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RESUMO

As plantas medicinais séo amplamente utilizadas pela populagcdo desde a antiguidade e na
medicina tradicional pelos seus efeitos terapéuticos e beneficios para a salde. Sabe-se, hoje
em dia, que esses efeitos sdo devidos a compostos constituintes dos vegetais, como 0s
compostos fenolicos e flavondides, substancias com comprovada acdo antioxidante. Dentre
estes vegetais, a Phyllanthus niruri ¢ uma planta conhecida popularmente como “quebra-
pedra” e utilizada na forma de chas e infusdes para o tratamento de diversas desordens, no
entanto, ndo sdo bem esclarecidos os mecanismos envolvidos na agdo dos extratos desta
planta, principalmente nos ensaios in vitro. Assim, foram investigados 0s mecanismos de agéo
antioxidante de extratos aquosos e etandlicos de P. niruri frente a geracdo de diversas
espécies radicais e peroxidacéo lipidica sob condigdes in vitro. Foram avaliadas a atividade
inibitoria do radical DPPH, o efeito protetor no ensaio de degradacdo da desoxirribose e a
inibicdo do radical oxido nitrico. Foi testada também a interacdo dos extratos com ions de
ferro pela habilidade dos extratos em quelar Fe®* e reduzir Fe**, assim como o efeito protetor
na peroxidacdo lipidica induzida por Fe** no ensaio de TBARS. Foi também avaliada a
quantidade de compostos fendlicos e flavonoides presentes em cada extrato. Os resultados
obtidos mostram que o0s extratos possuem significativa (p<0,05) atividade inibitéria frente a
diversos sistemas de geracdo de radicais. Os extratos também interagem significativamente
(p<0,05) na quelacdo e reducdo de ions de ferro, assim como sdo capazes de reduzir
significativamente (p<0,05) a peroxidacdo lipidica induzida por Fe’* em fosfolipidios,
contribuindo para a hipdtese de que 0s extratos podem estar atuando na quimica redox de ions
de ferro. Adicionalmente, foram quantificados o conteudo de compostos fenolicos e
flavondides presentes nos extratos, compostos aos quais € conferido o potencial antioxidante
da planta. Em geral, os resultados demonstram que os extratos testados possuem atividade
antioxidante dependente de concentracdo, da natureza do extrato (Se aquoso ou etanolico) e do
ensaio avaliado. A partir disso, sugerimos que as propriedades antioxidantes dos extratos
podem estar relacionadas com a acao inibitdria de diferentes espécies radicais e interacdo com

a quimica redox de ions de ferro, interferindo nos sistemas de geracdo de radicais livres.

Palavras-chave: estresse oxidativo, antioxidantes, produtos naturais



ABSTRACT

Medicinal plants are widely used by people since ancient and in folk medicine due its
therapeutics effects and benefits to health. We know today that these effects are due to
constituents of plant compounds, such as phenolics compounds and flavonoids, substances
with proven antioxidant activity. Among these vegetables, Phyllanthus niruri is a plant
popularly known as “stone-breaker” and used in teas and infusions for the treatment of several
disorders; however, are not well understood the mechanisms involved in the action of extracts
of this plant, especially in in vitro assays. Thus, the mechanisms of antioxidant activity of
aqueous and ethanolic extracts of P. niruri against the generation of several radical species
and lipid peroxidations under in vitro conditions were investigated. The inhibitory activity of
DPPH radical, the protective effect in the deoxyribose degradation assay and inhibition of
nitric oxide radical were evaluated. Also tested the interaction of iron ions with extracts for
the ability of the extracts to chelate Fe?* and Fe** reduction, as well as the protective effect on
Fe?*-induced lipid peroxidation in TBARS assay. We also evaluated amount of phenolic
compounds and flavonoids present in each extract. The results show that the extracts have
significant (p <0.05) inhibitory activity against various radical generating systems. The
extracts also interact significantly (p <0.05) in the chelation and reduction of iron ions as well
as are capable to reduce significantly (p <0.05) Fe**-induced lipid peroxidation in
phospholipids, contributing to the hypothesis that extracts may be acting on the redox
chemistry of iron ions. Additionally, we quantified the content of flavonoids and phenolic
compounds present in the extracts, compounds which is given the antioxidant potential of the
plant. In general, the results demonstrate that the extracts have been antioxidant activity, but
this activity is dependent from tested concentration, by the nature of the extract (aqueous or
ethanolic) and the evaluated essay. From this, we suggest that the antioxidant properties of the
extracts may be related to the inhibitory action of different radical species and interaction with

the redox chemistry of iron ions by interfering with the generation of free radicals systems.

