarosideo UL, 5014* Bésico

A (dose diaria)
FONTE: BRASIL (2022).

1.3.3 Composigdo quimica da Rhamnus purshiana

A planta Rhamnus purshiana é composta predominantemente por antraquinonas livres
e glicosiladas, assim como substancias fenolicas e &cidos graxos de cadeia longa
(NASCIMENTO, 2020). As antraquinonas possuem um nucleo chamado antraceno, formadas
por trés anéis benzénicos conjugados, sendo que em cada anel central é possivel encontrar um
grupo carbonila (carbono + dupla ligacdo + oxigénio), formando assim a quinona (Figura 5).
Nas plantas, as antraquinonas sdo representadas por glicosideos e no caso da cascara sagrada,
s&o chamados de cascarosideos (SAAD, LEDA, SA, SEIXLACK, 2016). Existem ainda, outros
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compostos derivados da antraquinona como: aloe-emodina, flavonoides, taninos, crisofanol,
emodina e naftalidas (BARRQOS, 2017).

FIGURA 5 — Estrutura quimica da Antraquinona e seus compostos derivados

oH © OH

R | R2
OH

R' R®
Crisofanol H CHj;
Parietina OCHs3 CH3
Emodina OH CH;
Aloe-emodina H CH>0OH
Reina H COOH

FONTE: SILVA (2019).

Outra caracteristica importante das antraquinonas € que elas se apresentam na forma
cristalina, nas cores vermelha, laranja e amarela. A maioria esta presente nas espécies vegetais,
sendo possivel também encontra-las em certos tipos de fungos como Aspergillus sp. e
Penicillium sp. Quanto a sua formacao, ocorre quando o &cido chiquimico reage com o &cido
a-cetoglutarico formando o &cido o-succinilbenzoico, que ao entrar em contato com o acido
mevaldnico forma a antraquinona (Figura 6) (SILVA, 2019).

O efeito laxativo da cascara sagrada deve-se a presenca dos cascarosideos A, B, Ce D
(Figura 7), que sdo os constituintes ativos majoritarios e derivados da barbaloina e da crisaloina,
gue estdo na forma de C-heterosideos. Estes apresentam atividade farmacolégica maior, sendo
ela, purgativa enérgica (SILVA, et al, 2014). Isso se deve ao fato da ligagdo da molécula de
glicose a antrona central, pelo atomo de carbono e uma segunda glicose ligada por oxigénio
tanto no C-heterosideos (SAAD, LEDA, SA, SEIXLACK, 2016).
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FIGURA 6 — Formac&o da Antraquinona

HO PN » COOCH /‘,.,vh ’/ . //:c‘c., /_,':OC-—i
* o J/ > I J
[\ ,J TR - L\ = -
! i T
OH COOH o
acido chiquimico acido cetoglutarico acwdo o-succinilbenzodico
o +
COoOoH
R «JL\ RN ~ J
N > -~ P
L I J<— T~
-~ - O“
N e o
N N g o
T
o acdo mevaldnico
antraguinona
FONTE: SILVA (2019)
FIGURA 7 — Cascarosideos A, B, C, D
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FONTE: BARROS (2017).

Os glicosideos antraquindnicos séo pro-farmacos, ou seja, precisam ser hidrolisados no
intestino, pelas bactérias 14 existentes, para se transformarem em metabolitos
farmacologicamente ativos que possuem a capacidade de acelerar o transito intestinal (GALLO,
et.al, 2010), promovendo o efeito laxativo, assim que um dos agucares da antraquinona ficar
livre ap6s a transformagcéo da glicose no célon pelas bactérias. E na casca que se encontram 0s
compostos antraquindnicos sendo que, cerca de, 80% sdo os C-heterosideos das antronas

(BARROS, 2017).
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Cabe salientar que a terapia medicamentosa a ser empregada para atuar na funcao
intestinal, diretamente na quantidade, forma e consisténcia das fezes é classificada como
laxante, e sdo compostos mais brandos, suaves, com inicio de acdo entre 6 horas até 3 dias,
como exemplo, podemos citar aqui a Céascara Sagrada. J& os denominados purgantes irdo agir
de forma rapida, ou seja, em até 3 horas (JUNIOR, 2003).

1.3.4 Agdes farmacologicas da Rhamnus purshiana

A constipacao intestinal é caracterizada pela dificuldade de defecacdo, quando ocorre
uma reducdo no numero de evacuacdes ou de forma incompleta, com fezes endurecidas e em
volume menor, além da sensacdo de desconforto abdominal, necessitando muitas vezes de
formas que auxiliem o bolo fecal ser eliminado. Pessoas acometidas por estes sintomas ainda
relatam nauseas, vomitos e hiporexia (falta de apetite) (BRASIL, 2009).

A principal causa do chamado “intestino preso” esta relacionada com a dificuldade em
expulsdo do bolo fecal ao seu destino que é no reto e canal anal. E em 85% dos casos esta
associada a ma alimentacdo, como déficit de fibras alimentares e baixa ingesta de agua. Neste
caso a constipagdo é caracterizada como primaria. Outros fatores ainda podem prejudicar a
prisdo de ventre, como a falta de exercicio fisico, depressdo, sedentarismo adiar a ida ao
banheiro além de possiveis efeitos adversos a determinados medicamentos (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE COLOPROCTOLOGIA, 2009).

A populagdo mais atingida envolve criancgas, mulheres em idade reprodutiva e idosos.
Estes buscardo por auxilio médico, caso o0s sintomas ndo se resolvam por si s0. Nestes casos, 0
tratamento para constipacdo intestinal sera através de agentes farmacoldgicos, com o uso de
laxantes, ou entdo, na mudanca de habitos alimentares, sendo alcangados com terapias ndo
farmacologicas. Ela inclui novos habitos alimentares, maior consumo de fibras e de liquidos e
a pratica de exercicios fisicos (PINHEIRO, et al, 2018).

Porém, a constipagdo intestinal pode em determinados casos estar associada com
doencgas mais graves, sendo importante analisar caso a caso, quando houver dor, perda de peso,
sangramento, anemia e falta de apetite (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
COLOPROCTOLOGIA, 2009).

A motilidade do célon funciona pelo processo de peristaltismo que € a movimentacao
da musculatura do intestino com a finalidade de impelir o bolo fecal até o reto. Esta acéo
fisioldgica é involuntaria e ocorre, pois, 0 limen sera distendido pelas fezes. A movimentacao

do colon pode ser por mistura, quando ha a absorcao de eletrélitos e 4gua, ou propulsiva, com



38

a finalidade de conducdo das fezes do intestino até o sigmoide, local de depoésito antes mesmo
de serem evacuadas. Este Ultimo espasmo, o de propulsdo, € um sinalizador para o desejo de
evacuar e isto ocorre na frequéncia de até duas vezes ao dia. E adequado mencionar que esta
frequéncia ndo é indicativa de condicdo desejada normal do intestino, uma vez que isto se altera
de individuo para individuo (BRASIL, 2009).

A quantidade de evacuagfes normais para uma pessoa se altera, podendo ser de uma a
duas vezes ao dia, ou trés vezes na semana, quando sinaliza um possivel risco constipacéo. E
neste momento que uma intervencdo medicamentosa pode ser incluida na rotina deste paciente,
caso a opcao dietética ndo surtir efeito (SANTOS, 2021).

Recomenda-se 0 uso da céscara sagrada para casos de prisdo de ventre, pois a atividade
farmacoldgica exercida por esta espécie vegetal é mantida apds o uso continuo (SILVA, et al,
2014). S&o os compostos majoritarios denominados antracénicos, que promovem o efeito
laxativo da R. purshiana, o que ocorre por trés motivos. O primeiro mecanismo é o fato de
ocorrer uma mudanca na mobilidade do coldn, acelerando o intestino e assim, causando
alteracdo na absorcdo e secrecdo de agua intestinal devido ao acimulo de fluido no mesmo
(ANVISA, 2014).

Seguindo, hd uma reducdo na producdo de adenosina trifosfato (ATP), pois acontece 0
desacoplamento mitocondrial, caracterizando-se este o segundo mecanismo. E por fim, o
terceiro, quando ocorre uma baixa no gradiente de ions, causada pela inibi¢cdo da bomba sodio-
potéssio (NA / K + ATPase) e a pouca concentracdao de ATP. Isso ira dificultar a absorcéo de
agua e sodio do lumen para o sangue, o que podera provocar o aumento da eliminacéo de agua
e eletrélitos no Iumen intestinal, uma vez que as células do epitélio ali localizadas foram
influenciadas (PINHEIRO, et al, 2018).

Os efeitos pds-administracdo orais das formulaces que contenham o fitoterapico em
estudo, acontecem entre 6 e 8 horas de seu uso (SANTOS, 2019). Além da propriedade laxativa,
outros efeitos secundarios podem surgir, ja a partir da segunda administracdo de céscara
sagrada, como: diarreias severas, nauseas, célicas abdominais e o mais frequente e intenso € a
dor de estbmago (PINHEIRO, et al, 2018). Podem surgir, inclusive, acidose metabdlica, perda
de peso, hematuria, albuminuria e comprometer a absorcéo de nutrientes (ANVISA 2016). Por
estes fatores, o indicado é usar a cascara sagrada somente esporadicamente, auxiliando nos
casos de constipacéo intestinal (ANVISA, 2018).

1.3.5 Contraindicacdes de uso da Rhamnus purshiana
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E contraindicado usar a cascara sagrada em casos de doencas inflamatorias intestinais
agudas, ileo paralitico, colon irritavel, apendicite, nefrites, constipacdo cronica, diverticulite e
transtornos hidroeletroliticos, motivo pelo qual as antraquinonas podem reduzir 0s mecanismos
de defesa do epitélio do colon. Aos portadores de insuficiéncia hepética e cardiaca também néo
séo aconselhados a fazerem uso (ANVISA, 2018).

Uma consequéncia ruim para os pacientes portadores de doencas cardiovasculares,
quando se faz uso ampliado do laxante em questao, é o aumento das arritmias e potencializacéo
de efeitos tdxicos dos digitélicos. Isso ocorre em fungdo da perda de potéssio, mais um efeito
negativo que a cascara sagrada provoca. Em resumo, ndo é possivel associar esta classe de
medicamento ao fitoterapico Rhamnus purshiana. Outro exemplo, alguns anti-inflamatoérios
ndo esteroidais — AINEs e a indometacina, possivelmente terdo o efeito desejado diminuido,
iSso, pois, associd-los com a cascara sagrada, leva a inibigdo da prostaglandina E2 (ANVISA,
2018).

As gravidas e lactantes também n&o se recomenda o uso, uma vez que a céscara sagrada
pode causar o0 aborto e comprometer o bebé com diarreia, uma vez que 0s compostos deste
fitoterapico passam da méae para a crianga através da amamentacdo. Ainda, é contraindicado
nos periodos menstruais, em episodios de inflamacdo intestinal, nas cistites e para criancas
menores de seis anos (FLORIEN, 2016).

Outra curiosidade, é que ao ser eliminada pela urina, a cascara sagrada pode apresentar
coloracdo alaranjada, fator este de preocupacdo ao individuo, justamente por ndo ser algo
comum e rotineiro, mas, clinicamente ndo é pertinente, apenas nos casos de exames de urina,
quando podem acusar falso positivo (SANTOS, 2019).

