Revista de Ciéncias

Farmacéuticas
Basica e Aplicada
Journal of Basic and Applied Pharmaceutical Sciences

| e

Rev. Ciénc. Farm. Basica Apl., v. 29, n.2, p. 145-150, 2008
ISSN 1808-4532

Estudo fitoquimico e bioensaio toxicoldgico frente
a larvas de Artemia salina Leach. de trés espécies
medicinais do género Phyllanthus (Phyllanthaceae)

Nascimento, J.E.'; Melo, A.F.M.!; Lima e Silva, T.C.!; Veras Filho, J.';
Santos, E.M.!; Albuquerque, U.P.2; Amorim, E.L.C.'*

"Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, PE, Brasil.
2Departamento de Biologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

Recebido 07/07/2008 - Aceito 01/10/2008

RESUMO

Avaliou-se o perfil fitoquimico e a toxicidade de trés
espécies do género Phyllanthus (P. niruri, P. amarus e
P. tenellus), coletadas em diferentes localidades do
estado de Pernambuco, nordeste do Brasil. Os extratos
brutos das trés espécies foram submetidos a testes
convencionais por cromatografia em camada delgada
analitica para verificacdo das classes de metabdlitos
presentes, e testados frente a larvas de Artemia salina
para obten¢iio das concentragdes letais médias (CL).
Os testes fitoquimicos demonstraram a presenca
de flavonéides, saponinas, terpenos, naftoquinonas,
alcaloides, antraquinonas, lignanas e taninos. As trés
espécies de Phyllanthus apresentaram variacdes na
composicdo fitoquimica e na toxicidade frente a A.
salina. Dependendo do local de coleta, os valores de
CL,, variaram de 404,43 + 49,64 pg/mL a 770,84 + 51,78
pg/mL para P. niruri, 837,65 £+ 61,45 pg/mL a 1075,89 +
70,72 pg/mL para P. amarus e 534,60 + 46,83 pg/mL a
1003,62 + 65,15 pg/mL para P. tenellus.

Palavras-chave: Phyllanthus niruri; Phyllanthus amarus,
Phyllanthus tenellus; andlise fitoquimica preliminar;
bioensaio toxicologico; CL;

INTRODUCAO

Plantas do género Phyllanthus (Phyllanthaceae)
encontram-se largamente distribuidas em regides tropicais
e subtropicais do globo e, segundo Calixto et al. (1998),
sd0 muito utilizadas na medicina popular para tratar os
rins ¢ disturbios urinarios, infecgdes intestinais, diabetes
e hepatite B. Algumas espécies, conhecidas como quebra-
pedra, arrebenta-pedra ou erva-pombinha sdo utilizadas,
em geral, no tratamento de patologias associadas ao sistema
urinario, entre estas P, niruri L., P amarus Schum. & Thom.
e P, tenellus Roxb. (Silva & Sales, 2004).

Além do potencial farmacolégico dessas espécies
destaca-se a baixa toxicidade em ratos. O extrato de P,
niruri, por exemplo, apresenta baixa toxicidade aguda
(Venkateswaran et al., 1987; Tona et al., 2001) e protegao
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da hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono
(Harish & Shivanandappa, 2006). Foi observada, também,
quimioprotecdo daagdo toxicaprovocadaporciclofosfamida
com a utiliza¢do de P. amarus (Kumar & Kuttan, 2005) e
baixa toxicidade de P. tenellus sobre os macrofagos com a
ativagdo da atividade fagocitaria (Ignacio et al., 2001).

Uma forma de complementar os estudos fitoquimicos
¢ associa-los a bioensaios, por esta razdo muitos laboratorios
de Produtos Naturais tém inserido dentro de suas rotinas
ensaios biologicos simples, no intuito de selecionar e
monitorar a pesquisa de extratos de plantas na procura de
substincias bioativas. Dentre esses bioensaios, encontra-
se a toxicidade sobre Artemia salina Leach, que ¢ um
microcrustaceo de agua salgada comumente usada como
alimento para peixes. A simplicidade com que pode ser
manuseado, a rapidez dos ensaios e o baixo custo favorece
a sua utilizagdo rotineira em diversos estudos, além do que,
tais ensaios de letalidade sdo muito utilizados em analises
preliminares de toxicidade geral (Luna et al., 2005).