Keywords: oxidative stress, antioxidants, natural products.
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1 INTRODUCAO

Recentemente, as plantas medicinais tém sido amplamente estudadas em razdo de seus
efeitos benéficos para a salde humana e seus efeitos farmacolégicos no tratamento e
prevencdo de diversas doengas. Historicamente, as plantas foram consumidas como agentes
terapéuticos da cultura popular e como medicamento na medicina tradicional, devido sua
grande disponibilidade e baixo custo, com minimos efeitos adversos (Sarkar, 2009).
Atualmente sabe-se que o efeito farmacoldgico das plantas se deve a um conjunto de
compostos produzidos pelo metabolismo secundario dos vegetais. Dentre estes compostos,
encontram-se compostos fendlicos e flavondides, moléculas com comprovada acéo
antioxidante (Saeidnia, 2013).

As espécies reativas sdo produzidas como produtos da atividade metabdlica normal
dos organismos e possuem funcdes fisiologicas fundamentais para o funcionamento celular,
no entanto, o excesso dessas espécies nos sistemas bioldgicos pode resultar em danos as
moléculas bioldgicas em raz&o de suas caracteristicas oxidantes (Halliwell, 2007; Halliwell
2010). Antioxidante, por sua vez, é todo composto capaz de doar elétrons e reduzir espécies
reativas a moléculas inertes, sem a capacidade de danificar biomoléculas, sendo eficientes,
assim, em inibir potenciais efeitos deletérios que as espécies reativas venham a ocasionar
(Halliwell, 2010).

Os organismos possuem defesas antioxidantes que impossibilitam as espécies reativas
de causar danos, mas se por alguma razao o organismo ndo consiga equilibrar a razéo espécies
reativas/defesas antioxidantes é desencadeado um processo denominado estresse oxidativo. A
ocorréncia desse fendmeno pode acarretar desequilibrios nas estruturas celulares que muitas
vezes estdo relacionados no desenvolvimento de situacGes patologicas (Saeidnia, 2013).

Sendo assim, faz-se a necessidade de antioxidantes de origem exdgena, caso O
organismo ndo seja capaz de combater o estresse oxidativo. A busca de compostos
antioxidantes dos alimentos, principalmente os encontrados nas plantas medicinais, sdo uma
alternativa para o tratamento e prevencdo desses processos que estdo associados ao
desencadeamento de patologias graves como cancer e doencgas neurodegenerativas.

Dentre as plantas comumente utilizadas para fins medicinais, a Phyllathus niruri é
conhecida popularmente como “quebra-pedra” por sua agdo em doengas do trato urinario,
principalmente calculos renais, o que confere 0 nome popular dado a planta. Na literatura ha

relatos de seus efeitos antiinflamatorios, doengas gastrointestinais e hepatoprotecdo no



combate a hepatites virais (Colpo 2014; Couto,2012; Shakil, 2008; Sprenger, 2013). No
entanto, os mecanismos de acdo da P. niruri ndo séo totalmente esclarecidos.

Partindo-se entdo do pressuposto que o estresse oxidativo estd envolvido no
desencadeamento de diversas doencas e que a populagéo tradicionalmente consome produtos
naturais com comprovada atividade antioxidante e que a acdo de tais compostos ainda ndo sao
completamente conhecidas, se faz necessério estudos que tentem elucidar os mecanismos de
acdo de tais compostos a fim de se utiliza-los com propdsitos terapéuticos. Dessa forma,
nosso trabalho tem como objetivo avaliar o perfil e 0s mecanismos antioxidantes de extratos
aquoso e etanolico de Phyllanthus niruri, em diferentes concentragdes, sua acdo antioxidante

contra diversos radicais, assim como o seu potencial protetor contra a peroxidagéo lipidica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo € uma situacdo que pode ocorrer como origem ou consequéncia
de diversas doencgas. Acontece no organismo quando ha um desequilibro entre as espécies
reativas produzidas e a capacidade antioxidante dos organismos, acarretando em danos para
biomoléculas e para as células. Normalmente aparecem associados a processos de
envelhecimento, inflamatérios, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (Saeidnia,
2013).

