UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Estudo in vitro da acdo de metabdlitos
secundarios do extrato aguoso de Phyllanthus

niruri L. e de seus produtos de degradacao

ANA CAROLINA CONCEICAO MONTEIRO DE CASTRO

ORIENTADOR: PROF. DR. ANDRE GONZAGA DOS SANTOS

Araraquara- SP
2018



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Programa de Pos-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas

Estudo in vitro da acdo de metabdlitos
secundarios do extrato aquoso de Phyllanthus

niruri L. e de seus produtos de degradacao

Ana Carolina Conceicao Monteiro de Castro

Tese apresentada ao Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Area de Pesquisa e Desenvolvimento de
Farmacos e Medicamentos, para
obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncias

Farmacéuticas

Orientador: Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos

ARARAQUARA - SP
2018



C355e

Castro, Ana Carolina Conceigao Monteiro de.

Estudo in vitro da acdo de metabdlitos secundarios do extrato
aquoso de Phyllanthus niruri L. e de seus produtos de degradacgédo /
Ana Carolina Conceicdao Monteiro de Castro. - Araraquara: [S.n.],
2018.

103 f. :il.

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual Paulista. “Julio de
Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de
Pés Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Area de Pesquisa e
Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos.

Orientador: André Gonzaga dos Santos.
1. Phyllanthus niruri. 2. Anti-urolitiase. 3. Oxalato de calcio. 4.

Padronizagdo quimica. 5. Taninos hidrolisaveis. 6. Flavonoides. I. Santos,
André Gonzaga dos, orient. II. Titulo.

Diretoria do Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagé&o - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

UNESP - Campus de Araraquara

CAPES: 33004030078P6
Esta ficha ndo pode ser modificada



DEDICATORIA

A Deus pela minha vida, por todo caminho percorrido que sem Ele nada disso serin

possivel. Por me dar sabedoria, we dar forea as vezes oue pensel e desistir.

Ao meu marido pelo companhelrismo, apolo, amizade, anor e paciéncia para que eu

pudesse desenvolver o trabalho. Meuw mator Lncentivador.

Ao meu filho Eduaroo pelo amor incondiclonal e paciéneila com a mamde. € a wminha

filha Luisa que estd a caminho. Vocés stio minha tnspiragbo.
ADS meus pats por todos ensinamentos, pelo amor e generosidade que nunca
faltaram. Agradeco especialmente por tooa doaglio, entrega, e disponibilidade em vir

me ajudar todas as vezes que precisel para conclusio desse trabalho.

Ao meu brwfio e minha familia que sempre torceram e oraram por mim.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos por todos ensinamentos,
apoio, atencdo, interesse pelo trabalho desenvolvido, por trabalhar junto para
que mais uma etapa fosse concluida. Obrigada pela amizade em todos esses anos.
Ao Prof. Dr. Iguatemy Lourenco Brunetti por permitir que eu desenvolvesse o
trabalho no Laboratério de Bioquimica. Agradeco pelos ensinamentos, pela
confianca a mim investida.

Ao Prof. Dr. Mércio Barros pela sua atengdo e disposicao em ajudar. Pelas
contribuicdes essenciais para esse trabalho.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
bolsa de estudos concedida.

Ao Grupo Centroflora, pela doagdo da Phyllanthus niruri L., objeto do meu
estudo.

Ao Dr. Guilherme Julido Zocolo e Dr. Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro da
Embrapa pelas analises realizadas.

Aos professores da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas: Profa. Dra. Amanda
Martins Baviera, Profa. Dra. Marcia Aparecida Silva Graminha, Profa. Dra.
Hérida Regina Nunes Salgado, Profa. Dra. Rosemeire Pietro, Profa. Dra.
Rosangela Gongalves Peccinini, Prof. Dr. Luis Vitor Silva do Sacramento, Prof.
Dr. Jean Leandro dos Santos, por permitirem a utilizagdo de seus laboratérios,
cederem materiais, equipamentos ou ensinamentos que colaboraram para que

este trabalho fosse desenvolvido.



Ao Professor Dr. Cleverton Roberto de Andrade pelo auxilio esclarecedor.

Ao Professor Dr. Alberto J. Cavalheiro pelo auxilio e pelas sugestdes pertinentes
ao trabalho.

Aos Professores Dr. Danilo Luiz Flumignan e Dr. Aristeu Gomes Tininis do
Instituto Federal de Sao Paulo localizado na cidade de Matao por permitir a
utilizacdo de seu laboratério para a realizacao das anélises em HPLC-DAD.

Aos funciondrios da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas: Maria Angelica Lima
Barretto, Caio H. Perego, Mateus Scontri, Tirene Pavanelli, Maria de Fatima
Rodrigues, Vinicius Paschoalino Silvas, Rodrigo Sorrechia por estarem sempre
prontos a ajudar.

A todos os amigos do Laboratorio de Farmacognosia: Isabela J. Moro, Fernando
B. Oda, Flavio A. Carvalho, Celia M. C. Martin, Juhan A. S. Pereira, por toda a
amizade e ensinamento no desenvolvimento do trabalho.

Em especial a aluna de Pés-doutorado Dra. Renata Pires de Assis por todo
ensinamento, ajuda, dedicacdo. Obrigada pela paciéncia e amizade!

A todos os amigos que conheci na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.

Ao Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Estadual “Jalio de Mesquita Filho” - UNESP.

A toda minha familia, amigos do Corpo de Cristo, que sempre oraram, me
ajudaram de alguma maneira e torceram por mim nesta etapa.

Obrigada a todos!



EPIGRAFE

“Existem apenas duas maneiras de viver sua vida.
uma € como se nada fosse um milagre, a outra
€ como se tudo fosse um milagre,”

— ALBERT EINSTEIN



RESUMO

Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae) € uma espécie vegetal conhecida
popularmente no Brasil como quebra-pedra. Muito importante na flora brasileira
por ser considerada uma planta medicinal relevante no tratamento de doencas
renais e hepéticas. Ensaios farmacolégicos in vitro, em animais e clinicos
demonstraram a acdo do seu extrato aquoso na prevencao da formacdo de
calculos renais de oxalato de calcio. Apesar desta acao estar bem documentada
na literatura e da quimica de metabolismo secundario da espécie ser bastante
conhecida, até o momento néo foi possivel concluir quais substancias presentes
no extrato aquoso de partes aéreas sao responsaveis por tal efeito. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi identificar as substéncias quimicas presentes no
extrato aquoso de partes aéreas de P. niruri com acéo na formacédo de cristais
de oxalato de calcio, a fim de determinar os marcadores quimicos para a droga
vegetal, extrato aquoso e fitoterapico a base da espécie. O extrato aquoso foi
produzido a partir de 282,21 g da droga vegetal e o rendimento da extracéo foi
de 15,8% (m/m). Foi realizada uma extracdo em fase sélida (EFS) com o extrato
aquoso de partes aéreas de P. niruri, resultando em 14 frac6es, concentradas
em taninos e flavonoides. Através das analises por UPLC-QToF-MS/MS e UPLC-
PDA foram identificadas 18 substéncias no extrato de partes aéreas de P. niruri
sendo 4 com o uso de padrdes (acido galico, corilagina, acido elagico e
quercetina-o-ramnosideo) e 14 tentativamente com base nos espectros de
massas e UV. O extrato aquoso de P. niruri sofreu degradacéo em fluido gastrico
simulado (FGS), conforme demonstrado pelas anéalises por HPLC-PDA, e UPLC-
QToF-MS/MS. Os resultados da acado sobre a cristalizacdo de oxalato de calcio
mostram que as fracbes F4, F5, F8, F9, F10, F11 e F12 se destacaram em
relacdo as outras fraces testadas, com diferenca significativa no que se refere
ao numero de cristais e a area média deles. Esses resultados combinados com
os resultados obtidos por HPLC-UV apontam para os flavonoides como umas
das classes de metabdlitos secundarios responsaveis por essa acao sobre a
cristalizacdo de oxalato de calcio.

Palavras-chave: Phyllanthus niruri, anti-urolitiase, oxalato de calcio,
padronizacdo quimica, taninos hidrolisaveis, flavonoides.



ABSTRACT

Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae) is a plant species popularly known in Brazil
as a stone breaker. Very important in the Brazilian flora because it is considered
a medicinal plant relevant in the treatment of renal and hepatic diseases. In vitro,
in animal and clinical pharmacological studies have demonstrated the action of
its aqueous extract in preventing the formation of renal calcium oxalate stones.
Although this action is well documented in the literature and the secondary
metabolism chemistry of the species is well known, to date it has not been
possible to conclude which substances present in the aqueous extract of aerial
parts are responsible for such an effect. Therefore, the objective of this work was
to identify the chemical substances present in the aqueous extract of aerial parts
of P. niruri with action in the formation of calcium oxalate crystals, in order to
determine the chemical markers for the vegetal drug, aqueous extract and
phytotherapic basis of the species. The aqueous extract was produced from
282.21 g of the plant drug and extraction yield was 15.8% (m/m) taking into
account the loss by desiccation of the extract (10.8% m/m). A solid phase
extraction (EFS) was performed with the aqueous extract of aerial parts of P.
niruri, resulting in 14 fractions, concentrated in tannins and flavonoids. InUPLC-
QToF-MS / MS and UPLC-PDA analyzes, 18 substances were identified in the
extract of aerial parts of P. niruri, 4 with the use of standards (gallic acid,
corilagine, ellagic acid and quercetin-O-rhamnoside) and 14 tentatively based on
mass and UV spectra. The aqueous extract of P. niruri underwent degradation in
simulated gastric fluid (FGS), as demonstrated by HPLC-PDA, and UPLC-QToF-
MS / MS analysis. The results of the action on the crystallization of calcium
oxalate show that the fractions F4, F5, F8, F9, F10, F11 and F12 stood out in
relation to the other fractions tested, with significant difference in the number of
crystals and their average area. These results combined with the results obtained
by HPLC-UV point to the flavonoids as one of the classes of secondary
metabolites responsible for this action on the crystallization of calcium oxalate.

Key words: Phyllanthus niruri, anti-urolithiasis, calcium oxalate, chemical
standardization, hydrolysable tannins, flavonoids
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1 INTRODUCAO

Dentre as espécies mais empregadas pela medicina tradicional e popular
no Brasil para o tratamento e prevencdo de urolitiase destaca-se Phyllanthus
niruri L., que pertence a familia Euphorbiaceae. O género Phyllanthus é
predominantemente encontrado em regides tropicais e subtropicais (CALIXTO
et al., 1998; BAGALKOTKAR et al., 2006; KAUR et al., 2017). No Brasil, plantas
do género Phyllanthus sao popularmente conhecidas como quebra-pedra, erva-
pombinha, arrebenta-pedra, dentre outros nomes, e estdo distribuidas em
grande parte do territdrio nacional (CALIXTO et al., 1998). Devido a variedade
de propriedades terapéuticas benéficas, a partir de 1960, P. niruri passou a ser
alvo de estudos referentes a fitoquimica e atividade farmacoldgica (ROW et al.,
1964). Metabdlitos secundarios como lignanas, taninos, cumarinas, terpenos,
flavonoides, alcaloides, saponinas e fenilpropanoides foram identificados na
espécie, muitos dos quais foram isolados e tém sido investigados como possiveis
responsaveis pelas atividades biolégicas da planta (DHAR et al., 1968; CALIXTO
et al., 1998; BAGALKOTKAR et al., 2006).

Na medicina popular e em estudos acerca das propriedades
farmacoldgicas a planta inteira € utilizada frequentemente. No entanto, na
Farmacopeia Brasileira 52 edicdo sua monografia descreve o uso de partes
aéreas (caule, folha, flor e fruto) como droga vegetal oficial e o acido galico como
um de seus marcadores quimicos (BRASIL, 2010a).

As espécies de quebra-pedra sdo reconhecidas etnomedicinalmente no
mundo ha tempos. No Brasil € muito usada no tratamento de célculo renal, além
de ser usada tradicionalmente como analgésico, antitérmico, e no tratamento da
diabetes mellitus (KAUR et al., 2017). Na medicina popular, muitos estudos
farmacoldgicos tém sido conduzidos, especialmente para o tratamento da
urolitiase. Boim e colaboradores (2010) fizeram uma revisédo sobre P. niruri como
um tratamento alternativo para nefrolitiase, levando em consideragéo estudos in
vitro, in vivo e clinicos. Eles enfatizaram o que Barros et al. (2003) apontaram
em seu trabalho, sobre a interferéncia do extrato aquoso da espécie na formagao
do calculo renal in vitro, incluindo a agregacdo do cristal, além de sua
composicao e estrutura. Nos estudos clinicos, os efeitos benéficos de P. niruri
indicaram sua acao na inducéo do relaxamento uretral, na reducao do tempo de

residéncia dos cristais, ou na eliminacéo dos célculos renais ap0ds litotripsia.
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Levando em consideracao o cenario apresentado sobre a ampla utilizacéo
de espécies de quebra-pedra e sua importante acao farmacologica, no presente
trabalho foi realizado o fracionamento do extrato aquoso de P. niruri monitorado
por ensaios in vitro, avaliando a sua acao na formacao de cristais de oxalato de
calcio, com o objetivo de identificar os marcadores quimicos responsaveis por tal
atividade, os marcadores ativos. O nosso grupo de pesquisa iniciou esse
trabalho anteriormente identificando algumas classes de substéancias ativas e
avaliando a atividade na formacéo de cristais de oxalato de célcio, assim como
realizou avaliacao da variabilidade quimica que compreendeu a comparacao do
perfil de metabdlitos secundarios de extratos de diferentes meses do ano e de
diferentes 6rgdos (caules, flores+frutos, folhas e raizes), porém ndo chegou a
definicdo de qual(is) substancia(s) €(sdo) responsavel(is) por essa atividade e,
conseguentemente, quais seriam marcadores quimicos ativos para o extrato
aquoso de P. niruri (DA SILVA, 2013; ALBRECHT, 2014).

A relevancia de tal estudo se deve a contribuicdo para a padronizacao
quimica do extrato aquoso de P. niruri baseada nos seus marcadores quimicos
ativos, com aplicacédo na producédo de um medicamento fitoterapico padronizado
com indicacao na prevencédo da formacéao de célculos renais de oxalato de célcio,
ou mesmo para a validacdo do seu uso na forma de infuso ou decocto (cha
medicinal). O estudo do extrato aquoso justifica-se pelo uso tradicional da
espécie em forma de cha e pelos dados ja publicados na literatura (BOIM et al.,
2010).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Ha milhares de anos é sabido que a utilizacdo de plantas medicinais tem
contribuido de maneira consistente no suporte terapéutico para a humanidade
(CALIXTO, 2000). Porém, com o crescimento da industria farmacéutica e o
desenvolvimento dos medicamentos de origem sintética esse cenario foi sendo
modificado ao longo do século XX. Recentemente houve um resgate da
utilizacdo de plantas medicinais, oriundo da preferéncia por medicamentos de
origem “natural’”, ou de uma alternativa para diminuir os efeitos adversos
causados pelos medicamentos sintéticos, e também do relativo menor custo dos
fitoterpicos (SOUZA-MOREIRA et al., 2010; BORGES et al., 2010). No final do
século XX aumentou a procura pela fitoterapia e estima-se que
aproximadamente 25% de todos os medicamentos sejam decorrentes direta ou
indiretamente de plantas superiores. Além disso, o uso tradicional das plantas
medicinais in natura ou processadas de maneira simples (chas, “garrafadas”,
banhos, entre outros) tem grande importancia na atencdo primaria a saude,
especialmente em paises em desenvolvimento (CALIXTO, 2000).

