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Resumo - Phyllanthus amarus e Phyllanthus niruri sdo espécies
popularmente denominadas “quebra-pedra”’, que tém sido amplamente
empregadas na medicina popular e sido referidas como portadoras de
propriedades terapéuticas. O conhecimento do comportamento ecofisiolégico
das plantas em sistemas de cultivo representa um componente basico que
subsidia a tomada de decisao e analise do potencial produtivo das espécies-
alvo. Portanto, o objetivo do presente estudo foi determinar a produgéo de
biomassa e de compostos fendlicos de P. amarus e P. niruri em duas épocas
do ano, visando a oferta constante de matéria-prima e contribuir para a
geragao de renda e a fixagdo de pequenos agricultores no campo. Foram
conduzidos dois experimentos com quebra-pedra no Campo Experimental
da Embrapa Agroindustria Tropical, localizado em Paraipaba, CE. As épocas
avaliadas foram: época de estiagem ou seca (agosto/2012) e época chuvosa
(dezembro/2014). Para cada ensaio, o delineamento experimental foi
realizado em blocos casualizados com onze repeti¢cdes e 20 plantas/parcela,
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sendo os tratamentos representados por duas espécies de quebra-pedra
(P. amarus e P. niruri). As producdes de biomassa fresca e seca das duas
espécies de quebra-pedra foram significativamente diferentes nas duas
épocas de plantio. P. amarus foi a mais produtiva, tanto na primeira como
na segunda época de plantio. A espécie P. niruri apresentou maiores
teores de polifendis totais (44,9-57,5 mg/g planta) do que P. amarus (32,6-
44,1 mg/g). Quanto ao teor de acido galico, os teores encontrados em
P. amarus e P. niruri foram relativamente semelhantes (1-2 mg/g planta).
Dessa forma, estabeleceu-se técnica de produgao e manejo adequado de
quebra-pedra interligando a producéo de polifendis e acido galico.

Termos para indexacao: planta medicinal, Phyllanthus amarus, Phyllanthus
niruri, producao de biomassa, polifendis, acido galico.
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Biomass and Bioactive Compounds
Production In Phyllanthus Amarus
(Schumach. & Thonning) and Phyllanthus
Niruri L. in the State Of Ceara, Brazil

Abstract - Phyllanthus amarus and P. niruri are popularly known as “stone
breakers”, which have been widely used in folk medicine and are referred to
as carriers of therapeutic properties. The knowledge of the ecophysiological
behavior of plants in cropping systems represents a basic component that
supports decision making and analysis of the productive potential of the target
species. Therefore, the objective of the present study was to determine the
biomass production and bioactive compounds of P. amarus and P. niruri in
two seasons of the year, aiming at the constant supply of raw material and
contribute to income generation and small farmers in the field. Two experiments
were conducted with stone break, in the Experimental Field of Embrapa
Agroindustria Tropical, located in Paraipaba, CE. The periods evaluated were:
dry season (August/2012) and rainy season (December/2014). For each trial,
the experimental design was performed in a randomized block with eleven
replications and 20 plants/plot. The treatments were represented by two
stone break species (P. amarus and P. niruri). The fresh and dry biomass
yields of the two stone breaking species were significantly different in the
two planting seasons. Phyllanthus amarus was the most productive in both
the first and second planting seasons. In addition, total polyphenol and gallic
acid contents in the two Phyllanthus species. The P. niruri species showed
higher levels of total polyphenols (44.9-57.5 mg/g plant) than P. amarus
(32.6-44.1 mg/g) found in P. amarus and P. niruri were relatively similar
(1-2 mg /g plant). In this way a production technique and adequate stone
breakage management was established, interconnecting the production of
polyphenols and gallic acid.

Index terms: medicinal plant, Phyllanthus amarus, Phyllanthus niruri, biomass
production, polyphenols, gallic acid.
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Introducao

Existem poucos estudos abordando aspectos como intensidade luminosa,
disponibilidade de agua, nutricdo de plantas e outros fatores fitotécnicos que
influenciam no acumulo de compostos bioativos de plantas medicinais. Em
geral, essas plantas sdo obtidas de forma extrativista dos ecossistemas,
podendo comprometer a sustentabilidade de espécies, o que justifica
a necessidade de mais estudos comportamentais das plantas quando
submetidas a técnicas de cultivo (Castro et al., 2006).