Este fitoterapico é vendido nos estabelecimentos comerciais sem receita médica, na
grande maioria dos casos, e isto favorece a automedicacdo e todos os problemas associados
com esta pratica. Isto requer atencdo, ainda mais quando a cascara sagrada é utilizada com a

finalidade emagrecedora, mesmo sem evidéncias cientificas (LOBO, 2012).

1.3.6 Atividade antimicrobiana da Rhamnus purshiana

Preocupacéo global de pesquisadores e profissionais de saude, a resisténcia microbiana
envolvendo o uso de medicamentos continua associada com elevados casos de mortes
ocasionados por doencas infecciosas que ndo foram tratadas a tempo (AMPARQO, et.al 2017).
Bactérias e fungos s@o os microrganismos causadores de infecgdes que acometem a

populacdo brasileira e mundial. Dada a enfermidade é preciso combaté-la com o auxilio de
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antibiotico que serd o responsavel em garantir a cura dos individuos, cessando a acdo dos
patdgenos, atuando como composto inibidor (REMPEL, et al, 2019).

Apesar do avanco da industria farmacéutica em pesquisas complexas envolvendo a
criacdo de novos antimicrobianos com a finalidade de combater tais bactérias multirresistentes,
0 novo desafio sdo as bactérias pan-resistentes, 0 que exige farmacos mais potentes, uma vez
que estas ndo respondem a nenhuma classe medicamentosa existente. Neste sentido, as plantas
medicinais podem ser uma alternativa, para novos estudos envolvendo o conhecimento
cientifico dos seus metabolitos e se comprovada eficdcia, podem ser Uteis para o
desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos (SILVA, NOGUEIRA, 2020).

Paises como México, Brasil, india e Cuba ja relataram propriedades antimicrobianas em
substancias presentes nos 6leos essenciais e nos extratos de algumas plantas nativas devido ao
metabolismo secundério delas. Estas confirmacdes tendem a se multiplicar a partir do momento
em que a selecéo e escolha das plantas ocorra em paralelo com estudos aprofundados de seus
componentes majoritarios. Mas na préatica, ainda ndo existem analises experimentais com
riqgueza de detalhes que possam confirmar o potencial antimicrobiano de muitas plantas
medicinais (DUARTE, 2006).

1.3.7 Toxicidade da Rhamnus purshiana

A Organizacdao Mundial da Saude (OMS) confirma que, apesar de a medicina moderna
hoje, estar avancada, ainda grande parte da populagéo faz uso de plantas medicinais associadas
aos cuidados pessoais em saude. O fato é que, estas mesmas produzem metabolitos que irdo
atuar farmacologicamente tanto quanto na forma téxica. A interacao que ira ocorrer no sistema
bioldgico dos individuos, devido ao uso de uma ou mais substancias quimicas, &€ denominada
intoxicacdo. Desta forma, a gravidade sera resultado do tempo de exposi¢do, quantidade
administrada, via de administracdo e interacdo com outras possiveis substancias (PINHEIRO,
et al, 2020).

Assim sendo, as plantas produzem metabdlitos secundarios que ao entrarem em contato
com humanos ou animais, nas formas inaladas, ingeridas ou através do contato poderdo causar
alteracOes leves ou mais graves, levando ao 6bito, em consequéncia do modo de preparo da
mesma, da parte da planta que foi utilizada e da quantidade, na sua dose letal DL 50.
Considerando estes fatores, € importantissimo o conhecimento relacionado ao potencial toxico
das espécies, tanto para prevencdo de acidentes, quanto para o desenvolvimento de novos
farmacos (CAMPQOS, et.al, 2016).
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Mello, et al (2009) investigou a formulacao fitoterapica Lipotrom® que contém Quassia
amara (quina), Aloe ferox (alo€), Rhamnus purshiana (cascara sagrada), Gentiana lutea
(genciana), Cynara scolymus (alcachofra), Valeriana officinalis (valeriana), Paumus boldus
(boldo) e Solanum paniculatum (jurubeba), na qual, seu uso € indicado para distirbios
digestivos ocasionados por doencas do figado, casos de insuficiéncia hepética, atuando como
colagoga e laxativo.

O objetivo da andlise foi investigar possiveis efeitos toxicos em ratas Wistar (por 44
dias, representando a gestacdo e amamentacdo), coelhos Nova Zelandia (fémeas e machos) e
ratos Wistar, por 30 dias. O resultado ndo apresentou quaisquer alteracbes sejam elas
comportamentais, de ritmo e frequéncia respiratoria e de deambulacdo. Quanto a gestacdo e a
prole, ndo foi relatada nenhuma interferéncia. Em relacéo aos coelhos e ratos o resultado foi o
mesmo, nenhuma modificacdo ou variante. Importante, 0 consumo de agua e racdo permaneceu
inalterado. Em sintese, a formulacédo foi considerada ndo toxica (ANVISA, 2014).

Rempel, et al (2018) menciona que, derivados antracénicos que estdo presentes nas
drogas laxantes, podem apresentar efeitos toxicos e adversos quando utilizados por um tempo
prolongado. As alteracfes serdo no colon e reto tais como, fissuras anais, hemorroidas e
prolapsos, e quando mais severas, irdo necessitar de intervencdo cirurgica.

Certos disto, profissionais de salde devem estar atentos a possiveis problemas de satde
ocasionados pelo uso abusivo deste composto (LOBO, 2012). Nisto podem surgir espasmos,
atonia, intestino lento e o mais grave que é o risco de desenvolvimento de cancer intestinal
(ANVISA, 2018).

Relatos escassos que existem estdo relacionados com a presenca da emodina e aloina
(ANVISA, 2014), que por serem glicosideos antracénicos metabolizados no intestino, o0 uso
prolongado pode ocasionar cancer no colorretal (MARANHAO, 2010).

Quanto a Rhamnus purshiana existe caréncia nos estudos de toxicidade pré-clinica dos
seus cascarosideos. Apenas casos de hepatotoxicidade e danos hepatocelulares, devido ao
surgimento de ictericia em pacientes ap0s 45 dias de interrupcdo de uso foram mencionados
(ANVISA, 2014).

1.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS PLANTAS

As espécies reativas de oxigénio (ROS) abrangem um grupo de moléculas que sdo

formadas por reagdes de oxidacgdo-reducdo (redox) ou por excitacdo eletronica em condigdes
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fisiolégicas e patoldgicas a partir do processo de respiracdo celular. Elas podem ser
classificadas em radicais livres, quando possuem pelo menos um elétron livre e espécies ndo
radicais. Radical anion superdxido (O2e-), radical hidroxil (*OH), radical peroxil (ROO¢*) e
alcoxil (RO¢) sdo exemplos de radicais livres. Por sua vez, peroxido de hidrogénio (H202),
hidroperdxidos organicos (ROOH), oxigénio molecular singleto (102) e oz6nio (03)
exemplificam algumas das espécies reativas ndo-radicais (SIES; JONES, 2020). As ROS séo
produzidas de forma enddgena por mais de 50 enzimas distintas (SIES; JONES, 2020). Em
concentrages fisiologicas atuam na sinaliza¢do e regulacéo celular em resposta a tensdes ou
perturbagdes externas (SIES; JONES, 2020). Estéo envolvidas em diversas fungdes celulares,
como a regulacdo da migracdo celular e dos ritmos circadianos, sinalizacdo para a proliferacéo
de células-tronco, neurogénese, dentre outras. Sendo, portanto, essenciais pra a manuten¢do da
homeostase (Figura 8) (DICKINSON; CHANG, 2011; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Figura 8- Homeostase redox e estresse oxidativo

Homeostase Estresse oxidativo /

FONTE: Maria Isabel da Costa Araldi (2022)

Além de fontes intracelulares, as ROS séo geradas como consequéncia da exposi¢do
ambiental cumulativa, o que inclui determinados tipos de alimentos, drogas, agentes toxicos e
Compostos fendlicos sdo caracterizados por terem em seu grupo os chamados acidos
fenodlicos, que possuem um anel benzénico, grupamento hidroxila, carboxilico e metoxila na
estrutura. As propriedades conferidas a eles séo de antioxidantes, na qual sé&o encontradas em
Nosso organismo, assim como em alimentos atuando em beneficio de doengas como as
cardiovasculares e também no tratamento e prevencéo de cancer (SOARES, 2002). A sintese
destes compostos é feita principalmente por duas rotas metabdlicas, a via do acido chiquimico
e a via do acido mevalénico (V1ZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010).
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Os antioxidantes sdo capazes de impedir e adiar a oxidacao dos lipidios e de outras
moléculas, consequentemente as reacfes em cadeia nao serdo propagadas. Isto € possivel, uma
vez que, a propriedade de Oxido-reducdo faz parte dos compostos fendlicos e isto serd
importante para a neutralizacdo e absorcdo dos radicais livres. Ocorre entdo que, 0 oxigénio
siglete e triplete sera quelado e os peroxidos decompostos. Doencgas como, diabetes, maléria,
aterosclerose, artrite, cancer, doencas cardiovasculares, podem estar interligadas com a
presenca de radicais livres, ou com formas de oxigénio muito reativas. Neste caso, dietas a base
de antioxidantes estdo sendo um excelente auxilio no combate aos processos oxidativos que
ocorrem de forma natural no organismo (DEGASPARI, WASZCYNSKYJ, 2004).

A oxidacdo pode acontecer de forma enddgena que tem inicio nos processos normais e
biolégicos do organismo, como na reducdo de tidis e flavinas, peroxidases, cicloxigenases,
presenca de metais de transi¢do e no transporte dos elétrons. Ja na forma exdgena, a producdo
de radicais livres é resultado da polui¢éo do ar, uso de pesticidas, anestésicos, tabaco (SOARES,
2002). Quanto as plantas, os compostos fendlicos que encontramos sao 0s seguintes: cumarinas,
flavonoides, taninos hidrolisaveis e condensados, ligninas e lignanas, fenois simples e
estilbenos (SOUSA, et al, 2007).

As espécies vegetais ainda produzem aquilo que chamamos de metabolitos, que séo
elementos organicos classificados em primarios e secundarios. Os metabo6litos primarios
possuem a capacidade de acumular energia, além de funcdo estrutural e plastica (V1ZZOTO,;
KROLOW; WEBER, 2010). Realiza a sintese das proteinas, lipideos, acucares, celulose e
ligninana (PEREIRA; CARDOSO, 2012). Por sua vez, os metabdlitos secundarios além de
apresentarem funcdo ecoldgica, apresentam envolvimento na area da farmacologia, devido ao
potencial bioldgico e efeito medicinal agregado, com o uso de antimicrobianos, antidepressivos,
anestésicos, sedativos. Nas plantas estdo os terpenos, alcaloides e compostos fendlicos
(VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010).