Newman e Cragg (2016) realizaram um trabalho de reviséo,
complementando os estudos anteriores ja publicados em 1997, 2003, 2007, e
2012, sobre novos agentes terapéuticos lancados no mercado farmacéutico, que
incluem farmacos (micromoléculas), extratos vegetais, macromoléculas
biolégicas e vacinas aprovados mundialmente no periodo de janeiro de 1981 a
dezembro de 2014. Os pesquisadores encontraram um total de 1.211
micromoléculas aprovadas no periodo, das quais 6% sao produtos naturais
inalterados, 1% correspondem a extratos vegetais (0s quais contém
micromoléculas ativas), 26% sao farmacos derivados de produtos naturais e
13% sao farmacos inspirados em produtos vegetais, totalizando em 46% as
micromoléculas oriundas diretamente ou indiretamente de produtos naturais.
Nos produtos naturais inalterados (farmacos naturais), predominaram aqueles
extraidos de plantas medicinais, os quais podem ser chamados de fitofarmacos.

Considerando paises como india, Eti6pia, Tanzania, Ruanda, Uganda, a
medicina tradicional € a primeira escolha no tratamento a saude, destacando-se

as plantas medicinais. Em contrapartida, a medicina alternativa ou complementar
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vem se propagando nos paises desenvolvidos como Estados Unidos, Franca,
Canada, Australia, com destaque para Alemanha, onde 80% da populacéo ja
aderiu a fitoterapia (ZHANG, 2006).

Diante da histéria e do cenario mundial, séo incontestaveis os beneficios
dos fitoterapicos para a populacédo, mas € imprescindivel também o estudo das
plantas medicinais, para melhor cultivo, extracdo, isolamento dos compostos e
elucidacdo farmacolégica da acdo terapéutica, garantindo sua eficacia,
seguranca e qualidade (SEWELL et al., 2014).

2.2 Fitoterapicos: politicas publicas e normatizacao

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade, principalmente a
diversidade vegetal, e esta é considerada fonte de riqueza, o que comprova a
importancia de fazer uso sustentavel dos recursos que o pais possui (GOTTLIEB
et al., 1998). Um dos motivos para que o nimero de pesquisas com o foco no
desenvolvimento de medicamentos a partir de plantas aumentasse esta
relacionado as progressivas exigéncias para a comprovacdo da eficacia e
seguranca do produto, desde o plantio até a droga vegetal e o produto final, o
fitoterapico. Sendo assim a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
e 0 Ministério da Saude (MS) tém tomado iniciativas para estimular a
padronizacdo e a garantia da seguranca, eficacia e qualidade de plantas
medicinais, drogas vegetais e fitoterapicos. Fato semelhante acontece em
paises europeus, que sdo amparados pelas normas da Organizacdo Mundial da
Saude e da European Medicines Agency (EMA) (COUTO et al., 2013a).

Algumas normas foram publicadas no Brasil neste sentido, como o
Decreto Federal n° 5.813, de 22 de junho de 2006 que aprovou a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos e estabeleceu a criacdo do
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que dentre seus
objetivos pretendeu assegurar 0 acesso seguro € 0 uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o crescimento da industria nacional,
através de novas tecnologias e inovacdes, o desenvolvimento da cadeia
produtiva, e garantindo o uso sustentavel da biodiversidade (BRASIL, 2006a).

A Portaria MS/GM n. 971/2006 aprovou a Politica Nacional de Praticas

Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS) que
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contempla os sistemas médicos complexos e recursos terapéuticos, a medicina
tradicional e alternativa. Essa politica, que inclui a fitoterapia, contribui para o
fortalecimento dos principios do SUS incentivando a prevencao de complicacdes
e promovendo a saude (BRASIL, 2006b).

Outra norma importante foi a Portaria MS/GM n. 2.960/2008 que aprovou
o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e criou o Comité
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2008). Em 2014 a
ANVISA publicou a RDC n. 26/2014 que normatiza o registro de medicamentos
fitoterapicos e também o registro e a notificacdo de produtos tradicionais
fitoterapicos, abrangendo testes clinicos, de eficacia e caso o objeto tenha um
registo simplificado, o mesmo devera constar nas listas oficiais da ANVISA
(BRASIL, 2014). A divisdo dos fitoterapicos em duas categorias esta baseada na
normatizacao europeia (EMA) e tem a finalidade de reconhecer o uso tradicional
como forma de obter informacdes que comprovem a efetividade e seguranca dos

produtos tradicionais fitoterapicos.

2.3 Phyllanthus niruri L.

Phyllanthus niruri L. pertence a familia Euphorbiaceae, espécie
representada na Figura 1. O género Phyllanthus é predominantemente
encontrado em regifes tropicais e subtropicais (CALIXTO et al.,, 1998;
NAENDRA et al., 2012), possuindo mais de 600 espécies, dentre as quais P.
accuminatus, P. amarus, P. pulcher, P. niruroides, P. anisolobus, P. orbiculatus,
P. emblica, P. oxyphyllus, P. flexuosus, P. raticulatus, P. fraternes, P. simplex, P.
mullernus, P. urinaria, P. mytrifolis, P. virgatus, P. niruri e P. watsonii foram
estudadas em suas propriedades fitoquimicas e farmacoldgicas
(BAGALKOTKAR et al., 2006).
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Figura 1. Phyllanthus niruri L.
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Fonte: BRASIL, 2010a.

P. niruri € nativa da india, sendo amplamente encontrada na Floresta
Amazobnica, Bahamas, China, Gana, Nigéria, entre outros locais (KAUR et al.,
2017; SAMALI et al., 2012; BAGALKOTKAR et al., 2006). E uma espécie
herbacea, atingindo 30 a 60 cm de altura (EMBRAPA, 2006; KAUR et al., 2017),
sendo considerada uma planta medicinal, amplamente utilizada na Espanha
(chanca piedra) e em sistemas de medicina como o Ayurveda da india, o Jamu
da Indonésia e pela prépria Medicina Tradicional Chinesa (BAGALKOTKAR et
al., 2006; CAMPOS; SCHOR, 1999).

Na medicina tradicional ndo s6 a planta inteira é utilizada, mas também
as partes aéreas, sob a forma de chas e o extrato da planta. P. niruri tem seu
uso tradicional mundial empregado em diversas doencas, como no tratamento
de bronquite, disturbios gastrointestinais e renais, para o tratamento de diabetes,
doencas respiratorias entre outras (KAUR et al., 2017).

No Brasil, plantas do género Phyllanthus sdo popularmente conhecidas
como quebra-pedra, erva-pombinha, arrebenta-pedra, dentre outros nomes
(CALIXTO et al., 1998). Estéo distribuidas em grande parte do territério nacional
variando as espécies em suas caracteristicas morfologicas, tamanho das folhas,

aspecto das flores e caules (BRASIL, 2010a). Crescem principalmente nos
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periodos de chuva, em qualquer tipo de solo, inclusive é frequente sua presenca
em terrenos baldios, calcadas e jardins (SILVA; SALES, 2007; TORRES, 2003).
As espécies de P. niruri e P. tenellus Roxb., apresentam caracteristicas
semelhantes, o que dificulta a distingcdo das espécies, justificando a mesma
utilizacdo na medicina popular (BRASIL, 2010a; UNANDER et al., 1990), em
tratamentos do sistema urinario, disturbios renais, hepatite e diabetes (SANTOS
et al., 1995; WANG et al., 1995; NAENDRA et al., 2012).

2.3.1 Composicao quimica de P. niruri

Em virtude da diversidade de propriedades terapéuticas benéficas, a partir
de 1960, P. niruri passou a ser alvo de diversos pesquisadores interessados em
estudar a fitoquimica e atividade farmacologica (ROW et al., 1964). Os
metabdlitos secundarios como lignanas, taninos, cumarinas, terpenos,
flavonoides, alcaloides, saponinas e fenilpropanoides foram encontrados na
espécie, muitos dos quais foram isolados e identificados, e tém sido investigados
como possiveis responsaveis pelas atividades biolégicas da planta (DHAR et al.,
1968; CALIXTO et al., 1998; BAGALKOTKAR et al., 2006). A Tabela 1 relaciona
0s metabdlitos secundérios isolados/identificados de P. niruri.



Tabela 1. Metabdlitos secundarios de Phyllanthus niruri L.
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CLASSE

METABOLITO SECUNDARIO

REFERENCIAS

ALCALOIDES

4-hidroxisecurinina
4-metoxidiidronorsecurinina
4-metoxitetraidrosecurinina
alosecurinina
diidrosecurinina
epibubbialina

nirurina

norsecurinina

securinina

securinol A, securinol B
tetraidrosecurinina

1,2,3,4,5

CUMARINAS

metilbrevifolincarboxilato

FLAVONOIDES

astragalina
canferol-4”-ramnopiranosideo
eridioctiol-7-ramnopiranosideo
fisetina-4-O-glicosideo
flavanona-5-O-rutinosideo
galocatequina

epicatequina

catequina

epigalocatequina
epigalocatequina-3-O-galato
epicatequina-3-O-galato
isoquercitrina

niruriflavona

nirurina

quercetina

quercetol

quercitrina

rutina

LIGNANAS

cubedina dimetil eter
2,3-demetoxisecoisolintetralina
3,4-dimetilenodioxibenzil-3",4"-
dimetoxibezilbutirolactona
8-(3-metilbuten-2-il)-2-fenil-croma-4-ona
2-(4-hidroxifenil)-8-(3-metilbuten-2-il)-croma-4-ona
5-demetoxinirantina

diacetato de 2,3-demetoxisecoisolintetralina
filantina

filnirurina

filtetralina

hidroxinirantina

hinogquinona

hipofilantina

isolintetralina

nirantina

nirfilina

nirtetralina

seco-4-hidroxilintetralina

trimetil éter de secoisolariciresinol
urinatetralina

2,6,7,8,9,10, 11,
12

MONOTERPENOS

p-cimeno
limoneno

2

SAPONINAS (genina)

diosgenina

2

TANINOS
HIDROLISAVEIS
(e substancias
relacionadas)

1-O-galoil-6-O-luteoil-a-D-glicose
acido galico

acido elagico

acido repandusinico

corilagina

geraniina

nirurisideo

B-glicogalina

2,13,14,15, 16
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TRITERPENOS 3,7,11,15,19,23-hexametil-2Z,62,10Z,14E,18E,22E- 2,3,17,18

tetracosenen-1-ol

acetato de lupeol

filanteol

filantenol

filantenona

lupeol
REFERENCIAS: 1. GUPTA e AHAMED, 1984. 2. BAGALKOTKAR et al, 2006. 3. MARQUES,
2010 4. HASSARAJANI e MULCHANDANI, 1990. 5. MULCHANDANI e HASSARAJANI, 1984.
6. HOUSSAIN et al, 1995. 7. SATYANARAYANA et al.,, 1988. 8. HUANG et al., 1992. 9.
PANCHAGNULA e SOMEPALLI, 1991. 10. SHANKIL et al., 2008. 11. SINGH et al., 1989. 12.
ANJANEYULU et al., 1973. 13. ISHIMARU et al., 1992. 14. SUBEKI et al., 2005. 15. UENO et
al., 1988. 16. QIAN-CUTRONE et al., 1996. 17. BIRKAM et al., 1989. 18. CALIXTO et al, 1998.

Em geral, nos estudos acerca das propriedades farmacoldgicas da
espécie e na medicina popular, a planta inteira € utilizada repetidamente.
Todavia, na Farmacopeia Brasileira 52 edicdo, sua monografia apresenta o uso
de partes aéreas (caule, folha, flor e fruto) como droga vegetal oficial e o &cido
galico como um de seus marcadores quimicos (BRASIL, 2010a). Couto et al.
(2013b) em seu trabalho avaliaram a atividade anti-inflamatdria e antialodinica,
além da composi¢do quimica, dos extratos aquosos das diferentes partes de P.
niruri: folhas, caules, raizes, folhas + caules e a planta toda. O &cido galico foi
guantificado por HPLC e considerado o marcador quimico (marcador analitico)
para essas analises. Os pesquisadores constataram que os perfis
cromatograficos dos extratos de folhas e caules eram muito semelhantes, assim
como a mistura de ambos. No entanto, quando o extrato da folha foi analisado
isoladamente do extrato do caule, o acido galico apresentou um teor mais
elevado, (6.20 ng/mg) do que quando comparado a mistura de folhas e caules
(4,80 pg/mg). Outro aspecto relevante é que a diferenca na composi¢ao quimica
dos extratos analisados refletiu de maneira significativa na acdo farmacolégica
in vivo, mais uma vez a acado foi maior para os extratos de folhas e/ou caules.
Porém, quando comparado o extrato aquoso de folhas + caules com o extrato
aguoso sO0 de folhas houve um prolongamento da ac&do antialodinica na
associacao, sugerindo-se a ocorréncia de sinergismo, o que confirma a utilizacéo
de partes aéreas para iniciar os estudos de fitoterapicos que tenham agéo
analgésica.

Markom e colaboradores (2007) testaram diferentes solventes e tipos de
extracdo para avaliar taninos hidrolisaveis presentes em P. niruri. Avaliaram a

eficiéncia da extracdo comparando os teores de acido galico, &cido elégico e
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corilagina, e constataram que para o0 acido galico e o acido elagico os teores
aumentaram na extracdo com agua, e para a corilagina, o teor aumentou na
mistura etanol &gua. Além disso quantificaram esses compostos por
cromatografia liquida. Colombo et al. (2009) determinaram corilagina em extratos
hidroalcoolicos de P. niruri e validaram métodos cromatogréaficos para o controle
de qualidade de extratos produzidos a parir de P. niruri e P. corcovadensis. Amin
et al., (2013) empregaram cromatografia liquida de ultra eficiéncia ou UPLC
acoplada a espectrometro de massas com analisador por tempo de vbéo (TOF)
para a identificacdo de acido 4-O-cafeoliquinico e quercetina-3-O-ramnosideo
em fracOes obtidas a partir do extrato etandlico de P. niruri. Kaur et al. (2017)
apontam em seu trabalho de revisao que os taninos e substancias relacionadas,
acido gélico, corilagina e é&cido eladgico como sendo alguns compostos
responsaveis pela acdo anticancer e antimicrobiana, e o acido galico tem sua

relatada acdo no tratamento de uUlceras (MIKI et al., 2001).