O desenvolvimento de técnicas agronémicas que maximizam o cultivo de
espécies medicinais € uma forma de assegurar a quantidade e a regularidade
do fornecimento de matéria-prima, garantindo o fornecimento de principios
ativos de exceléncia (Chagas et al., 2011). Portanto, antes de se iniciar o
cultivo em escala comercial, € necessario conhecer o comportamento da
espécie com relagdo aos efeitos climaticos da regido de plantio, aos tratos
culturais e aos fatores bidticos responsaveis pelo desenvolvimento da planta
(Blank et al., 2005).

O género Phyllanthus L. é pantropical, possuindo centros de diversidade
na zona tropical das Américas (200 spp.) e da Africa (200 spp.), sendo que
metade destas ocorre em Madagascar (100 spp.) (Webster, 1970; 1994).
No Brasil existem 88 espécies do género Phyllanthus catalogadas, sendo
54 endémicas, e a sua ocorréncia € observada em todos os estados e
biomas da federacao, assim como em ambientes urbanos (Secco, 2015).
Algumas espécies, popularmente denominadas "quebra-pedras”, tém sido
amplamente empregadas na medicina popular e referidas como portadoras
de propriedades terapéuticas.

A Phyllanthus niruri L., conhecida popularmente como quebra-pedra-preto
e erva-pombinha, é atribuido efeito na dissolugdo de calculos renais e/ou
biliares, acéo diurética, fortificante do estébmago; justificando seu emprego
nas célicas renais, cistites, enfermidades cronicas da bexiga, disturbios da
prostata, diabetes e controle da hepatite tipo B (Smith et al., 1988; Lorenzi;
Matos, 2008). Conhecida vulgarmente pelos mesmos homes populares dados
a primeira espécie, Phyllanthus amarus (Schumach. & Thonning) também
tem efeito medicinal semelhante a espécie P. niruri. Ambas as espécies sédo
consagradas na medicina popular para o tratamento de problemas renais
(Mao et al., 2016; Pattel et al., 2011; Lorenzi; Matos, 2008).



8 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 161

O melhor conjunto de informacgéo de cultivo de quebra-pedra no Brasil, até
o momento, para P. niruri € de Magalhaes (2000), pois reune resultados de
revisao de literatura, resultados experimentais e de observacdes do proprio
autor.

As propriedades farmacéuticas atribuidas a P. amarus e P. niruri estao
associadas a presenca de lignanas, triterpenos, alcaloides e polifendis, entre
outros componentes ativos. Esse ultimo representa uma classe de compostos
de elevado potencial antioxidante (Pattel et al., 2011; Sousa et al., 2016).
Sua origem biossintética esta relacionada a duas rotas biogenéticas: a via
do acido chiquimico e a via do acetato-malonato, sendo ambos compostos
pertencentes ao metabolismo secundario dos vegetais. Os compostos
fendlicos apresentam uma diversidade de estruturas simples e complexas,
com pelo menos um anel aromatico, cujos hidrogénios sédo substituidos
por grupos hidroxila. Os polifendis encontrados em espécies de quebra-
pedra sao de varias classes, tais como acidos fendlicos e flavonoides, mas
principalmente taninos hidrolisaveis — polimeros de acido galico glicosilado
(Pattel et al., 2011). Dentre os polifendis, destaca-se o acido galico,
considerado marcador quimico dos extratos das diferentes espécies do
género Phyllanthus (Farmacopeia Brasileira, 2010).