SOUSA et al (2007) menciona alguns exemplos de plantas medicinais que possuem
propriedades antioxidantes. A Cenostigma macrophyllum, conhecida popularmente como
canela de velho ou caneleiro, apresentou em estudo quimico-farmacologico a presenca de
triterpenoides pentaciclicos e bisflavonas e sua indicacdo terapéutica comprovada como
antiulcerogénica, antibacteriana e anti-inflamatoria. A Terminalia brasiliensis ou cerne-
amarelo, capitdo-do-campo, mussambé é utilizada para casos de “barriga inchada” ou
“disenteria”. O estudo aqui evidenciou a presenca de taninos galicos e triterpendides

pentaciclicos.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar de a Rhamnus purshiana fazer parte da RENISUS, até 0 momento nao foram
detalhados estudos efetivos complementares relacionados a atividade fitoquimica, antioxidante
e antimicrobiana. Apenas sua composic¢do quimica, efeitos farmacoldgicos e efeitos adversos
foram descritos. Desta forma, estudos mais qualificados sdo necessarios para justificar e
garantir seguranca aos usuarios que fizerem uso desta planta. A fim de complementar, os

ensaios in vitro propostos sdo um 6timo método para esclarecer o consumo pelo ser humano.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e caracterizar quimicamente compostos bioativos presentes no extrato da casca
da Rhamnus purshiana em modelo in vitro e analisar os metabolitos majoritarios descritos na

literatura in silico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar os metabdlitos majoritarios de forma insilico através dos softwares
Molinspiration, ProTox Il e AdmetSAR;

e Quantificar o painel fitoquimico através do doseamento de polifendis e flavondides por
analises espectrofotométricas;

e Avaliar a atividade antioxidante através da técnica de captura do radical DPPH;

e Avaliar o painel microbiologico através do ensaio de disco difusdo e concentracéo
inibitéria minima.



45

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO VEGETAL

O extrato bruto (EB), na forma de po, da planta Rhamnus purshiana,foi obtido através
da empresa Pharma e Cia (30.017264389669357, 51.19792601777418), localizada no
municipio de Porto Alegre no estado do Rio Grande do Sul. Este p6 foi identificado pela Prof2
Dra. Liliane de Freitas Bauermann (docente da UFSM), sendo devidamente acondicionado e

armazenado para analises posteriores.

4.2 DETERMINACAO DE METABOLITOS MAJORITARIOS

4.2.1 Determinacao In silico

Estdo disponiveis diferentes plataformas e softwares computacionais para analise in
silico, sendo que as moléculas da Rhamnus purshiana analisadas foram: cascarosideos, aloinas,
aloe-emodina, frangulina, &cido tartarico, acido citrico, acido malico.

Para a predigdo das propriedades moleculares e bioativas foi utilizado o software
Molinspiration. Fundando em 1986 na Eslovaquia, pela Universidade de Bretislava, ao qual
possibilita compreender a capacidade de biodispobilibilidade pela via oral do ativo em questéo,
a cascara sagrada. Ja para a previsdo de niveis toxicoldgicos, utilizou-se o servidor web ProTox
I, que se baseia em 33 modelos de provaveis desfechos nas areas de toxicidade aguda,
citotoxicidade, mutagenicidade, imunotoxicidade, hepatotoxicidade e carcinogenicidade
(SCANDELAI, 2021).

Para a andlise das propriedades farmacocinéticas foi utilizado o programa admetSAR,
que ira predizer informacdes relacionas a absorcédo, distribuicdo, metabolizacéo, excrecéo e
toxicidade do farmaco, uma vez que, podera indicar o potencial de o0 medicamento chegar ao
orgdo-alvo desempenhando seu efeito terapéutico usual. Este software € mantido pela
Universidade de Ciéncia e Tecnologia da China Oriental (DIAS, 2018).
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4.3 DETERMINACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

4.3.1 Determinacao do teor de Polifendis Totais

O metodo colorimétrico seguido, com modificacfes, objetivou avaliar o conteddo de
polifendis totais, baseado na metodologia empregada por Folin-Ciocalteu (CHANDRA,;
MEJIA, 2004). Pesou-se 0,025¢g de extrato de R. purshiana, que transferidos para um baldo
volumeétrico de 25 mL foram solubilizados em &gua. Transferiu-se do baldo uma aliquota de
100 puL, 500 pL e 1000 puL e adicionou-se 1 ml do reativo Folin-Ciocalteau, sendo que em
seguida a solucdo foi deixada no escuro por cinco minutos. Apos este periodo foi acrescido aos
tubos, 2 ml de carbonato de sodio a 20% (Na.COs) e uma nova incubagdo no escuro foi
realizada, desta vez por 10 minutos. O branco foi preparado utilizando o processo descrito
anteriormente, porém, ndo foi utilizada amostra do extrato, apenas a dgua e 0s reagentes. Ao
final, realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro e o comprimento de onda
utilizado foi de 730 nm. As amostras e seus pontos na curva foram analisados em triplicata e a
concentracdo da amostra de Rhamnus purshiana foi de 0,1%.

A Tabela 2 demonstra os volumes pipetados e utilizados para a analise do teor de

polifendis totais.

Tabela 2 — Volumes pipetados para a analise do teor de polifendis totais

Tubo Amostra da Rhamnus purshiana H20 FOLIN Na2CO3
1 Branco 1000 uL 1ml 2ml
2 Branco 1000 uL 1ml 2ml
3 100 Ml 900 pL 1ml 2ml
4 500 pL 500 pL 1ml 2ml
5 1000 pL - 1ml 2 ml

FONTE: Autora (2022).

O éacido galico é utilizado como substancia de referéncia para fazer a curva de
calibracédo, de acordo com Chandra & De Mejia (2004), nas concentragdes de 15; 22,5; 27,5;
32,5; 37,5 e 45 pg/mL. Desta forma foi construida uma curva de calibragdo, obtendo-Se uma
equacdo da reta e a partir desta foi possivel calcular o teor de polifendis totais presentes na

amostra de Rhamnus purshiana.
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4.3.2 Determinacao de Flavondides

O teor de flavonoides determinou-se pelo método descrito por Rio (1996). A solucéo de
Cloreto de Aluminio (AICI3) 5% foi utilizada e a leitura feita em espectrofotdmetro a 425 nm.
Preparou-se o p6 do extrato de Rhamnus purshiana na concentracdo de 0,4% em metanol.

Pesou-se 0,1g de extrato de R. purshiana, que transferidos para um baldo volumétrico
de 25 mL foram solubilizados em metanol 70%. Transferiu-se do baldo uma aliquota de 100
uL, 500 pL e 1000 pL e adicionou-Se novamente o metanol acima mencionado. Na sequéncia,
acrescentou-se 75 puL de AICI3 e 4 ml de metanol 70%. Ao final, as aliquotas foram incubadas
por 10 minutos e a leitura das absorbancias realizadas. O ensaio e seus pontos na curva foram
analisados em triplicata e o célculo do teor de flavonoides realizado através de uma curva de
calibracdo, ou seja, através da equacdo da reta, utilizando quercetina como padrdo nas
concentracgdes de 10; 20; 30; 40; 50 e 60 ug/mL.

A Tabela 3 demonstra os volumes pipetados e utilizados para a analise do teor de

flavonéides totais.

Tabela 3 — Volumes pipetados para a analise do teor de flavondides totais

Tubo Amostra da Rhamnus purshiana Metanol 70% ALCL35% Metanol 70%

1

g B WN

Branco 1000 Ml 75 uL 4 ml
Branco 1000 pL 75 uL 4 ml
100 puL 900 pL 75 pL 4ml
500 uL 500 puL 75 uL 4 ml
1000 uL - 75 uL 4 ml

FONTE: Autora (2022).

4.4 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE
4.4.1 Método radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

O extrato da Rhamnus purshiana foi analisado utilizando o método foto-colorimétrico
do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), com modificagdes (CHOI et al., 2002).
Este método tem por fundamento a transferéncia de elétrons pelo sequestro de radicais livres e

leva &cido ascorbico como substancia padrdo, por possuir atividade antioxidante comprovada.
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O elétron livre na molécula de DPPH esta representado pela cor purpura com absorcao
em metanol ou etanol a 515-520 nm e ao ser reduzido em difenil-picril-hidrazina, transforma-
se na cor amarela. Como consequéncia, a reacdo pode ser controlada pelo decréscimo da
absorbancia em espectrofotometro.

Para o preparo da amostra pesou-se 159 de extrato de Rhamnus purshiana e dilui-se em
90 ml de H20. Em seguida, deixou-se em repouso por 30 minutos. Ja para a solucdo DPPH, foi
necessario pesar 0,00400g de DPPH, homogeneizar em metanol, transferindo na sequéncia para
um baldo volumétrico de 100 ml até completar. Deixou-se em repouso por 30 minutos.

Continuando, a solucdo controle foi realizada com 500 uL de metanol mais 2.500 uL de
DPPH. Ja para as amostras, foram utilizados 6 tubos e para prepara-los foi adicionado 500 uL
da solucdo mais 500 uL de metanol. Em seguida, pipetou-se 500 uL do primeiro tubo(transferiu-
se para o0 segundo), adicionou-se 500 uL de DPPH e repetiu-se este passo até o dltimo tubo.
Entdo foi adicionado em todos eles 2.500 de DPPH, homogeneizou-se todos, e por30 minutos,
no escuro, os tubos ficaram em repouso. O branco do aparelho foi o proprio metanol.

Apds, procedeu-se a leitura no espectrofotdmetro a 517nm. Para determinar o potencial

em eliminar o radical DPPH (% atividade antioxidante) utilizou-se o célculo abaixo:

Atividade Antioxidante (%): (Ac-Aam/Ac) x 100

Em que:
Ac = absorbancia da solu¢do de DPPH sem a amostra.

Aam = absorbancia da amostra com o DPPH.

Apbs a leitura, construiu-se a curva padrdo de DPPH plotando-se o valor médio das
absorbéancias obtidas do extrato bruto de Rhamnus purshiana versus a concentracdo do padrao,
possibilitando a analise da capacidade antioxidante do extrato bruto de Cascara Sagrada quando
a curva padrdo e do proprio extrato atingirem 50% de atividade sequestrante de radicais livres
DPPH (IC50).

A Tabela 4 demonstra o procedimento realizado para a analise do teste de antioxidantes.



Tabela 4 — Procedimento realizado para a analise do teste de antioxidantes.

Preparo da amostra

Amostra de Rhamnus purshiana

H20

159

90ml

Solucéo DPPH

Amostra de DPPH

Homogeneizacéo

49

0,00400g Metanol
Solucéo Controle
Metanol DPPH
500Ul1 2.500UI
Branco: Metanol
Procedimento
8 tubos ‘ 500uL solugéo + 500 uL de metanol

*Ultimo tubo (pipetar e descartar)

FONTE: Autora (2022).

4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.5.1 Microrganismos e condigdes de cultura

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizadas as cepas Pseudomonas aeruginosa
(PAO1), Escherichia coli (ATCC 25922), Serratia marcences (Isolado clinico),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus
faecalis (ATCC 51299), Candida albicans (ATCC 14053 e ATCC 24433) pertencentes a
bacterioteca do Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia Oral (LAPEMICRO). Estes
microrganismos foram mantidos em meio de cultura com glicerol e congelados a -80 °C. Entéo
descongelou-se e inoculou-se em caldo Brain Heart Infunsion (BHI) e incubou-se por 24 horas.
Apds, foram semeadas em agar Nutriente e Sabouraud (para as leveduras) e novamente

incubada por 24 horas a 37 °C.
4.5.2 Disco difusdo
O teste de disco-difusdo proposto por Bauer et al. (1966) em agar Mueller Hinton foi

utilizado para realizar o ensaio de suscetibilidade preliminar. Os inéculos (0,5 na escala

Mcfarland) contendo as diferentes cepas foram semeados em placas de petri contendo agar
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Mueller Hinton. Ap6s, 10 ul da solugao contendo o extrato (nas concentragdes de 2, 5 e 10
mg/ml) foram adicionados aos discos que por sua vez foram depositados na placa. Incubou-se
a placa por 24 horas a 37 °C em estufa bacteriologica e apos este periodo, os halos foram

medidos (em mm). O ensaio foi realizado em duplicata.