A constitui¢do quimica de espécies vegetais pode
ser influenciada qualitativamente e quantitativamente
por variagdes climaticas, com repercussdo direta sobre a
atividade bioldgica. Neste estudo, buscou-se avaliar tais
influéncias, sobre as trés espécies de Phyllanthus (P. niruri,
P. amarus ¢ P. tenellus) a partir de dois ensaios praticos e
reprodutiveis: a toxicidade aguda sobre A. salina e o perfil
fitoquimico.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacdo do material vegetal

As trés espécies selecionadas para este estudo foram
coletadas entre os meses de junho e novembro de 2004,
em diferentes localidades do estado de Pernambuco,
nordeste do Brasil (Tabela 1). A identificacdo do material
foi confirmada pelo pesquisador Marcos José da Silva, do
Laboratorio de Taxonomia Vegetal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco. O material testemunho foi depositado
no Herbario Prof. Geraldo Mariz da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE).
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Tabela 1 - Locais de coleta de trés espécies do género Phyllanthus conhecidas popularmente como

quebra-pedra no estado de Pernambuco.

. Coordenadas Espécie Registro no
Regiao geograficas Local de coleta coletada Herbario
Lat.: -07°44' 52"
Litoral Long.: -34° 49' 32" Ttamaraca P. amarus 45.197
Alt: 0
Lat.. -08°00' 08"
Long.: -35° 01' 06" Aldeia P niruri 45.199
Zona de Floresta Al 58 metros
Atlantica Lat.. -08°01'18"
Long.: -34° 58' 52" Sao Lourengo da Mata P, niruri 46.198
Alt: 55 metros
P. amarus 46.224
o nar < Cidade Universitaria (CDU)
Lat: -08°03'14 P tenellus 46.194
Zona Antropizada  Long.: -34° 52' 52"
Alt.: 4 metros Dois Irmaos P. amarus 46.196
Torre P tenellus 46.195
Regio Lat. -07°56' 27"
Metrogolitana Long.: -34° 52' 23" Paulista P amarus 45.197
P Alt: 13 metros
Lat.: -08°53'25" P tenellus 45200
Agreste Long.: -36° 29' 34" Garanhuns
Alt.: 842 metros P, niruri 45.198

Obtencio dos extratos

Aspartesaéreas das plantas foramsecas a temperatura
ambiente e trituradas em processador industrial (Bermar
BM30 TB 2L). Em seguida, foram submetidas & maceracao
com etanol 96°GL na proporg¢do de duas partes de solvente
por parte de planta seca e pulverizada. A cada periodo de
sete dias o material foi filtrado e submetido a nova extracéo
até esgotamento. Os filtrados foram concentrados em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida, acondicionados
em frasco ambar e armazenados em dessecador.

Estudo fitoquimico

Foi realizada a analise fitoquimica dos extratos
através de cromatografia em camada delgada (CCD),
seguindo as metodologias descritas por Markhan (1982),
Harbone (1984) e Wagner & Bladt (1996) com a utilizagdo
de padroes e reveladores especificos para alcaloides,
saponinas, flavondides, taninos, fendis, quinonas,
terpendides, antocianinas e cumarinas.

Preparacio das amostras e ensaio toxicoldgico

O bioensaio com A. salina foi baseado na técnica
descrita por Meyer et al. (1982). Foram utilizados 10 mg do
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extrato bruto de todas as amostras, nos quais foram adicionados
100 uL de Cremophor® e 1 mL de Tween 80 a 5% para ajudar a
solubilizagdo dos mesmos. As solugdes foram homogeneizadas
e o volume completado para 5 mL com 4gua salinizada filtrada
(4gua do mar e agua destilada 1:1) a pH = 8,0. Destas solugdes
foram retiradas aliquotas de 2500, 1875, 1250, 625,250 e 125 uLL
que foram transferidas para outros baldes de 5 mL e os volumes
completados com 0 mesmo solvente, obtendo-se concentracdes
de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 pg/mL para cada extrato.

Os ovos de 4. salina (20 mg) foram incubados sob
iluminacao artificial por 48 horas para que houvesse a eclosao
das larvas (metanauplios), e estas, separadas em sete grupos com
10 a 13 individuos cada. O primeiro grupo recebeu a solugdo
controle (solvente e tensoativos) € os seis seguintes receberam as
solucdes dos extratos em diferentes concentragdes. As amostras
foram submetidas a iluminagao artificial durante 24 horas, ap6s
este periodo foram contabilizadas as larvas vivas e mortas. O
experimento foi realizado em triplicata para cada extrato.