A produgdo de metabdlitos secundarios, tais como o composto fendlico,
€ sujeita a diversos fatores: genético (gendtipo, quimiotipo), fisiolégico
(ritmo circadiano, fenologia, idade) e ambiental (clima, exposicéo solar,
disponibilidade hidrica, tipo de solo, sazonalidade), os quais interferem de
forma significativa na sintese elaboracao desses compostos (Pinto; Bertolucci,
2002; Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Aiinteracdo entre a idade da planta e os fatores ambientais é determinante
na producado de fitomassa e metabdlitos secundarios. O conhecimento do
comportamento ecofisiolégico das plantas em sistemas de cultivo subsidia
a tomada de decisdo e analise do potencial produtivo das espécies-alvo.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi determinar o crescimento e a
producao de biomassa, os teores de polifendis totais e de acido galico nas
folhas de P. amarus e P. niruri, visando a oferta constante de matéria-prima
e contribuir para a geracao de renda e fixagdo de pequenos agricultores no
campo.
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Material e Métodos

Caracteristicas edafoclimaticas do local dos experimentos

O estudo foi conduzido no campo experimental da Embrapa Agroindustria
Tropical, situado no municipio de Paraipaba, CE. O solo foi classificado como
Neossolo Quartzarénico, sendo que os solos desta classe s&o essencialmente
de areias quartzosas, muito profundos e apresentam sequéncia de horizontes
AC (horizonte A chernozénico), excessivamente drenados, acidez moderada
a forte, saturacdo de bases baixa a muito baixa, teor de argila inferior a 15%
e fertilidade natural muito baixa (BRASIL, 1973; Bernardi, 2004).

Paraipaba apresenta tipo climatico Aw, da classificagéo de Koppen (1918).
Trata-se de clima tropical chuvoso, com temperatura média entre 18 e 29,8 °C
e precipitagdo pluviométrica média de 1.131 mm, sendo as chuvas frequentes
nos meses de janeiro a margo (Aguiar et al., 2003).

A reducao nos niveis de chuvas verificados no triénio 2012 a 2014 em
relacdo a média histérica, considerando dados monitorados, traz um fato
novo, de natureza ambiental, que se mostra ainda imprevisivel (Figura 1).
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Figura 1. Precipitagdo acumulada para os anos de 2012 a 2014 em Paraipaba, CE.

Fonte: Fundagdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos — FUNCEME (2017).
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Producao das mudas

As sementes das duas espécies de quebra-pedra foram provenientes
do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas
pertencente a Universidade de Campinas (CPQBA/UNICAMP). A produgao de
mudas foi realizada nas duas épocas, a partir da semeadura em junho/2012
e em outubro/2014, em viveiro coberto por tela preta com reducéo de 50%
de luminosidade e equipado com sistema de irrigagdo. Para a produgéo das
mudas, utilizaram-se bandejas de poliestireno com 128 células. O volume de
substrato por célula foi de 12 cm?® e o substrato constituido pela mistura do
Hortmix + vermiculita (textura média) na proporgao volumétrica 2:1 (8 cm?:
4 cm?3/célula). Apds 15 dias de germinagdo das sementes, as mudas foram
transplantadas para tubetes de plastico com capacidade de 60 cm?® da mistura
de terra de barranco e esterco bovino curtido, na proporgao volumétrica
40 cm3: 20 cm? (2:1).

Plantio, adubacao, espagamento e tratos culturais

O plantio no campo foi realizado quando as mudas estavam com 40 dias,
apresentando alturade 20 cm. Neste plantio, adotou-se no solo o espagamento
retangular de 0,50 m entre linhas e 0,20 m entre plantas. As linhas de plantio
receberam previamente 5 kg de esterco bovino curtido por metro linear
uniformemente misturado ao solo. Em virtude da escassez de chuva nesse
periodo (14/08/2012), houve necessidade de uma complementacgéo hidrica,
e nesse caso as plantas foram irrigadas por gotejamento, procurando-se
sempre manter o teor de umidade do solo proximo a capacidade de campo.
Apos o plantio no campo, foram realizadas capinas periédicas nas entrelinhas,
mantendo-as livres de ervas invasoras. O segundo plantio foi realizado em
11/12/2014, permanecendo durante o periodo chuvoso no campo.