2.4 P. niruri e urolitiase

Ricardo et al. (2017) desenvolveram um trabalho importante a respeito da
medicina tradicional brasileira baseado em relatos do médico polonés Piotr
Czerniewicz. Em seu estudo os autores mostraram que recuperar dados
etnofarmacolégicos € um instrumento precioso no desenvolvimento de
medicamentos utilizando plantas brasileiras que podem ser submetidas a
ensaios clinicos baseando-se no seu uso tradicional j& descrito. Entre as
espécies com 0 uso antigo relatado com acado diurética P. niruri foi citada por
Von Martius in Materiae Medicae (MARTIUS, 1843). Outras 21 espécies foram
citadas, dentre elas estdo Tripogandra diuretica, Senna occidentalis, Boerhavia
hirsuta, Phyllanthus spp., Andropogon bicornis and Polygonum spp.,
Acanthospermum australe, Chiococca alba e Vanilla planifolia porém apenas P.
niruri foi submetida a estudos farmacolédgicos e teve seu uso comprovado para
tal finalidade (GIRIBABU et al., 2014), demonstrando a importancia dessa planta
medicinal no cenario brasileiro, considerando sua tradicdo de uso.

Bagalkotkar et al. (2006), em seu trabalho de revisdo, mostram que 0s
metabolitos secundarios de P. niruri apresentam diferentes caracteristicas

estruturais relacionadas as diversas atividades farmacolégicas. Por exemplo, as
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lignanas estdo relacionadas a propriedades hepatoprotetoras e antivirais, 0s
terpenos com a acdo antitumoral assim como a atividade antimicrobiana, ja os
alcaloides estdo ligados a acdo antiespasmodica e por fim os flavonoides
apresentaram atividade antioxidante.

As espécies de quebra-pedra sdo reconhecidas ha tempos no tratamento
de célculo renal, além de serem usadas como analgésico, antiespasmadico,
hipoglicemiante, no tratamento de cistite, hepatite B, gonorreia, dispepsia entre
outras doencas (CALIXTO et al., 1998; LORENZI; MATOS, 2002). Devido a
amplitude do uso na medicina popular, muitos estudos farmacoldgicos foram
conduzidos, especialmente para o tratamento da urolitiase, sendo acfhjk90-ssim
€ necessario investigar a formacao dos cristais de oxalato de célcio na urina.

E sabido que a urina é um meio complexo contendo minerais, ions que
sdo capazes de interferir na saturacdo relativa urinaria, e isso influencia a
formacéo dos cristais de oxalato de calcio. Estudos mostraram que a formacao
desses cristais esta intimamente ligada aos niveis de supersaturacdo do oxalato
de calcio presente na urina. De fato, 0 mecanismo de interacdo do oxalato e do
calcio na urina é muito discutido e até mesmo controverso. Pesquisas desde
1972 (NORDIN et al., 1972) direcionam para que o aumento dos niveis de
oxalato tenha maior efeito patogénico que a saturacao do calcio urinario. Pak et
al. (2004) realizaram em seu estudo uma analise de dados retrospectiva com
667 pacientes que apresentaram pedra nos rins. A relacéo de saturacéo relativa
foi calculada utilizando um programa chamado Equil 2, e a concentracdo de
calcio ou de oxalato foi variada. Segundo ele, os resultados mostraram que para
0s pacientes com propensao a formar calculos de oxalato de célcio, tanto o célcio
como o oxalato apresentam um efeito semelhante no que se refere a saturacao
de oxalato de calcio na urina. Ja experimentos de Daudon et al. (2016) apontam
gue a concentracdo molar de oxalato tem uma maior influéncia na formacéo dos
cristais quando comparados com o calcio na cristalizacao de CaOx.

Com relagdo a P. niruri, a literatura cientifica mostra varios estudos
correlacionando o efeito do extrato aquoso sobre 0s cristais de oxalato de calcio.
Campos e Schor (1999) atestaram que o extrato aquoso de P. niruri produziu a
inibicdo da internalizacédo de cristais de oxalato de calcio (CaOx) pelas células
renais caninas (MDCK), sem apresentar citotoxicidade. Freitas et al. (2002) em

seu estudo confirmou os resultados de Campos e Schor (1999) e apontou o
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impedimento do crescimento de célculos renais pelo extrato aquoso de P. niruri
em um modelo de urolitiase induzida por CaOx em ratos. Corroborando com
esses resultados, Barros et al. (2003) estudaram o efeito do extrato aquoso de
P. niruri na cristalizacdo de oxalato de célcio in vitro, em urina de ratos e
humanos. Os resultados mostraram um aumento do numero de cristais de
oxalato de calcio, porém tais cristais apresentaram tamanho consideravelmente
menor, resultado esse desejado visto que a diminuicdo do tamanho favorece a
eliminacao dos cristais. Outro resultado importante encontrado pelos autores foi
que apoés 24 h de cristalizacéo, a agregacao e o crescimento dos cristais foram
inibidos, o que contribuiu para a formacao de uma estrutura cristalina dihidratada
de CaOx menos aderente, sugerindo que provavelmente o extrato aquoso de P.
niruri interfere nos estagios iniciais de formacéo dos cristais. Do mesmo modo,
Freitas et al. (2002) em seu estudo mostraram que em um modelo de urolitiase
induzido por CaOx em ratos, o crescimento de calculos renais foi evitado, sendo
uma das hipéteses sugeridas pelos autores é que compostos ativos de P. niruri
podem competir com o calcio nos sitios de ligacdo na superficie do cristal, ndo
deixando que haja crescimento.

Nishiura et al. (2004) realizaram estudos clinicos em pacientes com
calculos renais. O estudo consistiu em administrar capsulas de extrato aquoso
liofilizado, durante 3 meses, e foi verificada a auséncia de efeitos adversos ou
téxicos e significativa diminuicdo nos niveis de calcio urinario.

Murugaiyah e Chan (2006) estudaram o efeito do extrato metandlico das
folhas de P. niruri no plasma de ratos hiperuricémicos e verificaram que 0s niveis
de &cido urico diminuiram, porém em ratos normais néo foi observada influéncia.
Além disso, isolaram as lignanas filantina e hipofilantina, e comprovaram
também o efeito anti-hiperuricémico no plasma, porém os mecanismos de acao
nao foram esclarecidos.

Boim e colaboradores (2010) fizeram uma revisdo sobre P. niruri no
tratamento da nefrolitiase, levando em consideracdo estudos in vitro, in vivo e
clinicos. Eles enfatizaram o que Barros et al. (2003) apontaram em seu trabalho,
sobre a interferéncia do extrato aquoso da espécie na formacao do calculo renal,
incluindo a agregacao do cristal, além de sua composicao e estrutura. Com base
nos estudos clinicos, apontaram também os efeitos benéficos de P. niruri para a

acdo na inducgéo do relaxamento uretral, a diminuicdo do tempo de residéncia
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dos cristais, e também na excrecdo dos calculos renais devido a diminui¢cdo do

tamanho deles.

2.5 Ensaios in vitro de degradacdo acida (FGS)

Os ensaios in vitro de degradacédo acida com o fluido gastrico simulado
(FGS) sao importantes, pois simulam a digestdo que acontece no estdbmago
quando medicamentos e produtos fitoterapicos sdo administrados oralmente.
Essa importancia se justifica a partir do desenvolvimento de novos farmacos, em
que o estudo de metabolismo in vitro se torna imprescindivel, pois podem
apontar sitios moleculares mais susceptiveis a biotransformacédo e/ou indicar 0s
principais produtos ou metabdlitos formados, além da geragdo de produtos
potencialmente téxicos ou que apresentem maior ou menor atividade
(PEARSON; WIENKERS, 2008).

Esses estudos de produtos de biotransformacdo ou de metabdlitos
produzidos a partir da ingestao dos farmacos vém se destacando nos 6rgéos de
vigilancia e regulamentacdo de medicamentos no mundo e um comité incluindo
algumas multinacionais farmacéuticas que formularam um guia de testes de
seguranca (BAILLIE, 2002; FDA, 2008; EMA, 2009).

Vermaak et al. (2009) realizaram um estudo com extratos de
Tarchonanthus camphoratus e Agathosma betulina, para investigar o potencial
efeito da degradacdo acida. Os extratos foram submetidos ao fluido géstrico
simulado com &cido trifluoroacético. Os perfis quimicos dos extratos e dos
mesmos apls a degradacdo acida foram avaliados através de HPLC-MS, e
observaram que ap6s o ensaio com FGS a area de alguns picos diminuiu
enguanto a de outros compostos aumentou, indicando degradacao. Além disso,
os resultados demonstraram diminuicdo da atividade antimicrobiana do extrato
bruto de T. camphoratus.

E sabido que estudos in vitro nem sempre reproduzem o que ocorre in
vivo, sendo de grande relevancia a investigacdo da degradacdo acida de
componentes do cha ou de um fitoterapico a base de P. niruri ao entrar em
contato com o fluido gastrico. E fundamental a investigacdo da degradacg&o
acida, pois existem poucos estudos sobre a habilidade do suco gastrico em

alterar a estrutura dos flavonoides, como os presentes em P. niruri (Tabela 1). A
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absorcéo dos flavonoides esta intimamente ligada com o tamanho molecular, a
configuracdo da molécula além da sua solubilidade, lipofilicidade e pKa. Na maior
parte dos casos, os flavonoides agliconas podem ser facilmente absorvidos pelo
intestino delgado, enquanto os glicosideos sédo absorvidos no intestino delgado
ou sao conduzidos até o colon para serem assimilados, como acontece com 0s
C-glicosideos. Os flavonoides possuem diferentes acucares em sua estrutura
quimica, o0 que é intrinsicamente relacionado a sua biodisponibilidade.
Preferencialmente a metabolizagdo acontece no figado, mas o rim e as paredes
intestinais também podem fazer esse metabolismo (KUMAR; PANDEY, 2013;
ZUANAZZI, et al. 2017).

Os taninos hidrolisdveis presentes nos alimentos geralmente ndo séo
absorvidos pelo intestino a ndo ser quando ingeridos em altas doses. Uma vez
absorvidos, devem estar disponiveis no local desejavel para exercer a atividade
biolégica. Segundo Lipinska et al. (2014), os elagitaninos nao sofrem
degradacdo e nem hidrélise no estbmago. No intestino delgado, os taninos
hidrolisdveis séo passiveis de serem degradados por hidrélise quimica ou
enzimatica nas varias unidades estruturais que os compdem (KHANBABAEE et
al.,, 2001), produzindo os acidos galico, elagico e monossacarideos
(SGARBIERI, 1996). O &cido géalico é comumente absorvido sem modificacdes
em sua estrutura no intestino delgado e apdés metabolizacdo gera um derivado
metoxilado, acido 4-O-metil galico (SERRANO et al., 2009). Com relacdo ao
acido elagico, uma pequena parte € assimilada pelo intestino, sofrendo
metabolizacdo e dando origem a produtos metoxilados. O que néo for absorvido
pelas células intestinais sera degradado pelas bactérias presentes no intestino,
gerando as urolitinas, que sdo metabdlitos do &cido elagico, dibenzopiranonas
hidroxiladas. A urolitina B tem sido usada com marcador por ser um dos
principais produtos da degradacao dos elagitaninos encontrados no plasma e na
urina, e também sdo investigadas como possiveis responsaveis pela acéo
bioldgica dos elagitaninos (MELLO; SANTOS, 2017; SERRANO, et al. 2009).



Figura 2. Estrutura das Urolitinas A, B, C e D.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Identificar substancias presentes no extrato aquoso de partes aéreas de
P. niruri e seus produtos de degradacédo acida com acao na formacao de cristais
de oxalato de calcio, determinando assim marcadores quimicos ativos para a

droga vegetal, extrato aquoso e fitoterapico a base da espécie.

ESTRATEGIA GERAL

O material vegetal seco e moido (partes aéreas: caule, folha, flor e fruto)
foi submetido a extragdo com &gua, 1:20 (m/v). O extrato aquoso Seco
(liofilizado) foi conduzido ao fracionamento cromatogréafico e, em seguida, as
fracGes obtidas foram analisadas em HPLC-PDA.

O extrato e as fracbes foram submetidos ao ensaio de cristalizacao de
oxalato de calcio in vitro, seguindo a estratégia do fracionamento monitorado,
que conduz por selecao de fragbes ativas aos metabdlitos secundarios ativos. O
extrato foi submetido a hidrélise acida em meio de fluido gastrico simulado (FGS)
sem enzimas para a avaliacdo dos produtos de degradacéo obtidos no ensaio
de cristalizacdo do oxalato de calcio in vitro. O extrato e os produtos de
degradacdo resultantes do FGS foram identificados através de analises por
HPLC-MS/MS e HPLC-PDA (Figura 3).
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Figura 3. Desenho experimental do estudo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos

Sonicador Ultra Sonic Cleaner (Unique®), modelo USC-2800; frequéncia:
40KHz .;

Balanca analitica: Marte®, modelo AY220 (Max 220 g. min 0,01 g; d =
0,0001 g);

Balanca com radiagédo infravermelha: GEHAKA®, modelo 1V 2000;

High Performance Liquid Chromatograph 1 (Perkin Elmer Flexar®, modo
analitico e semipreparativo): bomba quaternaria, desgaseificador, injetor
manual Rheodyne® de 6 pdrticos com alga de amostragem de 20 e 1.000
uL, detector UV/VIS de comprimento de onda variavel, detector PDA,
programa gerenciador do cromatoégrafo e de dados Chromera®
4.1.0.6386;

High Performance Liquid Chromatograph 2 (Shimadzu®, modo analitico e
semipreparativo): bomba bindria LC-6AD, desgaseificador, injetor
automatico Rheodyne de 6 porticos com alca de amostragem de 2.000
WL, detector UV/VIS de comprimento de onda varidvel SPD-M20A, modulo
gerenciador do sistema CBM-20A, programa gerenciador do
cromatdgrafo e de dados LC solution® versdo 1.25 SP4;

Ultra High Performance Liquid Chromatograph (Waters®): bomba
guaternaria, desgaseificador, injetor manual Rheodyne de 6 p6rticos com
alca de amostragem de 10 pL, detector PDA, detector do tipo
espectrometro de massas com fonte de ionizagcdo ESI e analisador
guadrupolo / tempo de voo (QtoF, Waters®), programa gerenciador do
cromatografo e de dados Acquity® UPLC H-Class.

Leitor de microplacas (espectrofotometro): BioTek® Epoch;

Estufa de secagem com circulacéo de ar: Fanem®, modelo 315 SE;
Liofilizador Edwards E-C Micromodulyo®;

Moinho de facas: Tecnal®, modelo TE 148;

Homogeneizador de solu¢des: Agitador Phoenix, modelo AP 22;

Tamisador vibratorio: Produtest®:
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— Tamises: Telatest®,

— Placa Aguecedora com agitacdo magnética: IKA® Modelo C-MAG HS7,
com controlador de temperatura ETS-D5;

— Peagametro: GeHaka PG 1800;

— Ultrassom: Unique®, modelo USC — 2800, frequéncia 40 KHz.