4.5.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A técnica para determinar a concentracdo inibitoria inima para o extrato da Rhamnus
purshiana frente as cepas de Serratia marcences, Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, Enterococcus faecalis e Candida albicans foi realizada pelo método de microdiluicdo
em placa de 96 poc¢os (CLSI, 2015) com modificac6es. Foi feita uma dilui¢do seriada do extrato
de Cascara Sagrada (5 — 0,039 mg/ml) em caldo Mueller Hinton e apds, na placa de Elisa, foi
adicionado 15 pl do inéculo contendo o microrganismo. O controle positivo de crescimento foi
considerado pog¢o com in6culo em caldo e o controle negativo somente caldo sem inéculo. O
ensaio foi realizado em triplicata. A placa foi incubada por 24 horas a 37°C e ap0s a incubacao,

o ensaio foi revelado com cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazoélio.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos serdo expressos como media + desvio padrdo. Os resultados serdo
analisados através de ANOVA de uma via, seguida de Tukey como teste post-hoc. Asdiferencas
serdo consideradas significativas quando p < 0.05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS IN SILICO

A andlise farmacoldgica in silico teve seu inicio nos anos de 1970 através de métodos
computacionais que permitiu simular um sistema biol6gico de um organismo com o objetivo
de desenvolver estudos envolvendo as propriedades toxicolégicas e farmacoldgicas de algum
farmaco, e, possibilitar conhecer o seu efeito terapéutico. Com uma abordagem diversa das in
vivo e in vitro, a in silico torna-se vantajosa uma vez que reduz custos, tempo e testes
experimentais, sendo entdo muito utilizadas nas areas de Quimica Medicinal e Farmacéutica
(SCANDELAI, 2021).

Na delineacédo do estudo de novos farmacos, alguns parametros sdo empregados para a
analise do mesmo, como a propriedade ADMET, que é a absorcéo, distribui¢do, metabolismo,
excrecdo e toxicidade. Também é possivel avaliar a predicdo dos provaveis metabolitos e qual
a toxicidade de determinado farmaco, e para isto se utilizam as seguintes ferramentas:
Molinspiration, Swiss Target Prediction, ACD/ChemSketch, admetSAR, MetaTox e
IGEMDOCK (LAGORCE et al., 2017).

5.1.1 Molinspiration

Segundo Lipinski et al. (1997), para que um farmaco tenha boa disponibilidade via
oral, é necessario seguir a Regra dos Cinco”, ou seja, quando alguns dos pardmetros analisados
se tornam relevantes para predizer a biodisponibilidade seguindo: coeficiente de particdo
octanol/agua calculado (MiLogP) menor ou igual a 5; TPSA (area superficie polar topoldgica)
menor ou igual 140; MW (massa molar) menor ou igual a 500 g/mol; nON (nimero de aceptores
de ligacéo de hidrogénio) menor ou igual a 10; nOHNH (nimero de doadores de ligagdo de
hidrogénio) menor ou igual a 5. As propriedades moleculares dos componentes majoritarios da

Rhamnus purshiana, calculadas no software Molinspiration, séo representadas na Tabela 5.
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Tabela 5- Propriedades moleculares dos componentes majoritarios da Rhamnus purshiana, calculadas

no software Molinspiration

Moléculas Testadas miLogP  TPSA MW NON nOHNH

Cascarosideos -2,08 247,05 580,54 14 10
Aloinas 0,18 167,9 418,4 9 7
Aloe-Emodina 2,42 94,83 270,24 5 3
Frangulina 2,23 153,75 416,38 9 5
Acido Tartarico -2,49 115,05 150,09 6 4
Acido Citrico -1,98 132,12 192,12 7 4
Acido Malico -1,57 94,83 134,09 5 3

Fonte: Autora (2022).

As substancias majoritarias da Rhamnus purshiana apresentam na sua maioria boa
biodisponibilidade por via oral, pois, estdo de acordo com a “Regra dos Cinco” de Lipinski et
al. (1997), que preconiza em seu conceito que moléculas que atendem quatro das “cinco regras”
satisfazem a ideia j& mencionada. Segundo dados obtidos e demonstrados acima, apenas 0S

cascarosideos e a aloina podem ter seus niveis de biodisponibilidade afetados.

5.1.2 ProTox Il

A Tabela 6 apresenta os dados obtidos do software ProTox IlI, que criou modelos
baseados em dados reais, com o objetivo de prever o potencial toxicoldgico da Rhamnus

purshiana.

Tabela 6— Parametros toxicologicos calculados através do software ProTox Il da Rhamnus purshiana

Moléculas Testadas Classificacao Predicdo Probabilidade
Cascarosideos Imunotoxicidade Ativo 0,99
Aloinas Mutagenicidade Ativo 0,70
Aloe-Emodina Mutagenicidade Ativo 0,85
Frangulina Imunotoxicidade Ativo 0,99
Acido Tartarico - Inativo -
Acido Citrico - Inativo -
Acido Malico - Inativo -

Fonte: Autora (2022).



54

Muitos agentes toxicoldgicos, mesmo que em pequenas concentracdes podem causar
efeitos indesejados ao nosso sistema imune. Porém, quando em niveis elevados nossos 6rgaos
tendem a ficar suscetiveis a potenciais toxicos graves, o que podera resultar em doencas,
alergias, infecdes e o surgimento de determinados canceres. Avaliar tais agentes em exposicao,
e a toxicidade que causam a longo prazo ao organismo € o papel da imunotoxicologia, seja ela
proveniente de agentes ambientais ou bioldgicos (LATORRE, 2016).

Segundo dados obtidos do software ProTox Il, os cascarosideos e a frangulina
apresentaram probabilidades imunotoxicas, ou seja, o usuério que fizer uso prolongado de
cascara sagrada, segundo literatura, pelo prazo superior de 9 a 12 meses pode vir a desenvolver
cancer de colon retal (FLORIEN, 2016).

Também mencionado por Nakasone e Tokeshi (2015), o uso elevado de céscara
sagrada foi investigado em um paciente com colangiocarcinoma extra-hepético, apds deteccdo
de lesdo hepatica traduzidos em exames de imagem e sangue, provenientes do consumo
exacerbado deste laxante antraquindnicos, que apresenta cascarosideo e a frangulina como
compostos majoritarios.

Com relagdo ao potencial mutagénico sabe-se que as células humanas, ao logo dos
anos, sofrem com mudancas ténues e graduais na sequéncia do DNA, sendo possivel relacionar
a exposicoes indevidas aos agentes mutagénicos ou até mesmo aos erros de duplicagdo. O
resultado de uma mutacdo génica ira resultar na troca de informacGes nos genes e ocasionar a
sintese de uma proteina diversa da prevista, ou até mesmo, faca que nem ocorra tal sintese.
Sejam elas induzidas ou espontaneas, as mutacfes génicas, causadas por agentes mutagénicos,
irdo causar alteracdes na base do DNA e proporcionar o surgimento de neoplasias, pois, no
momento da modificacdo génica, ocorre o crescimento e multiplicacdo desta célula,
possibilitando a expansdo de um clone originario desta mesma. Pode-se afirmar que efeitos
mutagénicos e carcinogénicos estdo associados (ORSOLIN, 2011).

Quanto as moléculas de aloina e aloe-emodina ambas apresentaram probabilidade
mutageénica, isto porque, sendo elas compostos majoritarios da Rhamnus purshiana atuam
estimulando a motilidade do cdlon intestinal, acelerando o transito do mesmo. Apesar de
estimulantes, sdo classificados também como irritantes e desta forma, néo se indica o uso de
derivados antracénicos para gravidas, lactantes, além de criangas menores de dez anos de idade.

O efeito mutagénico pode ser ocasionado uma vez que, 0 paciente, ao perceber a
reducdo do efeito laxante que a Rhamnus purshiana propicia ao longo dos dias, devido a
paralisia da musculatura intestinal, uma vez, baixo os niveis de potassio, aumenta-se a dose, na

intengdo de reverter os efeitos do farmaco. Assim, os danos ocasionados pelo consumo
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exagerado deste derivado antraquindnicos torna-se irreversivel sobre a membrana e mucosa
intestinal propiciando o surgimento de cancer (JUNIOR, 2003).
Quanto as moléculas de acido tartarico, citrico e malico ndo foram detectadas nenhuma

predicdo de capacidade toxica pela anélise do software ProTox II.

5.1.2 AdmetSAR

A Tabela 7 a seguir ira abordar as propriedades previstas para 0S compostos
majoritarios referentes aos dados farmacocinéticos (AdmetSAR), incluindo a absorcdo,
distribui¢do, metabolismo, excrecéo e toxicidade.

Sabe-se que, a absorcdo de alguns farmacos é dependente do tempo em que ele
manteve contato com a mucosa intestinal, podendo ser afetado pelo seu tempo de transito, que
ao aumentar, pela motilidade, pode ser caracterizado como uma barreira ao ser absorvido. Além
dela, estdo as atividades enzimaticas, sais biliares presentes, pH instavel, presenca de muco,
lumem, epitélio e células epiteliais, servindo de obstaculo para uma absorcdo esperada
(FREIRE, PODZECK, SOUSA, VEIGA, 2006). Ao analisar as propriedades mencionadas na
tabela acima, é possivel concluir que todos 0os compostos, com excecao do acido citrico sdo
absorvidos pelo intestino humano, mas niveis abaixo de 30% sdo considerados baixos e pouco
absorvidos.

Com relacdo a distribuicdo temos a atividade do substrato da glicoproteina P, e apenas
0s cascarosideos, aloina, aloe-emodina e a frangulina apresentaram potencial inibitério. A
glicoproteina-P (gp-P) € uma glicoproteina de superficie que esta relacionada a resisténcia que
muitos farmacos apresentam. Encontrada na membrana citoplasmatica, faz parte da familia
ABC (ATP — binding cassette), tem a funcdo de eliminar toxinas e xenobiéticos para fora das
células. Expressa fortemente nas células epiteliais, agem revestindo o c6lon, os hepatdcitos,
ductos pancreaticos e biliares, intestino delgado, além da glandula adrenal. Assim ao inibir a
funcéo da gp-P, farmacos podem ter sua biodisponibilidade aumentada, antineoplasicos podem
ser mais eficazes e a recepcdo do farmaco ao local alvo ocorrer de forma mais enfatica
(ARAUJO, 2015).