Analise estatistica

Para obtengdo dos valores de CL, foi utilizada a analise
PROBIT, através do software STATPLUS® 2005, com 95%
de confianga. Para comparacio dos valores de CL,; entre as
espécies, nos diferentes locais de coleta, foi utilizado o intervalo
de confianga obtido pela analise PROBIT.
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RESULTADOS
Analise fitoquimica

Os testes demonstraram a presenga de
antraquinonas, flavondides, taninos e terpendides, e a
auséncia de antocianinas e cumarinas nas trés espécies
estudadas, independente do local de coleta. Foram
detectados alcaldides em todos os extratos de P. amarus e
P tenellus, enquanto que P. niruri foi a Unica espécie que
ndo apresentou este metabolito e onde foram reveladas
antraquinonas glicosidicas. Ficaram evidentes as duas
classes de taninos, hidrolisaveis, nas amostras estudadas de
P, niruri, e condensados, nas amostras de P, tenellus ¢ P.
amarus. Saponinas foram reveladas em todos os extratos
de P. amarus, variando nas outras espécies. Também
ocorreu variagdo na composicdo quimica em relagdo a
presenca de naftoquinonas. Todas as amostras de P. niruri
apresentam esta classe de metabolito, bem como as de P,
amarus coletadas em Dois Irméos e em Itamaraca, e as de
P tenellus oriundas da Cidade Universitaria e de Paulista
(Tabela 2).

Analise toxicologica

Todos os extratos testados de P. amarus mostraram
baixa toxicidade (Figura la e Tabela 2) com valores de CL,,
acima de 837,65 + 61,45 pg/mL, com exce¢dao da amostra
coletada em Itamaracd que apresentou CL,, de 1075,89
+ 70,72 pg/mL, sendo considerada atdxica. Verificou-se,
com 95% de confianga, que ndo ha diferenca significativa

entre os valores de CL,, das amostras coletadas na Cidade
Universitaria, Dois Irméos e no Bairro da Torre.

Todas as amostras de P niruri apresentaram
diferencas significativas nos valores de CL,,, na faixa de
95% de confianga, constatando-se que sofreram influéncia
do local de coleta (Figura 1b e Tabela 2).

P tenellus apresentou a maior variagdo entre os
valores de CL,, (Figura lc e Tabela 2). Esta espécie se
mostrou atoxica para um local de coleta (Garanhuns), com
valor de CL, da ordem de 1003,62 £ 65,15 pg/mL e toxica
para os demais locais (CL,, de 534,60 + 46,83 pg/mL e
CL,, de 642,91 + 39,02 pg/mL).

DISCUSSAO

Analise fitoquimica

As trés espécies estudadas apresentaram perfis
semelhantes para algumas classes de metabolitos,
independente do local de coleta, tanto pela presenga,
caso das antraquinonas, flavonoides, taninos e todos os
terpendides, quanto pela auséncia de alguns grupos, caso
das antocianinas e cumarinas (Tabela 2).

A resposta negativa para alcaldides nos extratos
de P niruri foi um resultado inesperado, uma vez que
diversos trabalhos citam a sua presen¢a (Mulchandani &
Hassarajani, 1984; Joshi et al., 1986; Petchnaree et al.,
1986; Hassarajani & Mulchandani, 1990). Entretanto,
Cimanga et al. (2004) verificaram variagdes qualitativas
e, principalmente, quantitativas desta classe em P. niruri,
as quais foram atribuidas a influéncia das condigdes de

Tabela 2 - Classes de metabolitos presentes em espécies de Phyllanthus coletadas em diferentes localidades do estado de
Pernambuco e os respectivos valores de CL50 encontrados para os extratos brutos com 95% confianca.

P. amarus Schum. & Thom.

P, niruri Linn, P, tenellus Roxb.