— Microscopio 6ptico: Leica DMLB

4.1.2 Materiais

— Cartucho para extracdo em fase sélida: Agilent SampliQ® C18 (15 x 10
mm; 55 ym);

— Placa de 96 pocos para cultura celular (TPP): Kasvi;

— Coluna cromatogréfica de bancada: colunas de vidro com didmetro interno
de 1,0 e 2,5 cm; equipadas com torneira;

— Coluna cromatogréfica para HPLC: Ascentis® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um);

— Cromatografia em camada delgada: placas de aluminio cobertas com
silica gel (Sigma-Aldrich®, 20 x 20 cm, 15-40 um, 0,25 mm);

Fases estacionarias utilizadas em EFS e CC:

— Silica gel: Sigma-Aldrich®, 63-200 ym; 60 A; Sigma-Aldrich®, 40-63um.

— Silica C18: Sigma-Aldrich® 40-60 ym;

4.1.3 Solventes
— Agua deionizada: obtida em sistema purificador de agua GEHAKA®
modelo DG 300;
— Agua ultrapura: obtida em ultrapurificador Merck Millipore® modelo Direct®
-Q3Uyv;
— Solventes grau P.A.: acetato de etila, etanol, metanol Qhemis® e Synth®.
— Solventes grau cromatografico: etanol, metanol, acetonitrila e &cido

acético glacial J.T. Baker®.

4.2 Coleta e preparo do material vegetal

O material vegetal (caule, folha, flor e fruto) foi doado pela empresa Anidro
Extracbes do Brasil Ltda., Grupo Centroflora-SP, empresa do ramo
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farmoquimico, localizada em Botucatu-SP. As mudas foram feitas na empresa
Anidro, e cultivadas em Carddpolis-PR (23°25'30” Sul, 49°43’15” Oeste). O
namero de cadastro de acesso ao patriménio genético no SisGen é A7AFB93/
CNPJ 48.031.918/0001-24. As plantas foram secas em secador tipo “panelao”
durante cerca de 8 h a temperatura de 60 a 80° C. O material vegetal obtido, ao
chegar no laboratério de farmacognosia da UNESP, foi moido em moinho de

facas originando a droga vegetal pulverizada.

4.3 Analise granulométrica da droga vegetal pulverizada

A analise granulométrica foi realizada segundo a Farmacopeia Brasileira
52 ed. (BRASIL, 2010a). 25 g da droga vegetal pulverizada foram pesados e
transferidos para o tamis superior, distribuindo-se uniformemente o p6. Para a
analise, foi utilizado um conjunto de 5 tamises com abertura de malhas
correspondentes a 1,00 mm, 710, 500, 212 e 180 uym e posicionados na
sequéncia da menor abertura a maior sobre o coletor. Em seguida foram
agitados pelo equipamento vibratério (Produtest®) durante 60 min com agitagcdo
(n° 7). Ao final do processo, o po retido em cada tamis foi pesado. O percentual

retido foi calculado para cada tamis, conforme a equacao 1.

% Retida pelo tamis = (P1/P2) x 100 Equacéao 1

Onde:

P1= Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas)
P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas)

100 = Fator de porcentagem

4.4 Obtencao do extrato aquoso de partes aéreas

A obtencao do extrato aquoso de partes aéreas de P. niruri (caule, folha,
flor e fruto) foi adaptada do método proposto por Barros et al. (2003). A droga
vegetal pulverizada foi submetida a extragdo com agua deionizada a 70° C por
90 min, com renovacéo do liquido extrator a cada 30 min, sob agitacdo ocasional.

A relacao total droga vegetal: solvente foi de 1:15 (m/v) (massa: 282 g; volume
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total: 4.230 mL). ApOs cada etapa a solucao extrativa obtida foi filtrada. As trés
solucbes extrativas foram reunidas e a solucdo resultante foi congelada e
liofilizada (Edwards E-C Micromodulyo®), obtendo-se o extrato seco. O extrato
aquoso seco foi armazenado em frasco de vidro, vedado e mantido sob

refrigeracao.

4.4.1 Perda por dessecacédo do extrato aquoso em balanga com radiacao
por infravermelho (INFRATEST)

No método por radiacdo infravermelha, cerca de 1,5 g do extrato foi
pesado e submetido a aquecimento (105° C) por radiagéo por infravermelho
durante 2 min em balanca GEHAKA®, modelo 1V 2000. Os resultados foram
expressos através da relacdo entre a massa inicial e final do material vegetal,
em porcentagem (%, m/m) (BRASIL, 2010a).

4.5 Fracionamento do extrato aquoso e purificacdo de substéancias

Inicialmente as condicbes de separacado cromatografica foram otimizadas
em pequena escala. O extrato aquoso seco (500 mg) foi fracionado em 14
fracOes por extracdo em fase sélida (EFS) utilizando coluna de vidro com 1,0 cm
de didmetro interno e preenchida com 15 cm de altura de silica C18 (40-63 pm),
14,5 g em massa. A eluigdo (Veivente = 840 mL) foi executada sob pressdo com o
seguinte gradiente: 1. Agua (fracbes 1 e 2); 2. Etanol: agua 5:95 (3 e 4); 3. 10:95
(5e6);4.15:85(7e8);5.25:75(9e10);6.1:1 (11 e 12); 7. EtOH (13 e 14). O
volume de coleta das fragcdes foi de 30 mL. As fracdes obtidas foram secas sob
fluxo de ar em capela e analisadas por CCD; algumas fracGes foram
selecionadas e analisadas também por HPLC-UV.

O fracionamento em maior escala (Figura 4) foi realizado por extracdo em
fase solida (EFS) com 10 g de extrato aquoso seco em coluna de vidro de 2,5
cm de didmetro interno e 10 cm de altura de silica C18 (40-63 um), 98,5 g em
massa. A eluicdo (Vewwente = 2800 mL) foi realizada sob vacuo e os eluentes
utilizados e a coleta de fracbes seguiram o realizado no fracionamento em

pequena escala. O volume de coleta das fracdes foi de 200 mL. As fracOes
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obtidas foram secas sob fluxo de ar em capela, evaporador rotativo seguido de

liofilizacdo e analisadas por HPLC-PDA.

Figura 4. Esquema de obtencgéo e fracionamento do extrato aquoso de partes aéreas

de P. niruri.
Material vegetal: H,0 / Maceragéo
partes aéreas de P 70°C Extrato aquoso de P,
niruri Agitago niruri
ocasional /1,5 h '

|
| EFS

FA11| F2 || F3 || F4 || F5 || F6 || F7 || F8 || F9 || F10 || F11 || F12 |/ F13 || F14

I|"
HPLC- PDA

4.6 Analise do extrato aguoso e de suas fracdes por cromatografia em
camada delgada (CCD)

O extrato e as fracdes foram analisados por CCD, utilizando placas de
aluminio cobertas com silica gel (Sigma-Aldrich®, 20 x 20 x 0,25 mm). A partir de
dados da literatura as fases moveis foram selecionadas, levando em
consideracéo a classe de metabdlitos de interesse. Para analise de flavonoides
foi utilizada como fase mdvel acetato de etila: acetona: acido acético: agua
(6:2:1:1 v/v) (LIONCO et al., 2001). Para os taninos, tolueno: acetato de etila:
acido férmico (2,4:5,6:2,0 v/v) (FALKENBERG et al., 2004).

Como reveladores foram utilizados NP/PEG (Natural Products
Reagent/polietilenoglicol) para flavonoides. A visualizacao foi sob luz UV (365
nm). Para o NP/PEG foram feitas solucdes A e B, solucdo A - metandlica a 1%

do éster do acido B-etilamino difenilbérico e uma solucéo B - etandlica a 5% de
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polietilenoglicol 4000. As solucbes A e B foram misturadas na proporcédo 1:1

(v/v). Para taninos foi empregada uma solucéo de cloreto férrico 2% em metanol.

4.7 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-UV) do

extrato aquoso e fracdes

O extrato aquoso e suas fragfes, foram solubilizados em metanol: agua
(40:60 v/v; 5,0 mg/mL para extratos e 3,0 mg/mL para fracdes) e filtrados em
membrana (0,22 ym, PVDF). As analises foram desenvolvidas no cromatégrafo
liquido Perkin Elmer Flexar® em modo reverso, adaptando o método de Colombo
et al. (2009). Condicdes de andlise: coluna Ascentis® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um);
A= 267 nm; Vinjecao= 20 puL; vazado= 1,0 mL/min. Fase movel composta por solucao
aguosa de acido acético 1% (A) e acetonitrila (B) - gradiente: 0-25 min, 13-37%
B; 25-30 min, 37-100% B; 30-35 min, 100% B; 35-37 min, 100-13% B; 13% B 12
min. Uma solucao 1,0 mg/mL de &cido galico (Sigma Aldrich®; pureza = 98%) foi
empregada com finalidade de identificagdo (ALBRECHT,2014).

4.8 Analise por UPLC-QToF e UPLC-PDA-QDa

As analises utilizando UPLC-QToF-MS/MS foram realizadas na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA pelo analista Dr. Paulo Riceli
V. Ribeiro, sob a responsabilidade do Pesquisador em Quimica de Produtos
Naturais Dr. Guilherme Julido Zocolo. As analises do extrato aquoso de partes
aéreas de P. niruri e da fragdo metandlica do produto reacional do FGS (FmetPR)
(item 4.6) foram realizadas em um sistema Acquity UPLC (Waters®), acoplado
a um moédulo Quadrupolo / Tempo de Voo (QtoF, Waters®) e em um sistema
UPLC (Waters®), acoplado a um detector de arranjo de diodos seguido por um
modulo de massas tipo Quadrupolo pertencentes a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA (Fortaleza-CE). As analises foram
realizadas em uma coluna C18 Waters® Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7
um), temperatura de 40 "C, Vinjecao=5 uL para UPLC-QToF e 2 pL para UPLC-
QDa, vazéo =0,4 mL/min. Fase movel composta por solugdo aquosa de acido
formico 0,1% (A) e acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B) - gradiente: 0-15

min, 2-95% B. A ionizagao foi realizada com fonte de ionizagao por electrospray
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(modo negativo - ESI), adquirida na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte
ajustada em 120 °C, temperatura de dessolvatacéo de 350 °C, vazao de gas de
dessolvatacdo de 500 L - h', voltagem do cone de extracdo de 0,5 V, voltagem
capilar de 2,6 kV. O modo de aquisi¢céo foi o MSE. O instrumento foi controlado
pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation). Todas as amostras foram

injetadas em triplicata.

4.9 Degradacdo acida do extrato aquoso de P. niruri em fluido gastrico
simulado (FGS)

O extrato aquoso de P. niruri foi submetido ao ensaio de fluido géastrico
simulado (FGS) sem enzimas, de acordo com a United States Pharmacopeia
(2015): 200 mg de cloreto de sédio foram solubilizados em 10 mL de agua
deionizada; em seguida, 0,7 mL de &cido cloridrico concentrado foram
adicionados a solugdo salina; o volume foi completado para 100 mL e o pH
ajustado para 1,2 + 0,1 com &cido cloridrico ou hidréxido de sédio. O extrato
aguoso foi solubilizado em agua e incubado nesse meio a 37° C na concentracao
final de 5 mg/mL no FGS durante 15 min, 30 min, 60 min e 90 min sob agitacao.

No fim do processo de degradacéao (15, 30, 60 e 90 min), o pH foi ajustado
para 7,0 (hidroxido de sddio), para cada amostra coletada, e 0 meio reacional
(FGS + produto) foi submetido a uma filtragdo em membrana (0,22 ym, PVDF
Millipore®), o filtro foi “lavado” com 10 mL de metanol grau HPLC, para verificar
se nao havia restado nenhum composto de interesse. Em seguida, as solugdes
metandlicas referentes a cada tempo de coleta, foram secas sob fluxo de ar em
capela, e solubilizadas em MeOH:H20 60:40 (v/v). O filtrado do produto reacional
(PR) foi analisado por HPLC-PDA (Condicfes de analise estdo no item 4.5.3),
assim como a solugao metandlica obtida na “lavagem” do filtro.

Alternativamente, foi realizada uma avaliagcdo com o produto reacional
empregando pré-tratamento atraves de extragdo em fase soélida (EFS) com silica
de fase reversa (Phenomenex® Strata C18-E; 15 x 10 mm; 55 ym), com a
finalidade de eliminar os interferentes (sais) dos produtos de interesse
(metabdlitos secundarios e seus produtos de degradacdo). A coluna foi
condicionada com 5 mL de metanol, seguidos de 8 mL de agua. A amostra foi

aplicada (aliquota de 10 mL de meio reacional: FGS + produto) e eluida com 8
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mL de agua e, posteriormente, com 8 mL de metanol. Os sais foram eluidos
através da “lavagem” com agua da fase estacionaria, que foi recolhida e
analisada, assim como os compostos de interesse retidos pela fase estacionaria
que foram eluidos com 8 mL de metanol. O PR e a fragdo metandlica do produto
reacional (FmetPR) foram analisadas por HPLC-PDA (CondicOes de analise
estdo no item 4.5.3). e a FmetPR foi também analisada por UPLC-QToF-MS/MS
(Condigbes de andlise estdo no item 4.8).

4.10 Avaliacdo da acédo do extrato aquoso e das fracdes de P. niruri sobre

a formacéao de cristais de oxalato de calcio in vitro

Os experimentos foram realizados de acordo com Barros et al. (2003),
com modificacbes. O ensaio baseia-se na inducéo da cristalizacdo de oxalato de
calcio (CaOx) com adicao de 40 uL de solucdo de oxalato de sodio (NaOx) 0,1
M para cada 1 mL de urina humana, a cada 30 min durante um periodo de 90
min (0, 30, 60 e 90 min), a 37° C, sob agitacdo constante.

Para esse ensaio foi preparado um pool de urina humana de seis
individuos com propensdo ao desenvolvimento de célculo renal ou que ja
possuiam litiase renal. A urina foi centrifugada a 2000 rpm durante 8 min. Apos
centrifugacédo, o sobrenadante foi transferido para um béquer e o pH foi ajustado
para 6,0 (NaOH 1 M ou HCI 1 M). O pool de urina foi dividido em aliquotas de 10
mL em tubos Falcon. Uma aliquota foi usada como controle (cristalizacdo sem
adicdo de extrato, fracdes de P. niruri, ou padrdes) e outra aliquota como branco
(adicdo de 40 pL/mL de 4gua ao invés de solucdo de NaOx e sem adicdo de
amostra), para verificar que a urina ndo tinha cristais de oxalato de célcio. Nas
outras aliquotas de 10 mL do pool de urina, foram adicionadas solucdes do
extrato de P. niruri com diferentes concentracdes (0,0625; 0,125; 0,250; 0,500;
1,000 mg/mL), solugbes das fragbes F1 a F14 em diferentes concentracdes
(0,015 a 1,0 mg/mL), a fracdo aquosa do produto reacional (PR) do FGS e a
fracdo metandlica do produto reacional (FmetPR) do FGS nas concentracdes de
0,5 e 1,0 mg/mL, além dos padrdes acido galico e acido elagico nas
concentracdes de 0,5 e 1,0 mg/mL. O extrato ou fracdes foram adicionados 30
min antes da inducéo da precipitacao.
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Apds 90 min, foi retirada uma aliqguota de 10 pyL de cada tubo e foi
realizada a analise em microscopio Optico Leica DMLB e a captura das imagens
no software AxioVision Release 4.8.2. A contagem foi realizada manualmente e
utilizando cdmara de Neubauer e o calculo da &rea média dos cristais de CaOx
foi mensurada com o auxilio do processador de imagens, Image J. Os
procedimentos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em
Pesquisa.