56

Tabela 7 — Propriedades previstas e classificagdo AdmetSAR, para os compostos majoritarios da

Rhamnus purshiana

Probabilidade

Acido
Cascarosideos | Aloina | Aloe-Emodina | Frangulina Tartarico Acido Citrico | Acido Malico
Absorcao
Absorgo Intestinal Humana 10,67% 42,80% 74,18% 57,11% 3,71% 0% 13,83%
Substrato da Glicoproteina P Sim Sim Sim Sim Né&o Né&o Né&o
Permeabilidade ao Caco-2 - 0,25 - 0,546 - - -
Distribuicéo
Volume de Distribuicéo 0,489 0,86 0.671 1.199 - - -
Fragdo N#o Ligada (humana) 0,34 0,335 0.226 0.121 0,65 0,51 0,652
Metabolismo
Substrato CYP2D6 Néo Néao N&o Né&o N&o N&o N&o
Substrato CYP3A4 Néo Néao N&o N&o N&o N&o N&o
Inibidor CYP1A2 Néo Néao Sim N&o N&o Né&o N&o
Inibidor CYP2C19 Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo
Inibidor CYP2C9 Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo
Inibidor CYP2D6 Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo
Inibidor CYP3A4 Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo
Excrecdo
0,573 0,356 0,008 0,104 0,885 0,895
Clearance Total ml/min/kg | ml/min/kg ml/min/kg ml/min/kg ml/min/kg ml/min/kg 0,81 ml/min/kg
Toxicidade
0,425 0,283 1,212 0,749 1,212
Dose humana méaxima tolerada | 0,433 mg/kg | mg/kg/dia - mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia
Toxicidade aguda oral em ratos 2,712 2,148 1,818
(LD50) 2,511 mol/kg mol/kg 2,329 mol/kg | 2,38 mol/kg 1,744 mol/kg mol/kg mol/kg/dia
Toxicidade cronica oral em 5,018 3,316 1,878 2,691 3,769 3,698 3,104
ratos (LD50) mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia mg/kg/dia

Fonte: Autora (2022).

Apenas aloina e frangulina apresentaram permeabilidade as células Caco-2, que sdo

provenientes do adenocarcinoma do célon humano. Usualmente faz-se o cultivo destas em

placa com cultura multipogos com a finalidade de estudar e avaliar a absorcdo de farmacos,

uma vez que, estas células desenvolvem um mecanismo de transporte e podem adquirir

particularidades das células da mucosa intestinal. Com isto, apesar de derivarem de um tipo

neoplasico, o seu cultivo ira conferir funcionalidade e morfologia de células sadias e normais,

assim chamadas de enterdcitos e podera beneficiar na identificacdo daqueles compostos que

podem ser absorvidos pelo epitélio intestinal (MATOS, 2016).
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Outra analise feita foi a do volume de distribuicdo (VDss), que representa um
parametro de disposicdo dos farmacos em diversos tecidos in vivo. Resultados abaixo de 0,71
L/kg sdo considerados baixos, assim, as unicas moléculas consideravelmente positivas foram a
aloina e frangulina. Ja a fracdo ndo ligada, indicou que todas as moléculas apresentaram valores
correspondentes a sua atividade de atravessar as membranas para entdo exercer o efeito
farmacoldgico ativo, ja que esta disponivel para interacdo com receptores desses medicamentos
(Han et. al, 2019).

Metabolicamente, aloina € inibidora apenas da CYP1A2 e ndo inibidora das demais
CYP avaliadas, nem mesmo dos substratos testados. Isoenzima do Citocromo P450 a CYP1A2
atua na metabolizacdo de alguns farmacos, isto porque, atua nas reacdes de demetilacdo,
hidroxilacdo e dealquilacdo destes. Ainda, apresenta fatores enddgenos e exo6genos
caracteristicos, como aumento ou diminuicdo de sua atividade, além da alteracdo em seu
funcionamento, respectivamente (MASCARENHAS, R. C. G, 2010).

Para o parametro de excrecdo, 0S compostos majoritarios apresentaram concentragdes
de clearance total, ou seja, é a capacidade que o organismo possui para eliminar o farmaco, ja
biotransformado nos rins, figado e pulmdes. E a juncéo do clearance renal, com o hepéatico e o
pulmonar. Por fim, baseado na dose letal média (DL50), pardmetro usado para informar a dose
letal mediana, ao qual 50% dos individuos que expostos a um determinado composto irdo
morrer. Desta forma, as moléculas aqui testadas, baseadas na toxicidade aguda oral, podem ser

classificadas em classe 1: fatal se ingerido (LD50 < 5) (Han et. al, 2019).

5.2 DETERMINACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

A determinacdo dos metabdlitos secundarios, polifendis totais e flavonoides totais
quantificadas no extrato bruto de Rhamnus purshiana foram calculados a partir das curvas de
calibracdo das substancias padrdo para cada metabolito. A Figura 9 demonstra a curva de

calibracdo construida com Acido Gélico e para a Quercetina.
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FIGURA 9 — Curva de calibragdo construida com &cido galico (a) utilizado para quantificar o teor de
polifendis totais (A); e a construida para quantificar os flavonéides (B).

Polifendis Totais Flavonoides
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Fonte: Autora (2022).

A partir das curvas de calibracdo dos padrbes foram mensuradas as equacdes da reta

obtidas para cada composto testado, conforme Tabela 8.

Tabela 8 — Equacdo da reta e valor de “r” para cada metabdlito secundério pesquisado

Metabolitos Secundarios Equacdo da Reta  Valor de "'r" Padréo
Polifenois Totais y =0,0298x - 0,2981 R2?=0,9966 Acido Galico
Flavondides y =0,0149x - 0,0104 R2=10,9994 Quercetina

FONTE: Autora (2022).

A partir dessas equacOes pode-se calcular a quantidade de cada metabdlito secundario

presenta na amostra. A Tabela 9 a seguir demonstra esses resultados.

Tabela 9 — Teores de polifendis e flavondides no extrato bruto de Rhamnus purshiana

Extrato de Rhamnus
purshiana Polifenois Totais (mg/g) Flavondides (mg/g)

Extrato Bruto da casca 4.00 2,98

Fonte: Autora (2022).
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Compostos organicos, os polifenois apresentam em sua estrutura maltiplas unidades
estruturais de fenol, sendo possivel encontra-los em chas, café, vinho tinto, frutas, legumes,
chocolates, sucos. Sua ingesta diaria, através da alimentacdo colabora com a qualidade de vida
e salde e equilibra a falta de antioxidantes ao organismo, ocasionado pelo aumento das
moléculas de radicais livres (FURLAN, RODRIGUES, 2016).

O acido galico, composto derivado dos acidos hidroxibenzdicos, e da via do &cido
chiguimico é definido como tanino, uma vez que, possui trés hidroxilas em sua estrutura
quimica. Interposto ao metabolismo secundario e encontrado em plantas, se destaca gracgas a
sua funcionalidade antioxidante e antimelanogénico, importante para a pele. Ainda, possui
atividade anti-inflamatdria, antimutagénica e antitumoral (LIMA, 2014).

Desta forma, com o objetivo de avaliar a presenca de polifendis totais no extrato da
Rhamnus purshiana, foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu e o acido galico como substancia
padrdo para esta quantificacdo. Assim, € possivel observar uma coloracao que ira modificar, do
azul tungsténio para uma mais transparente, sinalizando que quanto maior for esta diferenca na
coloracdo, maior a quantidade de polifendis.

Ainda, a concentracdo da amostra precisou estar dentro do limiar da curva padrdo,
sendo que, a mesma ndo pode ficar muito concentrada, ja que poderia ndo ser possivel
guantifica-la. Quanto aos resultados da amostra da Rhamnus purshiana, os mesmos foram,
0,284, 0,286, 0,243 respectivamente, e o valor final estimado foi de 4,0 + 0,27 mg/g.

O resultado da dosagem de polifendis obtidos do extrato bruto da Cascara Sagrada
deste estudo, foi comparado com o de Nascimento e Kavamoto (2015), que encontraram 0
resultado de 9,179 mg/g como valor final para o teor de polifenois totais (valor 2,29 vezes
superior ao obtido neste estudo), sendo que utilizaram o mesmo teste, o de Folin-Ciocalteu. Um
novo estudo, desta vez com Scutia buxifolia, conhecida popularmente como coronilha, espécie
pertencente a familia Rhamnaceae, mesma da Cascara Sagrada, com funcdo diurética,
hipotensora e cardiotbnica, avaliou o teor de polifendis que resultou em 102,2 + 0,71 mg/g
(valor 25,5 vezes superior ao obtido neste estudo) (BOLIGON et al, 2009).

Descoberto no ano de 1930, os flavonodides foram isolados e hoje representam um dos
grupos mais diversos dentre os de origem vegetal encontrados. Acreditava-se que eles faziam
parte da familia das laranjas e por isso seriam classificados como vitaminas, porém, apds este
equivoco, ficou comprovado que sua fungéo esta atribuida a acdo antioxidante, alelopética,
conferem protecdo contra raios ultravioleta e aos microorganismos patogenos (MACHADO,
NAGEM, PETERS, FONSECA, OLIVEIRA, 2008).
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A quercetina, é um flavonoide que esta presente na dieta humana, principalmente na
maca, cebola e brocolis. Antioxidante e presente nos alimentos na forma glicosilada, possui
capacidade de influir na sua prépria absor¢do, sendo mais eficaz em humanos. Aglucona da
rutina, possui acdo farmacoldgica com propriedades imunoldgicas, antiviral, anti-inflamatdria
e gastroprotetora (BEHLING et al, 2004). Deste modo, a avalia¢do do teor de flavonoides totais
no extrato da Rhamnus purshiana, foi realizada usando a quercetina como substancia padrao.

Apbs quantificacdo realizada, o teor de flavonoides encontrados no extrato bruto da
Rhamnus purshiana foi de 2,98 + 0,11 mg/g, ndo apresentando valor quantitativo satisfatorio
se compararmos com a analise da casca da Ziziphus joazeiro Mart., conhecida popularmente
como joazeiro, que expressou valor 5,34 vezes maior que a da Cascara Sagrada, ou seja, 15,94
+ 0,47 mg/g. Com valor significativo também estd o da Scutia buxifolia que apresentou valor
de 83,47 £ 0,93 (SILVA, 2009).

Muitos sdo os fatores que podem afetar a concentracdo destes metabolitos secundarios
e isto pode explicar a diferenca destas comparacdes de resultados citados acima, pois, 0 preparo
do extrato vegetal, a época em que o composto em questdo foi colhido, o local desta coleta e 0
método empregado para analise dos polifendis totais podem intervir na quantificacdo do
metabdlito da Rhamnus purshiana. Porém, apesar de todas estas interferéncias serem um viés
importante e que podem estar associados ao extrato em analise, os resultados obtidos foram

considerados baixos e pouco significativos, ainda que com pequeno potencial.

5.3 DETERMINACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DA Rhamnous purshiana

5.3.1 Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método do 1,1-difenil, 2-
picrilidrazila (DPPH)

Somos capazes de produzir radicais de oxigénio e anion, uma vez que estes sdo
importantes para as reagdes fisiologicas e bioquimicas do nosso organismo. Ocorre que, em
excesso, nas situacoes patofisioldgicas e sem a utilizagdo de antioxidantes, que possam impedir
sua propagacdo, doencas e diversos danos podem ser iniciados (DUARTE ALMEIDA, et al,
2005). Antioxidantes sdo caracterizados como substancias impeditivas ou inibitérias da
oxidacdo de moléculas oxidaveis, estas podendo ser enziméticas ou ndo enzimaticas. Assim,
seu consumo diario, presente em compostos fendlicos, alimentos e plantas sdo capazes de atuar

retardando o estresse oxidativo ocasionado pelos radicais livres (GALLEGO, 2017).
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A analise do potencial antioxidante foi realizada pelo método de sequestro de radical livre
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Esta técnica possibilita a verificacdo da capacidade
antioxidante de compostos diferentes e esta fundamentada na reducdo ou na neutralizacdo do
radical. A partir do valor das absorbancias obtidas e da concentracdo da solucéo (Tabela 10)
uma curva de calibracdo para o DPPH foi plotada e calculou-se a IC50 (concentracdo inibitdria
capaz de sequestrar 50% do radical DPPH) do extrato bruto de Rhamnus purshiana conforme

Figura 10.