Caracteristicas avaliadas

Epoca de floragdo: para cada espécie e época de plantio foi registrada a
floragcéo (dias). No dia da colheita e antes do corte da planta, foram avaliadas:
altura das plantas, didmetro do caule e nimero de ramos. Apds o corte do
material vegetal, foi realizada a pesagem para quantificagdo da biomassa
fresca e seca total da parte aérea. Nas avaliagbes, toda a parte aérea das
plantas foi colhida ao redor das 8 horas da manha.
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Colheita

A colheita foi realizada apés o florescimento das espécies de quebra-
pedra, sendo o corte manual, com auxilio de tesoura de poda, cortando-
se rigorosamente a 10 cm do solo. Para cada época de plantio das duas
espécies, foram realizadas duas colheitas (12 colheita: 24/09/2012; 22 colheita:
26/10/2012). Para o segundo experimento, as colheitas foram realizadas em
21/01/2015 e 23/02/2015.

Secagem das folhas e dos caules

A secagem foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais da Embrapa
Agroindustria Tropical. As folhas e os caules foram acondicionados em sacos
de papel e colocados em estufa com circulagdo de ar forgada a 40 °C até
obter massa constante, para posterior pesagem e a quantificagdo de matéria
seca.

Preparagao dos extratos aquosos

As folhas de P. niruri e P. amarus foram separadas do restante da planta
e em seguida colocadas para secar em estufa de circulagao de ar a 40 °C
e trituradas em moinho. Aliquotas de quinze gramas das amostras foram
extraidas em um equipamento de extragdo com liquido pressurizado (Dionex
ASE™ 350), munido de células de aco inoxidavel de 66 mL. A extragao foi
realizada segundo método otimizado por planejamento experimental descrito
por Sousa et al. (2016), utilizando-se agua ultrapura a 80 °C (presséao 1.500-
1.700 psi) em trés ciclos de 5 minutos no modo estatico. As solugbes aquosas
foram liofilizadas, rendendo aproximadamente cinco gramas de soélido marrom
para os extratos de ambas as espécies.

Determinagao do teor de polifendis totais

Para a determinagéo do teor de polifendis totais, utilizou-se a metodologia
de Singleton e Rossi (1965), com adaptagbes descritas previamente por
Sousa et al. (2016). Dez miligramas de extrato aquoso foram diluidos com
uma solugéo aquosa de etanol 10% (v/v) em um bal&o volumétrico de 10 mL.
Aliquotas de 0,05 a 0,15 mL desta solugdo foram transferidas para tubos
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de ensaios através de pipetas automaticas, sendo os volumes completados
para 0,5 mL com a solugdo aquosa de etanol 10% (v/v). Adicionou-se
0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu e, apés 3 minutos, 0,5 mL de solugéo de
carbonato de sédio a 20% (p/v). Em seguida, completou-se o volume com
agua para 5 mL e os tubos foram agitados. Apés 90 minutos de reacéo, as
absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro de absor¢do na regido do
UV/Visivel (Varian, Cary 300), em um comprimento de onda fixo de 725 nm.
A curva de calibragéo foi construida com solugbes padrdes de acido galico
(Sigma-Aldrich, 0,7 a 7 pg/mL).

Determinacgao do teor de acido galico

A quantificagdo de acido gélico nos extratos de Phyllanthus foi realizada
de acordo com o método relatado por Sousa et al. (2016). As analises
cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia (Varian, 920 LC), munido de bomba quaternaria e detector de
arranjos de diodos (DAD) e equipado com uma coluna de ago inoxidavel
Microsorb 100 C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um). A fase mével foi constituida por
metanol grau HPLC (Tedia®) e uma solug&o aquosa de &cido fosférico (H,PO,)
0,1% (v/v) na proporgao de 20:80 (v/v) em metanol; fluxo de 1,0 mL/min e
temperatura do forno de 35 °C. O volume de injegéo foi de 20 pL e a eluigéo
foi realizada no modo gradiente, variando-se de 20% a 100% de MeOH, em
25 minutos. As concentragdes de acido galico foram determinadas através
de uma curva de calibragao externa, utilizando-se solugdes padrdes de acido
galico (Sigma-Aldrich, 0,2-20 pyg/mL). Todas as solu¢des foram filtradas em
filtros Millipore® de membrana de teflon com poro de 0,45 um.

Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado para cada ensaio foi blocos
casualizados com onze repeti¢des e 20 plantas/parcela, sendo os tratamentos
representados por duas espécies de quebra-pedra (P. amarus e P. niruri).
Os resultados de polifendis totais e de acido galico foram expressos em
miligramas de equivalente de acido galico por gramas de planta seca
(mg EAG/g planta) e em miligramas de acido galico por gramas de planta
seca (mg EAG/g planta), respectivamente. Para comparagédo entre os
tratamentos, foram utilizados analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
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de Tukey. Os programas utilizados na construgdo dos graficos de barras e
das equacdes de regresséo linear da curva de calibragao foram Origin versao
8.0 e Microsoft Excel 2010.

Resultados e Discussao

A floracdo de P. niruri ocorreu aos 28 dias apds o plantio no campo,
enquanto que para a espécie P. amarus a floragdo ocorreu somente apoés 42
dias do plantio, independentemente da época de plantio.

A espécie P. amarus apresentou valores significativamente superiores
a P. niruri em relagao a altura, ao didametro do caule e ao numero de ramos
nas duas épocas de plantio (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios do experimento de época de verdo (agosto/2012) e época
chuvosa (dezembro/2014) de duas espécies de quebra-pedra para as variaveis: Altura
da Planta (AP), Didmetro do Caule (DC), Numero de Ramos (NR), Biomassa Fresca
(BF) e Biomassa Seca (BS).

L . Epoca de
Espécies plantio AP (cm) DC (cm) NR BF (g9) BS (9)
verao 50,28 a 75,21 a 19 a 1751,81a 682,87 a
P. amarus
inverno 37,68 b 39,10 b 16 b 123456 b 394,72b
verao 37,59 b 16,59 ¢ 10c 465,00c 159,45c
P. niruri

inverno 22,08c 1412 ¢c 9c¢c 440,18¢c 12421c

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Variaveis ambientais podem afetar significativamente o crescimento e a
fisiologia das plantas (Pinto et al., 2000). No caso especifico deste estudo,
a alta incidéncia de luminosidade (120 horas mensais) e a ocorréncia de
altas temperaturas (26,7 °C) favoreceram o crescimento e desenvolvimento
das duas espécies de quebra-pedra, proporcionando altos rendimentos de
biomassa (Tabela 1) quando comparados com os resultados obtidos em
outras regides do Brasil, nas quais o ciclo dessas espécies pode atingir até
cinco meses (Correia Junior et al., 1994; Maia-Almeida et al., 2011).

As produgdes de matérias frescas e secas das duas espécies de quebra-
pedra foram diferentes nas duas épocas de plantio sendo a espécie mais
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produtiva nas condigdes em que foram conduzidos os experimentos a
Phyllanthus amarus.

Segundo dados da Fundacdo Cearense de Meteorologia e Recursos
Hidricos (FUNCEME), o triénio 2012- 2014 registrou precipitagéo de 1.505
milimetros de chuva, quando a média histérica para um unico ano é de
1.113 mm (FUNCEME, 2017). O experimento da época chuvosa também foi
prejudicado por esse longo periodo de estiagem, pois a pouca disponibilidade
de agua nos reservatorios (agudes) nao foi suficiente para suprir a deficiéncia
hidrica nessas plantas de quebra-pedra. Taiz e Zeiger (2008) afirmam que o
estresse provocado pelo calor e pelo déficit hidrico restringe o crescimento
das plantas, de tal modo que as produtividades de biomassa ou agronémicas
no final da estagdo expressam apenas uma fragéo do potencial genético.

No presente estudo, foram determinados os teores de polifendis totais
e acido galico encontrados nas folhas de P. niruri e P. amarus plantados
nas estacbes seca e chuvosa e em duas colheitas. Contudo, em razéo da
pequena quantidade de material obtido na 22 colheita da estacéo seca de P.
niruri, nao foi possivel realizar as analises quimicas nesse periodo. Conforme
pode ser observado na Figura 2, os teores de polifendis totais e acido galico
em Phyllanthus foram influenciados tanto pela época do plantio como pela
época de colheita, porém estes efeitos ndo seguiram uma tendéncia clara em
nenhuma das duas espécies estudadas.