Também foi realizada a analise semiquantitativa do numero de cristais
gue é estimada pela determinacéo da turbidez do meio reacional comparado nos
tempos 0 e 90 min. Apds a cristalizagao (90 min), aliquotas de 100 pL foram
colocadas em placas de 96 pocos e a absorbéancia foi determinada em 590 nm.
E possivel observar turbidez na urina em que foi adicionado o oxalato de sédio,

no tempo 0 da reacgéo, o que indica o inicio do processo de cristalizacao.

4.11 Anélise estatistica

A analise estatistica e a elaboracéo das figuras foram realizadas utilizando
os programas Excel e GraphPad Prism® versdo 5. Os dados estdo expressos
como meédia + erro padrdo da média. A analise dos dados foi realizada por
analise de variancia ANOVA seguida pelo teste de Newman-keuls. Foram

consideradas diferencas significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise da droga vegetal e obtencéo do extrato aquoso de P. niruri

A droga vegetal rasurada constituida de partes aéreas de P. niruri, oriunda
da empresa Centroflora, foi doada acompanhada de um laudo de controle de
qualidade com os resultados de ensaios de pureza. Os resultados apresentados
foram relativos aos teores (m/m) de umidade, de cinzas totais e de cinzas
insolaveis em acido, respectivamente 9,2% (max. 14%), 6,7% (méax. 12%) e 0,3%
(méx. 3%). Todos os resultados atenderam as especificacbes da Farmacopeia
Brasileira 52 ed. (BRASIL, 2010a).

Os resultados da distribuicdo granulométrica estdo apresentados na
Figura 5, a maior porcentagem 41,1% do p6 apresentou tamanho de particula
acima de 212 um. O material vegetal estudado € misto em termos de 6rgaos o
gue pode ter produzido a distribuicdo granulométrica em faixa mais ampla, ja que
os caules sdo mais duros do que o resto do material (folhas, flores e frutos).
Markom et al (2007) apontou em seu trabalho que 43% apresentou tamanho de
particula entre 600 um e 1,18 mm para a analise da granulometria de caule e
partes aéreas de P. niruri. A droga vegetal ndo foi classificada segundo a
Farmacopeia Brasileira 52 ed. (BRASIL, 2010a) por conta da diferenca entre as

aberturas dos tamises utilizados e o descrito pela Farmacopeia Brasileira 52 ed.
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Figura 5. Analise granulométrica da droga vegetal pulverizada.
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Foram realizadas 3 extracdes com o total de 282,21 g da droga vegetal
pulverizada, que foram extraidas com 4230 mL de agua deionizada, resultando
em 50,11 g de extrato seco, com umidade de 10,8 % e rendimento de 15,8%
(m/m), calculado levando em consideracéo a perda por dessecacéo do extrato.

O rendimento encontrado foi superior ao obtido por Albrecht (2014) que
levou em consideragdo o calculo tanto em base seca para a droga vegetal como
para o extrato e obteve 10,9% (m/m) para o extrato agquoso de P. niruri. Sabir e
Rocha (2008) obtiveram rendimento de 21-23% (m/m) com extrato aquoso de P.
niruri, com proporgdo de droga vegetal:solvente 1:10 (m/v). J& Markom et al.
(2007) em seu trabalho obtiveram 8,5% (m/m) de rendimento na extracdo de

caules e partes aéreas de P. niruri.

5.2 Fitoquimica

5.2.1 Fracionamento do extrato aquoso

O método de fracionamento por EFS em modo reverso foi adaptado de

Colombo et al. (2009) com substituicdo do metanol por etanol na fase movel,
solvente melhor classificado em termos de Quimica Verde (TOBISZEWSKI et
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al., 2017). Atabela 2 mostra os dados das fracdes obtidas. Os rendimentos foram

calculados em relacéo a 0,5 g de extrato utilizado.

Tabela 2. Dados do fracionamento do extrato aquoso por EFS em pequena escala.

Fracao (F) Eluente (v/v) Massa (g) Rendimento (% m/m)

F1 H>O 0,130 26,0
F2 H>O 0,166 33,2
F3 EtOH: H,0 5:95 0,028 5,6
F4 EtOH: H20O 5:95 0,025 5,0
F5 EtOH: H20 10:90 0,026 5,2
F6 EtOH: H20 10:90 0,021 4,2
F7 EtOH: H20 15:85 0,018 3,6
F8 EtOH: H20 15:85 0,009 1,8
F9 EtOH: H20 25:75 0,017 3,4
F10 EtOH: H20 25:75 0,010 2,0
F11 EtOH: H20 50:50 0,011 2,2
F12 EtOH: H20 50:50 0,006 1,2
F13 EtOH 0,003 0,6
F14 EtOH 0,003 0,6

Total das fracbes 0,473 94,6

As fracbes F1 e 2 eluidas com &gua, apresentaram 0S maiores
rendimentos (m/m), 26,0 e 33,2% respectivamente. O rendimento total foi de 94,6
% (m/m). O perfil cromatografico das fracdes EFS foi avaliado por CCD para
taninos e flavonoides.

Apés a avaliacdo da separacdo em pequena escala, fizemos o
escalonamento das condi¢cdes cromatograficas e prosseguimos para EFS em
maior escala (Tabela 3) utilizando 10 g de extrato seco. O rendimento total foi de
92,2% (m/m). Como aconteceu no fracionamento em pequena escala as fracdes
1 e 2 que foram eluidas com agua apresentaram maior rendimento (m/m), 14,3%
e 31,7% respectivamente. Seguida pelas fracdes 3 e 4 que eluiram com EtOH:
H20 5:95 e obtiveram rendimento de 5,3%. Podemos destacar também a fracéo

8 que apresentou rendimento de 12,9 % e eluiu com EtOH: H20 15:85.
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Tabela 3. Dados do fracionamento do extrato aquoso por EFS em maior escala.

Fracao (F) Eluente (v/v) Massa (g) Rendimento (% m/m)

F1 H20 1,432 14,3
F2 H.O 3,168 31,7
F3 EtOH: H20O 5:95 0,526 53
F4 EtOH: H20O 5:95 0,529 5,3
F5 EtOH: H20 10:90 0,311 3,1
F6 EtOH: H20 10:90 0,549 55
F7 EtOH: H20 15:85 0,297 3,0
F8 EtOH: H,O 15:85 1,292 12,9
F9 EtOH: H,0O 25:75 0,285 2,8
F10 EtOH: H,0O 25:75 0,361 3,6
F11 EtOH: H,0O 50:50 0,307 31
F12 EtOH: H,0O 50:50 0,034 0,3
F13 EtOH 0,086 0,9
F14 EtOH 0,038 0,4

Total das fracbes 9,215 92,2

5.2.2 Andlise do extrato aquoso e de suas fragcfes por CCD

As fracdes e o extrato aquoso foram analisados por CCD em condic¢des
descritas para flavonoides e taninos. Na condicdo cromatogréfica para taninos
foram observadas bandas (Figura 6) com coloracao azul tipica apés revelacao
com solucado de cloreto férrico para taninos hidrolisaveis e derivados do &cido
galico nas fracbes F4 a F10 e no extrato, sendo mais intensas nas fracdes F5 e
F6 e F8 a F9.
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Figura 6. Cromatoplaca (silica gel; 0,25 mm) referente a andlise de F1 a F14 e do extrato
aguoso, da esquerda para direita. Fase mével: tolueno: acetato de etila: acido férmico

2,4:5,6:2,0 (v/v). Revelador: solugao metandlica de cloreto férrico 2%.

Para a classe de flavonoides foi verificada a presenca de bandas
fluorescentes apos revelagdo com NP/PEG sugestivas da presenca destes
compostos nas fracdes F4 e F5 e com maior intensidade nas fracbes F10 a F12
e no extrato (Figura 7). Desta forma, as andlises por CCD sugerem uma maior
concentragdo de taninos hidrolisaveis e substéancias relacionadas em F4 a F10
e de flavonoides em F10 a F12, resultado que esta de acordo com o objetivo de
separar tais classes de substancias em diferentes fracdes. As bandas do extrato
tanto na condicdo para flavonoides quanto para taninos apareceram com menor

intensidade porque ele contém maior niumero de substancias do que as fragoes.
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Figura 7. Cromatoplaca (silica gel; 0,25 mm) referente a andlise de F1 a F14 e do extrato
aquoso, da esquerda para direita. Fase mdvel: acetato de etila: acetona: acido acético:
agua 6:2:1:1 v/v. Revelador: NP/PEG visualizado sob luz UV 365 nm.

5.2.3 Analise por HPLC-UV dos extratos e fracdes

O extrato aquoso (Figura 8), o padréo de &cido gélico (Figura 9), e as
fracbes do extrato (Figura 10), foram submetidos a analise por HPLC-PDA
utilizando o método adaptado de Colombo et al. (2009), para se obter seus perfis
cromatograficos, o espectro no UV dos picos , a fim de compara-los quanto a
sua complexidade em termos de tempos de retencéo dos picos e componentes
majoritarios (maior area dos picos), além de verificar a eficiéncia da EFS. A
adicdo de acido acético (1%) no solvente A, fez com que reduzisse o pH da fase
moével, aumentando a retencdo das substancias e a resolugcdo dos picos
cromatograficos (controle de ionizacao dos compostos fenélicos).
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Figura 8. Cromatograma do extrato aquoso de P. niruri (5 mg/mL). Cromatoégrafo
Liguido de Alta Eficiéncia 2 (Shimadzu®). Condicdes de andlise: coluna Ascentis C18
(250 x 4,6 mm; 5 um); comprimento de onda 267 nm, volume de injecao 25 uL; vazédo 1
mL/min; fase mével solucdo aquosa de acido acético 1% (v/v) (A) e acetonitrila (B).
Gradiente: 0-25 min, 13-37% B; 25-30 min, 37-100% B; 30-42 min, 100% B; 42-45 min,
100-13% B; 12 min 13% B.
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A identificacdo de acido galico no extrato aquoso de P. niruri foi baseada

na comparacao dos tr, em 3,56 e 3,57 min (Figuras 7 e 8). Em seu trabalho

Albrecht (2014), também identificou acido galico no extrato aquoso de P. niruri.

Figura 9. Cromatograma do padr&o acido galico (Img/mL). Cromatégrafo Liquido de
Alta Eficiéncia 2 (Shimadzu®). Condi¢tes de analise: coluna Ascentis C18 (250 x 4,6
mm; 5 pum); comprimento de onda 267 nm, volume de inje¢do 25 uL; vazdo 1 mL/min;
fase movel solugcdo aquosa de acido acético 1% (v/v) (A) e acetonitrila (B). Gradiente:
0-25 min, 13-37% B; 25-30 min, 37-100% B; 30-42 min, 100% B; 42-45 min, 100-13%
B; 12 min, 12 min 13% B.
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Figura 10. Cromatograma das fracdes F1 a F14 (3 mg/mL). Cromatégrafo Liquido de
Alta Eficiéncia 2 (Shimadzu®). Condicdes de andlise: coluna Ascentis C18 (250 x 4,6
mm; 5 um); comprimento de onda 267 nm, volume de inje¢do 25 uL; vazdo 1 mL/min;
fase mével solucdo aquosa de acido acético 1% (v/v) (A) e acetonitrila (B). Gradiente:
0-25 min, 13-37% B; 25-30 min, 37-100% B; 30-35 min, 100% B; 35-37 min, 100-13%
B; 12 min 13% B.
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Ao analisarmos os cromatogramas do extrato (Figura 8) e das fracdes
(Figura 10) verificamos um pico com tr de cerca de 36,1 min que aparece em
todos os cromatogramas, incluindo o cromatograma do padréo de &cido galico
(Figura 9), e por isto deve possivelmente tratar-se de um contaminante.

A espectroscopia UV-VIS é simples e efetiva levando em consideracéo
testes rapidos para identificar grupos funcionais. A espectroscopia no UV é uma
importante ferramenta utilizada para identificacdo de flavonoides que possuem
espectros de absorcao caracteristicos no UV. Os flavonoides sao formados pelo
ndcleo basico da benzopirona (Figura 11) com 15 carbonos, constituido por dois
anéis benzénicos (A e B), ligados por um anel heterociclico (C). O anel A
apresenta absor¢cdo maxima entre 240 e 285 nm (banda Il) e o anel B entre 300
e 400 nm (banda I) (Figura 12). Os flavonoides sdo constituidos de diversas
classes, entre elas as chalconas, auronas, flavonas (Figura 13), flavonois (Figura
13), flavanonas, isoflavonas, catequinas, entre outras e podem ser diferenciadas
com base em seu espectro no UV (Tabela 4). A estrutura considerada basica do
flavonoide corresponde ao nucleo flavénico da Figura 11. A medida que aumenta
o grau de hidroxilacdo do nucleo ocorre um aumento do efeito batocromico, que
€ 0 aumento do Amax, resultando em um deslocamento da absorcéo para maiores
comprimentos de onda (KUMAR; PANDEY, 2013; ZUANAZZI, et al. 2017).

Figura 11. Ndcleo fundamental da benzopirona.
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Figura 12. Representacdo das bandas | e Il no espectro no UV/Vis.
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Tabela 4. Diferenciacdo das classes de flavonoides baseado em seu espectro no
UV/\Vis.

Classes Banda | (nm) Banda Il (nm)
Flavonas 304-350 250-285
Flavonois 352-385 250-285
Di-hidroflavonois  Baixa intensidade 275-295
Flavanonas Baixa intensidade 270-295
Isoflavona Baixa intensidade 245-275
Chalconas 340-390 (ocorre regularmente 220-270
um pico em 300-320)
Antocinaninas 465-550 270-280 (Baixa

intensidade)

(KUMAR; PANDEY, 2013; ZUANAZZI, et al. 2017).
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Figura 13. Nucleo fundamental das (1) flavonas e dos (2) flavonais.