Tabela 10 - Resultado do valor das absorbancias obtidas versus concentracdo da solugdo

Concentracdo mg/ml | Absorbancia| % Inibicéo
220 0,459 53,2229376
110 0,435 55,6374245
55 0,65 34,0076459
27,5 0,692 29,7822938
13,75 0,833 15,5971831
6,875 0,508 39,3264957
Controle 0,936

FONTE: Autora (2022).

Trataram-se 0s dados por Regressdo Linear Simples, através do grafico, conforme
mostra a Figura 10.

FIGURA 10 — Curva de calibracdo que relaciona a porcentagem de inibicdo do radical DPPH com a

concentracdo de extrato de Rhamnus purshiana responsével por esta inibicéo
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FONTE: Autora (2022).
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Os resultados apresentaram para o extrato de Rhamnus purshiana um 1C50 em 1,78 +
0,10 mg/ml. Desta forma, fica claro que, sendo a porcentagem de atividade antioxidante
equivalente a quantidade de DPPH consumida, quanto maior for o consumo de DPPH pela
amostra, maior seré a capacidade antioxidante esperada. Assim, conclui-se que, quanto maior
for & concentragdo da amostra e menor a absorbancia, maior sera o consumo de DPPH o que
torna o extrato de Rhamnus purshiana um bom antioxidante.

Estudo com a espécie Ziziphus guaranitic, também da familia Rhmnaceae, igual a
Céscara Sagrada, detalhou que, o valor de IC50 para a analise realizada com suas cascas do
caule foi de 64 mg/ml, sendo a menor das concentracdes testadas e com reducdo de 50% dos
radicais livres (SOUSA, 2016). Scutia buxifolia também demonstrou resultados positivos para
a atividade antioxidante, com IC50 em 34,57 mg/ml. Autores afirmam que héa ligacéo entre 0s
compostos fenolicos e a atividade antioxidante, isso quando se usa o Folin-Ciocalteau e 0 DPPH
para os testes (Bolignon, et al. 2009). Mesmo que em concentragdes baixas, ambos marcadores

sdo encontrados na Cascara Sagrada.

5.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Na préatica de microbiologia clinica, testar a suscetibilidade antimicrobiana é um dos
métodos essenciais para que diferencie os agentes causadores de doencas e possibilita aos
profissionais da salde o direcionamento correto ao tratamento adequado com a finalidade da
eficacia terapéutica. Ainda, assim, a resisténcia bacteriana é recorrente, fazendo com que as
grandes industrias farmacéuticas lancem cada dia mais op¢des medicamentosas para tentarem
conter esse problema de salde publica. Sabemos que esta tatica é também mercantilista, uma
vez que, antimicrobianos desempenharam seu potencial farmacoldgico se forem especificos e
adequados (TURNIDGE, J.D.; JORGENSEN, J.H., 1999).

Bauer et al (1966), desenvolveu o método de disco difusdo que se caracteriza na
técnica de impregnar um antimicrobiano em um disco de papel-filtro, pela difusdo em &gar.
Esta difusdo formara entdo um halo de inibigdo de crescimento bacteriano, sendo que o didmetro
deste halo sera proporcional a concentracéo inibitoria minima (CIM). O resultado deste método
permite classificar a amostra em suscetivel, intermediaria, resistente ou antimicrobiano.

Com relacdo a CIM, também denominada de diluicdo em tubos, o método é baseado
em avaliar a atividade de um agente antimicrobiano em sua concentracdo inibitoria minima de

crescimento e é realizada através de tubos de cultura onde serdo inoculadas concentracdes
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diversas do microrganismo-teste em cada tubo para posterior analise visual de provavel
crescimento ou ndo, através da presenca de turbidez e assim, aquele que apresentar a menor
concentracdo do agente com capacidade para inibir o crescimento do microrganismo-teste
determina a CIM (OLIVEIRA, 2009).

Desta forma, apds o periodo de incubag&o, pelo teste de disco difusdo, ndo se verificou
a formacdo de zonas de inibicdo. O extrato ndo foi capaz de inibir o crescimento dos
microrganismos testados nas concentracfes de 2, 5 e 10 mg/ml pela técnica de disco difuséo.
Jé& para a determinacgdo da concentragdo inibitdria minima, o método revelou que o extrato nao
inibiu o crescimento microbiano visivel nas concentracées testadas (5 — 0,039 mg/ml).

A atividade antimicrobiana foi avaliada também para a espécie Rhamnus
sphaerosperma var pubescens, popularmente conhecida como Cangica e Fruto-de-pombo.
Através do método de microdilucdo, as cepas Staphylococcus aureus ATCC® 25293™,
Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228™, Salmonella thyphimurium ATCC® 14028™,
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027™, Escherichia coli ATCC® 25922™ ¢ Candida
albicans SC5314 foram repicadas em caldo BHI e incubadas por 24 horas a 37°C. A anélise de
turbidez indicou que ndo houve inibi¢do de crescimento das cepas testadas, apenas na maior
concentracéo analisada, que foi de 400 pg/mL para o caule da Canjica, resultou em inibicdo do
crescimento da Salmonella thyphimurium e Escherichia coli (MOREIRA, 2012).

Sousa (2016) também avaliou a atividade antibacteriana das cascas do caule da espécie
Ziziphus guaranitica Malme pelo método de CIM para as cepas Enterococcus faecalis, e
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e o resultado demonstrou ser parecido com o da
Rhamnus purshiana, uma vez que, ndo inibiu o crescimento das linhagens testadas
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A analise foi realizada também com o extrato das
cascas do joazeiro, todavia, ndo houve inibicdo de crescimento do microrganismo-teste.

Uma pesquisa realizada com a finalidade de avaliar o efeito antimicrobiano das plantas
foi feita através da analise de 97 artigos completos, na qual, foi utilizado o nome das plantas
mais o termo ‘antimicrobial’. A Rhamnus purshiana era parte integrante desta avaliacdo e ndo
foram encontrados dados relevantes a respeito de seu potencial antimicrobiano, desta forma,
novos estudos e atualizagdes sdo necessarios para a comprovagdo do mesmo (REMPEL, et al,
2019).
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6 CONCLUSAO

Considerando o aumento do consumo pela populacédo global de plantas medicinais e
fitoterapicas, com o objetivo terapéutico no alivio de sintomas, tratamento de doencas e
cuidados paliativos, é necessaria a atualizacdo constante de estudos cientificos relacionados
com as atividades farmacoldgicas e toxicolégicas destes compostos naturais para garantir aos
profissionais da salde seguranca ao indicarem ou prescreverem estes medicamentos.

O presente trabalho objetivou determinar os metabélitos majoritarios da Rhamnus
purshiana, também conhecida popularmente como Céscara Sagrada, além de caracterizar o
painel fitoquimico, a atividade antioxidante e o painel microbioldgico. Os resultados obtidos
foram relevantes e conferem a eficacia deste extrato, assim é possivel afirmar:

e Quanto a andlise in silico, o extrato de Rhamnus purshiana apresentou boa
biodisponibilidade por via oral; probabilidade imunotoxica e mutagéncia com consumo
excessivo do composto, porém, sendo o uso nao indicado por mais de duas semanas, 0s
riscos de desenvolvimento de cancer serdo diminuidos. Ja a excrecdo, apresentou boa
eliminag&o, quando o composto ja estiver biotransformado;

e O extrato apresentou em sua composicao fendis totais (4,00 £ 0,27 mg/g) e flavondides
(2,98 £ 0,11 mg/g);

e Apresentou acdo antioxidante (IC50=1,78 mg/g) com capacidade de capturar espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio;

e N&o apresentou atividade antimicrobiana comprovada frente a Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Serratia marcences Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Candida albicans.

Desta forma, baseado nos resultados apresentados e referenciados nesta dissertacao,
reafirma-se que, a espécie Rhamnus purshiana ¢ um bom fitoterapico e possui atividade
terapéutica. Assim, é importante que os estudos a cerca dela sejam periodicamente atualizados
para continuar a conferir seguranca e eficacia aos individuos que dela necessitarem para o
tratamento de seus males. Como perspectiva futura realizar a avaliagdo da toxicidade aguda e
de doses repetidas do extrato Rhamnus purshiana em modelo animal, bem como as enzimas

antioxidantes e o balaco eletrolitico.
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ABSTRACT

It is known that about 150 thousand years ago man already used medicinal plants to treat ills
and health problems. Among all the species is Rhamnus purshiana, also popularly known as
Cascara sagrada, being used due to its laxative effect. However, there are still few studies related
to its use. The present work aimed to obtain the crude extract of Rhamnus purshiana bark and
perform the phytochemical analysis, identify and quantify compounds present in the extract,
evaluate and identify the antioxidant and microbiological panel. The Rhamnus purshiana
extract after the analysis showed concentrations of 4.00 £ 0.27 mg/g and 2.98 + 0.11mg/g of
extract, which were determined by phytochemical assays for total polyphenols and total
flavonoids, respectively. Rhamnus purshiana was able to capture reactive oxygen and nitrogen
species with antioxidant capacity with IC50=.78 + 0.10 mg/ml. Antimicrobial activity was not
significant against Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Serratia marcences
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Candida albicans. In this
way, through the positive results, it can be suggested the use of Rhamnus purshiana in an

effective and safe way.

Keywords: Rhamnus purshiana, Medicinal Plants, Laxative.

1 INTRODUCTION

Since the beginning, man has sought to take care of his health and survival with

resources from nature, this is because ancestral cultures of past times already made use of
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traditional medicine (TM) with the aim of recovering the quality of life that for some reason
may have been affected by disease. In this context, popular knowledge and local belief,
transmitted from generation to generation, in developing countries, defined that the preservation
of health is related to the use of medicinal plants (RODRIGUES, SANTOS, AMARAL, 2006).

Medicinal plants are significant and their use is variable: both for therapeutic purposes,
in infusions and tea preparations, and for providing the raw material for the biosynthesis of new
drugs (NUNES-PINHEIRO, et al, 2003). The reports indicate that the beginning of the use and
the empirical knowledge of these were through the Chinese, Indian, Egyptian, Greek, Eskimo
and African societies. Today, they also serve as the basis for pharmacological advances in the
phytotherapeutic field (BORGES; SALES, 2018).

Among the medicinal plants used by the population is Rhamnus purshiana, known as
cascara sagrada, cascara bulkthorn, bulkthorn, sacred bark bitter _ bark, bearwood, cascara,
chittem bark. It belongs to the genus Rhamnus and the family Rhamnaceae. Used
predominantly as a laxative, it also has antifungal, anti-inflammatory and antineoplasticactivity.
It appears, however, that the knowledge of its metabolism is still not well clarified, if compared
with the use that is made of it. This is a fact that causes concern, since, as it is a medicinal plant,
the population only associates it with the benefits, not paying attention to the risks imposed by
inappropriate use (PINHEIRO, et al, 2020).