. Sao
Grupo Quimico Itamaraca CDU DONIS Torre Aldeia Lourengo  Garanhuns CDU Paulista ~ Garanhuns
Irméos
da Mata
Alcaldides + + + + - - + + +
Antocianinas - - - - - - - - -
Au?raquinouas 4 i 4 i + 4 ¥ n +
agliconas
Aptragu}nonas R R _ _ + + - - -
glicosidicas
Cumarinas _ _ _ _ - - - - -
Flavondides + + + + + + + + +
Mono, sesqui e + + + + + + + + +
diterpenos
Triterpenos + + + + + + + + +
Naftoquinonas + - + - + + + + _
Saponinas + + + + + - + + -
Taninos + + + + + + + + +
CLs (pg/mL) 1075.,89 849,10 860,67 837,65 570,16 770,84 404,43 642,91 534,60 1003,62
(N=18) L7072 @&7339) @*6307) (:6145) *59.42) (£5L78)  (x49,74) (£39,02) (£46,83) (65,15)

(+) Presenga (-) Auséncia
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Phyilanthus amarus Schum & Thom.
60.01

45.0

30.04

Taxa de mortalidade (%)

15.0 -8~ Itamaraca
-=- Torre
-+ Cidade Universitaria

-6~ Dois Irmaos

0.0 T T T T 1
0.0 250.0 500.0 750.0 1000.0 1250.0

Dose {ug/mL}

Phyllanthus niruri Linn.
100.04

80.0-

60.04

40.0

Taxa de mortalidade (%)

20.04 - Aldeia
- Garanhuns

= Penedo

u T T 1
500.0 750.0 1000.0 1250.0
Dose (ug/mL)

T
0.0 250.0

Phyllanthus tenellus Roxb.
100.04

80.0

60.0

40.0

Taxa de mortalidade (%)

20.04 - Cidade Universitaria

-= Garanhuns

=+ Paulista
0.0 T T T T 1
0.0 250.0 500.0 750.0 1000.0 1250.0
Dose {(pg/mL}

Figura 1. Taxas de mortalidade de Artemia salina Lea-
ch. em fung@o da dose dos extratos das trés espécies de
Phyllanthus nos diferentes locais de coleta. a) P. amarus
Schum. & Thom, b) P. niruri Linn. e ¢) P. tenellus Roxb.

crescimento vegetal. A sazonalidade, ritmo circadiano,
desenvolvimento vegetal, temperatura, disponibilidade
hidrica, incidéncia de radiacdo ultravioleta, disponibilidade
de nutrientes, altitude e indice de polui¢ado sdo apontados por
Gobbo-Neto & Lopes (2007) como fatores que influenciam
na producdo dos metabdlitos secundarios das plantas.

Nos estudos encontrados sobre as trés espécies, tanto
os fitoquimicos como os que se referem a toxicidade, ndo
foram consideradas as diferencas geograficas dos locais de
coleta, mesmo sendo esse um género amplamente distribuido
no globo, ficando demonstrado que a constituicdo quimica
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dessas espécies vegetais pode ser diferente, dependendo do
ambiente.

Ja a constatacdo de antraquinonas glicosidicas
corrobora com o trabalho de Mellinger et al. (2005), no
qual, foi citada a existéncia de grupos polissacaridicos em
P. niruri, ¢ ndo hd mencdo de polissacarideos nas outras
espécies.

A presenga de taninos esta de acordo com os dados
da literatura consultada que cita a presenca desta classe de
metabolito (Foo 1993; 1995; Huang et al., 1998; Subeki et
al., 2005) e de outras classes de compostos fenolicos em P,
niruri (Ishimaru et al., 1992) e P. tenellus (Santiago et al.,
2000).

Analise toxicolégica

Meyer et al. (1982) estabeleceram uma relagdo entre
o grau de toxicidade e a dose letal média, CL_, apresentada
por extratos de plantas sobre larvas de 4. salina, desde entdo,
considera-se que quando sdo verificados valores acima 1000
pg/mL, estes, sdo considerados atoxicos. Sendo assim,
P. amarus coletado em Itamaraca pode ser considerado
atoxico e os demais extratos testados da mesma espécie
apresentaram baixa toxicidade. Além desta constatacdo,
uma larga faixa nos valores de CL, sdo encontrados na
literatura, ratificando as variagdes no nivel toxico dessa
espécie, Krishnarajua et al. (2005) descrevem a toxicidade
de P amarus coletada no Sudoeste da ndia sobre 4. salina,
relatando CL,; da ordem de 2900 pg/mL e Macrae et al.
(1988) encontraram CL, acima de 1000 pg/mL para a
mesma espécie coletada na Amazonia Colombiana.