2.1.1 Espécies reativas

S&o espécies moleculares altamente reativas caracterizadas principalmente pela sua
capacidade de oxidacdo de biomoléculas, que geralmente acarretam em danos que
desencadeiam o estresse oxidativo. As espécies reativas podem ser tanto de nitrogénio (ERN)
como de oxigénio (ERO). As principais ERNs sdo o oOxido nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOO), enquanto entre a EROs estdo o radical superoxido (O2), o radical hidroxil (OH") e
0 peroxido de hidrogénio (H20,). As espécies reativas radicalares (que possuem elétrons
desemparelhados) sdao também conhecidas como radicais livres. As espécies reativas podem
ser neutralizadas pelas defesas antioxidantes do organismo ou por antioxidantes exdgenos
provenientes da alimentacdo. Apesar dos efeitos deletérios causados pelo excesso de espécies
reativas, em baixas concentracdes elas possuem efeitos fisioldgicos fundamentais para o
funcionamento celular. As EROs séo produzidas como produto da atividade mitocondrial e
atuam como sinalizadores moleculares, assim como sdo capazes de defender o organismo de

ataques patdgenos (Halliwell, 2010).

2.1.2 Peroxidacdo lipidica

A peroxidacdo lipidica é definida por Tappel apud Halliwell (2007) como a
“deterioracio oxidativa de lipidios poliinsaturados”. Acidos graxos poliinsaturados sio
lipidios que contém mais de duas duplas ligacbes entre os carbonos que constituem suas
cadeias. Sendo as membranas que rodeiam as células e organelas celulares compostas

majoritariamente por esses tipos de lipidios, elas sdo alvos faceis para oxidacao pelas espécies
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reativas e ao estresse oxidativo, o que pode resultar em prejuizos para as funcdes celulares. A
avaliacdo da peroxidagdo lipidica é amplamente utilizada para a avaliacdo de estresse

oxidativo.

2.2 Antioxidantes

Antioxidante é todo composto capaz de doar elétrons a espécies reativas, neutralizando
seus efeitos danosos e ndo gerando novas espécies reativas.

Os organismos possuem defesas antioxidantes enddgenas, provenientes de seu proprio
sistema de defesa, que regula os niveis de espécies reativas e impede a ocorréncia do estresse
oxidativo em situagcBes metabolicas normais. Esses sistemas de defesas antioxidantes podem
ser de origem enzimatica, como as enzimas superoxido dismutase e catalase, ou nao
enzimaticos, como a glutationa reduzida (GSH) e o 4cido ascorbico (vitamina C). E possivel
também aos organismos adquirirem antioxidantes de origem exdgena atraves da alimentacao,
pelo consumo de alimentos de origem vegetal que possuam compostos antioxidantes
(Bhattacharjee, 2007).

2.2.1 Compostos fenolicos

Compostos fendlicos sdo compostos aromaticos que possuem grupos —OH como
substituintes dos atomos de hidrogénio (Saeidnia, 2013). Polifendis, por sua vez, sao
compostos fendlicos com mais de dois grupos hidroxila presentes em seus aneis. S&o
altamente distribuidos nas plantas frutos do metabolismo secundéario destas (Carvalho, 2010).
Entre os principais compostos fendlicos presentes nas plantas estdo os flavondis, as
antocianidinas, os tocoferdis e o0s tocotrienois. Grande parte dos compostos fendlicos
apresentam atividade antioxidante in vitro e inibem a peroxidacdo lipidica. Também possuem
acdo neutralizante de espécies reativas como OH, NO2, N2O3, ONOOH e HCIO (Halliwell,
2007; Saeidnia, 2013; Carvalho, 2010). Compostos fendlicos possuem a importante
propriedade de complexacdo com metais de transicdo (especialmente ferro e cobre). A
complexacdo com metais de transicdo desempenham importante papel biolégico na prevencéao
de possiveis danos oxidativos a biomoléculas causados por radicais —OH, que sdo gerados na
interacdo dos metais com o per6xido de hidrogénio, apresentando assim forte protecdo
antioxidante (Carvalho, 2010).
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2.2.2 Flavonoides

Os flavondides compdem uma classe bastante importante de polifendis de relativa
abundancia entre os metabdlitos secundarios originados das plantas. Sdo compostos fendlicos
ou polifenolicos, com substituintes hidroxilados em seus anéis aromaticos. Pela sua ampla
distribuicdo no reino vegetal infere-se que desempenhem importantes funcdo nas plantas
superiores, e embora sejam muito consumidos pelos seres humanos ndo ha comprovagéo que
sejam imprescindiveis para a alimentacdo humana (Zuanazzi, 2010). Vegetais contendo
flavonoides sdo bastante empregados para fins terapéuticos e estudos sugerem que alguns
flavondides sdo responsdveis por acdo antitumoral, anvirial, antihemorrégica,

antiinflamatdrias e antioxidantes (Carvalho, 2010; Zuanazzi, 2010).