Characterized as a medicinal plant, its therapeutic property comes from antiquity, being
used for more than 2,000 years, due to its laxative effect. The compounds of this plant act in
the peristaltic movements of the intestine, favoring the evacuation (LOBO, 2012).

The main route of administration is oral. The recommended dosage is 20 mg to 30 mg
of hydroxyanthracene derivatives expressed in A-casherosides, in the form of capsules. It can
be taken in the evening or in the morning and evening, if the patient chooses to split the dose.
If it is a tincture (ANVISA, 2016), in the dosage of 25 to 50 drops, once a day (FLORIEN,
2016) and by decoction, in 150 ml of water use 0.3 to 1g of the plant bark, taking 1 cup before
sleeping (GOUVEIA, SIMIONATO, 2018). As for the time of use, it is not recommended that
it exceeds two weeks, since it has been reported to cause serious loss of minerals, vitamins and
electrolyte imbalance (ANVISA, 2016).

To Rhamnus purshiana is predominantly composed of free and glycosylated
anthraquinones, as well as phenolic substances and long-chain fatty acids (NASCIMENTO,
2020). Anthraquinones have a nucleus called anthracene, formed by three conjugated benzene
rings, and in each central ring it is possible to find a carbonyl group (carbon + double bond +
oxygen), thus forming the quinone. In plants, anthraquinones are represented by glycosides and
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in the case of cascara sagrada, we call them cascarosides (SAAD, LEDA, SA, SEIXLACK,
2016). There are also other compounds derived from anthraquinone such as: aloe-emodin,

flavonoids, tannins, chrysophanol, emodine and naphthalides (BARROS, 2017).

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 OBTAINING THE GROSS VEGETABLE EXTRACT

Crude extract (EB), in powder form, of the Rhamnus plant purshiana, was obtained
from the company Pharma e Cia (30.017264389669357, 51.19792601777418), located in the
city of Porto Alegre in the state of Rio Grande do Sul. This powder was identified, properly
packaged and stored for further analysis.

2.2 DETERMINATION OF SECONDARY METABOLITES

2.2.1 Determination of Total Polyphenols Content

Organic compounds, polyphenols present in their structure multiple structural units of
phenol, being possible to find them in teas, coffee, red wine, fruits, vegetables, chocolates,
juices. Its daily intake, through food, contributes to the quality of life and health and balances
the lack of antioxidants in the body, caused by the increase in free radical molecules (FURLAN,
RODRIGUES, 2016).

The colorimetric method followed, with modifications, aimed to evaluate the content of
total polyphenols, based on the methodology used by Folin-Ciocalteu (CHANDRA; MEJIA,
2004). 0.025¢g of R. purshiana extract was weighed, transferred to a 25 mL volumetric flask and
dissolved in water. An aliquot of 100 pL , 500 uL and 1000 pL was transferred from the flask
and 1 ml of Folin-Ciocalteau reagent was added, after which the solution was left in the dark
for five minutes. After this period, 2 ml of 20% sodium carbonate (Na-COs) was added tothe
tubes and a new incubation in the dark was performed, this time for 10 minutes. The blankwas
prepared using the process described above, however, no extract sample was used, only water
and reagents. At the end, the absorbances were read in a spectrophotometer and the wavelength
used was 730 nm. The samples and their points on the curve were analyzed in triplicate and the

concentration of the Rhamnus sample purshiana was 0.1%.
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Table 1 shows the volumes weighed and used for the analysis of the total polyphenol

content.
Table 1 - Weighted volumes for the analysis of total polyphenols content
Pipe Rhamnus sample purshian H20 FOLIN Na2CO3
1 White 1000 pL 1ml 2ml
2 White 1000 pL 1ml 2ml
3 100 pl 900 uL 1ml 2ml
4 500 pL 500 uL 1ml 2ml
S) 1000 pL - 1mil 2ml

Methodology used to perform the determination of total polyphenols.

Gallic acid is used as a reference substance to make the calibration curve, according to
Chandra & De Mejia (2004), at concentrations of 15; 22.5; 27.5; 32.5; 37.5 and 45 pg / mL. In
this way, a calibration curve will be constructed, obtaining an equation of the straight line and
from this it was possible to calculate the content of total polyphenols present in the Rhamnus

purshiana.

2.2.2 Determination of Flavonoids

Discovered in 1930, flavonoids were isolated and today represent one of the most
diverse groups among those of plant origin found. It was believed that they were part of the
orange family and therefore would be classified as vitamins, however, after this misconception,
it was proved that their function is attributed to the antioxidant, allelopathic action, they provide
protection against ultraviolet rays and pathogenic microorganisms (MACHADO, NAGEM,
PETERS, FONSECA, OLIVEIRA, 2008).

The flavonoid content was determined by the method described by Rio (1996). A 5%
Aluminum Chloride (AICI3) solution was used and the reading was taken in a
spectrophotometer at 425 nm. Rhamnus extract powder was prepared purshiana at a
concentration of 0.4% in methanol.

0.1g of R. purshiana extract was weighed, transferred to a 25 mL volumetric flask and
solubilized in 70% methanol. An aliquot of 100 pL , 500 pL and 1000 pL was transferred from
the flask and the aforementioned methanol was added again. Next, 75 pL of AICI3 and 4 ml of
70% methanol were added. At the end, the aliquots were incubated for 10 minutes and the
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absorbance reading was performed. The assay and its points on the curve were analyzed in
triplicate and the calculation of the flavonoid content was carried out through a calibration
curve, that is, through the equation of the straight line, using quercetin as a standard at
concentrations of 10; 20; 30; 40; 50 and 60 pg / mL.

Table 2 shows the volumes weighed and used for the analysis of the total flavonoid

content.
Table 2 - Weighted volumes for the analysis of total flavonoid content
Pipe Rhamnus sample purshian 70% methanol ALCL35% 70% methanol
1 White 1000 pL 75 ul 4 ml
2 White 1000 pL 75 ul 4 ml
3 100 pl 900 uL 75 uL 4 ml
4 500 puL 500 puL 75 uL 4 ml
5 1000 pL - 75 uL 4ml

Methodology used to perform the determination of total flavonoids.

2.3 DETERMINATION OF Rhamnous ANTIOXIDANT POTENTIAL purshian

2.3.1 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical method

Our organism is a producer of oxygen and anion radicals, since these are important for
the physiological and biochemical reactions of our organism. It happens that, in excess, in
pathophysiological situations and without the use of antioxidants, which can prevent its
propagation, diseases and various damages can be initiated (DUARTE ALMEIDA, et al, 2005).
Antioxidants are characterized as substances that prevent or inhibit the oxidation of oxidizable
molecules, which can be enzymatic or non-enzymatic. Thus, its daily consumption, present in
phenolic compounds, foods and plants are able to act by delaying the oxidative stress caused
by free radicals (GALLEGO, 2017).

There are many techniques used to evaluate an antioxidant potential. Rhamnus extract
purshiana was analyzed using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical photo-
colorimetric method, with modifications (CHOI et al., 2002). This method is based on the
transfer of electrons by scavenging free radicals and takes ascorbic acid as a standard substance,
as it has proven antioxidant activity. The free electron in the DPPH molecule is represented by

the purple color with absorption in methanol or ethanol at 515-520 nm and when reduced in
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diphenyl - picryl -hydrazine, it turns into a yellow color. As a consequence, the reaction can be
controlled by decreasing the absorbance in a spectrophotometer.

For sample preparation, 15g of Rhamnus extract was weighed purshiana and diluted in
90 ml of H2O. Then, it was left to rest for 30 minutes. For the DPPH solution, it was necessary
to weigh 0.00400g of DPPH, homogenize it in methanol, then transfer it to a 100 ml volumetric
flask until complete. It was left to rest for 30 minutes.

Continuing, the control solution was made with 500 uL of methanol plus 2,500 uL of
DPPH. As for the samples, 6 tubes were used and 500 uL of the solution plus 500 uL of
methanol were added to prepare them. Then, 500 uL of the first tube was pipetted (transferred
to the second), 500 uL of DPPH was added and this step was repeated until the last tube. Then
2,500 DPPH was added to all of them, they were all homogenized, and for 30 minutes, in the
dark, the tubes were left to rest. The blank of the apparatus was methanol itself.

Afterwards, the reading was carried out in the spectrophotometer at 517nm. To
determine the potential to eliminate the DPPH radical (% antioxidant activity) the calculation

below was used:

Antioxidant Activity (%): (Ac-Aam /Ac) x 100

Where: Ac = absorbance of the DPPH solution without the sample and Aam = sample
absorbance with DPPH.

After reading, the DPPH standard curve was constructed by plotting the average value
of the absorbances obtained from the crude extract of Rhamnus purshiana versus the standard
concentration, enabling the analysis of the antioxidant capacity of the crude Cascara Sagrada
extract when the standard curve and the extract itself reach 50% of DPPH free radical
scavenging activity (1C50).

Table 3 demonstrates the procedure performed for the analysis of the antioxidant test.
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Table 3 — Procedure performed for the analysis of the antioxidant test

Sample Preparation

Rhamnus sample purshian H20
15¢ 90ml
DPPH Solution
DPPH sample Homogenization
0.00400g Methanol
Control Solution
Methanol DPPH
500uL 2,500 UL
White: Methanol
Procedure
8 tubes 500uL solution + 500uL of metanol

*|ast tube (pipette and discard)

2.4 DETERMINATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Rhamnous EXTRACT

purshian

2.4.1 Microorganisms and culture conditions

The Pseudomonas aeruginosa (PAOL), Escherichia coli (ATCC 25922), Serratia
marcences (Clinical isolate), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Enterococcus faecalis (ATCC 51299), Candida albicans (ATCC 14053 and
ATCC 24433) belonging to the bacterioteca of the Research Laboratory in Oral Microbiology
(LAPEMICRO). These microorganisms were maintained in a culture medium with glycerol and
frozen at -80 °C. It was then thawed and inoculated into Brain Heart Infunsion (BHI) brothand
incubated for 24 hours. Afterwards, they were seeded on Nutrient and Sabouraud agar (for

yeasts) and incubated again for 24 hours at 37 °C.

2.4.2 Diffusion disc
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The disk diffusion test proposed by Bauer et al. (1966) on Mueller Hinton agar was used
to perform the preliminary susceptibility assay. Inoculums (0.5 on the Mcfarland scale)
containing the different strains were seeded in petri dishes containing Mueller Hinton agar.
Afterwards, 10 ul of the solution containing the extract (at concentrations of 2, 5 and 10 mg/ml)
were added to the disks, which in turn were deposited on the plate. The plate was incubated for
24 hours at 37 °C in a bacteriological oven and after this period, the halos were measured (in

mm). The assay was performed in duplicate.