Todos os extratos analisados de P. niruri mostraram
duas caracteristicas: a primeira ¢ que nenhum pode ser
considerado atoxico; ¢ a segunda, ¢ que as concentragdes
letais sofreram influéncia do local de coleta. Nao foram
verificados na literatura, dados que relatem a CL,; sobre 4.
salina que possam servir como pardmetro de comparagao,
no entanto, nossos resultados apresentam outro ponto
discrepante com relagdo aos trabalhos consultados, onde
alguns estudos reportam baixa toxicidade do extrato de P
niruri em ratos (Venkateswaran et al., 1987; Tona et al.,
2001; Harish & Shivanandappa, 2006).

P tenellus também sofreu influéncia do local de
coleta em todas as amostras analisadas, com 95% de
confianga. Na literatura consultada, foi constatada baixa
toxicidade desta espécie em ratos (Ignacio et al., 2001),
porém, ndo foram encontrados outros estudos que tenham
verificado sua toxicidade sobre A. salina.

Por se tratar de espécies pertencentes ao mesmo
género, embora algumas semelhancas com relagdo ao
perfil fitoquimico fossem esperadas, no presente trabalho
estudou-se as diferengas, ocasionadas pelo ambiente em que
cada espécie foi coletada. Conclui-se que houve variacdo
na composi¢do quimica intraespécie, especificamente nos
grupos de saponinas e naftoquinonas.

Verificamos que as variagdes quimicas qualitativas
ndo tiveram relagdo com os valores de CL,, e com o
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nivel de toxicidade, sendo estas respostas atribuidas a
possiveis diferengas quantitativas ou pela presenca de
outras substancias que ndo foram avaliadas, uma vez que,
espécies com valores de CL,; estatisticamente diferentes,
foram qualitativamente semelhantes.

Ha relatos sobre a toxicidade sobre 4. salina apenas
para P. amarus (Macrae et al., 1988; Krishnarajua et al.,
2005); no presente estudo, obteve-se 0os mesmos resultados
e as amostras foram consideradas atoxicas, ja as analises
feitas em P, niruri € P, tenellus, mostraram haver toxicidade,
embora a literatura (Venkateswaran et al., 1987; Ignacio
et al., 2001; Tona et al., 2001; Harish & Shivanandappa,
2006) aponte essas duas espécies como tendo baixo nivel
toxico. Apenas uma amostra de P. niruri apresentou baixa
toxicidade ¢ uma de P. temellus pode ser considerada
atoxica. Os resultados observados mostraram claramente
que para esses casos existe a necessidade de se avaliar as
caracteristicas geograficas e as condi¢des climaticas do
seu habitat, pois em fun¢@o do local de coleta a atividade
bioldgica pode ser diferente.

ABSTRACT

Phytochemical screening and toxicological bioassay
with brine shrimp larvae (Artemia salina Leach) of’
three medicinal species of the genus Phyllanthus
(Phyllanthaceae)

Phytochemical screening and toxicological bioassay
were carried out on extracts from three herbaceous
species of Phyllanthus (P. niruri, P. amarus and P.
tenellus), collected from different places in Pernambuco
state in the Northeast of Brazil. The extracts were tested
by conventional thin layer chromatography (TLC) tests
to check the chemical groups present and the lethal
concentrations (LC,) in Artemia salina shrimps were
determined. The phytochemical tests demonstrated
the presence of flavonoids, saponins, terpenes,
naphtoquinones, alkaloids, anthraquinones, lignans and
tannins and the absence of coumarins and anthocyanins.
The species showed variations in chemical composition
and toxicity to Artemia salina. In plants from different
places, the LC_, varied from 404.43 + 49.64 pg/mL to
770.84 + 51.78 pg/mL for P. niruri, 837.65 £+ 61.45 pg/
mL to 1075.89 + 70.72 pg/mL for P. amarus and 534.60 +
46.83 png/mL to 1003.62 + 65.15 pg/mL for P. tenellus.
Keywords: Phyllanthus  niruri; Phyllanthus amarus,
Phyllanthus tenellus; phytochemical screening;
toxicological bioassay; LC_
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