Em média, P. niruri apresentou maiores teores de polifendis totais (44,9-
57,5 mg EAG/g planta) do que P. amarus (32,6-44,1 mg EAG/g planta). Quanto
ao teor de acido galico, os teores encontrados em P. amarus e P. niruri foram
relativamente semelhantes (1-2 mg/g planta), exceto na 22 colheita de P. niruri
plantada na estagao chuvosa, cuja concentracgao foi de 5,65 mg/g planta. Ha
duas hipoteses que explicam os maiores teores de polifenéis em P. niruri:
(1) efeito de “concentragao” do polifendis na planta, visto que a biomassa
de P. niruri é significativamente menor do que a de P. amarus; (2) maior
producao de polifendis causada por estresse ambiental, uma vez que P. niruri,
ao contrario de P. amarus, néo € uma espécie nativa no Ceara. De qualquer
forma, todos os valores encontrados estdo em concordancia com dados da
literatura (Poh-Hwa et al., 2011). Segundo a farmacopeia brasileira (2010),
o teor de acido galico presente na droga vegetal de P. niruri deve ser de no
minimo 0,15%. Portanto, a concentragéo de acido galico (0,1-0,2%) obtida
esta em conformidade com o preconizado.
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Figura 2. Graficos de colunas referentes aos teores de polifendis totais e acido galico
encontrados em folhas de Phyllanthus amarus (A e B) e Phyllanthus niruri (C e D),
plantados em duas estagdes do ano, respectivamente. Os resultados (teores) foram
expressos em miligramas de equivalentes de acido galico (EAG) por gramas de planta
seca (mg/g planta) e miligramas de acido galico (AG) por gramas de planta seca
(mg AG/g planta). Letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Mediani et al. (2015) avaliaram os perfis quimicos e a atividade
a-glicosidase de extratos de P. niruri obtidos em diferentes estagios de
desenvolvimento e determinaram o maior efeito biolégico em plantas com
10 semanas, as quais continham maiores teores de compostos fendlicos e
da lignana hipofilantina. Gehlot e Kasera (2013) compararam os teores de
varios metabdlitos produzidos pelas folhas de P. amarus, coletadas na india,
em trés periodos do ano (chuvoso, inverno e verao) e verificaram que a
maior produgdo de compostos fendlicos, alcaloides e proteinas ocorreram
na época seca. Diferentemente, em nosso estudo, os maiores teores foram
encontrados na estagao chuvosa.
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Soni et al. (2015) verificaram que a variagdo sazonal na composicao
de metabdlitos secundarios depende da espécie; logo, em certas plantas
a produgdo de compostos fendlicos € mais intensa no verado (lpomoea
pescaprae, Prunus amygdalus, Guapira graciiflora e Hypericum perforatum),
enquanto que em outras espécies os maiores teores destes constituintes
s&o obtidos no inverno (Catharanthus roseus, Pseudobombax marginatum e
Mentha longifolia) e na primavera (Mellitus melissophyllum, Parkia biglobosa
e Chelidonium majus). Além disso, a estagdo mais favoravel para flavonoides
pode ser diferente daquela para polifendis totais. Afalta de regularidade nessas
respostas ocorre porque as caracteristicas de cada estagédo (temperatura,
luminosidade, pluviosidade) ndo sdo uniformes e sado intrinsecas a cada
regido.

Conclusao

Nas condi¢des climaticas de Paraipaba, CE, e mesmo com a estiagem
registrada no periodo de plantio nessa localidade, a espécie P. amarus
apresenta maior producao de biomassa. Os teores de polifendis totais e acido
galico em Phyllanthus foram influenciados pelo niumero de colheitas. De um
modo geral, P. niruri apresenta maiores teores de polifendis totais do que P.
amarus.
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