2.3 Phyllanthus niruri

A Phyllanthus niruri pertence a familia Euphorbiace, e o género Phyllanthus é
constituido por uma ampla variedade de plantas que chegam a somar mais de 500 espécies ao
redor do planeta (Shakil, 2008). De pequeno porte, é uma herbacea que pode chegar a
pequenos arbustos de 80 cm de altura, amplamente distribuida em regides tropicais e
subtropicais com climas chuvosos, presente na América do Sul, sudeste da Asia, India e China
(Sprenger, 2013; Markom, 2007). Possui um vasto histérico de uso na Medicina Tradicional
Chinesa, e seu uso na India ja remonta a 2000 anos.

E bastante utilizada na forma de chas e infusbes e conhecida popularmente por
“quebra-pedra” pelo seu efeito terapéutico em casos de calculos renais. Estudos comprovam
que o extrato aquoso € efetivo na prevencdo da formacdo de cristais de oxalato de célcio
(Bagalkotkar, 2006) Também é utilizada para tratamento de disfuncdes gastrointestinais,
infeccdes urinarias e desinteria. A literatura reporta seus efeitos antiinflamatérios (Couto,
2012) hepatoprotetor na hepatite B viral (Shakil, 2008) e inibi¢do na replicacéo e transcriptase
reversa do HIV (Qian-Cutrone, 1996), entre diversos outros.

H& vaérios estudos que analisam/caracterizam 0s compostos presentes em diversas
formas de extratos sendo relatado a presenca de flavondides, alcaldides, glicosideos, ligninas,
tependides, taninos, cumarinas e saponinas (Bagalkotkar, 2006) e a eles sdo atribuidos 0s
efeitos farmacoldgicos dos extratos da planta. Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010), as
partes aéreas da planta contém, no minimo, 6,5% de taninos totais e 0,15% de acido galico.

Entre as classes de compostos com presenca identificada na P. niruri estdo:
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e Flavonoides: quercetina, rutina, quercetrina, astragalina, catequina entre outros.

e Terpenos: limoneno, p-cineme e lupeol.

e Cumarinas: acido elagico,

e Ligninas: phillantina e hipophillantina

Os compostos fitoquimicos presentes em P. niruri apresentam diferentes caractristicas

estruturais e afeitos farmacoldgicos: enquanto as ligninas possuem excelentes propriedade
antivirais e hepatoprotetora, os terpenos exibem agdo anticarcinogénica e antimicrobiana. Os
flavondides apresentam atividade antioxidante e os alcal6ides atividade antiespasmodica. E o
mais importante entre todos os dados é que ndo foram identificados efeitos adversos ou de
toxicidade nas pesquisas sobre esta planta, abrindo uma vasta gama de possibilidades para a
sua utilizacdo (Bagalkotkar, 2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Tris-HCI, &cido tiobarbitirico (TBA), 1’-1° difenil-2’ picrilhidrazil (DPPH),
quercetina, acido galico e desoxirribose foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO,USA). Todos
os demais reagentes utilizados eram produtos comerciais de padrao analitico.

3.2 Preparo dos extratos

O material vegetal utilizado para o preparo de todos os extratos foi obtido de fonte
comercial. Extratos butanolicos, hexandlicos e etandlicos foram obtidos através de 0,9 g de
material vegetal, que foram primeiramente macerados e depois mantidos no escuro por 7 dias
em 10 mL de solvente. Apos 7 dias, os extratos foram filtrados, evaporados e ressuspendidos
em 10 mL de &gua destilada. Os extratos aquosos foram preparados todos os dias
imediatamente antes do uso, a partir de uma infusdo de 0,9 g de planta em 10 mL de &gua
destilada a 95 °C.