1

Levando em consideragdo o numero de fragcbes (F1 a Fl14) e a
complexidade das mesmas devido ao numero de picos em cada fracao, foram
apresentados nos cromatogramas das fragdes apenas 0s espectros no UV dos
picos majoritarios. O espectro no UV do pico majoritario da fracdo F3 com tr de
3,31 min e Amax = 273 nm, sugere tratar-se de um derivado do composto acido
gdlico. Ainda na fragcdo 4, o pico com trem 7,29 min apresentou espectro no UV
com duas bandas com valores de Amax = 276 e 352 nm, caracteristicas de
flavonois. Na F5, o pico majoritario com tr = 7,32 min mostrou espectro no UV
com valores de Amax = 282 e 350 nm, sendo tipico de flavonas; o mesmo perfil
de absorc¢éo no UV foi observado para o pico majoritario com tr=7,42 min da F6
indicando que possivelmente é a mesma substancia. Ja o pico com tr=7,86 min,
mostrou espectro no UV com duas bandas com valores de Amax = 230 e 273 nm,
sugere tratar-se de um derivado do acido galico. A fracdo F8 cujo pico com trem
8,40 min, apresentou espectro no UV com uma banda com valor de Amax = 255
nm, o espectro no UV sugere a presenca do acido elagico ja relatados
previamente na espécie P. niruri por ALBRECHT, 2014. Nas fraces F8 e 9 os
picos com tr de 10,51; 8,2 e 9,9 min, e exibiu espectro no UV com bandas
apresentando valores de Amax = 275, 274 e 276 nm respectivamente apontam
para presenca de derivados do acido galico. A fracdo F10 apresentou um pico
com tr de 11,27 min e um com tr de 12,93 min, apontou espectro no UV com
duas bandas com valores de Amax = 269 e 348 nm e 268 e 337 nm,
respectivamente que sdo caracteristicos de flavonas, e um com tr de 14,09 min,
espectro no UV com duas bandas com valores de Amax = 272 e 353 nm indicando

ser um flavonol. Na fracdo F11, os picos com tr = 12,91; 17,14 e 21,93 min
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apontam para flavonas e o pico com tr = 13,84 min para flavonol, assim como
0s picos com tr = 13,87 min da F12 que sugerem ser a mesma substancia. As
fracOes F13 e F14 apresentaram 0 mesmo pico com tr = 13,98 min, com Amax =
252 e 366 nm, sinalizando ser o0 mesmo composto da classe dos flavondis.
Alguns picos no final do cromatograma nas fracbes F12 e F13 devem ser
compostos que ficaram retidos na coluna, e que eluiram com 100% de etanol.
Através da avaliagdo do espectro de absor¢do no UV, néo foi possivel detectar
corilagina no extrato, provavelmente devido ao fato de que ela tenha eluido junto
com outros compostos.

Conforme apresentado no item 5.2.2, através das analises por CCD foi
possivel sugerir a presenca de flavonoides nas fracbes F10 a F12, o que é
coerente com 0s espectros no UV dessas fragcdes. As analises por CCD das
fracOes F4, F5 e F6 (Figura 7) apresentam manchas com fluorescéncia de baixa
intensidade, que podem ser flavonoides. Para as fracbes F4 e F5 é possivel
observar nas cromatoplacas da Figura 7. As fracbes F7, F8 e F9 conforme visto
na cromatoplaca (Figura 6) indicam a presengca de taninos e substancias

relacionadas.

5.3 Degradacdo &cida do extrato aquoso de P. niruri em fluido gastrico
simulado (FGS)

A partir da andlise dos cromatogramas (Figural4) é possivel verificar que
a degradacao acida em meio FGS produziu substancias com maior polaridade,
0 que fica mais evidente na comparacdo dos cromatogramas do extrato e
produto reacional sem pré-tratamento por EFS (PR). Os picos com tr de 6,52,
8,27, 9,74 e 11,89 min foram observados no cromatograma do extrato (Figura
13) sem degradacdo, jA& no cromatograma do PR e da FmetPR nao foram
verificados. Os cromatogramas do PR e da FmetPR indicaram que algumas
substancias foram parcialmente ou totalmente consumidas e apresentaram
menor intensidade relativa (tr de 8,27, 9,74 e 11,89 min), enquanto 0s picos com
tr 3,56, 7,37, 11,12, 12,81 e 13,89 min foram observados em todos
cromatogramas (extrato, PR e FmetPR). Além disso, houve o aumento do
namero de picos e da area relativa até tr de 4 min no cromatogramas de PR,

sugerindo que houve degradacéo com formacao de produtos mais polares.
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Figura 14. Cromatograma do extrato aquoso de P. niruri (5 mg/mL) dos produtos de
degradacéao acida no tempo de 60’ da fracdo aguosa do produto reacional de P. niruri
(PR), e da fracdo metandlica do produto reacional de P. niruri (FmetPR). Andalise em
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia 2 (Shimadzu®).- HPLC-DAD em coluna
Ascentis C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm); comprimento de onda 267 nm, volume de injec&o
20 pL; vazdo 1 mL/min; fase movel solugdo aquosa de acido acético 1% (v/v) (A) e
acetonitrila (B). Gradiente: 0-25 min, 13-37% B; 25-30 min, 37-100% B; 30-42 min, 100%
B; 42-45 min, 100-13% B; 12 min 13% B.
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5.4 Andlise cromatografica por UPLC-QToF-MS/MS e UPLC-PDA

As analises por UPLC mostraram boa separagdo cromatografica com
definicdo precisa dos fragmentos relativos a cada substancia. Através das
analises por UPLC-QToF-MS/MS e UPLC-PDA foram identificadas 20
substancias no extrato de partes aéreas de P. niruri (Figura 15; Tabela 5). Acido
gdlico, corilagina, &cido elagico e quercetina-O-ramnosideo (Figura 16) foram
identificados com o emprego de padrdes cromatograficos, as outras 14
substancias foram identificadas tentativamente com dados relatados na literatura
para confirmacao. No total 18 substancias foram caracterizadas. Analisando a
Figura 15 é possivel observar que os picos referentes as substancias 10 (acido
carboxilico de brevifolina), 9 (corilagina) e 13 (vitexina-O-ramnosideo) foram os
majoritarios em termos de area, destacando a corilagina, lembrando que a
resposta do detector de massas depende da facilidade de ionizacdo no ESI. Os
principais compostos foram taninos hidrolisaveis e substancias relacionadas,
dentre eles o acido galico, a corilagina e o acido elagico, e flavonoides como a
vitexina-O-ramnosideo (flavona), miricetina-O-ramnosideo e quercetina-O-
ramnosideo (flavonéis) (Figura 16).

Também foi analisada a FmetPR por UPLC-QToF-MS/MS (Figura 15).
Comparando os cromatogramas do extrato aquoso de P. niruri e FmetPR pode-
se observar que o perfil dos dois € muito semelhante, porém ha uma reducédo na
intensidade ou auséncia dos picos de 1 a 4, possivelmente porque estes referem-
se a substancias mais polares que podem ter sido eluidas na fracdo aquosa da
EFS do FGS, juntamente com os sais interferentes. E possivel também notar
uma diminuicdo na area relativa dos picos 7-11 e a auséncia dos picos 5 e 6, 0

gue sugere a degradacao de taninos hidrolisaveis.
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Figura 15. Cromatograma da FmetPR (a) e do extrato aquoso de P. niruri (b) e observado no equipamento UPLC-QToF. Coluna Waters® Acquity
UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7 um), temperatura de 40 °C, fases moveis agua com 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido

formico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 min), vaz&o de 0,4 mL/min e volume de injecdo de 5 L.
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Tabela 5. Substéncias tentativamente identificadas no extrato aquoso de partes aéreas de P. niruri.

N’ tr [M-H] [M-H] lons produtos Férmula Erro Identificacdo Referéncias
) .
‘?'0 (min) Observado | Calculado (MS%) empirica (ppm)
pico

1 2,47 209,0305 209,0297 191,0490 CsHoOs 3.8 acido mucico 1

2 2,54 191,0190 191,0192 111,0078 CsH707 -1.0 acido citrico -

3 3,33 355,0299 355,0351 337,0150 C14H11011 -0.6 acido chebulico 1

4 3,59 1690135 169,0137 125,0246 C7HsOs -1.2 acido galico padréo

5 3,69 669,0945 669,0939 337,0134 C27H25020 0.9 isbmero da 1
neochebuloil
galoilglicose

6 3,81 667,0770 667,0783 247,0222 C27H23020 -1.9 isbmero da 2

virganina
7 3,99 969,0838 969,0845 | 633,0698; 247,0219 | CaiH29028 -0.7 isbmero do 3
acido amariinico
8 4,09 969,0827 969,0845 | 633,0652; 247,0201 | CaiH29028 -1.9 isbmero do 3
acido amariinico
9 4,12 633,0747 633,0728 | 300,9931; 169,0132 | Cy7H2101s 3.0 corilagina padrao
10 4,15 291,0139 291,0141 | 247,0161; 219,0278; | Ci3H:Os -0.7 acido carboxilico 4
191,0305 de brevifolina
11 4,19 951,0723 951,0740 | 300,9921; 169,0123 | CaiH27027 -1.8 isbmero da 5

geranina

61
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12 4,21 593,1489 593,1506 | 473,1011; 426,0846, | Co7H29015 -2.9 orientina-O- 6
357,0598; 327,0500 ramnosideo
13 4,27 577,1566 577,1557 | 457,1098; 413,0799; | C27H29014 1.6 vitexina-O- 7
293,0381 ramnosideo

14 4,45 463,0855 463,0877 | 317,0279; 316,0162 | C21H19012 -4.8 miricetina-O- 8
ramnosideo

15 4.48 300,9981 300,9984 - C14H50s -1.0 acido elagico padrao

16 4 57 447.,0908 447,0927 301,0261 C21H10011 -4.2 quercetina-O- padrédo
ramnosideo

17 4,71 559,1448 559,1452 | 483,1824; 395,0741 | Cy7H»7013 -0.7 acido sinapoil- 9

O-cafeoilquinico

18 5,29 327,2170 327,2171 | 325,1831; 211;1289 | CigH3:0s5 -0.3 Acido tri- 10
hidroxiocta
decadiendico

19 5,39 1041,5348 1041,5329 - CusHgsO26 1.8 Unknow -

20 5,57 1055,550 1055,5486 - CueHg7026 1.3 Unknow -

1YAN(,S etal., 2012. 2GUO et al., 2014. 3*YEAP FOO, 1995. “SOUSA et al., 2016. ’KUMAR et al., 2015. °*SPRENGER et al., 2013. ‘LLORENT-
MARTINEZA et al., 2015. 8ZHANG, et al. 2002. °’KUHNERT et al., 2011. 1°SIMIRGIOTIS, et al. 2017.
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Figura 16. Principais compostos identificados no extrato aguoso de P. niruri e

observados no equipamento UPLC-QToF.
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5.5 Avaliacéo da acédo do extrato aquoso e das fracdes de P. niruri sobre a

formacdao de cristais de oxalato de calcio in vitro

Muitos fatores estéo envolvidos na patogénese da urolitiase. E sabido que
€ necessario a presenca de um meio supersaturado na urina para precipitar
CaOx, o qual pode agir como facilitador da formacéo de cristais, mas esse evento
pode ndo ser suficiente para formar um cristal (“pedra”). A urina é uma solugao
normalmente supersaturada e apenas alguns individuos sdo propensos a esta
doenca. Na maioria das vezes, a urina ndo forma cristais no trato urinario, para
ocorrer a formacdo desses calculos renais € necessario que aconteca
nucleacéo, crescimento e agregacao de cristais (BARROS et al., 2003; BARROS
et al., 2006; LIESKE et a.,1999). Estudos apontam que substancias de P. niruri
podem interferir nessas etapas de formacdo do calculo renal e essas
propriedades podem estar intimamente ligadas a prevencao da formacao das
‘pedras” e inibicdo do crescimento das mesmas, propiciando sua excre¢ao
(BOIM et al., 2010).

As condicdes do ensaio de formacéao de cristais de oxalato de calcio foram
otimizadas, utilizando o estudo realizado por Barros et al. (2003).

Foram testadas diferentes concentracdes de extrato aquoso de P. niruri
(0,0625; 0,125; 0,250; 0,500 e 1,0 mg/mL) e os dados estédo apresentados nas
Figuras 15 a 19. O ensaio consiste na analise dos cristais obtidos imediatamente
apos cristalizacdo. A analise semiquantitativa do numero de cristais € estimada
pela determinacédo da turbidez do meio reacional comparado nos tempos 0 e 90
min. Apés a cristalizagdo (90 min), aliquotas de 100 pL foram colocadas em
placas de 96 pocos e a absorbancia foi determinada em 590 nm. E possivel
observar turbidez na urina em que foi adicionado o oxalato de sédio, no tempo 0
da reacéo, o que indica o inicio do processo de cristalizacéo.

A Figura 17 mostra que a absorbéncia do meio reacional aumentou com
a utilizacao de concentracdes crescentes do extrato de P. niruri. Segundo Barros
et al., (2003) o indice de turbidez esté relacionado diretamente com a reducao
da area dos cristais, 0 que pode ser observado nas Figura 21, correlacionado
também com um aumento do numero de cristais de oxalato de célcio quando

utilizadas concentragdes maiores do extrato de P. niruri (Figura 20).
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Figura 17. Inducéo da cristalizacdo de CaOx pela adicdo de NaOx em urina humana,
monitorada pela absorbancia (590 nm), na presenca de solu¢des de concentracfes
crescentes de extrato de P. niruri (0,0625; 0,125; 0,25; 0,50 e 1,00 mg/mL).
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As Figuras 18 e 19 representam o numero de cristais de oxalato de célcio
na auséncia e na presenca de extrato de P. niruri (0,0625; 0,125; 0,250; 0,500 e
1,0 mg/mL) em urina humana, os quais foram contados manualmente, utilizando

um processador de imagens (Image J).
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Figura 18. Microscopia Otica de cristais de CaOx na auséncia e presenca extrato de P.

niruri em diferentes concentragdes (0,0625; 0,125; 0,25, 0,50 mg/mL).
Auséncia de extrato

250 pm, 100X
250 pm, 100X

Extrato P. niruri (0,125 mg/mL)

Extrato P. niruri (0,0625 mg/mL)

250 pm, 100X

250 pm, 100X
Extrato P. niruri (0,25 mg/mL

Extrato P. niruri (0,50 mg/mL)

250 pm, 100X 250 pm, 200X
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Figura 19. Microscopia 6tica de cristais de CaOx na presenca extrato de P. niruri em

diferentes concentragdes (0,50 e 1,0 mg/mL).