2.4.3 Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)

Minimal inhibitory concentration for Rhamnus extract purshiana against Serratia
strains marcences , Staphylococcus aureus , Streptococcus mutans , Enterococcus faecalis and
Candida albicans was performed by the microdilution method in a 96-well plate (CLSI, 2015)
with modifications. A serial dilution of Cascara Sagrada extract (5 - 0.039 mg/ml) was made in
Mueller Hinton broth and then 15 ul of the inoculum containing the microorganism was added
to the Elisa plate. The positive growth control was considered as a well with inoculum in broth
and the negative control as only broth without inoculum. The assay was performed in triplicate.
The plate was incubated for 24 hours at 37°C and after incubation, the assay was developed

with 2,3,5- triphenyltetrazolium chloride.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 DETERMINATION OF SECONDARY METABOLITES

The determination of secondary metabolites, total polyphenols and total flavonoids
quantified in the crude extract of Rhamnus purshiana were calculated from the calibration
curves of the standard substances for each metabolite. Figure 1 demonstrates the calibration

curve constructed with Gallic Acid and for Quercetin.

FIGURE 1 — Calibration curve constructed with gallic acid (a) used to quantify the content of total polyphenols

(A); and the one constructed to quantify flavonoids (B)
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From the calibration curves of the standards, the equations of the straight line obtained
for each tested compound were measured, according to Table 4.

Table 4 - Equation of the straight line and value of "r" for each secondary metabolite researched

Secondary metabolites Line Equation value of "'r" Pattern
Total Polyphenols y =0.0298x - 0.2981 R2=0.9966 Gallic Acid
flavonoids y =0.0149x - 0.0104 R2=0.9994 Quercetin

From these equations, the amount of each secondary metabolite present in the sample

can be calculated. Table 5 below demonstrates these results.

Table 5 - Contents of polyphenols and flavonoids in the crude extract of Rhamnus purshian

Total Polyphenols
Rhamnus extract purshian (mgl/g) Flavonoids (mg/g)
Crude bark extract 4.00 2.98

Gallic acid, a compound derived from hydroxybenzoic acids, and from the shikimic
acid pathway is defined as tannin, since it has three hydroxyl groups in its chemical structure.
Interposed by secondary metabolism and found in plants, it stands out thanks to its antioxidant
and antimelanogenic functionality, which is important for the skin. It also has anti-
inflammatory, antimutagenic and antitumor activity (LIMA, 2014).
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Thus, in order to evaluate the presence of total polyphenols in the extract of Rhamnus
purshiana, the Folin-Ciocalteu method was used and gallic acid was used as a standard
substance for this quantification. Thus, it is possible to observe a color that will change from
tungsten blue to a more transparent one, indicating that the greater this difference in color, the
greater the amount of polyphenols.

Still, the concentration of the sample needed to be within the threshold of the standard
curve, and it cannot be too concentrated, as it might not be possible to quantify it. As for the
Rhamnus sample results purshiana, they were 0.284, 0.286, 0.243 respectively, and the final
estimated value was 4.0 = 0.27 mg/g.

The result of the dosage of polyphenols obtained from the crude extract of Cascara
Sagrada of this study was compared with that of Nascimento and Kavamoto (2015), who found
the result of 9.179 mg/qg as the final value for the content of total polyphenols (value 2, 29 times
higher than that obtained in this study), using the same test, the Folin-Ciocalteu test. A new
study, this time with Scutia buxifolia, popularly known as coronilha, species belonging to the
Rhamnaceae family, same as Cascara Sagrada, with diuretic, hypotensive and cardiotonic
functions, evaluated the polyphenol content which resulted in 102.2 £ 0.71 mg/g (value 25.5
times higher than that obtained in this study) (BOLIGON et al, 2009).

Quercetin is a flavonoid that is present in the human diet, mainly in apples, onions and
broccoli. Antioxidant and present in foods in the glycosylated form, it has the ability to
influence its own absorption, being more effective in humans. Rutin aglucone has
pharmacological action with immunological, antiviral, anti-inflammatory and gastroprotective
properties (BEHLING et al, 2004). Thus, the evaluation of the total flavonoid content in the
Rhamnus extract purshiana , was performed using quercetin as a standard substance.

After quantification, the content of flavonoids found in the crude extract of Rhamnus
purshiana was 2.98 + 0.11 mg/g, not showing a satisfactory quantitative value when compared
with the analysis of the bark of Ziziphus joazeiro Mart., popularly known as joazeiro, which
expressed a value 5.34 times greater than that of Cascara Sagrada, that is, 15.94 + 0.47 mg/g.
With significant value is also that of Scutia boxwood which presented a value of 83.47 + 0.93
(SILVA, 2009).

There are many factors that can affect the concentration of these secondary metabolites
and this may explain the difference in these comparisons of results mentioned above, since the
preparation of the plant extract, the time when the compound in question was harvested, the
location of this collection and the method used for the analysis of total polyphenols can
intervene in the quantification of the metabolite of Rhamnus purshian _ However, despite all
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these interferences being an important bias and that may be associated with the extract under
analysis, the results obtained were considered low and not very significant, although with little

potential.

3.2 DETERMINATION OF Rhamnous' ANTIOXIDANT POTENTIAL purshian

3.2.1 Determination of antioxidant capacity by the 1,1-diphenyl, 2-picrylhydrazyl (DPPH)
method

The analysis of the antioxidant potential was performed by the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging method. This technique makes it possible to
verify the antioxidant capacity of different compounds and is based on the reduction or
neutralization of the radical. From the value of the absorbances obtained and the concentration
of the solution (Table 6) a calibration curve for the DPPH was plotted and the 1C50 (inhibitory
concentration capable of scavenging 50% of the DPPH radical) of the crude extract of Rhamnus

was calculated. purshiana as shown in Figure 2.

Table 6 - Result of the absorbance value obtained versus solution concentration

mg/ml concentration | Absorbance | % Inhibition
220 0.459 53.2229376

110 0.435 55.6374245

55 0.65 34.0076459

27.5 0.692 29.7822938

13.75 0.833 15.5971831

6,875 0.508 39.3264957

Control 0.936

Data were treated by Simple Linear Regression, through the graph, as shown in figure

FIGURE 2 - Calibration curve that relates the percentage of inhibition of the DPPH radical with the concentration

of Rhamnus extract purshiana responsible for this inhibition
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The results presented for the Rhamnus extract purshiana an 1C50 at 1.78 mg/ml. Thus,
it is clear that, since the percentage of antioxidant activity is equivalent to the amount of DPPH
consumed, the greater the consumption of DPPH by the sample, the greater the expected
antioxidant capacity. Thus, it is concluded that the higher the concentration of the sample and
the lower the absorbance, the greater the consumption of DPPH, which makes the Rhamnus
extract purshiana a good antioxidant.

Study with the species Ziziphus guaranitic, also from the family Rhmnaceae, the same
as Céascara Sagrada, detailed that the 1C50 value for the analysis performed with its stem bark
was 64 mg/ml, the lowest of the concentrations tested and with a 50% reduction in free radicals.
(SOUSA, 2016). scutia buxifolia also showed positive results for antioxidant activity, with an
IC50 of 34.57 mg/ml. Authors claim that there is a link between phenolic compounds and
antioxidant activity, when using Folin-Ciocalteau and DPPH for tests (Bolignon, et al. 2009).

Even at low concentrations, both markers are found in Cascara Sagrada.

3.3 DETERMINATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Rhamnous EXTRACT

purshian

In the practice of clinical microbiology, testing antimicrobial susceptibility is one of
the essential methods for differentiating disease-causing agents and enabling health
professionals to correctly direct the appropriate treatment for the purpose of therapeutic
efficacy. Even so, bacterial resistance is recurrent, causing the large pharmaceutical companies
to launch more drug options every day to try to contain this public health problem. We know
that this tactic is also mercantilist, since antimicrobials performed their pharmacological
potential if they were specific and adequate (TURNIDGE, JD; JORGENSEN, JH, 1999).
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Bauer et al (1966) developed the disc diffusion method, which is characterized by the
technique of impregnating an antimicrobial agent on a filter paper disc, by diffusion in agar.
This diffusion will then form a halo of inhibition of bacterial growth, and the diameter of this
halo will be proportional to the minimum inhibitory concentration (MIC). The result of this
method allows classifying the sample as susceptible, intermediate, resistant or antimicrobial.

Regarding the MIC, also called dilution in tubes, the method is based on evaluating
the activity of an antimicrobial agent in its minimum growth inhibitory concentration and is
performed through culture tubes where different concentrations of the test microorganism will
be inoculated in each tube for further visual analysis of probable growth or not, through the
presence of turbidity and thus, the one with the lowest concentration of the agent capable of
inhibiting the growth of the test microorganism determines the MIC (OLIVEIRA, 2009).

Thus, after the incubation period, by the disk diffusion test, there was no formation of
zones of inhibition. The extract was not able to inhibit the growth of the microorganisms tested
at concentrations of 2, 5 and 10 mg/ml by the disk diffusion technique. As for the determination
of the minimum inhibitory concentration, the method revealed that the extract did not inhibit
visible microbial growth at the concentrations tested (5 — 0.039 mg/ml).

Sousa (2016) also evaluated the antibacterial activity of the stem barks of the species
Ziziphus guaranitica Malme by the MIC method for Enterococcus strains. faecalis, and
Staphylococcus aureus and Escherichia coli and the result proved to be similar to that of
Rhamnus purshiana, since it did not inhibit the growth of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli strains tested. The analysis was also performed with the extract of joazeiro
bark, however, there was no growth inhibition of the test microorganism.

The antimicrobial activity was also evaluated for the species Rhamnus sphaerosperm
var pubescens, popularly known as Cangica and Fruto-de-pombo. Through the microdilution
method , Staphylococcus aureus ATCC® 25293™, Staphylococcus epidermidis ATCC®
12228™_ Salmonella thyphimurium ATCC® 14028™, Pseudomonas aeruginosa ATCC®
9027™, Escherichia coli ATCC® 25922™ and Candida albicans SC5314 were subcultured in
BHI broth and incubated for 24 hours at 37°C. The turbidity analysis indicated that there was
no growth inhibition of the tested strains, only the highest concentration analyzed, which was
400 pg / mL for the Canjica stem, resulted in growth inhibition of Salmonella thyphimurium
and Escherichia coli (MOREIRA, 2012) .
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4 CONCLUSION

Considering the increase in consumption by the global population of medicinal and
herbal plants, with the therapeutic objective of relieving symptoms, treating diseases and
palliative care, it is necessary to constantly update scientific studies related to the
pharmacological and toxicological activities of these natural compounds to ensure safety
professionals when indicating or prescribing these drugs.

The present work aimed to determine the secondary metabolites of Rhamnus
purshiana, also popularly known as Cascara Sagrada, in addition to quantifying the
phytochemical panel, analyzing the antioxidant activity and the microbiological panel. Relevant
results were obtained that certify the safety and efficacy of this extract.

The extract presented in its composition total phenols (4.00 + 0.27 mg/g) and flavonoids
(2.98 + 0.11 mg/g). It has antioxidant action (IC50=1.78 mg/g) with the ability to capture
reactive oxygen and nitrogen species. No proven antimicrobial activity against Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Serratia Resumen marcences Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Candida albicans.

Thus, based on the results presented and referenced in this dissertation, it is concluded
that the species Rhamnus purshiana is a good herbal medicine and has therapeutic activity.
Thus, it is important that studies about it are periodically updated to continue to provide safety
and efficacy to individuals who need it for the treatment of their ailments.
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