3.3 Atividade inibitoéria do radical DPPH

A atividade antioxidante dos extratos butandlico, hexandlico, etanolico e aquoso foram
avaliados pelo monitoramento de sua habilidade em inibir o radical livre estavel DPPH, como
descrito por Choi (2002), com pequenas modificacGes. Cada extrato (em concentracdes finais
de 10 a 1000 pg de planta seca/mL) foram misturados com 200 pL de uma solugao de DPPH
com concentracdo de 0,3 mM. Como branco foram utilizados 800 uL de agua destilada e 200
uL da solucdo de DPPH. A absorbéancia foi mensurada a 518 nm apo6s 30 minutos de reagdo a
temperatura ambiente na auséncia de luz. As atividades relativas foram calculadas por curva
de calibracdo de L-&cido ascdrbico como controle positivo (nas mesmas condicdes
experimentais). A capacidade inibitéria foi calculada em percentual (IC%) através da
equacao:

IC% = 100 — [(AbSamostra — AbSpranco) X 100/AbScontrote]

onde: AbS,mosra CONSistiu  na absorbancia obtida na presenca de diferentes
concentragdes de extratos e Absconroiefoi Obtida na auséncia de extrato. As andlises (n=5)

foram realizadas em triplicatas.
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3.4 Ensaio da degradacéo da desoxirribose

A habilidade dos extratos da planta em prevenir a decomposicdo da desoxirribose
induzida por Fe?*/H,O, (reacdo de Fenton) foi realizada utilizando o método descrito
anteriormente por Halliwel (1981). Primeiramente, os extratos (10-1000 pg/mL) foram
adicionados a um sistema de reacdo contendo (concentragdes finais): 3 mM de desoxirribose,
50 mM de tampdo fosfato, 0,5 mM de perdxido de hidrogénio e 0,05 mM de FeSO4 O
sistema foi incubado a 37 °C por 30 minutos e a reagéo foi interrompida pela adi¢cdo de 500
uL de uma solugdo de &cido tricloroacético em concentragdo de 2,8%, seguida pela adi¢cdo de
400 puL de uma solugdo de TBA em concentracdo de 0,6%. As amostras foram entéo
incubadas em banho-maria por 60 minutos a 95°C. A absorbancia foi avaliada a 532 nm em
um espectrofotdmetro. Os dados estdo expressos em percentual de inibicdo em relagdo ao

controle (sem o extrato).

3.5 Atividade inibitdria do radical 6xido nitrico (NO)

A atividade inibitéria do radical NO foi realizada pela incubacdo dos extratos em
diferentes concentracbes (10-1000 pg/ml) com nitroprussiato de sodio a 5mM e tampéo
fosfato na presenca de luz. Apds 120 minutos de incubacgédo as amostras foram misturadas com
500uL de reagente de Griess e apos 10 minutos a absorbancia foi mensurada a 550nm. Para
determinar a porcentagem de inibicdo do radical NO os valores foram comparados ao controle
(Green, 1982).

3.6 Ensaios de quelacdo de Fe* e reducéo de Fe**

A habilidade dos extratos em quelar o Fe®* foi determinada utilizando-se do método
descrito por Marcocci (1994) e Minotti (1987).Resumidamente, 150 uL de solugéo de 0,5 mM
de FeSO, (preparada no momento de uso) foi adicionada a um sistema contendo 168 uL de
100 mM Tris-HCI (pH 7,4), 218 uL de solucdo salina e os extratos das plantas (10-1000
ug/mL), e incubados por 10 minutos. A reagdo foi incubada por mais 5 minutos apos a adigéo
de 20 pL de 10-fenantrolina (0,25%). Subsequentemente, a absorbancia foi mensurada a 510
nm em espectrofotdmetro. Os valores foram comparados ao controle para determinar a
porcentagem de quelacio pelos diferentes extratos. A habilidade dos extratos em reduzir Fe**

foi determinada pela incubacdo de 150 puL de uma solugdo 0,5 mM de FeCls (preparada no
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momento do uso) no mesmo procedimento experimental descrito. A habilidade relativa de
reducdo de Fe** foi calculada pela curva padrdo de 4cido L-ascérbico nas mesmas condicdes

experimentais.

