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RESUMO

O género Phyllanthus pertence a familia Phyllanthaceae, inclui-se no Phyllanthus amarus e P.
niruri, conhecidas como quebra-pedra. A utilizacdo de produtos naturais e novos compostos
quimicos a fim de descobrir e desenvolver novos medicamentos estd em foco na atualidade.
Estratéegias modernas como desreplicacdo visam acelerar a identificagdo de compostos
conhecidos presentes em um extrato bruto ou parcialmente purificado. Desta forma, o presente
estudo visa avaliar o potencial tecnoldgico de P. amarus e P. niruri, investigando a influéncia
da extragcdo em fase solida (EFS) sobre a citotoxicidade e perfis quimicos de UPLC-QTOF-
MSE e RMN de extratos aquosos das duas espécies, bem como o fracionamento via HPLC
preparativo, correlacionando os perfis quimicos das fragcdes com atividade biologica. O
monitoramento cientifico e tecnoldgico foi realizado com base em artigos encontrados em
periddicos nas bases Web of Science e NCBI (PUBMED) e nas bases de patentes ESPACENET,
GooglePatents e INPI. A analise de monitoramento cientifico e tecnolégico demonstrou o
potencial farmacologico de P. amarus e P. niruri como agentes para o tratamento de diferentes
tipos de doencgas e possibilidades de ensaios clinicos em diversas areas da sadde. A EFS foi
realizada com cartuchos Oasis, Plexa e Agilent C18 com e sem modificadores organicos. Como
resultados verificou-se diferengas entre os cartuchos SPE e a massa recuperada, permitiram a
exploracdo das diferentes funcionalidades quimicas das espécies de Phyllanthus. As amostras
de SPE apresentaram maior citotoxicidade in vitro do que os extratos brutos. Utilizou-se HPLC
preparativo para o fracionamento dos extratos e a composi¢do quimica foi determinada por
UPLC-QTOF-MSE e RMN, em conjunto com técnicas quimiométricas (PCA e PLS). A
atividade biolégica foi testada num painel de linhagens tumorais e ndo tumoral, pelo ensaio do
MTT e foram realizadas analises de citometria de fluxo, tais como ensaios de proliferacdo
celular, integridade de membrana, ciclo celular, potencial transmembranico mitocondrial e
mecanismo de morte. A variabilidade da composicdo quimica das fragdes demonstrou que as
fracOes 4 e 5 das duas espécies analisadas via UPLC-QTOF-MSE e RMN apresentaram maior
teor de compostos quimicos. A fragcdo PhyN Fr. 4n (P. niruri- fracdo 4) apresentou maior
atividade citotdxica frente a linhagem HLG60 e os testes de citometria demonstraram que apds
24 h de tratamento a fragdo PhyN Fr. 4n apresentou reducdo progressiva do nimero de células
nas concentragOes testadas e a viabilidade celular reduzida em concentracdo dependente. Na
avaliacdo de morte celular, PhyN Fr. 4n nas concentragdes de 47 e 70,5 ug / mL, apresentou
aumento significativo de células em apoptose tardia. Morfologicamente as células tratadas

apresentaram caracteristicas de morte por apoptose e/ou necrose. A fracdo PhyN Fr. 4n prende



as células na fase S a concentragdoes de 47 ¢ 70,5 ug/mL. A fragdo 4n apresenta como
metaboélitos maior intensidade o Acido repandusinico —isémero | (1) e 11 (3), Breviflorina &cido
carboxilico (2), corilagina (4), corilagina-isomero (5) e geraniina- isomero Il (16). Podemos
verificar neste estudo que as espécies de Phyllanthus apresentam grande potencial quimico e
farmacoldgico a ser explorado quanto a pesquisa com drogas anticancer.

Palavras-chave: Desreplicacdo. Metabolomica. Quebra-pedra. Citotoxicidade. Cancer.



ABSTRACT

The genus Phyllanthus belongs to Phyllanthaceae family, including the species Phyllanthus
amarus and P. niruri, known as “quebra-pedra”. The use of natural products and its new
chemical structures to develop new drugs are in focus the last years. New strategies as
dereplication aim to fast the identification of the compounds from a crude extract or partial
purified. The current study aims to evaluate the technological potential of P. amarus and P.
niruri investigating the influence of solid phase extraction (SPE) under its cytotoxic and
chemical profile. The studies were performed using UPLC-QTOF-MSE and RMN of aqueous
extracts of the two species, as well as fractionation by preparative HPLC, correlating the
chemical profiles of the fractions with biological activity. The scientific and technological
monitoring was carried out based on articles found in periodicals in the Web of Science e NCBI
(PUBMED) and patent basis ESPACENET, GooglePatents and INPI. The analysis of scientific
and technological monitoring demonstrated the pharmacological potential of P. amarus and P.
niruri as agents for the treatment of different types of diseases and possibilities of clinical trials
in several health areas. The SPE was performed with Oasis, Plexa and Agilent C18 cartridges
with and without organic modifiers. As results showed differences between the SPE cartridges
and the recovered mass, allowed the exploration of the different chemical functionalities of the
Phyllanthus species. The SPE samples showed higher in vitro cytotoxicity than the crude
extracts. Preparative HPLC was used for fractionation of the extracts and the chemical
composition was determined by UPLC-QTOF-MSE and NMR, together with chemometric
techniques (PCA and PLS). Biological activity was tested on a panel of tumor and non-tumor
cell lines by the MTT assay and flow cytometric assays were performed, such as cell
proliferation assays, membrane integrity, cell cycle, mitochondrial transmembrane potential
and mechanism of death. The variability of the chemical composition of the fractions showed
that fractions 4 and 5 of the two species analyzed by UPLC-QTOF-MSE and NMR showed
higher content of chemical compounds. The PhyN Fr. 4n fraction (P. niruri fraction 4) showed
higher cytotoxic activity against the HL60 line and the cytometric tests showed that after 24 h
of treatment the PhyN Fr. 4n fraction presented progressive reduction of the number of cells at
the tested concentrations and reduced cell viability in a dependent concentration. In the
evaluation of cell death, PhyN Fr. 4n at concentrations of 47 and 70.5 pg / mL showed a
significant increase of cells in late apoptosis. The PhyN Fr. 4n fraction binds cells in the S phase
to concentrations of 47 and 70.5 pg / ml. Morphologically the treated cells presented apoptosis

and / or necrosis death characteristics. The fraction 4n present as metabolites of greater intensity



of repandusinic acid A-isomer I (1) and Il (3) , brevifolin carboxylic acid (2), corilagin (4),
corilagin-isomer (5) and geraniin- isomer Il (16). We can verify in this study that the species of
Phyllanthus present great chemical and pharmacological potential to be explored regarding the

research with anticancer drugs.

Keywords: Dereplication. Metabolomic. “Quebra-pedra”. Cytotoxicity. Cancer.
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