Extrato P. niruri (1,0 mg/mL)

Extrato P. niruri (0,50 mg/mL)

250 pm, 400X

A partir da analise da Figura 18, € possivel observar que com o aumento
da concentragéo do extrato de P. niruri (0,25 e 0,50 mg/mL) houve um aumento
progressivo do numero de cristais de oxalato de calcio, em comparagédo com a
auséncia do extrato de P. niruri. A concentragdo de 1,0 mg/mL de extrato ndo
esta apresentada pois a analise ficou prejudicada devido ao nimero excessivo
de cristais, bem como a &rea extremamente reduzida, o que comprometeu a
acuracia da medida de area. As concentragdes 0,25 e 0,50 mg/mL apresentaram
diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle, bem como as
concentragcbes 0,0625 e 0,125 mg/mL. Além do extrato, foram avaliados o
produto reacional e sua fracdo metandlica obtidos a partir do ensaio de fluido
gastrico simulado (FGS) sem enzimas. E possivel observar que para o PR, o
aumento da concentracao (de 0,5 para 1,0 mg/mL) resultou em uma diminui¢ao
do numero de cristais, resultado contrario ao desejado visto que com o0 aumento
da concentracdo espera-se um aumento no nimero de cristais, sendo esses
cristais menores, 0 que torna fisiologicamente favoravel a eliminacao. A
concentragédo de 0,5 mg/mL do PR mostrou ser diferente estatisticamente das
concentracbes do extrato de P. niruri testadas (0,0625, 0,125, 0,25 e 0,125



68

mg/mL). Ja as concentracdes 1,0 mg/mL, do PR e a 0,5 e 1,0 mg/mL de FmetPR
apresentaram diferenca estatistica quando comparadas com o controle e com as
diferentes concentracbes de extrato de P. niruri testadas, exceto para a
concentracdo de 0,25 mg/mL de extrato de P. niruri, e também para a
concentracdo de 1mg/mL da FmetPR. Analisando a FmetPR verificamos que
com o aumento da concentracdo (de 0,5 para 1,0 mg/mL) houve um aumento do
namero de cristais. A FmetPR 1,0 mg/mL n&o apresentou diferenga significativa
qguando comparada com a PR 1,0 mg/mL. Dessa maneira, pode-se verificar que
a acao do extrato de P. niruri 0,50 mg/mL € significativamente maior que o PR e
a FmetPR, visto que nessa concentracdo houve um aumento no numero de

cristais, resultando em um efeito benéfico e esperado.

Figura 20. Numero de cristais de oxalato de céalcio por contagem manual, na auséncia
e na presenca de extrato de P. niruri (0,0625; 0,125; 0,250; 0,500 mg/mL) e fracdes
obtidas a partir do FGS, PR e FmetPR (0,5 e 1,0 mg/mL) em urina humana.
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Os valores estao expressos em média + erro padrao da média. As diferencas foram consideradas
com p< 0,05. #, diferencas vs auséncia de extrato; a, diferencas vs 0,062 de extrato; b, diferencas
vs 0,125 de extrato; c, diferencas vs 0,250 de extrato; d, diferencas vs 0,500 de extrato; e,

diferencas vs 0,5 de PR; f, diferencas vs 1,0 de PR; g, diferencas vs 0,5 de FmetPR.
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A Figura 21 representa a area média (um?) dos cristais de CaOx por
contagem manual (Image J), na auséncia e na presenca de extrato de P. niruri
(0,0625; 0,125; 0,250; 0,500 e 1,00 mg/mL), e nas fracdes obtidas a partir do
FGS, PR e FmetPR (0,5 e 1,0 mg/mL) em urina humana. Observa-se uma
diminuicao significativa na area média dos cristais de CaOx na presenca de 0,25
mg/mL e 0,50 mg/mL do extrato aquoso de P. niruri em relacdo ao controle
(auséncia de extrato). Para as concentragcdes 0,062 e 0,125 mg/mL houve
reducdo significativa na area média dos cristais de CaOx, quando comparadas
com o controle (auséncia de extrato). A area meédia dos cristais de CaOx na
presenca de 0,25 mg/mL de extrato aquoso de P. niruri foi significativamente
menor em relacdo a concentracao 0,062 mg/mL. A concentragéo 0,50 mg/mL do
extrato aquoso de P. niruri apresentou diferenca significativa em relagédo as
concentracdes 0,0625; 0,125 e 0,250 mg/mL. E possivel verificar diferenca
estatisticamente significativa na area média dos cristais de CaOx do PR de 0,5
mg/mL quando comparadas com o controle e com as concentragdes 0,0625;
0,250 e 0,500 mg/mL de extrato aquoso de P. niruri. O mesmo comportamento
pode ser observado com a PR 1,0 mg/mL, apresentando diferenca significativa
gquando comparada com o controle e com as concentracdes 0,0625; 0,250 e
0,500 mg/mL de extrato aquoso de P. niruri, além do PR (0,5 mg/mL. A FmetPR
(0,5 mg/mL) apresentou diferenca significativa comparada ao controle, bem
como para as concentracdes 0,0625; 0,125 e 0,500 mg/mL do extrato, e também
da PR de 1,0 mg/mL. A concentracado de 0,500 mg/mL de extrato aquoso de P.
niruri, demonstrou reduzir significativamente a area dos cristais de oxalato de

calcio,propiciando a na facilidade de eliminacdo dos cristais da urina.
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Figura 21. Area média das particulas analisadas por contagem manual, na auséncia e
presenca de extrato de P. niruri (0,0625; 0,125; 0,250; 0,500 mg/mL) e fracBes obtidas
a partir do FGS, PR e FmetPR (0,5 e 1,0 mg/mL) em urina humana.
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Os valores estédo expressos em média + erro padrdo da média. As diferencas foram consideradas
com p< 0,05. #, diferencas vs auséncia de extrato; a, diferengas vs 0,062 de extrato; b, diferencas
vs 0,125 de extrato; c, diferencas vs 0,250 de extrato; d, diferencas vs 0,500 de extrato; e,
diferencas vs 0,5 de PR; f, diferencas vs 1,0 de PR; g, diferenc¢as vs 0,5 de FmetPR.

Nos APENDICES 1 e 2 estdo contidas as Tabelas que representam a
inducao da cristalizacédo de CaOx averiguada pela determinacdo da absorbancia
do controle, do extrato aquoso de P. niruri das fragbes obtidas a partir do FGS
(PR e FmetPR), dos padrbes acido galico e acido elagico, e das fracdes de P.
niruri (F1 a F14) obtidas por EFS. As imagens obtidas por microscopia 6tica de
cristais de CaOx na presenca das fracdes do extrato de P. niruri em diferentes
concentracdes estio apresentadas nos APENDICES 3 ao 10.

Da mesma maneira que foi notada a variacdo na absorbancia para as
diferentes concentracdes do extrato de P. niruri (Figura 17), pode-se observar
gue o aumento das diferentes concentracdes das fracdes (F1 a F14), resultou no
aumento da absorbancia (APENDICE 2), exceto para a fragdo F14 (0,5 mg/mL).
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Considerando a turbidez do meio reacional, devido a formacao dos cristais de
CaOx, calculou-se também a transmitancia, a fim de comparar com os resultados
de absorbancia. Nas anélises por HPLC-PDA do extrato e das fragfes ndo foram
observados picos com espectros no UV/Vis com absorbancia em 590 nm,
mostrando que nédo ha interferentes nestas amostras para absor¢cdo em 590 nm.

A Figura 22 representa o numero de cristais de oxalato de célcio na
auséncia e na presenca das fragdes de P. niruri (F1 a F14) obtidas por EFS, em
urina humana, contados manualmente (Image J). As fracbes F1 (0,5 e 1,0
mg/mL) e F2 (0,5 mg/mL) ndo apresentaram diferenca significativa em relacao
ao controle (auséncia de fragdes). A fracdo F2 (1,0 mg/mL) apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle e a fracdo F1 (1,0 mg/mL), houve um
aumento do numero de cristais. As fragdes F3 (0,062 e 0,125 mg/mL) e F4 (0,062
e 0,125 mg/mL) apontaram diferenca significativa quando comparadas ao
controle, as fracbes F1 (0,5 e 1,0 mg/mL) e F2 (0,5 mg/mL). A fracdo F4 (0,5
mg/mL) mostrou diferenga significativa quando comparada ao controle e as
fracOes F1, F2, F3 nas duas concentracdes testadas, além da F4 (0,062 e 0,125
mg/mL). A fracdo F5 (0,015 mg/mL) apresentou diferenca estatistica do controle,
F2 (1,0 mg/mL), F3 (0,062 e 0,125 mg/mL) e F4 (0,062, 0,125 e 0,5 mg/mL). A
fracéo F5 (0,030 mg/mL) apontou diferenca significativa do controle, das fragbes
F1 (0,5 e 1,0 mg/mL), F2 (0,5 mg/mL) e da fracdo F4 (0,5 mg/mL). A fracdo F6
(0,5 e 1,0 mg/mL) mostrou ser diferente estatisticamente do controle, das fracdes
F1(0,5e 1,0 mg/mL), F2 (0,5 mg/mL), F4 (0,5 mg/mL) e F5 (0,015 mg/mL). A
fracdo F7 (0,5 mg/mL) apresentou diferenca significativa com as fra¢des F1 (1,0
mg/mL), F2 (0,5 e 1,0 mg/mL), F4, F5, F6 em todas as concentragdes testadas.
A fragao F7 (1,0 mg/mL) apresentou diferenga significativa com o controle, e com
as fracdes F1 (0,5 e 1,0 mg/mL), F2 (0,5 mg/mL), F4 (0,5 mg/mL), F5 (0,015
mg/mL) e F7 (0,5 mg/mL). A fracdo F8 mostrou ser estatisticamente diferente do
controle e das fragbes F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 nas concentra¢cfes testadas,
exceto para a F3 (0,125 mg/mL). Um destaque para a fragcdo F12 (1,0 mg/mL)
gue exibiu ser diferente significativamente de todas as fra¢ges testadas.

Na Figura 22, é possivel observar que as fracdes F4 (0,5 mg/mL) e F12
(1,0 mg/mL), apresentaram um numero elevado de cristais de oxalato de calcio,
acima de 700 e 1200, respectivamente, indicando uma expressiva atividade dos

componentes dessas fracdes frente a inibicdo do crescimento e agregacéo dos
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cristais na urina. Aléem delas as fracbes F5, F8, F9, F10 e F11 precisaram ser
testadas com concentracdes até 66 vezes menores (0,015 mg/mL) que a maxima
analisada (1,0 mg/mL), pois as andlises ficaram comprometidas devido ao
namero excessivo de cristais, bem como a éarea reduzida, fatores que
comprometeram a resolucéo das imagens. Dentre as fracbes com pronunciada
atividade selecionamos as fracdes F4 (0,062, 0,125 e 0,5 mg/mL), F5 (0,015 e
0,030 mg/mL), F8, F9 e F10 (0,015 mg/mL) e F12 (0,062, 0,125 e 1,0 mg/mL)
para construcdo de um novo gréafico e foi realizada a comparagdo com o0s
padrdes acido galico (0,5 e 1,0 mg/mL) e acido elagico (0,5 e 1,0 mg/mL). Na
Figura 23 observa-se significativa atividade das fracGes frente aos padrées
testados, apresentando um maior numero de cristais, resposta almejada no
ensaio. O acido gélico (0,5 e 1,0 mg/mL) e &cido eldgico (0,5mg/mL) néo
produziram aumento significativo no nimero de cristais, somente o acido elagico
(1,0 mg/mL) apresentou diferenca significativa quando comparado ao controle.
Além disso, mostraram diferenca significativa quando comparadas as fracdes F4
(0,062, 0,125 e 0,5 mg/mL), F5 (0,015 e 0,030 mg/mL), F8, F9 e F10 (0,015
mg/mL) F12 (0,062, 0,125 e 1,0 mg/mL).
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Figura 22. Numero de cristais de oxalato por contagem manual, na auséncia e na presenca das fracdes (F1 a F14) do extrato de P. niruri obtidas por EFS, em
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Os valores estao expressos em média * erro padrao. As diferencas foram consideradas com p< 0,05. # diferenca vs auséncia de fragcdes de P.niruri; a diferenca vs F1 (0,5
mg/mL); b diferenca vs F1 (1,0 mg/mL); c diferenga vs F2 (0,5 mg/mL); d diferenca vs F2 (1,0 mg/mL); e diferenca vs F3 (0,062 mg/mL), f diferengca vs F3 (0,125 mg/mL), g
diferencavs F4 (0,062 mg/mL), h diferenca vs F4 (0,125 mg/mL), i diferenca vs F4 (0,5 mg/mL); j diferenca vs F5 (0,015 mg/mL), k diferenca vs F5 (0,030 mg/mL), | diferenca
vs F6 (0,5 mg/mL); m diferenca vs F6 (1,0 mg/mL); n diferenca vs F7 (0,5 mg/mL); o diferenca vs F7 (1,0 mg/mL); p diferenca vs F8(0,015 mg/mL), q diferenca vs F9 (0,015
mg/mL), r diferenca vs F10 (0,015 mg/mL), s diferenca vs F11(0,015 mg/mL), t diferencavs F11 (0,030 mg/mL), u diferencavs F12 (0,062 mg/mL), v diferenca vs F12 (0,125
mg/mL),x diferenca vs F12 (1,0 mg/mL).
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Figura 23. Numero de cristais de oxalato por contagem manual, na auséncia e na presenca das fracdes F4 (0,062, 0,125 e 0,5 mg/mL), F5 (0,015 e 0,030
mg/mL), F8, F9 e F10 (0,015 mg/mL) e F12 (0,062, 0,125 e 1,0 mg/mL) do extrato de P. niruri obtidas por EFS, em urina humana e dos padrbes acido galico
(0,5 e 1,0 mg/mL) e &cido elagico (0,5 e 1,0 mg/mL).
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As areas médias dos cristais de CaOx (Figura 24) na presenca das
fracOes F2 a F14 apresentaram diferencas significativas em relagéo ao controle
(auséncia de fracbes). A fracdo F4 (0,5 mg/mL) se mostrou diferente
estatisticamente das fragbes F1 e F2 (0,5 e 1,0 mg/mL), F3 (0,062 e 0,125
mg/mL) e F4 (0,062 e 0,125 mg/mL), apresentando uma menor area média dos
cristais de oxalato de calcio. As fracdes F13 e F14 apresentaram diferenca
significativa em relagéo a todas as concentragdes testadas inclusive o controle.