3.7 Ensaio de peroxidacao lipidica em fosfolipidios

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela mensuracéo das espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) como descrito previamente Ohkawa (1979) com pequenas
modificacdes. Foi pesado 1 g de gema de ovo e diluida em 100 ml de 100 mM Tris-HCI, pH
7.4, o qual foi utilizado como amostra. Aliquotas de 100 uL foram incubadas por 60 minutos
em um meio contendo 10 mM Tris—HCI, pH 7.4 na auséncia ou presenca de extrato (10-1000
ng/mL) ou extratos/Fe?* (10 uM). Os sistemas foram incubados a 37 °C por 60 minutos. A
reacdo foi interrompida pela adicdo de 500 uL de tamp&o &cido acético e os produtos da
peroxidacdo lipidica foram mensurados pela adicdo de 600 uL de TBA e 600 uL de acido
acetico (pH 3.4). Apds a incubagdo em banho-maria por 1 h a 97 °C, 200 uL de SDS foram
adicionados. O sobrenadante foi retirado e a absorbancia mensurada a 532 nm em

espectrofotémetro. Os dados estdo expressos como percentual do controle (sem extrato).

3.8 Determinacéo do conteudo total de compostos fendlicos

O conteudo total de fenois foi determinado pela mistura dos extratos com 50 uL de
uma solucdo 0,5 N do reagente de Folin-Ciocalteau, seguido pela adicdo de 1000 pL de
carbonato de sodio a 2%. Acido galico foi utilizado como composto padrdo para a curva de
calibracdo dos compostos fendlicos (Singleton, 1999). O contetudo total de compostos

fendlicos esta expresso em miligramas equivalentes de acido galico/g de planta.

3.9 Determinacéo do contetdo total de flavonoides

O conteudo total de flavondides foi medido pelo ensaio do cloreto de aluminio
segundo Kosalec (2004). As solucBes padrdes ou os extratos foram misturados com 5% de
nitrito de sodio e incubados por 5 minutos a 37 °C. Posteriormente, 15 uL de uma solugéo
10% de cloreto de aluminio foram adicionados e o sistema incubado por mais 6 minutos a 37
°C. Por fim, 100 pL de NaOH e agua foram adicionados. O cloreto de aluminio foi substituido

pelo mesmo volume de agua destilada no branco. Apdés a incubacdo a temperatura ambiente
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por 5 minutos a absorbancia da reacdo foi mensurada a 510 nm. Solugbes padrdo de
quercetina foram utilizadas como padrdo. O conteldo total de flavondides estd expresso em

miligramas equivalentes de quercetina/g de planta seca.

3.10 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia ANOVA de uma
via (one-way) seguido por um post hoc de Duncan quando necessario. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. Os resultados estdo expressos em

média + desvio padrdo e os experimentos foram repetidos num total de n = 5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O conteudo total de compostos fendlicos encontrados no extrato etandlico foi duas
vezes maior do que no extrato aquoso. Entretanto, o conteudo de flavonodides no extrato
aquoso apresenta valores maiores do que o extrato etandlico. Os valores obtidos nos ensaios
séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Conteldo total de compostos fendlicos e flavondides presente nos extratos de Phyllanthusniruri. Os valores sdo
apresentados em média + desvio padréo.

Extrato Aquoso Extrato Etandlico
Conteudo total de polifendis (mgEq GA/g planta) 46.64 £1.32 90.53+2.50
Conteudo total de flavonoides (mgEq quercetina/g planta) 31.76 £ 1.00 11.12 +0.60

Foram testadas trés concentragdes (10 ug/mL, 100 pg/mL e 1000 png/mL) de cada um
dos extratos (aquoso, etanolico, butandlico e hexandlico) de P. niruri. Os resultados obidos no
ensaio de inibicdo do radical DPPH mostram que apenas 0s extratos aquoso e etandlico nas
concentracdes de 100 ug/mL e 1000 pg/mL apresentaram efeitos significativos (p<0,05) na
inibicdo do radical (Figura 1). Os extratos butanolicos e hexandlicos ndo apresentaram valores
significativos na maioria das concentracfes testadas. A partir destes resultados, foram
utilizados apenas os extratos aquosos e etandlicos para todos 0s outros ensaios realizados

posteriormente.
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Figura 1. Atividade inibitéria do radical DPPH pelos extratos de
Phyllanthus niruri. Valores considerados significativos quando p<0,05.
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Figura2. Efeitos dos extratos de Phyllanthus niruri na degradacéo da
desoxirribose induzida pela reacdo de Fenton. Valores considerados
significativos quando p<0,05.

Ambos o0s extratos testados (aquoso e etanolico) foram capazes de proteger a
desoxirribose da degradacdo (30-40%) pelos radicais gerados na reagcdo de Fenton na maior

concentracdo testada (1000 pg/mL). As demais concentracdes ndo apresentaram resultados

significativos (Figura 2).

O extrato etandlico na concentracdo de 1000ug/mL foi capaz de inibir, pouco (20%)

mas significativamente (p<0,05), o radical NO. As outras concentracdes testadas do extrato

etanolico e o extrato aquoso ndo apresentaram resultados significativos (Figura 3).
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Figura 3. Atividade inibitdria do radical NO pelos extratos de
Phyllanthus niruri. Valores considerados significativos quando p<0,05.

Os extratos aquoso e etandlico de P.

niruri

apresentaram também pouca

aproximadamente 25%) mas significativa <0,05) capacidade de quelar Fe2+, na
(ap ) g (p ) p q

concentracdo maxima de 1000 ng/mL (Figura 4). O extrato aquoso nas concentragdes de 100
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ug/mL e 1000 pg/mL e o extrato etandlico na concentracdo de 1000ug/mL foram capazes de
reduzir Fe** significativamente (p<0,05). As demais concentrages testadas ndo apresentaram

resultados estatisticamente significativos (Figura 5).
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Figura 4. Capacidade quelante de Fe** dos extratos de Phyllanthus niruri.
Valores considerados significativos quando p<0,05.
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Figura 5. Capacidade redutora de Fe** dos extratos de Phyllanthus
niruri. Valores considerados significativos quando p<0,05.

O extrato aquoso de Phyllanthus niruri na concentragdo de 1000 ng/mL foi capaz de
inibir significativamente (p<0,05) a producdo de TBARS induzida por Fe** em fosfolipidios
(Figura 6). O extrato etandlico em sua maior concentracdo (1000 ug/mL) apresentou uma
tendéncia de reducdo a niveis basais, porém os valores ndo foram significativos, assim como

nas demais concentracdes deste extrato (Figura 7).
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Figura 6. Efeitos do extrato aquoso de Phyllanthus niruri sobre a
producdo de TBARS induzida por Fe®*em fosfolipidios. Valores
considerados significativos quando p<0,05.
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Figura 7. Efeitos do extrato etanohco de Phylanthus niruri sobre a
producdo de TBARS induzida por Fe?* em fosfolipidios.

Diversos estudos nos relatam amplamente os beneficios da utilizacdo de produtos
naturais para o tratamento de diversas doencas (Saeidnin, 2013). No que diz respeito a
Phyllanthus niruri, sdo bem reconhecidos seus efeitos em disfuncbes dos tratos
gastrointestinal e urinario, em especial no que se refere ao tratamento de calculos renais, o que
levou a planta a ser conhecida popularmente pelo nome de “quebra-pedra” (Couto, 2012).
Neste mesmo sentido outra variedade de estudos tém atribuido os efeitos antioxidantes e
farmacoldgicos da P. niruri a uma série de compostos presente em seus extratos, como
compostos fenolicos, flavonoides, glicosideos, ligninas e proteinas de baixo peso molecular
(Sprenger, 2013; Markom 2007; Shakil, 2008). No entanto, 0s mecanismos de atuacdo de seus
efeitos antioxidantes ainda ndo estdo esclarecidos. Desta forma, o presente estudo busca
elucidar alguns dos possiveis mecanismos da acdo antioxidante de extratos aquoso e

etandlicos de P. niruri através de diferentes sistemas de geracdo de radicais livres. N0ossos
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resultados mostram que 0s extratos testados possuem atividade antioxidante, mas seus efeitos
dependem da natureza do extrato (se aquoso ou etanolico) e da concentragdo testada. Foram
também avaliados o contetdo de compostos fendlicos totais e flavondides presentes nos
extratos a fim de tentar estabelecer uma relacdo entre a quantidade destes compostos presente
nos extratos e sua acdo antioxidante.

O ensaio do radical DPPH tem sido amplamente utilizado como modelo para testar a
habilidade de neutralizacdo de varios produtos naturais (Kedare, 2011) e tém sido aceito como
um composto para modelo de radicais livres (Yasuda, 2000). Nossos resultados apresentam
inibicdo significativa do radical DPPH pelos extratos aquosos e etandlicos, indicando a
potencial acdo redutora de radicais livres destes extratos. Harish (2006) e Sabir (2008) em
estudos utilizando o mesmo radical apresentam resultados semelhantes. A pouca ou nenhuma
habilidade de inibicdo dos extratos apolares estdo de acordo com resultados anteriormente
encontrados por Markom (2007), aos quais relatam maior solubilidade e afinidade de
compostos presentes na P. niruri em solugdes aquosas e hidroalcoolicas do que em solventes
polares.