Considerando a andlise da Figura 24, é possivel observar que as fragdes
F4 (0,5 mg/mL) e F12 (1,0 mg/mL), apresentaram uma menor area meédia dos
cristais de CaOx, demonstrando uma atividade dos componentes dessas
fracOes, considerando a inibicdo do crescimento e agregacéo dos cristais na
urina, bem como a diminuicao deles. Dentre as amostras avaliadas, as fracoes
F5, F8, F9, F10 e F11 também demonstraram pronunciada atividade na acdo de
formacdo de cristais de CaOx pois, em concentracdes aproximadamente 66
menores (0,015 mg/mL), diminuiu a area e aumentou o numero dos cristais,
gquando comparado com as demais amostras testadas. A Figura 23 mostra
algumas das fracbes com maior atividade, tais como: F4 (0,062, 0,125 e 0,5
mg/mL), F5 (0,015 e 0,030 mg/mL), F8, F9 e F10 (0,015 mg/mL) e F12 (0,062,
0,125 e 1,0 mg/mL) comparadas com os padrdes acido galico (0,5 e 1,0 mg/mL)
e &cido elagico (0,5 e 1,0 mg/mL), assim foi possivel verificar significativa
atividade das fracBes comparado aos padrdes testados. O acido gélico (0,5e 1,0
mg/mL) e acido elagico (0,5mg/mL) ndo tiveram efeito com relacdo a area média

dos cristais quando comparados ao controle.
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Figura 24. Area média das particulas analisadas por contagem manual,na auséncia e presenca das fragdes do extrato aquoso de P. niruri (mg/mL) a partir da
EFS, em urina humana.
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mg/mL); b diferenca vs F1 (1,0 mg/mL); c diferenga vs F2 (0,5 mg/mL); d diferenca vs F2 (1,0 mg/mL); e diferen¢a vs F3 (0,062 mg/mL), f diferen¢ca vs F3 (0,125 mg/mL), g
diferencavs F4 (0,062 mg/mL), h diferenca vs F4 (0,125 mg/mL), i diferenca vs F4 (0,5 mg/mL); j diferenca vs F5 (0,015 mg/mL), k diferenca vs F5 (0,030 mg/mL), | diferenca
vs F6 (0,5 mg/mL); m diferenca vs F6 (1,0 mg/mL); n diferenca vs F7 (0,5 mg/mL); o diferenca vs F7 (1,0 mg/mL); p diferenca vs F8(0,015 mg/mL), q diferenca vs F9 (0,015
mg/mL), r diferenca vs F10 (0,015 mg/mL), s diferenca vs F11(0,015 mg/mL), t diferencavs F11 (0,030 mg/mL), u diferencavs F12 (0,062 mg/mL), v diferenca vs F12 (0,125
mg/mL),x diferenca vs F12 (1,0 mg/mL).
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Figura 25. Area média das particulas analisadas por contagem manual, na auséncia e na presenca das fracées F4 (0,062, 0,125 e 0,5 mg/mL), F5 (0,015 e
0,030 mg/mL), F8, F9 e F10 (0,015 mg/mL) e F12 (0,062, 0,125 e 1,0 mg/mL) do extrato de P. niruri obtidas por EFS, em urina humana e dos padrfes acido
gélico (0,5 e 1,0 mg/mL) e &cido elagico (0,5 e 1,0 mg/mL).
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Os resultados referentes aos numeros e area média dos cristais de CaOx
devem estar relacionados diretamente com a diferenca da composicdo das
fracOes na acdo sobre o processo de formacao de cristais de CaOx, tanto no
aumento do numero de cristais quanto na diminuicdo da &rea média desses
cristais.

Barros et al. (2003) mostraram que o extrato aquoso de P. niruri analisado
na concentragao de 0,25 mg/mL apresentou aumento dos cristais pequenos (5,0-
7,5 um) quando equiparado com o controle (auséncia de extrato).

A andlise dos resultados da formacao de cristais de CaOx comparados
com as andlises quimicas das fracbes, as quais apontaram presenca de
flavonoides nas fragdes F4, F5, F10, F11 e F12 confirmaram estudos anteriores
que indicam os flavonoides como uma das classes de metabdlitos secundarios
responsaveis por essa atividade (ALBRECHT, 2014).

Albrecht (2014) avaliou a quercetina como padrdo e obteve o melhor
resultado comparado ao extrato bruto seco de P. niruri e sua fracdo aquosa,
emulsdo e n-butanol. Este mesmo estudo também avaliou o &cido gélico, o qual
nao apresentou aumento significativo do nimero de cristais na concentracao
avaliada, dessa maneira Albrecht (2014) sugeriu que néo so os flavonoides e/ou
a corilagina podem ser os responsaveis pela acdo na formacéo de cristais de
oxalato de célcio.
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6 CONCLUSAO

Mediante o proposto inicialmente nesse trabalho os resultados obtidos
possibilitaram concluir que o método de CCD utilizado mostrou-se apropriado
para a analise qualitativa de flavonoides e de taninos nas fragbes do extrato
aquoso de P. niruri. Ao fracionarmos o extrato obtivemos quatorze fracdes, a
maioria concentrada em taninos ou em flavonoides.

Através das analises por UPLC-QToF-MS/MS e UPLC-PDA foram
identificadas 18 substancias no extrato de partes aéreas de P. niruri, sendo 4
com o uso de padrdes e 14 tentativamente com base nos espectros de massas
e UV, incluindo 7 taninos hidrolisaveis e 4 flavonoides glicosilados (2 flavonas e
2 flavonais), além de acido galico e &cido elagico. Com os resultados obtidos por
HPLC-PDA, o método foi adequado para se obter os perfis cromatogréficos do
extrato e do produto reacional do FGS, a fim compara-los quanto a sua
complexidade em termos de tempos de retencdo dos picos e componentes
majoritarios (maior area ou altura dos picos), além de verificar a eficiéncia da
EFS e obter o perfil quimico das fracées.

Com os resultados obtidos, € possivel inferir que o extrato aguoso de P.
niruri sofreu degradacdo em meio FGS. Comparando-se 0s cromatogramas do
extrato antes e apés a degradacdo em FGS, é possivel verificar que algumas
substancias foram parcialmente consumidas ou apresentaram menor
intensidade relativa dos picos, especificamente os taninos hidrolisaveis que sdo
mais suscetiveis a hidrélise acida do que os flavonoides O-glicosilados por
conterem ligacOes éster. Esses resultados mostram que os taninos hidrolisaveis
podem sofrer degradacéo ao passarem pelo meio estomacal.

Na avaliacdo da acao sobre a cristalizagcdo de CaOx, os dados sugerem
que ha interferéncia do extrato de P. niruri na inibicdo do crescimento dos
cristais, assim como na agregacdo dos mesmos. Com o0s resultados
apresentados pelas fragbes, podemos inferir que as fracoes F4 e F12
apresentaram pronunciada atividade referente a formacao de cristais de CaOx
in vitro. E que as fracdes F5, F8, F9, F10 e F11 também apresentaram tal
atividade, pois em concentracdes aproximadamente 66 menores (0,015 mg/mL),
diminuiram a area dos cristais e aumentaram o numero desses cristais, sendo
esse efeito fisiologicamente favoravel a eliminagcéo dos cristais de CaOx na urina.

Os resultados referentes a formacgéo de cristais CaOx quando comparados as
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analises quimicas das fracbes que apontaram a presenca de flavonoides nas
fracOes F4, F5, F10 e F12, corroboram com estudos anteriores que indicam os
flavonoides como uma classe de metabdlitos secundérios responséveis por este
tipo de atividade. Considerando ainda que &cido gélico e acido elagico, produtos
de degradacéo dos taninos hidrolisaveis ndo apresentaram acéo, o papel dos
flavonoides fica evidenciado nesta acdo. A acdo das urolitinas, produtos de
metabolizacdo do &cido elagico pela microbiota intestinal, ndo pode ser
descartada, ja que estes metabdlitos sdo absorvidos pelo intestino e alcancam a
corrente sanguinea e o sistema urinario.

Desta forma, a padronizacdo do extrato aquoso de P. niruri deve ser
estabelecida em termos da concentragdo dos flavonoides glicosilados e,
possivelmente, também dos taninos hidrolisaveis, cuja acado dos metabdlitos ndo

pode ser descartada.
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APENDICE 1

Tabela. Inducdo da cristalizacdo de CaOx medida por densidade 6tica (DO 590 nm),
em urina humana, pela adicdo de NaOx na presenca dos padrdes acido galico e acido
elagico, do extrato aquoso de P. niruri, e das fragcBes obtidas a partir do FGS, PR e
FmetPR de P. niruri.

Amostras (mg/mL) Antes da adi¢cdo de NaOx Depois da adicdo de NaOx
(0 min) (90 min)
Absorbancia | Transmitancia | Absorbancia | Transmitancia
Controle 0,005 0,988 0,133 0,738
Acido Galico (0,5) 0,030 0,993 0,103 0,788
Acido Galico (1,0) 0,022 0,950 0,098 0,797
Acido Eléagico (0,5) 0,125 0,749 0,223 0,598
Acido Elagico (1,0) 0,171 0,674 0,612 0,244
Ext. P. niruri (0,062) 0,002 0,995 0,133 0,736
Ext. P. niruri (0,125) 0,005 0,988 0,242 0,572
Ext. P. niruri (0,25) 0,003 0,993 0,400 0,398
Ext. P. niruri (0,5) 0,005 0,988 0,337 0,460
Ext. P. niruri (1,0) 0,005 0,988 0,423 0,377
PR (0,5) 0,040 0,912 0,130 0,741
PR (1,0) 0,010 0,977 0,123 0,753
FmetPR (0,5) 0,010 0,977 0,145 0,716
FmetPR (1,0) 0,017 0,961 0,147 0,712
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Tabela. Inducdo da cristalizacdo de CaOx medida por densidade 6tica (DO 590 nm),

em urina humana, pela adicdo de NaOx na presenca das fracdes (F1 a F14) do extrato

de P. niruri.
Amostras Antes da adigdo de NaOx Depois da adicao de NaOx
(mg/mL) (0 min) (90 min)
Absorbancia | Transmitancia | Absorbancia | Transmitancia
Controle 0,005 0,988 0,133 0,736
F1(0,5) 0,002 0,995 0,124 0,751
F1 (1,0) 0,000 1,000 0,127 0,746
F2(0,5) 0,004 0,99 0,168 0,679
F2(1,0) 0,000 1,000 0,196 0,636
F3 (0,0625) 0,000 1,000 0,131 0,739
F3 (0,125) 0,000 1,000 0,192 0,642
F3 (0,5) 0,006 0,986 0,323 0,475
F3 (1,0) 0,006 0,986 0,461 0,345
F4 (0,0625) 0,000 1,000 0,201 0,629
F4 (0,125) 0,000 1,000 0,207 0,620
F4 (0,5) 0,001 0,997 0,503 0,314
F4 (1,0) 0,005 0,988 0,623 0,238
F5 (0,015) 0,003 0,993 0,272 0,534
F5 (0,030) 0,017 0,961 0,286 0,517
F5 (0,5) 0,000 1,000 0,582 0,261
F5 (1,0) 0,005 0,988 0,661 0,218
F6 (0,5) 0,000 1,000 0,135 0,732
F6 (1,0) 0,003 0,993 0,192 0,642
F7 (0,5) 0,004 0,990 0,116 0,765
F7 (1,0) 0,005 0,988 0,186 0,651
F8 (0,015) 0,004 0,990 0,348 0,448
F8 (0,030) 0,001 0,997 0,392 0,405
F8 (0,5) 0,006 0,986 0,699 0,199
F8 (1,0) 0,018 0,959 1,006 0,098
F9 (0,015) 0,000 1,000 0,154 0,701
F9 (0,030) 0,000 1,000 0,47 0,338
F9 (0,5) 0,014 0,968 0,748 0,178
F9 (1,0) 0,037 0,918 0,89 0,128
F10 (0,015) 0,000 1,000 0,325 0,473
F10 (0,030) 0,000 1,000 0,429 0,372
F10 (0,5) 0,007 0,984 0,663 0,217
F10 (1,0) 0,023 0,948 0,904 0,124
F 11 (0,015) 0,000 1,000 0,15 0,707
F11 (0,030) 0,004 0,99 0,292 0,51




F11 (0,5)
F11 (1,0)
F12 (0,0625)
F12 (0,125)
F12 (0,5)
F12 (1,0)
F13 (0,5)
F13 (1,0)
F14 (0,5)
F14 (1,0)

0,023
0,042
0,000
0,021
0,021
0,015
0,068
0,106
0,005
0,009

0,948
0,907
1,000
0,952
0,952
0,966
0,855
0,783
0,988
0,979

0,603
0,902
0,111
0,357
0,357
0,456
0,271
0,265
0,113
0,094

0,249
0,125
0,774
0,439
0,439
0,349
0,535
0,543
0,77
0,805

93




94

APENDICE 3

Figura. Microscopia 6tica de cristais de CaOx na presenca das fracdes F1 e F2 de P.

niruri em diferentes concentragfes (0,50 e 1,0 mg/mL)
F1 0,5 mg/mL

F1 1,0 mg/mL

250 pm, 100X

F2 0,5 mg/mL F2 1,0 mg/mL

250 pm, 100X 250 pm, 100X
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APENDICE 4

Figura. Microscopia 6tica de cristais de CaOx na presenca das fracdes F3 e F4 de P.

niruri em diferentes concentracées (0,50 e 1,0 mg/mL).

F3 0,5 mg/mL F3 1,0 mg/mL
250 pm, 100X 250 um, 100X
F4 0,5 mg/mL F4 1,0 mg/mL

250 pm, 100X 250 pm, 100X
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APENDICE 5

Figura. Microscopia 6tica de cristais de CaOx na presenca das fracdes F5 e F6 de P.
niruri em diferentes concentracées (F5 0,015 e 1,0 mg/mL; F6 0,5 e 1,0 mg/mL).

F5 0,015 mg/mL F5 1,0 mg/mL

250 pm, 100X
250 pm, 200X

F6 0,5 mg/mL F6 1,0 mg/mL

250 pm, 100X

250 pm, 100X
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APENDICE 6

Figura. Microscopia 6tica de cristais de CaOx na presenca das fracdes F7 e F8 de P.

niruri em diferentes concentracées (F7 0,5 e 1,0 mg/mL; F8 0,015 e 1,0 mg/mL).

F7 0,5 mg/mL F7 1,0 mg/mL

250 pm, 100X 250 pm, 100X

F8 0,015 mg/mL

F8 1,0 mg/mL

250 pm, 200X

250 pm, 200X
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APENDICE 7
Figura. Microscopia 6tica de cristais de CaOx na presenca das fracdes F9 e F10 de P.

niruri em diferentes concentragbes (F9 0,015 e 1,0 mg/mL, F10 0,015 mg/mL e F11
0,015 mg/mL).

F9 1,0 mg/mL

F9 0,015 mg/mL

250 pm, 200X 250 pm, 200X

F10 0,5 mg/mL F10 1,0 mg/mL

250 pm, 200X 250 pm, 200X
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APENDICE 8

Figura. Microscopia 6tica de cristais de CaOx na presenca das fracbes F12 (1,0
mg/mL), F13 (0,5 e 1,0 mg/mL) F14 (0,5 mg/mL) de P. niruri.

F12 1,0 mg/mL F13 0,5 mg/mL
- 250 um, 100X
250 pm, 200X
F13 1,0 mg/mL F14 0,5 mg/mL
250 pm, 100X

250 pm, 100X
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APENDICE 9

Figura. Microscopia 6tica de cristais de CaOx na presenca dos padrdes acido elagico e

acido galico (0,5 e 1,0 mg/mL).

Acido elagico 0,5 mg/mL Acido elagico 1,0 mg/mL

250 pm, 200X
250 pm, 200X

Acido gélico 0,5 mg/mL Acido gélico 1,0 mg/mL

250 pm, 200X 250 pm, 200X
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APENDICE 10

Figura. Microscopia 6tica de cristais de CaOx na presenca do PR de P. niruri (0,25
mg/mL) e FmetPR de P. niruri F13 (0,25 e 0,5 mg/mL).

PR de P. niruri 0,25 mg/mL

250 pm, 200X

FmetPR de P. niruri 0,25 mg/mL FmetPR de P. niruri 0,5 mg/mL

250 pm, 200X 250 pm, 200X