De forma semelhante, a inibicdo do radical NO é considerada como um marcador da
atividade antioxidante (Amaeze, 2011). Sabir (2008) mostra em seu trabalho que extratos de
P. niruri foram capazes de reverter a peroxidacao lipidica induzida por nitroprussiato de sodio
(gerador de radical NO e outras espécies reativas de nitrogénio) em tecidos de figado e
cérebro. Os resultados demonstram entdo que, em parte, o potencial antioxidante do extrato
etanolico pode estar envolvida com a neutralizagdo desse radical.

Evidencia-se também a protecdo dos extratos no ensaio de degradacdo da
desoxirribose. Considerando que os extratos testados ndo apresentam atividade semelhante a
da catalase, ou seja, ndo interagem com peroxido de hidrogénio (dados prévios néo
apresentados neste trabalho), podemos sugerir que nossos extratos sdo capazes de interagir, ao
menos em parte, com o radical —OH (hidroxila) gerado na reacdo de Fenton. A degradacédo da
desoxiribose supostamente se d& como resultado da interacdo dos radicais —OH gerados.
Desta forma, o teste do efeito antioxidante dos extratos, pela atividade redutora de radicais —
OH se baseia na reacdo competitiva desses radicais com 0s compostos presentes nos extratos
(Halliwell, 1987; Cheeseman, 1988; Perjesi, 2011).

Considerando-se 0s resultados apresentados para a quelagdo de Fe?* e reducio de Fe**
e 0 ensaio TBARS, é possivel sugerir que 0s extratos analisados podem interagir com ions de
ferro, 0 que pode contribuir para a atividade antioxidante apresentada pelos mesmos. Varios

metabdlitos de plantas apresentam grupos funcionais importantes para a complexacéo do ferro
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(Chobot, 2010). O ferro € um elemento imprescindivel para todos 0s organismos, presente em
biomoléculas complexas como a hemoglobina, mioglobina, citocromos e inimeras enzimas.
Em condi¢des de estresse oxidativo essas moléculas podem gerar ferro livre, 0 que pode ser
um importante fator para iniciar a geracdo de radicais de oxigénio. O radical hidroxil é
formado pela reacdo de peréxido de hidrogénio com ions de ferro (reacdo de Fenton) e é
normalmente considerado como um dos principais mecanismos de danos causados por
radicais livres, como a peroxidacdo lipidica (Halliwell, 2007, Bhattacharyya, 2013). Relatos
na literatura demonstram que compostos derivados de P. niruri sdo capazes de reverter
toxicidade e a peroxidacdo lipidica induzida por ferro em hepatdcitos (Bhattacharyya, 2013;
Sabir, 2008). A partir dos resultados e de dados da literatura pode-se relacionar que os
compostos presentes nos extratos podem interagir com a quimica redox do ferro interferindo
com o ciclo redox desse metal. Como consequéncia, sugerimos que os constituintes da planta
podem interferir com a geracédo de radicais livres mediada pelo ciclo redox do ferro. Ademais,
essa sugestdo vai ao encontro com os resultados do ensaio de TBARS onde pode ser
observada atividade antioxidante contra a peroxidagéo lipidica induzida por Fe?".
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo nos demonstra que 0s extratos aquosos e etandlicos de P. niruri
apresentam atividade antioxidante sob condi¢fes in vitro. Em geral, nossos resultados néo
apontam para um Gnico mecanismo de agdo antioxidante para os extratos de P. niruri
testados, sendo estes dependentes da analise realizada e da forma de extracdo utilizada. Desta
maneira, é possivel sugerir que o potencial antioxidante dos extratos se deve ao conjunto de
mecanismos de acdo antioxidantes apresentados frente as diversas espécies de radicais
testados. Atribuindo-se a acdo antioxidante dos extratos aos compostos fendlicos e
flavonoides derivados da planta, os mecanismos mais detalhados devem ser averiguados
testando-se 0s compostos isolados. Para isso, se faz necessario também a analise e
caracterizacdo fitoquimica detalhada dos constituintes dos extratos. Por fim, a atividade
antioxidante dos extratos da planta aqui testados nos indica a P. niruri como uma fonte
natural de antioxidantes com potencial aplicacdo para fins terapéuticos, na reducdo do estresse

oxidativo e consequentemente com beneficios para a salde.
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